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Storia delle metodologie per
l’identificazione di specie batterica

Laboratorio di microbiologia medica

Dalle osservazioni fenotipiche alla spettrometria MALDI-
TOF e alla genomica

Fenotipo Biotipi

Automazione MALDI-TOF

Sequenziamento

Idea chiave: l’identificazione batterica è passata da metodi lenti, manuali e basati 
sul fenotipo a metodi rapidi, standardizzati e molecolari, con un impatto diretto su 
terapia, controllo infezioni e stewardship antimicrobica.
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1 . Dalle origini alla batteriologia c las s ica (fine XIX s ecolo–anni 1 950)

Microscopia, colorazioni e crescita in coltura come basi dell’identificazione

1884

Colorazione di 
Gram

1890–1930

Morfologia + 
coltura pura

1930–1950

Prime prove 
biochimiche

1950s

Schemi fenotipici 
più sistematici

Metodi dominanti:

• Morfologia microscopica e disposizione cellulare
• Reazione di Gram e altre colorazioni
• Aspetto delle colonie, emolisi, crescita selettiva
• Prime prove: catalasi, ossidasi, fermentazione di 
zuccheri

Limiti principali:

• Dipendenza dall’esperienza dell’operatore
• Tempi lunghi legati alla crescita
• Bassa risoluzione per specie fenotipicamente simili
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2. L’era dei test biochimici e dei sistemi miniaturizzati (anni 1960–1990)
Standardizzazione progressiva dell’identificazione fenotipica

Cosa cambia

• Gallerie multi-test e pannelli miniaturizzati

• Lettura più standardizzata di fermentazioni, enzimi e 
utilizzo di substrati

• Nascita di database interpretativi e profili numerici

• Diffusione di sistemi commerciali (es. API, Vitek)

Vantaggi per il laboratorio

• Maggiore riproducibilità
• Riduzione della soggettività
• Identificazione di molti batteri comuni in 
18–24 h dopo isolamento
• Migliore integrazione con antibiogramma 
e flussi di routine

Criticità residue: batteri fastidiosi, anaerobi, non fermentanti e specie rare potevano restare difficili da distinguere solo
con il fenotipo.
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3. La s volta molecolare (anni 1 990–2000)
Target genici e maggiore accuratezza tassonomica

PCR 
mirata

Ibridazione Sequenziamento 
16S rRNA

Perché è importante

• Consente di identificare batteri lenti, atipici o difficili da 
coltivare
• Migliora la coerenza con la tassonomia moderna
• Supporta i casi in cui il fenotipo è ambiguo o discordante

Nuovi limiti

• Costo e complessità maggiori
• Necessità di expertise 
bioinformatica/interpretativa
• Potere discriminante non sempre sufficiente 
del solo 16S per specie molto vicine

4



PCR - polymerase chain reaction

La PCR è un metodo rapido e versatile che consente

l’amplificazione in vitro di sequenze bersaglio presenti in un 

campione eterogeneo di molecole di acidi nucleici

Si tratta di una reazione enzimatica, di carattere ciclico, che 

consente di copiare la sequenza bersaglio sfruttando una DNA 

polimerasi termostabile che utilizza come innesco due 

oligonucleotidi complementari al target



PCR - polymerase chain reaction

Ogni ciclo aumenta il numero di copie di target (prodotto)



Profilo termico della reazione di PCR



http://slideplayer.it/slide/9951497

amplificazione

http://slideplayer.it/slide/9951497


http://slideplayer.it/slide/9951497

http://slideplayer.it/slide/9951497




https://technelysium.com.au/wp/chromas

https://technelysium.com.au/wp/chrom


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi




4. La rivoluzione MALDI-TOF MS (anni 2010–oggi)
Dalla colonia all’identificazione in pochi minuti

Workflow 
essenziale

Prelievo colonia

Deposizione su target

Aggiunta matrice

Spettro proteico

Confronto con database

Impatto clinico-operativo

• Tempi drasticamente ridotti
• Costo per test molto basso dopo 
investimento iniziale
• Ottime prestazioni per gran parte dei 
batteri di routine
• Migliore turn-around time per terapia 
mirata

Punti di attenzione

• Dipende dalla qualità/ampiezza 
del database
• Alcune specie o complessi 
restano difficili
• Talvolta serve conferma 
molecolare

Oggi MALDI-TOF è il fulcro della routine in molti laboratori di 
microbiologia medica.
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Come funziona il MALDI-TOF?

