
Tecniche colturali per la 
crescita dei batteri
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Colture pure e caratteri colturali:
popolazioni microbiche naturali

Colture miste

La popolazione microbica presente
nel nostro ambiente è grande e
complessa. Molte differenti specie
microbiche abitano normalmente
varie parti del nostro corpo (orale,
intestinale, cutanea) ed in modo
analogo il nostro ambiente (aria,
suolo, acqua).

I batteri o gli altri microrganismi, quando crescono 
su un terreno di laboratorio, sono chiamati coltura.

Colture pure

Una coltura pura è costituita da una
popolazione di cellule derivate tutte da
un’unica cellula madre. Essa
rappresenta una condizione artificiale
per l’accrescimento dei batteri ed è
una condizione imposta da
manipolazioni di laboratorio.
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Allestimento di una coltura batterica

pura di E. coli in terreno liquido 

• Inoculo in 1 litro di terreno appropriato (LB) di una colonia
batterica (circa 1 milione di cellule)

• Incubazione in condizioni appropriate (37°C, con aerazione)

• Dopo 24 ore la coltura diventa molto torbida per la presenza di
nuove cellule identiche per forma, struttura e composizione alle
cellule iniziali
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La tecnica asettica

Serie di procedure atte a
prevenire la contaminazione
durante la manipolazione
delle colture e dei terreni
sterili
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Tecnica dello striscio su piastra Petri per ottenere 

una coltura pura (streak plate)

Si sterilizza l’ansa
Si preleva un’ansata di inoculo dalla provetta
Si effettuano strisci successivi angolati su una piastra di agar
Incubazione

Colonie di Micrococcus luteus su agar sangue
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Striscio pessimo!Striscio ideale

Tecnica dello striscio
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Colonie: masse visibili di cellule
formate dalle successive divisioni di
una o più cellule che costituiscono le
UFC.

La loro grandezza, forma
consistenza e colore dipendono
dall’organismo che le produce

a) Serratia marcescens su agar MacConkey

b) Ingrandimento di (a

c) Pseudomonas aeruginosa su agar soy trypticase

d) Shigella flexneri su agar MacConkey

Le colonie raggiungono un diametro che generalmente
varia tra 1 e 10 mm. Una colonia batterica è formata
da circa 106-107 cellule, che derivano da circa 20-25
generazioni a partire dalla cellula iniziale.
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Identificazione

L’identificazione delle colonie viene eseguita ricorrendo a colture
pure derivate da ciascun tipo di colonia precedentemente isolata e si
basa sullo studio di alcuni caratteri:

 ASPETTO COLONIE

CARATTERI MICROSCOPICI (morfologia e
caratteristiche tintoriali)

CARATTERI BIOCHIMICI (fermentazione zuccheri;
produzione di prodotti metabolici peculiari;
presenza/assenza di enzimi particolari)

CARATTERI ANTIGENICI
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Esame colturale
 I caratteri colturali forniscono indizi utili per l’identificazione.
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Morfologia delle colonie

10

Splendide colonie di Bacillus subtilis su agar 

povero di nutrienti.

Atteggiamento cooperativo. Variabilità 

morfologica

Bacillus subtilis su agar 

ricco di nutrienti.



Coltivazione dei batteri

Una condizione per poter studiare i microrganismi è
poterli coltivare nelle condizioni di laboratorio.

 Per questo scopo si devono conoscere quali
sostanze nutritizie e quali condizioni fisiche essi
richiedono.

 Tali informazioni hanno consentito di sviluppare
numerosi terreni o mezzi per la loro coltura.
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Enorme fabbisogno nutritizio per l’ elevata velocità di moltiplicazione 
(riproduzione ogni 20-30 minuti)

AUTOTROFI (produttori primari di biomassa)

Le sostanze organiche (carboidrati, aminoacidi, etc.) necessarie per la struttura
e le funzioni cellulari vengono sintetizzate all’interno dell’organismo batterico
partendo da molecole inorganiche (es. acqua, anidride carbonica, minerali
contenuti nel suolo) utilizzando energia esterna all’organismo.

