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MICROBIOLOGIA

si occupa dello studio di struttura e funzione dei microrganismi.

¥

organismi cosi piccoli da non potere
essere visti a occhio nudo (<0,1mm)
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Batteriologia
. Studio del virus
@ Micologia

L Parass:tologla
Studio dei batteri

Studio dei miceti

Studio dei “parassiti”

MICRORGANISMI

UTILIALLUOMO ()  DANNOSI ALL'UOMO

v" Flora residente v' Causare INFEZIONE

v Reciclaggio e degradazione

materiale organico AGENTI INFETTIV



AGENTI INFETTIVI

EUCARIOTI * VIRUS
“vero nucleo” acellulari” parassiti

Genoma all’interno di endocellulari
una membrana nucleare; PROCARIOTI obbligati;
Possiedono organelli Genoma libero nel citoplasma; Composti solamente
Non possiedono organelli da ac. nucleico e
v PARASSITI proteine
- PROTOZOI (5-150um) v'BATTERI (0.2-2um) (20-300nm)
-ELMINTI

v MICETI (funghi) (3-5um)

Ci sono pero agenti infettanti ancora piu semplici:

Viroidi = patogeni vegetali, piccole molecole di RNA senza proteine
Prioni = proteine senza acido nucleico




INFEZIONE VS MALATTIA

INFEZIONE = il microorganismo arriva a contatto con l'ospite
e moltiplica, senza che necessariamente causare malattia
nell'ospite

MALATTIA = alterazione delle condizioni dell'ospite.

Non ci puo essere malattia infettiva
senza infezione,
MA
non tutte le infezioni evolvono in
malattia




Batteriologia

GENERALE = descrizione delle
caratteristiche dei batteri

SPECIALE = studio dei batteri di interesse
medico

...Iniziamo con la BATTERIOLOGIA GENERALE



Membrana

Citoplasma
citoplasmatica

Differenze fra
Eucarioti e
Procarioti:

Reticolo
endoplasmatico

Parete cellulare

Membrana
nucleare

(a) Cellula procariotica citoplasmatica
Apparato
| del Golgi
0.5
2 Citoplasma
Mitocondrio
Cloroplasti - .
10 um

{h) Cellula eucariota

MEMBRANA SI NO
NUCLEARE
STRUTTURE SI NO
CITOPLASMATICHE
Mitocondri SI NO ¥
App. Golgi SI NO
bacteria
Ret. Endoplasmatico SI NO i
Ribosomi 80s 70s Batteri su una cellula
epiteliale umana della

RESPIRAZIONE Mitocondri Membrana ROCCS



STRUTTURA DELLA CELLULA BATTERICA

Dall’'esterno all'interno: Nuclegide
Pill
-SISTEMI LOCOMOZIONE (facoltativi) Ribosoni

Granuls

di ciba

-CAPSULA (facoltativa) Flagello

-MEMBRANA ESTERNA (Gram -)

-PARETE CELLULARE

Membrana
plasmatica

Citosol
-MEMBRANA CITOPLASMATICA

-CITOPLASMA (non ci sono compartimenti intracellulari separati da membrana come
nucleo, Golgi, mitocondri, ecc.).

-GENOMA(1 singolo cromosoma batterico ed eventuali plasmidi)



FORMA DELLA

CELLULA BATTERICA
DIMENSIONI

0.2-2 um di larghezza
2 — 8 um di lunghezza

MOLTO PIU PICCOLE DELLE
CELLULE EUCARIOTICHE!!!

| batteri posso
avere:

Varie forme
v'cocco,
v'bacillo,
v'spirillo,
v'vibrione

vari raggruppamenti
v'diplo-,

v'strepto-,
v atnafilA

(A) Bacillus (rod)

Diplobacillus (pair)
v 4 - PR

" Streptobacillus (chain)

” -
; b
(B) Coccus (sphere) lq‘ ‘ ;

oroup 064) Staphyloébccus
(cluster)

(C) spiral

(comma-shaped)

Spirillt;m

Spirochete



GENOMA DELLA CELLULA BATTERICA

La cellula batterica non ha compartimenti intracellulari separati da
membrana!

$

Il DNA GENOMICO ¢ libero nel citoplasma in una zona detta
NUCLEOIDE
(non c'é nucleo, né membrana nucleare).