Identificazione rapida di specie batteriche tramite “impronta proteica”

1. Colonia

🧫

Una piccola colonia batterica 
viene depositata sulla 

piastrina.

2. Matrice + laser

✨

La matrice cristallizza; il laser 
colpisce il campione e libera 

le proteine.

3. Ioni proteici

⚡

Le proteine si ionizzano, cioè 
acquisiscono carica elettrica.

4. Tempo di volo

⏱ ⏱

Gli ioni attraversano il tubo: i 
più leggeri arrivano prima dei 

più pesanti.

5. Database

💻

Lo spettro ottenuto viene 
confrontato con profili noti e 

si identifica la specie.

Idea chiave: ogni batterio produce uno spettro di picchi caratteristico, come un'impronta digitale.



MALDI-TOF MS

MALDI-TOF 

MS

Identificazione tramite 

ionizzazione delle proteine 

ribosomiali costantemente 

espresse e abbondanti nelle 

cellule batteriche rispetto alle 

proteine di superficie

M  atrix

A   ssisted

L   aser

D  esorption

I   onization

T   ime

O  f

F   light

Metodo di ionizzazione in cui un laser 

colpisce una matrice di piccole molecole 

organiche per trasformare le grandi e 

fragili molecole di analita in ioni gassosi 

senza frammentarle o decomporle

Metodo di MS che separa gli ioni in base 

al loro rapporto massa/carica, 

determinato dal tempo impiegato dagli 

ioni a raggiungere un rilevatore

Attesa 10 min per ID

Dopo 24 da colonie



Bacterial Identification Workflow

Yeast Identification Workflow:

MALDI-TOF MS

- Campione + matrice

- 3 settori

- 1 controllo per 

settore

- 48 campioni

Matrice: piccola molecola organica utilizzata per 

facilitare il processo di ionizzazione. È costituita da un 

acido organico debole non volatile caratterizzato da 

cromofori in grado di assorbire radiazioni UV e far 

esplodere le molecole di analita nella fase gassosa.

MALDI-TOF MS



1. Campione da analizzare, posizionato su 

un’apposita matrice

2. Viene colpito da un raggio laser che 

provoca la frammentazione delle sue 

molecole e la successiva ionizzazione dei 

frammenti ottenuti; 

3. Queste particelle, dotate ora di carica 

elettrica uniforme, vengono poi 

convogliate all’interno di un campo 

elettrico che le accelera e le indirizza 

attraverso un percorso obbligato sino ad 

un sensore, che misura il rapporto 

massa/carica elettrica di ogni singola 

particella.

4. Il sensore invia poi un segnale ad un 

computer che codifica tale segnale 

(tramite un software apposito) in un picco 

su di un sistema di riferimento cartesiano; 

si ottiene cosi’ alla fine un tracciato 

(detto:”Spettro”(5)) formato da un 

insieme di picchi

MALDI-TOF MS

1

2

3

4
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Ogni spettro è cosi’ distintivo 

ed unico per un particolare 

microrganismo, in base 

ovviamente alla sua specifica 

composizione molecolare.



RISULTATI

Results have a strong match and are ready to report

Results have low discrimination and require further

review

Low-quality results with no identification made



5. Pres ente e futuro:  genomica, metagenomica e identificazione diretta

Verso un laboratorio più rapido, integrato e data-driven

WGS

Massima risoluzione per 
specie, cloni e resistenze; 
utile anche per sorveglianza 
epidemiologica.

Metagenomica

Analisi direttamente da 
campioni complessi; 
promettente quando la 
coltura è lenta o negativa.

POCT/NAAT

Pannelli sindromici e 
test rapidi integrano, 
ma non sostituiscono, 
la coltura.

AI & database

Interpretazi
one 
automatizz
ata e 
aggiorname
nto 
continuo 
migliorano 
accuratezza 
e 
standardizz
azione.

Messaggio finale: il futuro non è “un metodo contro un altro”, ma una combinazione intelligente di coltura, 
MALDI-TOF, test molecolari e sequenziamento in base al quesito clinico.
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6. In conclus ione

Batteriologia classica Identificazione basata su morfologia, colorazioni e coltura.

Biochimica miniaturizzata Standardizza il fenotipo e rende la routine più affidabile.