I FOTOAUTOTROFI (es. cianobatteri e altri batteri fotosintetici) utilizzano:

• Fonte di energia: Luce

• Fonte di Carbonio: CO2 atmosferica

I CHEMIOAUTOTROFI (es.solfobatteri e batteri nitrificanti del terreno)
utilizzano:

• Fonte di energia: Ossidazione di sostanze inorganiche

• Fonte di Carbonio: CO2 atmosferica

esigenze nutrizionali
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I batteri fotosintetici utilizzano l’energia luminosa per 
produrre energia chimica utile per i processi vitali.

Batteri Fotosintetici
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Cianobatteri



ETEROTROFI (consumatori e demolitori di biomassa)

Non sono in grado di produrre composti organici.
Per crescere e moltiplicarsi

I CHEMIOETEROTROFI utilizzano:

• Fonte di energia: Ossidazione di sostanze organiche

• Fonte di Carbonio: Composti organici

• Esempi: Quasi tutti i batteri patogeni

I FOTOETEROTROFI utilizzano:

• Fonte di energia: Luce

• Fonte di Carbonio: Composti organici

• Esempi: Solforodobatteri

esigenze nutrizionali
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I batteri eterotrofi, come gli animali, sono organismi che 
possono solamente metabolizzare composti già sintetizzati da 

altri organismi.
La maggior parte dei batteri appartiene a questo gruppo.

Si può compiere un successivo raggruppamento 
dividendo in questo gruppo i batteri saprofiti da quelli 

simbionti.
I batteri saprofiti ottengono il nutrimento dalla 
materia vegetale e animale (organica) in via di 

decomposizione.
I batteri simbionti (mutualismo, commensalismo e 

parassitismo) invece utilizzano il metabolismo di altri 
organismi (eucarioti) per procurarsi il nutrimento con 

diversi effetti sull’ospite

CHEMIOETEROTROFI
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I TERRENI DI COLTURA

La coltivazione dei batteri in laboratorio richiede l’impiego
di “mezzi di coltura”

con i quali si cerca di riprodurre artificialmente un ambiente in grado
di soddisfare le esigenze metaboliche del batterio che si desidera
coltivare.

I terreni di coltura contengono tutte quelle sostanze organiche ed inorganiche
necessarie per la crescita del microrganismo.

La composizione chimica dei diversi terreni di coltura è naturalmente
differente in relazione alle necessità nutrizionali del batterio che si desidera
coltivare.

In generale essi sono composti da:
CARBONIO
IDROGENO
OSSIGENO
AZOTO
FOSFORO
ZOLFO
OLIGOELEMENTI (ferro, calcio, cobalto, rame, manganese, etc.)
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Gli ingredienti
In passato, gli ingredienti erano spesso sostanze naturali,
poco standardizzate (estratto di carne, latte, sangue).
Oggi i substrati vengono formulati a partire da
ingredienti altamente standardizzati, semplici o complessi
o possono essere acquistati in forma disidratata, con
ingredienti già premiscelati.
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Gli ingredienti: le fonti di 
carbonio

Fonti di carbonio organiche possono essere:

1. carboidrati semplici (glucosio, saccarosio, 
lattosio, etc.)

2. polisaccaridi (amido, pectina, etc.)
3. acidi organici, alcoli (acido citrico, 

glicerolo, etc.)
4. proteine e peptoni (sono 

contemporaneamente fonti di C e N)
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Gli ingredienti: le fonti di azoto 
e fosforo

Fonti di azoto organiche possono essere:

1. Proteine (caseina, emoglobina, etc.)
2. Peptoni (idrolizzati acidi o enzimatici di 

proteine della carne, del latte, della soia, 
etc.): fonte di C, N, ed energia.