Plasmide  Citosol  Membrana
plasmatica

1 singola molecola di DNA circolare bicatenaric

Es: in E.coli e circa 1400 um e codifica circa 4300 geni _
MA oltre al DNA genomico possono essere presenti altri

piccoli DNA extracromosomici

4

PLASMIDI




PLASMIDI

v' Piccole molecole di DNA circolare (5-50 geni)

v' Replicazione autonoma rispetto al DNA genomico

v non essenziali per la vita del batterio

VANTAGGIO

utili al batterio per sopravvivere in particolari circostdnze - -resistenza a
f@rmadieppi di Escherichia coli che causano diarrea >

contengono plasmidi che codificano tossine e fattori di -scambio
geasitiae alla parete intestinale.
Senza questi plasmidi E. coli e un residente innocuo “produzione di
tqggmgstino, con i plasmidi e patogeno.

’ Un batterio puo: DNA batterico Plasmidi e

v'non avere plasmidi,
v’averne uno solo,
v'averne tanti




CITOPLASMA DELLA CELLULA BATTERICA

Ha composizione chimica simile a quella della cellule eucariotiche
-proteine,

-acidi nucleici,
-carboidrati,

-lipidi, ecc...
 Differenze v" Mancano organuli
citoplasmatiche —
rispetto a cellule . 5 g
cariofiche v'Ribosomi 70S (2 subunita, 50S e 30S).
Mucleside

Pili,
Ribasami

Granule

di ciba

A  volte presenti inclusioni rhogelo o

citoplasmatiche (funzione di riserva).

plasmatica




SINTESI PROTEICA

TRASCRIZIONE E TRADUZIONE ACCOPPIATE
Mentre mRNA viene sintetizzato i ribosomi vi si possono legare per la

sintesi proteica
Ribosomi 70S* (50S + 30S) (# ribosomi eucariotici 80S : 60S + 40S )

MRNA batterici hanno zone ricche
di purine dette
SEQUENZE DI SHINE-DALGARNO
(AGGAGG, sitafrai3 ei10
nucleotidi a monte del codone di
inizio della traduzione)
complementari a 30S

o

Sono riconosciute e legate dai ribosomi
che vi si assemblano (30S poi 50S)

) 4

Inizio traduzione

0 INalion snsepilelc, Wil A s P .

*differenza importante per trattamento con antibiotici

MRNA procariotico € POLICISTRONICO (+ geni) e NON CONTIENE INTRONI



file://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/91/Prokaryotic_Translation_Initiation.png

MEMEBRANA PLASMATICA DELLA CELLULA BATTEF

Doppio strato fosfolipidico simile a quella delle cellule eucariotiche

MA
non ha STEROLI (colesterolo)*> + FLESSIBILE

* eccezione micoplasmi

Vi sono inserite diverse

PROTEINE
-trasporto di prodotti e nutrienti

protein

pore-forming
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water-soluble glycerol
and phosphate portion

phospholipid
molecule

water-insoluble fatty acid portion



MEMEBRANA PLASMATICA DELLA CELLULA BATTEF
FUNZIONI MEMBRANA PLASMATICA:

1. barriera selettiva: lascia passare per diffusione passiva (gradiente di
concentrazione) solo piccole molecole: H,0O, O,, CO,, zuccheri semplici e
alcune sostanze liposolubili.

2. sistemi di trasporto attivo (trasferimento ad opera di proteine),
necessitano energia sotto forma di ATP;

3. produzione di energia (ATP);
1. processi biosintetici (es. sintesi di PEPTIDOGLICANO) - PARETE

BATTERICA

}:::;:;;,n, Trasporto ad opera di proteine
o © i

Inside



LA PARETE BATTERICA

v' E esterna alla membrana P_:‘“"“‘dﬂ
1]

citoplasmatica Ribosami

Granule .

v E’rigida Chabo N
Flagello . 4 i 4

" !L,- " Parete

Plasmide  Citosol Mcmbr*-:na\

v Determina la forma del batterio

FUNZIONI PARETE BATTERICA

plasmatica

1.PROTEGGERE LA CELLULA DALL LISI OSMOTICA
2.PROTEGGERE LA MEMBRANA CITOPLASMATICA
3.PROTEGGERE DA SOSTANZE DANNOSE: - TOSSINE

