
Differenze principali tra cellula eucariotica e procariotica



Analisi di un campione microbiologico
(schema generale applicabile a BATTERI e 

FUNGHI)



CAMPIONE IN ESAME



ESAME MICROSCOPICO



COLTURA (scelta terreni e condizioni di coltura)



ISOLAMENTO (ottenimento colture pure)



IDENTIFICAZIONE (morfologica, biochimica, sierologica, molecolare)



Dimensioni della cellula batterica

Capacità di risoluzione dell’occhio umano: 0.1 mm



Analisi morfologica dei batteri: impiego del microscopio

morfologia “grossolana”: microscopi ottici

morfologia fine: microscopi elettronici



Studio microscopico dei microrganismi 

Microscopia ottica

lenti dell’obiettivo
ingrandiscono

l’immagine del

campione

sorgente di luce

lenti del condensatore (convergono luce sul

campione, regolano la quantità di luce)

oggetto (posizionato su un vetrino)

lenti dell’oculare

L’ingrandimento totale: prodotto degli ingrandimenti

dell’obiettivo e dell’oculare



Normalmente vengono usati 3 diversi obiettivi:

Basso ingrandimento (x10): per esaminare campione intero

Alto ingrandimento (x40): per osservare microbi di “grosse dimensioni”

Ad immersione ad olio (x100): per osservare i lieviti ed i batteri (e dettagli

morfologici di organismi più grandi e di cellule). L’olio è in grado di ridurre la

dispersione della luce osservazione

Gli oculari possono ingrandire l’immagine (da x10 a x15)

POTERE DI RISOLUZIONE: dipende

1) dalla lunghezza d’onda della luce

2) dall’angolo di entrata della luce negli obiettivi 

Microscopio a campo chiaro: potere di risoluzione = 0.2 m

Microscopia ottica







Microscopia elettronica

Al posto di luce visibile e lenti:

fascio di elettroni (emessi da filamento di tungsteno) e magneti (potere

di risoluzione 0.001 m):

m. elettronico a trasmissione: gli elettroni passano attraverso il

campione

m. elettronico a scansione: gli elettroni passano attraverso

il campione con un certo angolo di incidenza



Studio microscopico dei microrganismi

• Esame diretto, a fresco (campo scuro/contrasto di fase):

osservazione di cellule vive



Microscopia a campo scuro

Microscopia a contrasto di fase (dettagli interni)



• Esame diretto, a fresco (contrasto di fase/campo scuro): osservazione di cellule

vive

• Dopo essiccamento e fissaggio del preparato, in seguito a colorazione, in 

quanto i batteri non sono visibili in campo chiaro (indice di rifrazione protoplasma

simile a quello del mezzo in cui sono presenti)

Colorazioni biologiche: per aumentare il contrasto.

Le cellule batteriche sono, a pH neutro, cariche negativamente

L’allestimento di un preparato da sottoporre a colorazione prevede:

1) la deposizione di una goccia di materiale su un vetrino porta-oggetto

2) l’evaporazione dell’acqua attraverso debole riscaldamento fino a completo 

essiccamento

3) la fissazione al calore o con metanolo.

Studio microscopico dei microrganismi



Impiego di coloranti: soluzioni composte da acqua (o solventi 

organici) e da una o più sostanze coloranti con determinata 

affinità per i componenti cellulari:

c. cationici (carica +)/ basici: blu di metilene, 

cristalvioletto, safranina: si legano a strutture a carica negativa 

(a. nucleico)

c. anionici (carica -): eosina, fucsina acida: si legano a 

strutture a carica positiva (citoplasma)

Colorazioni



LE COLORAZIONI IN MICROBIOLOGIA

 Semplici Soluzioni acquose o alcoliche di un singolo colorante basico.

Usate soltanto per evidenziare la presenza di batteri, la forma (blu di metilene,

cristalvioletto, safranina) e la loro disposizione.