Sali minerali (ammonio, nitrato, etc.): fonte 
inorganica di N

Il fosforo viene in genere fornito sotto forma 
inorganica, come fosfati di sodio o di potassio 21



Gli ingredienti: zolfo, 
microelementi

In substrati complessi zolfo e sali minerali possono 
essere presenti in quantità sufficienti negli ingredienti 

organici.
Per alcuni microrganismi è necessaria l’aggiunta di: 

a. solfati, 
b. sali di potassio, 
c. sali di magnesio e manganese, 
d. sali di ferro

Altri microelementi (Zn, Co, Cu, Mo, etc.) sono in 
genere presenti come contaminanti di altri 
ingredienti. 22



Gli ingredienti: i fattori di 
crescita

Alcuni microrganismi richiedono uno o più fattori di 
crescita (vitamine, nucleotidi, etc.). I fattori di crescita 
possono essere forniti:
a. in forma purificata (biotina, tiamina, etc.)
b. con ingredienti complessi

1. estratto di lievito: ottenuto dall’autolisi dei lieviti, 
è una fonte di vitamine del gruppo B, aminoacidi e 
nucleotidi

2. estratto di carne: ottenuto dalla carne, è una fonte 
di aminoacidi, peptidi e vitamine del gruppo B

3. altri (succo di pomodoro, succo d’arancia, siero, 
etc.)
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Gli ingredienti: tamponi

Molti microrganismi modificano sostanzialmente il 
pH del substrato durante la crescita. Per 
controllare il pH è possibile aggiungere tamponi:

• insolubili (carbonato di calcio, citrato di 
calcio, etc.)

• solubili (fosfati, citrati, malati, acetati, 
etc.)

La scelta del tampone dipende dal valore al quale si desidera 
controllare il pH.
Il pH può essere in alcuni casi controllato per aggiunta 
automatica di acidi o basi (fermentatori).
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Gli ingredienti: acqua, inibitori, 
emulsionanti, indicatori

1. l’acqua viene in genere aggiunta come acqua distillata
2. i substrati possono essere resi selettivi per aggiunta di:

a. antibiotici (per es.: la cicloeximide inibisce gli eucarioti, 
il cloramfenicolo inibisce alcuni procarioti)

b. quantità elevate di sali (NaCl)
c. altre sostanze inorganiche od organiche (sodio azide, 

cristal violetto, etc.)
3. emulsionanti possono essere aggiunti per favorire 

l’assimilazione di substrati complessi (es. Tween 80, 
permeabilizza le membrane)

4. indicatori acido-base (rosso neutro, tornasole, porpora di 
bromocresolo, etc.) o redox (blu di metilene, resazurina) 
sono usati in substrati differenziali
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TERRENI SINTETICI
(terreni minimi o semplici) a composizione chimica nota.
Contengono il minimo di ciò che occorre per la crescita del
batterio. Sono adatti a microrganismi con esigenze nutrizionali
semplici ma anche a microrganismi con esigenze nutrizionali
elevate, quando queste ultime siano note perfettamente

TERRENI COMPLESSI
(terreni massimi) a composizione non perfettamente nota.
Contengono: fonti di azoto organico, come peptoni; fonti di fattori
di crescita, come estratto di lievito, estratto di carne; liquidi
organici, come sangue, siero.

I terreni possono essere grossolanamente divisi in:
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Terreno complesso

NUTRIENT AGAR

Peptone                 5g

Estratto di carne    1g

Estratto di lievito    2g

Sodio cloruro         5g

Acqua dist.     1000ml

Terreno definito per E. coli

K2HPO4  7g

KH2PO4 2g

(NH4)2 SO4                                     1g

MgSO4 0,1g

CaCl2 0,02g

Glucosio                                         10g

Elementi in tracce 

(Fe, Co, Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)    2-10 mg

Acqua dist. 1000ml



Sia i terreni sintetici che quelli complessi possono essere 

SOLIDI o LIQUIDI
I terreni liquidi possono essere solidificati mediante l’aggiunta di

AGAR, una sostanza che ha le seguenti proprietà:

1. Non è metabolizzato dalla gran parte dei batteri

2. Non manifesta alcuna tossicità

3. Forma una massa solida con umidità ottimale

4. Resta solido alle temperature fisiologiche

5. Non è alterato dalle alte temperature di sterilizzazione

6. Resta liquido sino a 45°C

agar: è un polisaccaride (composto principalmente da galattosio ed acido 
glucuronico) estratto dalle alghe rosse; 

forma gel termoreversibili (fonde a 95-96°C, rimane fuso fino a 46°C). 
I gel sono solidi con agar 1-1,2%, semisolidi con agar 0,3%
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I terreni semisolidi e solidi