- DNAsiI
- PROTEASI

4 PERMETTERE L'INGRESSO DI NUTRIENTI

fEre MICOPLASMI - NON hanno la parete
. CLAMIDIE - hanno parete con composizione particolare




LA PARETE BATTERICA

Nucleaide

STRUTTURA DELLA PARETE BATTEF  aae\g A

Flagello . '

Componente fondamentale = PEPTIDOGLICANO

¥

composto da 2 carboidrati azotati:

-N-acetilglucosamina (NAGA)
legati da legame

glicosidico™ B(1-6) -Acido N-acetilmuramico (NAMA).

NAGA + NAMA - I'unita fondamentale del peptidoglicano (con legame

"y

diverse unita si legano in successione, formando lunghe molecole di
pepideglacareH tipico dei polisaccaridi




(NAGA + NAMA)"

Struttura base della

‘ catena di peptidoglicano
Lunghe catene di w5 " wo"("
PEPTIDOGLICANO -
che si uniscono fra W sia s MR
loro mediante
CORTE CATENE

PEPTIDICHE

PAY
ATTENTION

v'Gram - - il legame
avviene tramite un
TETRAPEPTIDE

TETRAPEPTIDE
v'Gram + - legame

avviene mediante un
PONTE
PENTAGLICINICO.

glucosamina .
acido muramico ’

catena

peptidica DB
pentaglicina Wm

catene
peptidiche




DISTRUZIONE DELLA PARETE BATTERICA

La parete batterica puo essere degradata da ENZIMI EUCARIOTICI - LISOZIMA

NAGA-NAMA ‘

NAGA-NAMA

N-acetil- Acido N-acetilmuramicd
glucosamina

6 CH,OH

| gl;as(:-:'t‘ll-lr-m Acido N-acetiimuramico
molto diffuso nei FLUIDI
BIOLOGICI (saliva,
o3 muco, lacrime, bianco
d’uovo)

CH,OH CH,OH

NH— COCH, NH— COCH;
fereiN) ol
L-Alanina L-Ale}nina
D-Isogl?tamina Taglio lisomzima D—Isogltljtamina
L-Litsina del legame B-1-4 L-Lilsina
D-Alanina (a-COOH) D-Alanina (a-COOH)

Il LISOZIMA rompe il legame B-1-4 fra le due unita NAGA-NAMA

¥

causa la formazione di un PROTOPLASTO (= cellula batterica priva di
parete, con la sola membrana cellulare)



COSTITUZIONE PARETE GRAM + VS GRAM -
E DIVERSA!!!

Per la diversa organizzazione del peptidoglicano

GRAM + - é uniforme, spessa 20-80 nm;

GRAM - - é piu sottile (10nm) con una membrana esterna.

Gram-positivi Gram-negativi
Peptidoglicano /

//  Peptidoglicano

Membrana Membrana

14 Periplasma
& ~___ Membrana estern:




PARETE DEI GRAM +

v’ consente il passaggio di molecole idrofile (zuccheri, aminoacidi, ecc.).

v' Formata da molti strati di peptidoglicano, intersecato da
acidi teicoici e lipoteicoici(polimeri di alcoli e fosfati)

l Proteine Acidi

v altamente antigenici associate Acidi tecoici Pcpliduglicunu lnpuleumu
alla parete

v’ necessari per il
funzionamento degli
ENZIMI DI MEMBRANA
Perché legano IONI (es. M92+)
Cio consente ai Gram+ di tollerare

concentrazioni saline piu elevate dei
Gram- (— terreni selettivi).

v‘J.

v’ Si proiettano all’'esterno
formando FIBRILLE (adesione a

mucose) ’K"

Membrana citoplasmatica



PARETE DEI GRAM-

v’ Piu sottile = 1 solo strato di peptidoglicano, senza acidi teicoici

MA

HANNO UN RIVESTIMENTO ESTERNO PIU’ COMPLESSO!!!

MEMBRANA ESTERNA

Parete
cellulare

Membrana
esterna

Membrana

Antigene O Core polisaccaridico

Proteine Esterno

9% 4 Lipopalisaccaride
(LPS)

.‘-I P -
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PARETE DEI GRAM-: MEMBRANA ESTERNA

v" DIVERSA DALLA MEMBRANA PLASMATICA! - Struttura

bilaminare
asimmetrica.