Molecolare Aumenta accuratezza e potere tassonomico nei casi complessi.

MALDI-TOF Porta rapidità, costo/test ridotto e grande diffusione operativa.

Genomica Apre a identificazione ad alta risoluzione e sorveglianza integrata.
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Tassonomia dei batteri







Classificazione filogenetica dei batteri

Ricostruisce le relazioni evolutive e l’ascendenza comune tra organismi

COME FUNZIONA

1. Si confrontano sequenze omologhe 
(es. 16S rRNA o geni conservati).

2. Si allineano le sequenze.

3. Si costruisce un albero filogenetico.

ESEMPIO SCHEMATICO

Batterio A

Batterio B

Batterio C

MESSAGGIO CHIAVE  →  La vicinanza dei rami indica una maggiore parentela evolutiva; non equivale necessariamente a 
somiglianza fenotipica.



Classificazione genetica (genomica) dei batteri

Misura la somiglianza del DNA per delimitare e identificare i gruppi tassonomici

16S rRNA

Confronto di un marcatore conservato; utile per 
identificazione e inquadramento generale.

ANI

Identità nucleotidica media tra genomi; ≈95–96% è una 
soglia orientativa per la stessa specie.

dDDH

Ibridazione DNA–DNA digitale; ≈70% è una soglia 
orientativa per la stessa specie.

Genomica comparativa

Confronto di geni condivisi, contenuto genico e interi 
genomi (core genome).

MESSAGGIO CHIAVE  →  La genomica quantifica le differenze genetiche; l’interpretazione tassonomica integra anche dati 
filogenetici e fenotipici.

Nota: le soglie genomiche sono convenzioni operative, non criteri assoluti validi per ogni gruppo.















1988

Carl R. Woese (1928-2012) propone sistema a 3

Domini:

Eubacteria, Archaebacteria (da lui scoperti nel 1977), 

Eucaryota

RNA ribosomale:

• molecola antica

• distribuzione universale (presente in tutti gli organismi)

• rRNA16S e 18S: informazioni sufficienti per analisi 

comparativa (sequenza breve, 1500 basi)

• funzioni costanti: regioni altamente conservate e regioni

variabili

Classificazione secondo Woese: 3 domini



Gli rRNA sono un elemento ideale per gli studi sull’evoluzione :

1. sono essenziali

2. hanno la stessa funzione in tutti i ribosomi

3. si modificano nel tempo con estrema lentezza

Il vantaggio consiste nel fatto che microrganismi poco 

correlati possono essere studiati solo usando sequenze che, 

nel tempo, vanno incontro a scarsi cambiamenti

• rRNA 16S: sequenziamento ed allineamento; calcolo del

coefficiente di associazione (Sab)





L’albero della vita:  Batteri, Archea ed Eucarioti
Relazioni evolutive e caratteristiche cellulari essenziali

BACTE RIA ARCHAE A EUK ARYA

LUCA · ultimo antenato comune univers ale

Schema semplificato del modello a due domini

BATTE R I

Procarioti; membrana con lipidi a legami 
estere; peptidoglicano; ribosomi 70S; 
trascrizione con fattori σ.

ARCHE A

Procarioti; lipidi di membrana a legami 
etere; assenza di peptidoglicano; ribosomi 
70S; trascrizione simile agli eucarioti.

EUCAR IOTI

Nucleo e organelli; cromosomi lineari; 
ribosomi citoplasmatici 80S; trascrizione 
nucleare e maturazione dell’mRNA.

Nota: i dati filogenomici collocano gli eucarioti all’interno della diversità archeale; l’origine eucariotica include anche endosimbiosi batterica.



1  | Organizzazione cellulare e DNA
Differenze strutturali tra i tre domini

CARATTE R IS TICA BATTE R I ARCHE I EUCAR IOTI

Nucleo e organelli
Nucleo assente; senza organelli
membranosi tipici

Nucleo assente; senza organelli
membranosi tipici

Nucleo e organelli membranosi

Membrana Lipidi con legami estere Lipidi isoprenoidi con legami etere Lipidi con legami estere

Parete Spesso peptidoglicano
Niente peptidoglicano; S-layer o altre 
strutture

Cellulosa (piante), chitina (funghi); 
assente negli animali

Cromos omi Generalmente circolari Generalmente circolari Nucleari lineari

Proteine del DNA Proteine del nucleoide Istoni in molti gruppi Istoni e nucleosomi

Introni Rari In alcuni geni, specie tRNA/rRNA Frequenti nei geni nucleari

Da ricordare: Archei e Batteri hanno membrane chimicamente divers e.



2 | Tras crizione
Macchinario molecolare e maturazione dell’RNA

CARATTE R IS TICA BATTE R I ARCHE I EUCAR IOTI

RNA polimeras i Una polimerasi principale
Una polimerasi complessa, affine alla 
Pol II

Pol I, II e III (nucleari)

Riconos cimento 
promotore

Fattori σ; regioni −10/−35 TBP e TFB; spesso TATA/BRE Fattori generali; promotori variabili

Localizzazione Citoplasma / nucleoide Citoplasma / nucleoide Nucleo

mRNA polic is tronic i Frequenti Frequenti Rari nei geni nucleari

Cap 5′ e poli-A
Nessun cap canonico; poli-A spesso 
legata a degradazione

Cap canonico generalmente assente; 
poli-A variabile

Cap 5′ e poli-A nella maggioranza degli 
mRNA

Splic ing Raro In alcuni tRNA/rRNA Frequente; spliceosoma

Accoppiamento con 
traduzione

Sì Possibile e frequente No per i geni nucleari

Da ricordare: la trascrizione degli Archei è più affine a quella eucariotica.



3 | Traduzione e ribosomi
Dimensione dei ribosomi, inizio e fattori proteici

CARATTE R IS TICA BATTE R I ARCHE I EUCAR IOTI

Ribosomi 70S = 30S + 50S 70S = 30S + 50S 80S = 40S + 60S

rRNA subunità piccola 16S 16S 18S

rRNA subunità grande 23S + 5S 23S + 5S 28S + 5.8S  + 5S (vertebrati)

Amminoacido iniziale N-formilmetionina (fMet) Metionina (Met) Metionina (Met)

Inizio traduzione Spesso Shine–Dalgarno Shine–Dalgarno o mRNA leaderless Generalmente scanning 5′ e Kozak

Fattori di inizio IF1 , IF2, IF3 Fattori affini agli eIF Numerosi eIF

Fattori di elongazione EF-Tu, EF -G aEF1 A, aEF2 eEF1 A, eEF2

Antibiotic i antibatteric i Spesso sensibili, salvo resistenze Generalmente poco sensibili Ribosomi citoplasmatici poco sensibili

70S e 80S sono coeffic ienti di sedimentazione, non somme aritmetiche.



4 | Replicazione e organizzazione genetica
Le proteine replicative degli Archei mostrano forti affinità con quelle eucariotiche

CARATTE R IS TICA BATTE R I ARCHE I EUCAR IOTI

DNA polimeras i Principalmente Pol III Pol B e/o Pol D Principalmente Pol α, δ, ε

Elicas i replicativa DnaB MCM Complesso CMG (MCM2–7)

Inizio replicazione DnaA in molti batteri Orc1/Cdc6 in molti Archei ORC, Cdc6, Cdt1

Origini di replicazione Spesso una per cromosoma Una o più Molte per cromosoma

DNA a singolo filamento SS B SS B o RPA-like RPA

Telomeri Generalmente assenti Generalmente assenti Presenti sui cromosomi nucleari

Organizzazione genica Operoni comuni Operoni comuni Geni nucleari perlopiù individuali

Tras ferimento 
orizzontale

Molto importante Molto importante Presente, meno frequente

Da ricordare: il macchinario di replicazione archeale è spess o di tipo eucariotico.



5 | S imilitudini e mes saggio evolutivo
Conservazione delle funzioni fondamentali e differenze filogenetiche

CARATTE R IS TICA BATTE R I ARCHE I EUCAR IOTI

Materiale genetico DNA DNA DNA

Flus s o informazione DNA → RNA → proteina DNA → RNA → proteina DNA → RNA → proteina

Codice genetico Quasi universale Quasi universale Quasi universale

Ribosomi e tRNA Presenti Presenti Presenti

Energia ATP ATP ATP

Membrana cellulare Presente Presente Presente

Affinità strutturale Procariote Procariote Cellula compartimentata

Affinità molecolare Macchinari batterici
Trascrizione/replicazione simili a 
Eukarya

Molti sistemi informazionali affini agli 
Archei

Vis ione moderna: gli Eucarioti derivano da una linea archeale; modello filogenomico a due domini.