I substrati liquidi possono essere solidificati anche per 
aggiunta di:

• gelatina: è il gelificante più antico; solidifica a basse 
temperature e viene liquefatto da microrganismi proteolitici

• gellano: è un polisaccaride complesso (glucosio, ramnosio, acido 
glucuronico) prodotto da microrganismi che può essere prodotto in 
forma più standardizzata rispetto all’agar e come questo forma gel 
termoreversibili. (additivo alimentare E418)

I terreni solidi sono adatti per microrganismi
• aerobi: coltivati in superficie
• anaerobi: coltivati in profondità o per infissione
Sono utili per ottenere colture pure. 29



I terreni solidi e semisolidi
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I terreni liquidi
Utilizzati per la coltura di massa dei microrganismi
Adatti a microrganismi aerobi o anaerobi facoltativi; gli aerobi

obbligati richiedono che il substrato sia in recipienti poco
profondi, che sia agitato o che sia fornita aria
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Caratteristiche visive dell’avvenuto 
accrescimento in terreno liquido

• Intorbidamento: formazione di una opacità più o meno densa.

• Formazione di pellicola: una piccola quantità di cellule galleggia
sulla superficie del terreno.

• Sedimento: le cellule si depositano sul fondo del brodo, ma
rientrano in soluzione se la provetta viene picchiettata.

• Mucosità: le cellule rimangono aggregate quando risalgono dal
fondo della provetta in seguito a movimento.

• Presenza di gas disciolto: si formano delle bolle quando il
contenuto della provetta viene mescolato.
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Pellicola Sedimento Torbidità Controllo

Caratteristiche visive dell’accrescimento 
in terreno liquido(brodo)
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In base alle proprietà selettive o 
differenziali

i terreni vengono distinti in:

– non selettivi

– elettivi

– selettivi

– differenziali
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Terreni non selettivi ed elettivi

1. I substrati non selettivi consentono (almeno in teoria) 
di coltivare tutti i microrganismi. Sono in genere substrati 
ricchi, a pH neutro. Esempi:
a. Plate Count Agar (Standard) un substrato per la 

determinazione della carca microbica in prodotti 
alimentari

b. Tryptone Soya Broth/Agar: un substrato ricco per la 
coltivazione dei batteri con elevate esigenze nutrizionali

2. I substrati elettivi hanno una composizione che 
favorisce, anche se non in modo assoluto, un determinato 
gruppo di microrganismi. Sono terreni ricchi di nutrienti, spesso 
con la presenza di sangue di pecora o cavallo, che consentono la 
crescita di quasi tutte le specie batteriche di interesse medico.
Esempi:
a. M17: un substrato elettivo per gli streptococchi lattici, 

ricco in nutrienti e tamponato 35



TERRENI SELETTIVI

Consentono la crescita selettiva di determinati
microrganismi; vengono utilizzati quando si trattano
campioni microbiologici contenenti popolazioni
batteriche differenti.
Per poter rendere selettivo un terreno si può
operare su vari parametri:

A.CONDIZIONI NUTRIZIONALI

B.PH

C.TEMPERATURA

D.INIBITORI
36



TERRENI SELETTIVI E DIFFERENZIALI

Selettivi perché favoriscono la crescita di
determinate specie batteriche inibendone altre

Differenziali perché permettono la crescita di
tipi diversi di microrganismi che però crescendo
formano colonie facilmente distinguibili (per
esempio in base alla colorazione)
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Luria 
Bertani 
Broth 
(LB)

LB-Agar MacConkey 
Agar

Sheep's 
Blood Agar

Chocolate 
Agar

Hektoen 
Enteric Agar

Common Microbiological Media for Aerobic Cultures

Uses: 
Culture of
aerobic
bacterial
species

Uses: Culture 
of aerobic 
bacterial 
species on 
solid media

Uses: Selective 
media for Gram-
negative, enteric 
bacteria (bile 
tolerant). Assess 
lactose 
fermentation

Uses: Non-
selective 
media, good 
for culturing 
many 
bacterial 
species 
including Gram 
negative and 
Gram-positive 
species 
including 
Staphylococci 
and 
Streptococci

Uses: Very
enriched media 
with lysed red
cells, to release
many nutrients
needed by
*fastidious* 
organisms.