 Differenziali Si utilizzano 2 coloranti diversi, mordenzanti (chimici) ed intensificanti (fisici)

Gram Divide i batteri in 2 grandi gruppi (G+ e G-). I Gram- non trattengono 

il colorante primario ed assumono il secondario

Ziehl-Neelsen Usata per distinguere i Micobatteri da altre specie. Possono essere 

acido-alcol resistenti anche Nocardie e Actinomiceti. I batteri 

appaiono di color rosso rubino su sfondo blu.

 Speciali

Negativa

Spore

Flagelli

per la dimostrazione della capsula batterica 

colorazione di Alessandrini, al verde malachite 

punta all’ispessimento del flagello con mordenti





Microscopia ottica dopo colorazione di Gram



COLORAZIONE DI GRAM: DIFFERENTE COMPORTAMENTO



1. colorante

primario

Colorazione di Gram

2. colorante 

secondario



Gram positivi Gram negativi



Morfologia dei batteri



Al microscopio osserviamo la morfologia dei batteri







Morfologia: cocchi (bacca), a volte ovali 

diametro: 0.5 m

raggruppamenti: piani di divisione/tendenza a

rimanere attaccati dopo divisione





Morfologia: bacilli (bastone), a volte ovali

0.5-1.0 m (larghezza) X 1-4 m lunghezza



Bacillus



Streptobacillus



Morfologia: Vibrioni, spirilli e spirochete

5-40 fino a 100 m (lunghezza) X 0.25-0.5 m larghezza





vibrio

spirillum

spirocheta







CAMPIONE IN ESAME



ESAME MICROSCOPICO



COLTURA (scelta terreni e condizioni di coltura)



ISOLAMENTO (ottenimento colture pure)



IDENTIFICAZIONE (morfologica, biochimica, sierologica, molecolare)



CARATTERI COLTURALI

Uno dei principali caratteri dei microbi è l’aspetto (tipo

di accrescimento) che assumono quando si
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CARATTERI COLTURALI

Uno dei principali caratteri dei microbi è l’aspetto (tipo

di accrescimento) che assumono quando si

accrescono su vari terreni

I caratteri colturali forniscono informazioni utili per

l’identificazione

Una condizione per poter studiare i microbi è poterli 

coltivare nelle condizioni di laboratorio

Per questo scopo si devono conoscere quali sostanze 

nutritive e quali condizioni fisiche essi richiedono



CARATTERI COLTURALI
(esigenze nutrizionali)

Fonte di energia

organismi foto-trofi (luce)

organismi chemio-trofi (composti chimici)

Fonte di carbonio

foto- e chemio-autotrofi (CO2) 

eterotrofi (composti organici)

Richiesta azoto

azoto atmosferico

composti inorganici dell’azoto 

azoto proteico



CARATTERI COLTURALI
(esigenze nutrizionali)

Zolfo e fosforo

composti organici e inorganici dello zolfo

zolfo elementare 

fosfati

Elementi metallici

sodio, ferro, potassio, zinco, rame, magnesio 

fosforo, manganese, cobalto

Vitamine e composti vitamino-simili

tiamina (B1), riboflavina, niacina, piridossina (B6), 

biotina, ac.pantotenico, ac.folico, cobalamina (B12), 

vitamina K



Elementi essenziali,

loro fonti e funzioni nei

procarioti

da P.R. Murray, K.S. Rosenthal, G.S. Kobayashi, M.A. Pfaller

Microbiologia 

EDISES

MACRONUTRIENTI

MiCRONUTRIENTI 

ELEMENTI in 

TRACCE



I 6 elementi che costituiscono lo scheletro 
COVALENTE delle macromolecole biologiche 

(idrogeno, ossigeno, carbonio, azoto,
fosforo e zolfo) costituiscono circa il 95% del 

peso secco della cellula

Col ferro, calcio, magnesio, sodio e potassio
si raggiunge il 99.5%



Terreni colturali artificiali: devono soddisfare le esigenze 

nutrizionali ed energetiche dei microrganismi da coltivare (I)