PORZIONE VARIABILE

«

INTERNO
1 strato di fosfolipidi

Polisaccéride

| Antigene-O |

Unita ripetuta

Core

Fosfolipide
Lipide A

NHg

Core esterno

Core interno

- parte lipidica (lipide A): e una tossina (attivita endotossica)

LPS € composto da:

- porzione polisaccaridica interna (core, 9-12 zuccheri)

~N

ESTERNO

LPS
lipopolisaccaride

- lunga catena polisaccaridica (Antigene O)—> funzione antigenica specie-specifica



PARETE DEI GRAM-: MEMBRANA ESTERNA

ALTA PRESENZA DI LIPIDI = non consente il passaggio di
molecole idrofiliche

!

| batteri GRAM- sono insensibili ad
alcuni antibiotici che impediscono la
sintesi  del peptidoglicano  (Es.
penicillina)

perche

il farmaco non riesce ad attraversare la
membrana esterna.




PARETE DEI GRAM- : MEMBRANA ESTERNA

Il passaggio di piccole molecole e regolata dalle PORINE

Tabella 6.2. Proteine dei canali della membrana
esterna di E. coli ¢ 8. typhimurium
* PORINE Protei-
. ne Ruolo fisiologico
o Le porine sono =L =
PORINE
aggregate treatree OmpC Forma piccoli pori (1,1 nm)

f{]rmano dE‘l canali OmpD Presente solo in S. typhimurium

OmpF Forma pori pid larghi (1,2 nm) di OmpC;

attraverso la membrana viene repressa da alte temperature e da pres-
i sione osmotica pili elevata
che permettono il PhoE. Viene formata in carenza di fosfato

passaggio per diffusione  prOTEINE DI CANALE SPECIFICHE
LamB  Specifica per la diffusione del maltosio e del-

di alcune piCCOle le maltodestrine; ¢ indotta da maltosio; sito
di adsorbimento del fago lambda
molecole (600-700 Da). .

Specifica per I'entrata per diffusione dei nu-
cleosidi; sito di adsorbimento del fago T6
dpecilica per I'entrata per diffusione del fer-

* Lasintesi delle porinee
strettamente regolata peatmonslo d atotamenio o fapcTh e




DIFFERENZE PARETE GRAM+ VS GRAM -

Wall teu:hou:] Peptidoglycan

B
AL

Plasma [ etvace
membrane |_[ly, I
L]

Lipoteichoic
acid

(b) Gram-positive cell wall

O polysaccharide
Lipid A

Lipopolysaccharide

,»‘ OQuter memhrane{ ”"'1. N
Cell wall iy Y : [,
Peptidoglycan — bl by RIS 0 75 substances

Plasma Ay
membrane |y,

Periplasm

Lipoprotein

Phospholipid

Enzymes
and other

(c) Gram-negative cell wall



COLORAZIONE DI GRAM

1) Fissatura con calore
2) Colorante: cristalvioletto (basico)
3) Mordenzatura (precipita colorante): iodo-ioduro potassico (liquido di Lugol)

4) Decolorazione con alcool o acetone

Rottura membrana esterna

5) Colorazione di contrasto: fucsina o safranina
e Parete cellulare

Parete cellulare intatta GRAM + GRAM -
Batteri Gram +: trattengono il colorante basico (viola), before staining Q%) ﬁ:_;_cl_:.F

s

" 3
3,

poiché I'alcool non ha danneggiato a sufficienza la
spessa parete cellulare (idrofila) che non permette al
colorante di passare.

Batteri Gram -: sono privi di colorazione, questo perché
I'alcool ha sciolto i lipidi della membrana esterna e
danneggiando la sottile parete cellulare che non é piu
in grado di trattenere il complesso cristal violetto -
ioduro (liposolubile).