Uses: Selective 
media for Gram-
negative enteric 
bacteria (higher bile 
salt concentrations 
than MacConkey). 
Used to assess 
lactose 
fermentation and 
ability to produce 
hydrogen sulfide 
(H2S). Allows for 
distinguishing 
among, E. coli, 
Salmonella and 
other gut pathogens 
including Shigella 
species
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AGAR SALMONELLA-SHIGELLA

Contiene:
1.Sali biliari e verde brillante che rendono il terreno

selettivo poiché inibiscono la crescita di Gram+
2.Lattosio con indicatore di pH (rosso neutro) che rende

il terreno differenziale poiché la Salmonella e la
Shigella non fermentano il lattosio a differenza di altri
Gram-.

Quindi su questo terreno potranno crescere tutti i Gram-;
ma

la Salmonella e la Shigella daranno colonie incolori
mentre

i batteri che fermentano il lattosio daranno colonie di
colore rosa. 39



AGAR SALMONELLA-SHIGELLA

Colonie lattosio negative sono incolori
Colonie lattosio positive sono rosa
Colonie di microrganismi che producono H2S sono nere al centro

•Salmonella typhimurium
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AGAR SALMONELLA-SHIGELLA
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AGAR MS (salato al mannitolo)

E’ selettivo perché presenta una elevata concentrazione di NaCl che
inibisce la maggior parte dei batteri tranne quelli sale-tolleranti come gli
Stafilococchi.

Il mannitolo rende il terreno differenziale: questo zucchero infatti viene
fermentato dagli Stafilococchi patogeni che daranno origine a colonie
giallastre

Utilizzato per isolare Stafilococchi patogeni.
L’acido prodotto dalla fermentazione del mannitolo determina il viraggio 

dell’indicatore di pH (rosso fenolo) da rosso (alcalino) a giallo (acido). Gli 
stafilococchi non patogeni sono capaci di crescere sul mezzo ma non producono 

acido.
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TOLLERANO ELEVATE CONCENTRAZIONI DI NaCl (germi ALOFILI);

LA MAGGIOR PARTE DEI CEPPI PATOGENI FERMENTA LA MANNITE

AGAR SALE MANNITE: 

terreno utilizzato per l’isolamento di Stafilococchi patogeni:

CONTIENE 7.5% NaCl che inibisce la crescita della maggior parte degli 
altri microrganismi.

CONTIENE LA MANNITE COME UNICA FONTE DI CARBONIO

Stafilococchi su AGAR SALE MANNITE

S. aureus:
colonie acidificanti per 
fermentazione della

mannite e viraggio al giallo 
dell’indicatore rosso fenolo

S. epidermidis:
colonie alcaline (rosa); 

non fermentanti la 
mannite
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Bile esculin agar is a medium used to identify group D streptococci. This
group of bacteria have the ability to grow in the presence of bile.
Group D streptococci also have the ability to hydrolyze esculin.
This hydrolysis of esculin turns the medium black and denotes a
positive test.
Other bacteria capable of growing in the presence of bile do not

turn the medium black.

BILE ESCULIN AGAR
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Campy-BAP is a blood agar that is highly selective for the growth of
Campylobacter species. It contains several antibiotics which inhibit the growth
of Gram-positve bacteria as well as most Gram-negative organisms. After the
plate is inoculated, it is placed in a microaerophilic environment such as a
sealed bag containing high carbon dioxide concentrations and low oxygen
concentrations.

CAMPY-BAP
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CHOCOLATE AGAR

Chocolate agar is a nutrient medium which is used in culturing fastidious
organisms such as Haemophilus species and Neisseria. It is comprised
of sheep blood that provides the X and V factors necessary for
fastidious organisms growth.
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Medium proposed by THAYER and MARTIN (1964, 1966) for the selective isolation of
Neisseria gonorrhoeae and Neisseria meningitidis from clinical specimens.