Sono costituiti da una soluzione acquosa a cui sono aggiunti i nutrienti

appropriati

• a composizione chimicamente definita

• a composizione complessa (o a composizione chimica NON

definita) estratti di cellule animali, vegetali o microbiche

• non selettivi

• selettivi: contengono specifici composti che inibiscono selettivamente

la crescita di alcuni microrganismi

• differenziali: contengono un indicatore (di solito un colorante) per la

rilevazione di reazioni chimiche e attività metaboliche svolte

dal microrganismo durante la crescita



Terreni colturali artificiali: devono soddisfare le esigenze 
nutrizionali ed energetiche dei microrganismi da coltivare (II)

Sostanze base: peptoni

carboidrati

sali

Peptoni: idrolizzati di proteine (carne, caseina, soia); fonte di aminoacidi 
(azoto)

Carboidrati:glucosio, lattosio, mannitolo, saccarosio:fonte di carbonio

Sali: per osmolarità (NaCl); per tamponare il terreno (tampone fosfato);
per attività enzimi (Manganese, Magnesio, Calcio, Ferro)

Estratto di lievito: fonte di vitamine

Indicatori di pH: evidenziano la formazione di ACIDI a
partire da carboidrati e di BASI a partire da peptoni



Terreni utilizzati in microbiologia

• liquidi

• semisolidi (+ agar 0,5%)

• solidi (+ agar 1.5-2%)

Agar: estratto polisaccaridico (D-galattosio, L-galattosio, acido D-

glucuronico di alghe rosse marine)

NON presenta alcuna caratteristica nutritiva per i

microrganismi



allestimento

sterilizzazione 

conservazione

Come si preparano i terreni in un laboratorio di 

microbiologia



Allestimento

Dissoluzione ingredienti in acqua 

Determinazione del pH ed eventuale correzione 

Distribuzione in contenitori idonei



Sterilizzazione

terreni di coltura, soluzioni tampone, 

arricchimento e tutto quello con cui questi

elementi di 

vengono a

contatto deve essere sterile

si deve escludere ogni possibilità di contaminazione

sterilizzazione è la completa rimozione o distruzione di 

tutti i microrganismi

sterilizzazione può essere ottenuta mediante

calore

radiazioni

sostanze chimiche

filtrazione



Scelta dei terreni di coltura

• Tipo di materiale in esame

• Tipo di ambiente di provenienza del campione

• Tipo di ricerca: mirata o globale?

In ogni caso lo scopo è creare le condizioni ottimali perché i microrganismi 
possano svilupparsi



CAMPIONE IN ESAME



ESAME MICROSCOPICO



COLTURA (scelta terreni e condizioni di coltura)



ISOLAMENTO (ottenimento colture pure)



IDENTIFICAZIONE (morfologica, biochimica, sierologica, molecolare)



Coltura  crescita di un microrganismo in un terreno di laboratorio

Coltura mista  la popolazione microbica presente nel nostro

ambiente è enorme e complessa

Numerose specie microbiche sono presenti sia nell’ambiente (acqua, suolo,

aria) che nel nostro organismo

Coltura pura  è costituita da una popolazione di cellule derivate tutte da

un’unica cellula madre. Rappresenta una condizione artificiale per

l’accrescimento dei microbi imposta dalle manipolazioni di laboratorio

Isolamento: ottenimento di colture pure





(tecnica di semina mediante l’utilizzo dell’ansa)

Metodi per ottenere colture pure: isolamento



Metodi per ottenere colture pure: isolamento
semina: tecnica dello striscio e della distribuzione su piastre



Sono disponibili diverse tecniche di semina:



Sono disponibili diverse tecniche di semina:



Saggio di sensibilità agli antibiotici

Tappeto di 
batteri

Nessuna

crescita

Sensibile Non sensibile

Crescita anche attorno al disco 

di antibiotico
Disco di antibiotico

Test di Kirby-Bauer

… per allestimento dell’antibiogramma



CONDIZIONI

AMBIENTALI PER LA

CRESCITA

BATTERICA



I batteri e l’ossigeno

• Aerobi obbligati (stretti): crescono solo in presenza di O2

• Anaerobi obbligati (stretti): crescono solo in assenza di O2

• Microaerofili: richiedono limitate quantità di O2

• Anaerobi facoltativi

• Anaerobi aerotolleranti
tollerano O2



EFFETTO DELLA CONCENTRAZIONE DI O2 SULLA CRESCITA BATTERICA

B) Crescono solo dove c’è abbastanza O2 vicino alla superficie

C) L’O2 è tossico; non c’è crescita vicino alla superficie

D) Migliore crescita vicino alla superficie, ma anche…

E) I batteri non tollerano la concentrazione atmosferica di O2; crescita ottimale a [pO2] 

inferiori a quella atm.

F) Crescita uniforme (indifferenza per O2)



RIDUZIONE DELL’OSSIGENO MOLECOLARE

L’ossigeno è un agente ossidante (accettore di elettroni) piuttosto forte e

quindi, durante il processo di riduzione dell’ossigeno molecolare ad acqua, si 

formano intermedi che possono risultare TOSSICI



RIDUZIONE DELL’OSSIGENO MOLECOLARE

ENZIMI CHE ELIMINANO GLI INTERMEDI TOSSICI DELLA RIDUZIONE DELL’OSSIGENO



ENZIMI BATTERICI CORRELATI ALL’ O2

Microrganismi Catalasi Superossido 

dismutasi

comportamento verso l’O2

Aerobi e presente presente tollerano l’ O2

anaerobi facoltativi (neutralizzano le forme tossiche)

Aerotolleranti assente presente tollerano l’ O2

Anaerobi (neutralizzano in parte le forme tossiche)

Anaerobi assente assente l’ O2 è tossico
Obbligati (stretti) (incapaci di neutralizzare le forme tossiche)





INCUBAZIONE DEI BATTERI

AEROBIOSI E ANAEROBIOSI

Microrganismi aerobi: microrganismo seminato su terreno di 

coltura viene incubato in termostato (camera ad aria calda), 

normalmente alla temperatura di 37°C per il tempo necessario 

allo sviluppo microbico

L’afflusso di ossigeno nelle colture può essere aumentato

mediante agitazione (“colture agitate”) oppure insufflando

aria o ossigeno (“colture aerate”)



INCUBAZIONE DEI BATTERI

AEROBIOSI E ANAEROBIOSI

aria

Microrganismi aerobi: microrganismo seminato su terreno di 

coltura viene incubato in termostato (camera ad aria calda), 

normalmente alla temperatura di 37°C per il tempo necessario 

allo sviluppo microbico

L’afflusso di ossigeno nelle colture può essere aumentato

mediante agitazione (“colture agitate”) oppure insufflando

o ossigeno (“colture aerate”)

Microrganismi anaerobi:

microrganismo seminato su terreno di coltura viene incubato 

modificando l’ambiente senza influire sul terreno di coltura (giare 

o cappe di anaerobiosi)



GIARA PER ANAEROBIOSI

BATTERI IN ANAEROBIOSI



Giara di Brewer: fornita di 2 valvole: 

una per allontanare l’aria con una 

pompa da vuoto, l’altra per 

insufflare una miscela gassosa 

(azoto molecolare, 95%, e anidride 

carbonica, 5%)

Gas pack: al momento dell’uso, viene 

introdotta una bustina contenente 

boroidruro di sodio e bicarbonato di 

sodio, a cui si aggiunge acqua: si libera 

CO2 e H2: si consuma ossigeno

INCUBAZIONE DEI BATTERI IN ANAEROBIOSI



CABINA PER ANAEROBIOSI

2 scomparti: una precamera dove viene immesso il materiale da isolare: una volta 

richiusa, l’ossigeno viene sostituito da miscela di idrogeno-anidride carbonica; una 

camera di lavoro (si accede tramite «guanti esterni»)