Colorante di contrasto: penetra solo in cellule
decolorate poiché, anche se solo modestamente
idrofile, sono in grado di passare la parete cellulare
grazie alle loro ridotte dimensioni.

after primary stain,
crystal violet

. o
.

after mordant,

after decolorizer, alcohol
or acetone/alcohol
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COLORAZIONE DI GRAM

La diversa colorazione € dovuta alla diversa

.= . Gram positivi s Gram negativi
composizione della parete batterica: Sy e 2 s
L( ~ " Fissazione al calore G (\ y -
LAY ] L] 5--7-_/ l a

GRAM- - parete piu sottile :maggiore ’~ cnstalfoleﬂo «-
permeabilita (I’alcol li decolora — batteri VX T O
rossi), . | -
' - Decolorazione il ) S

> parete piu spessa: minore R Ui Sy

permeabilita (I’alcol non li decolora — batteri

blu\viola). ﬁ;"‘ ‘:'--a 7 f{}/ e

§ Cocco L
‘\:,) : ;

e Y R
by v' S if—/ : 7
e Lol }g‘ Vibrione . ol y"




v

LA CAPSULA ot

La capsula é esterna alla parete

Involucro mucoso amorfo (STRATO S) +
matrice fibrosa esterna (CAPSULA)

Plasmide  Citosol  Membrana
plasmatica

riveste numerosi batteri, sia Gram+ che Gram-.

non € una struttura essenziale
MA

E’ un importante fattore di virulenza. Di solito i batteri patogeni sono
capsulati in vivo, ma non in vitro.

La presenza della capsula si eV|denZ|a medlante colorazione negativa con

inchiostro di china




LA CAPSULA
FUNZIONI:

v' Fare aderire i batteri al substrato (es. Streptococcus mutans,
agente della carie dentale, puo aderire ai denti grazie alla capsula).

v Attivita antifagocitaria
v" Protegge dall’essicamento

v Impedire I’azione di antibiotici (assorbe il farmaco
impedendogli di raggiungere a concentrazioni ottimali le molecole bersaglio).

v Aiuta alcuni batteri a “travestirsi”’ (mimetismo

antigenico)
(es. Streptococco Piogene ha la capsula con acido ialuronico, uguale a quello
del connettivo).



STRUTTURE MOTILNAPPENDICI

Nucleoide
Pili ,

FLAGELLI

Parete

! : Citosol Membrana
Plasmide > T

PILI o FIMBRIE |



FLAGELLI

v' Possono esserci 1 o piu flagelli.
v' Originano dalla membrana plasmatica e si estendono
Responsabili di:

s MOTILITA’ (ruotano velocemente in senso orario e antiorario)

< CHEMIOTASSI = movimento stimolato dalla presenza di

scyﬂ/ze\

CHEMOTASSI CHEMOTASSI

POSITIVA NEGATIVA
«RICHIAMO» «FUGA»
v ZUCCHERI v SOSTANZE

v AA DANNOSE




STRUTTURA FLAGELLI

Il flagello & costituito da:
v Filamento: da 3 a 6 fibre formate da flagellina

v' Gancio: struttura vuota che riveste il filament e penetra nella parete
cellulare

v' Corpuscolo basale (diverso tra Gram+ e Gram-)
Gram+: Anello S associato alla faccia interna del peptidoglicano
Anello M nella membrana plasmatica

Gram-: Anello Ny e re involucri
esterni .




FLAGELLI

Caratteristica batteri cilindrici (bacilli, vibrioni,
spirilli)

Possono essere:
v’ Posizionati su un lato: polari (mono/lofo-trichi)

v’ Attorno alla cellula: peritrichi

@~ MONOTRICHI PERITRICHI  ~@-
@  LOFOTRICHI ANFITRICHI @<
%

e T



PILI (o Fimbrie)

v Piu corti e sottili dei flagelli
v" Presenti soprattutto nei GRAM-
Esistono 2 tipi di PILI:

1. PILI COMUNI
2. PILI SESSUALI

PILI COMUNI
v numerosi e piccoli

v' sono organi di ancoraggio (ADESINE) - interagiscono solo con

alcuni zuccheri specifici sui tessuti-> definiscono la PATOGENICITA’
es. Neisseria gonorrhoeae si fissa alla mucosa del tratto urinario con i pili, senza pili non é patogena

PILI SESSUALI 2>



PILI (o Fimbrie)
PILI SESSUALI

v/ sONO Meno nuMerosi

v’ piu lunghi e piu larghi dei pili comuni
v' Codificati da plasmidi

v" Intervengono nei processi di

SCAMBIO GENETICO FRA
BATTERI.