Addition of various antibiotics (THAYER-MARTIN Supplement I), and specific
growth-promoting agents (THAYER-MARTIN Supplement II) to the basic
substrate with or without hemoglobin usually inhiits or totally suppresses the
growth of accompanying bacterial flora, while allowing pathogenic Neisseria
species to grow normally.
THAYER-MARTIN Supplement I: vancomicina, colistina, nistatina e trimetoprim 

lattato

THAYER  MARTIN AGAR

47



Blood Agar Sheep
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Blood Agar Sheep

49

S. aureus rende disponibili i fattori presenti 

nel sangue altrimenti disponibili solo in 

agar cioccolato. 



This enriched and differential plating medium supports the growth of most
medically significant bacteria. It is used for primary plating and for
subculturing of colonies and is especially useful for detecting hemolytic
activity of bacteria. It is also used for the demonstration of the "satellite
phenomenon" by Haemophilus and for the CAMP test on b-hemolytic
streptococci.

Blood Agar 
(with 5% Sheep Blood)
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EOSIN METHYLENE BLUE (EMB) AGAR

EMB agar is a differential medium used in identification and isolation of

Gram-negative enteric rods. EMB agar also inhibits the growth of Gram-

positive organisms. The differential basis of this medium involves two

indicator dyes, eosin and methylene blue, that distinguish between

lactose fermenting and non-lactose fermenting organisms. Lactose

fermenters form colonies with dark centers and clear borders while the

non-lactose fermenters form completely coloroless colonies. 51



HEKTOEN ENTERIC (HE) AGAR

Hektoen enteric agar is a medium designed for the isolation and recovery of fecal
specimens belonging to the Enterbacteriaceae family, especially Salmonella and
Shigella. It can differentiate between bacteria that ferment lactose and those
that don't. Acid produced from fermenting lactose imparts a yellow-orange color to
the medium due to the presence of a pH indicator. Non-lactose fermenters do not
significantly change the color of the medium. HE agar can also detect the
production of hydrogen sulfide gas, which turns parts of the medium black.
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Isolation of Salmonella onto selective agar:

Sterile media (before streaking):

Plates positive for Salmonella

after incubation:

Note: If the agar media change in color and the colonies are not dark (e.g.,
yellow), bacteria OTHER than Salmonella were isolated
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Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar is a highly selective and
differential medium for the isolation and identification of
Salmonella and Shigella species.
Both Salmonella and Shigella species can decarboxylate the lysine
in the media to produce red colonies. Additionally, Salmonella
produces a positive hydrogen sulfide production reaction, which
colors the centers of the colonies black

XLD
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MAcCONKEY AGAR

MacConkey agar is probably the most popular solid differential medium in the world.
It is mainly used in identification of lactose fermenting, Gram-negative enteric
pathogens and for inhibiting growth of Gram-positive organisms. Bacterial colonies
that can ferment lactose turn the medium red. This red color is due to the pH
indicators response to the acidic environment created by fermenting lactose.
Organisms that do not ferment lactose do not cause a color change.

Sali biliari e 
cristal violetto: 

inibiscono i gram +
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Kligler Iron Agar (KIA) 
& Triple Sugar Iron

(TSI) Agar

Lysine Iron
Agar (LIA)

Motility Indole 
Ornithine

(MIO) Medium

source of amino 
acids which may be 
deaminated (alkaline 
rx.)

peptone,
proteose peptone,
beef extract,
yeast extract

peptone,
yeast extract,
lysine

peptone,
yeast extract,
ornithine

amino acid added to 
note its 
decarboxylation 
(alkaline rx.)

none lysine ornithine

fermentable 
sugar(s) (acid rx.)