Cabina per anaerobioti UOC 
Microbiologia e Virologia, Azienda 

Ospedaliera di Padova



INCUBAZIONE DEI BATTERI IN ANAEROBIOSI

Microrganismi anaerobi:

microrganismo seminato su terreno di coltura viene incubato 

modificando l’ambiente senza influire sul terreno di coltura (giare 

o cappe di anaerobiosi)

 modificando il terreno di coltura :

1) Nei terreni solidi e liquidi: aggiunta di sostanze riducenti quali

cisteina, acido ascorbico, acido tio-glicolico. È opportuno aggiungere al

terreno un indicatore di ossidoriduzione

2) Nei terreni liquidi si porta ad ebollizione. L’aggiunta di uno strato

di olio di vaselina garantisce le condizioni di anaerobiosi



I batteri e la CO2

Una adeguata tensione di CO2 è necessaria per alcune specie microbiche. Molti

batteri (Neisseria gonorrheae, N. meningitidis) si sviluppano se all’atto del primo

isolamento è presente una tensione di CO2 del 3-10%. La CO2 può essere

utilizzata per la sintesi di alcuni componenti cellulari (acidi grassi), favorisce la

sintesi di fattori di virulenza (tossine) e la formazione della capsula nei batteri

che la presentano.

Si può ottenere utilizzando:

1) Gas pack

2) Termostati ad anidride carbonica



I batteri e la temperatura

Temperatura ottimale: permette il massimo tasso di crescita (tempo di duplicazione

minore)

minima* ottimale* massima*

psicrofili -5 10-20 20-30

mesofili 10 30-40 40-50

termofili

*gradi centigradi

40 50-70 70-90



I batteri e il pH (concentrazione ioni idrogeno)

neutrofili: pH 4-9

obbligati pH: 3

acidofili:

facoltativi pH: 3-7

basofili: pH 7-11

(alcalofili)

Gli enzimi di tutti i gruppi batterici hanno un pH ottimale prossimo alla

neutralità (la pompa protonica mantiene costante il pH intracellulare)



Figura 3.25 EFFETTO DELLA CONCENTRAZIONE DI NA+ SULLA CRESCITA MICROBICA

I batteri e la salinità



I batteri e l’H2O (idratazione)

L’acqua è il componente principale del terreno (sia solido che liquido).

Quando il terreno è incubato alla temperatura utilizzata per la coltivazione dei batteri, una

elevata quantità di acqua può essere persa in seguito ad evaporazione.

La perdita di acqua può essere deleteria per la crescita batterica:

1) una minore quantità di acqua è disponibile per processi metabolici essenziali

2) la perdita di acqua induce un relativo aumento della concentrazione dei soluti del terreno

può indurre shock osmotico alla cellula batterica e conseguente lisi cellulare



Quantificazione dell’accrescimento



Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento 
batterico:

si effettua un inoculo in terreno di coltura liquido prelievo ad
intervalli di tempo e conteggio



Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento

batterico:

1. Misurazione del numero delle cellule:

a) contatore di cellule elettronico:

Si effettua in uno strumento dotato di 2 compartimenti ad alta

conducibilità elettrica connessi da un orifizio (10-30 m diametro);

il passaggio dei batteri nell’orifizio fa aumentare la
resistenza elettrica tra i 2 compartimenti registrazione del

segnale elettrico: molto preciso



b) direttamente con il microscopio (camera contacellule di Petroff-
Hausser)

1. Misurazione del numero delle cellule:

Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento

batterico:



METODO DI CONTATOTALE AL MICROSCOPIO MEDIANTE CAMERA DI CONTA

Pro: rapidità

Contro: ●conta anche le cellule morte

●non adatto a campioni diluiti (o a batteri di piccole dimensioni)



c) Misurazione delle colonie (unità formanti colonia) su piastra da

coltura

Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento

batterico:



Una cellula vitale è capace di dividersi e formare progenie (colonie)

CONTA VITALE SU PIASTRA

Pro: molto sensibile

calcolo del titolo in cfu (Colony Forming Units) / ml



metodi diretti

• peso secco cellulare (proporzionale alla massa)

• componenti cellulari (DNA, RNA, proteine)

• torbidità di una coltura liquida (spettrofotometro: misurazione della densità 
ottica (O.D.))

Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento

batterico:

2. Misurazione della massa cellulare:



La torbidità è dovuta alla rifrazione della luce

da parte delle cellule presenti nella

sospensione.

La densità ottica (DO) misurata a 600 

nm con uno spettrofotometro è 

proporzionale al numero totale di 

cellule (vive e morte)

MISURAZIONE DELLA TORBIDITA’ IN COLTURA 

LIQUIDA



Curva di crescita batterica

Fase di latenza (lag): le cellule aumentano di volume ma non di numero: i batteri si 

adattano al nuovo ambiente.

Fase esponenziale o logaritmica (log): i batteri si moltiplicano con un tempo di

duplicazione che dipende dal ceppo e dall’ambiente.

Fase stazionaria (stationary): i batteri smettono di crescere per la mancanza di 

metaboliti e l’accumulo di sostanze tossiche.

Fase di morte cellulare (death): la fase di declino o morte cellulare è una funzione 

esponenziale e si manifesta come riduzione lineare del numero di cellule vitale nel 

tempo. Il tasso di mortalità aumenta fino a raggiungere un livello costante.



metodi indiretti

• Consumo di nutrienti dal mezzo di coltura

• Formazione di specifici prodotti metabolici

• ATP (concentrazione di ATP/unità di massa è una costante)

Metodi per la misurazione quantitativa dell’accrescimento

batterico:

2. Misurazione della massa cellulare:
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IDENTIFICAZIONE

La determinazione delle proprietà nutrizionali e metaboliche del batterio isolato rappresenta l’approccio

più comune utilizzato per individuare il genere e la specie del microrganismo

In genere tutte le metodiche impiegano una combinazione di test per determinare le proprietà 

enzimatiche di un batterio isolato, così come la capacità dell’isolato di crescere o sopravvivere in

presenza di certi inibitori (sali, antibiotici, etc)

Test enzimatici: per misurare la presenza di 1 singolo enzima specifico o del completo ciclo metabolico

(che può prevedere numerosi enzimi)

Numerosi sono i test utilizzati per determinare la presenza di un singolo enzima. Facili da eseguire e

da interpretare, svolgono un ruolo chiave nello schema di identificazione. Infatti, sebbene non

forniscano sufficienti informazioni per l’identificazione, sono utilizzati per determinare lo step 

successivo.



Principali tecniche di identificazione di specie batteriche

• Caratteristiche colturali

• Metodi biochimici (gallerie)

• MALDI

• T2



Evoluzione identificazione microbica 



Diagnostica molecolare in microbiologia 

clinica

Metodiche 

tradizionali
Metodiche innovative

• Esame diretto dopo colorazione di Gram/ 

Ziehl Neelsen sensibilità 60-

80%

• Test antigenici sensibilità 60-90%

• Esame colturale 

sensibilità 90-100%

NATs (Nucleic Acid Amplification

Technology)

• Nested-PCR

• Real-Time PCR

• MLST (multilocus sequence typing)

• Sequencing

Saggi basati su spettrometria di massa

Saggi basati sulle nanotecnologie

Sensibilità e specificità>90%





Diagnostica molecolare in microbiologia 

clinica

Possibilità di identificare un microorganismo in base ad una o più sequenze 
geniche specifiche

La diagnostica molecolare presenta una maggiore sensibilità e specificità dei metodi 

tradizionali e si ricorre sempre più ad essa quando:

Il microorganismo sia difficilmente coltivabile

presenta una crescita lenta in vitro
la manipolazione risulti pericolosa

il costo della diagnosi tradizionale sia più elevato di quella di una diagnosi 

molecolare







Spettrometria di massa



Spettrometria di massa (II)
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