\ 4

CONIUGAZIONE

¥

Attraverso il pilo sessuale il DNA
(cromosomico o plasmidico) passa da
un batterio all'altro.




CONIUGAZIONE BATTERICA

E mediata da un plasmide particolare, il PLASMIDE F (Fertilita).

!

Codifica la produzione di un PILO “F”

BATTERI F+ (con il plasmide F) + BATTERI F-(senza il
plasmide F)

F+ produce il pilo «F» di coniugazione e si unisce alla cellula F-
, formando un ponte citoplasmatico.

SCAMBIO GENETICO

| plasmidi che codificano funzioni particolari
v’ resistenza agli antibiotici
v’ caratteristiche metaboliche
v’ fattori di virulenza




STRUTTURA TIPICA DI UNA CELLULA BATTEF

setto di divisione

N membrana esterna

pLIl peptidoglicano
capsul a
membrana
citoplasmatica
corpo di
& \inclusione

peptidoglicano |

capsula

corpodi _ |
inclusione

porina
membrana

citoplasm. spazio

periplasmico

ribosomi . )
ri bosomi

rd
flagello cromosoma

batterico
(nucl eoi de)

GRAM + GRAM -

flagello



TABLE 4.2

Characteristic

Size of cell

Mucleus

Membrane-enclosed
organelles

Flagella
Glycocalyx
Cell wall

Plasma membrane

Cytoplasm

Ribosomes
Chromasome (DINA)
Cell division

Sexual reproduction

Prokaryotic

Typically 0.2-2.0 um in diometer

Mo nuclear membrane or nucleali

Absent

Consist of two protein building blocks
Present as a capsule or slime layer

Usually present; chemically complex
(typical bacterial cell wall includes

peptidoglycan)
No carbohydrates and generally lacks sterols

Mo cytoskeleton or cytoplasmic streaming
Smaller size (705

Single circular chromosome; lacks histones
Binary fission

Mo meiosis; fransfer of DNA fragments only

Copyright £ 2004 Paarson Education, Inc., publishing as Banjamin Summings.

Principal Differences Between Prokaryotic and Eukaryotic Cells

Typically 10-100 um in diameter

True nucleus, consisting of nuclear membrane
and nucleoli

Present; examples include lysosomes, Golgi
complex, endoplasmic reficulum,
mitochondria, and chloroplasts

Complex; consist of multiple microtubules
Present in some cells that lack a cell wall

When present, chemically simple

Sterols and carbohydrates that serve as receptors gano Co

prﬂ:’ﬁnr

&\ Nl
orecchio

Cytoskeleton; cytoplasmic streaming

larger size (805); smaller size (7035] in organelles
Mulfiple linear chromosomes with histones arrangement
Mitosis

Involves meiosis



Micoplasmi BATTERI ATIPICI

-non hanno peptidoglicani e parete
-colesterolo nella membrana cellulare
-forma tonda o filamentosa

-colorazione di Gram: rosso (ma non si definiscono
GRAM-!)

-parassiti extracellulari

Micobatterio
- Parete con peptidoglicano + cere (lipidi)

- Gram-variabile = col. Ziehl-Neelsen

Parassm endocellularl obbligati (terreni
cellulari)

Clamidie:

-cocco Gram negativo privo di peptidoglicano

Rickettsie:

-bacillo Gram negativo

-trasmessi casualmete all’'uomo tramite artropodi
vettori




COLORAZIONE DI ZIEHL-NEELSEN
Specifica per evidenziare i MICOBATTERI (Tubercolosi).
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SOLO | MICOBATTERI S| COLARONO DI ROSSO

FISSAZIONE AL
CALORE

1

1. FUCSINA + ACIDO
FENICO

v

CALORE 5 MIN

4

%CD
68;%'.'3

2, DECOLORAZIONE (ac.
solforico + alcol etilico

¢

3. CONTROCOLORAZIONE
CON BLU DI METILENE

Hanno la parete ricca di CERE che li rendono

ACIDO-RESISTENTI

| batteri non acido resistenti, invece, perdono il
primo colore ed acquisiscono il secondo (blu).