lactose (1%),
sucrose (1% – in KIA),
glucose (0.1%)

glucose (0.1%) glucose (0.1%)

pH indicator
phenol red:
net acid = yellow,
net alkaline = red

brom-cresol 
purple:
net acid = yellow,
net alkaline = 
purple

brom-cresol 
purple:
net acid = yellow,
net alkaline = 
purple

source from which 
H2S may be 
produced

sodium thiosulfate
sodium 
thiosulfate

none

indicator of H2S 
production

ferrous sulfate
ferric ammonium 
citrate

none 58



TRIPLE SUGAR IRON (TSI) AGAR

Triple sugar iron (TSI) agar is a medium used in the
identification of Gram-negative enteric rods.
The medium measures a bacterium's ability to utilize three sugars, glucose,
sucrose and lactose, the concentrations of which are 0.1%, 1.0%, and 1.0%,
respectively. A pH indicator incuded in the medium can detect acid production
from fermentation of these carbohydrates. A yellow color change indicates
acid in the medium while no color change indicates an alkaline surrounding.
Inoculation of the tube is a two step procedure. First, a loop of bacteria is
spread across the surface of the agar. Second, a needle of bacteria is inserted
(stabbed) into the bottom (butt) of the tube. Carbohydrate uilization can be
determined through analysis of the extent of acid production. Acid
production limited to only the butt of the tube is indicative of glucose
utilization. This is because the concentration of glucose is lower than that of
other sugars, thus the acid production is not very extensive. Acid production in
the slant and butt indicates sucrose or lactose fermentation because of the
relatively high concentrations of these sugars, thus leading to extensive acid
production. TSI agar can also detect reduction of sodium thiosulfate to
hydrogen sulfide. Hydrogen sulfide production will turn parts of the agar black.
Production of other gases is marked by cracks in the agar as well as an air gap
at the bottom of the test tube. 59



INTERPRETATION OF TUBES ABOVE

TUBE 1

(UNINOCULATED)
TUBE 2 TUBE 3 TUBE 4 TUBE 5 

SLANT - A A K K

BUTT - A A A A

HYDROGEN

SULFIDE 
- - - + +

GAS - - + - -

A=Acidic K=Alkaline

TRIPLE SUGAR IRON (TSI) AGAR
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corresponding tube no. 

above
1 2 3 4* 5

deamination of amino acids 

(aerobic alkaline rx.)
+ + + + +

glucose fermentation

(minor acid rx.)
– + + + +

lactose and/or sucrose 

fermentation (major acid 

rx.)

– – – + +

H2S production (black 

color)
– – + – +**

typical examples
Pseudomonas

(a non-enteric)

Morganella

Providencia

Shigella

Citrobacter

Salmonella

Edwardsiella

E. coli

Enterobacter

Klebsiella

Proteus

E. coli lactose+ 

Salmonella H2S+

* Tube 4: Much gas is often seen for this tube, evidenced by cracks in the medium. Also, methyl red-negative organisms which ferment
lactose and/or sucrose may show a "reversion" toward an alkaline reaction as neutral products are formed from some of the acid. Note the 
slight orange to red color at the tip of the slant in tube 4A. How might such a tube look at two or more days of incubation? (Regarding the 
methyl red test, recall the activities of enterics in MR-VP Broth which are illustrated here.)
** Tube 5: Enough acid can be produced to cause the black iron sulfide precipitate to break down and not be seen. In this case, the tube 
will look like tube 4.

TRIPLE SUGAR IRON (TSI) AGAR
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TRYPTIC SOY BROTH/AGAR

Tryptic soy agar and broth is a basic medium used for culturing many kinds of 
microorganisms. Tryptic soy agar is mainly used as an initial growth medium for 
the following purposes: 

•observe colony morphology 
•develop a pure culture 
•achieve sufficient growth for further biochemical testing 
•culture storage

It can also be used in the determination of bacterial numbers.

substrato ricco non selettivo per 
la coltivazione dei batteri con 
elevate esigenze nutrizionali
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Thioglycollate media is used for
cultivating anaerobic, microaerophilic
and aerobic microorganisms and for
detecting the presence of bacteria in

normally sterile materials.

Thioglycollate media, formulated with yeast extract and casitone or pancreatic digest of
casein, support growth of a wide variety of fastidious microorganisms having a range of
growth requirements. Sodium thioglycollate lowers the oxidation-reduction potential of
the media and neutralizes the antibacterial effect of mercurial preservatives in the
specimen. Resazurin and methylene blue indicate the status of oxidation or
aerobiosis. Since methylene blue is toxic to some bacteria, resazurin has replaced it as
the OR indicator. Dextrose is included in some formulations because most organisms
show earlier and more vigorous growth in the presence of a carbohydrate. Just prior to
inoculation, the medium may be autoclaved to drive off absorbed oxygen it acquired in

storage.

Thioglycollate media
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Actinomiceti 



CHOPPED MEAT GLUCOSE MEDIUM

Chopped meat broth is used for culturing anaerobic organisms

64



Colonies of B. cereus are crenated and approximately 5mm in
diameter. They have a distinctive turquoise to peacock blue colour on
PEMBA and pink on MEYP surrounded by a zone of egg yolk
precipitate.

PMBA
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SUPPLEMENTS PEMBA
5% egg yolk emulsion
Polymixin B 100,000 IU/l



m-Aeromonas Selective Agar enhances growth of nearly all Aeromonades. The
supplement Ampicillin and Vancomycin partly inhibits growth of acompanying
Gram-positive and Gram-negative organisms.
Aeromonades form acid from Dextrin indicated by a color change from blue to
yellow of the pH indicator Bromothymolblue.

HAVELAAR

BTB indicator in acidic, 

neutral, and alkaline 

solutions (left to right).



The high concentrations of thiosulfate and citrate and the strong alkalinity of
this medium largely inhibit the growth of Enterobacteriaceae. Ox bile and cholate
suppress primarily enterococci. Any coliform bacteria, which may grow, cannot
metabolize sucrose. Only a few sucrose-positive Proteus strains can grow to form
yellow, vibrid-like colonies. The mixed indicator thymol blue-bromothymol blue
changes its colour to yellow, when acid is formed, even in this strongly alkaline

medium.

TCBS AGAR: Vibrio Selective Agar
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Saccarosio -



Sodium sulfite and fuchsin inhibit the growth of gram-positive bacteria. E.
Coli and coliform bacteria metabolize lactose with the production of
aldehyde and acid. The aldehyde liberates fuchsin from the fuchsin-sulfite
compound, the fuchsin then colors the colonies red. In the case of E. coli,
this reaction is so intense that the fuchsin crystallizes out giving the
colonies a permanent greenish metallic sheen (fuchsin sheen). Lactose-
negative and wealkly lactose-positive E. coli do not show any fuchsin sheen.

ENDO AGAR
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C - EC AGAR 

Substrato selettivo fluorogenico e cromogenico per la determinazione 

simultanea di E.coli e dei coliformi nelle acque e negli alimenti 

Escherichia coli alla luce normale e sotto lampada di Wood.

Si osserva la positività al test dell’indolo e l’intensa fluorescenza azzurra. 

Il terreno consente la crescita selettiva degli enterobatteri e di pochi altri batteri Gram negativi, essendo i

batteri Gram positivi inibiti dagli agenti selettivi presenti. Tra gli enterobatteri, i coliformi possiedono l’enzima

beta-galattosidasi, idrolizzano il composto X-GAL (5-bromo-4-cloro-3 indolil - beta - D - galattopiranoside) e

sviluppa colonie verde-blu. Tale reazione è resa maggiormente evidente dall’IPTG presente nel terreno.

Escherichia coli, oltre ad idrolizzare il composto X-GAL, idrolizza anche il MUG (4 - metilumbelliferil - beta -

D – glucuronide) e produce indolo dal triptofano e sviluppa quindi con colonie verde blu, fluorescenti alla

lampada di Wood e positive al test dell’indolo Tale test è eseguibile direttamente sulla piastra con una

goccia di reattivo di Kovacs.
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Terreni per Micobatteri

LOWENSTEIN-JENSEN

Tuorlo d’uovo
Glicerolo
These substances provide fatty acids and protein required for the metabolism of mycobacteria.

Verde malachite:
inibitore selettivo della crescita altri batteri contaminanti
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MUELLER-HINTON

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus


