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Dimostro che i micror:
sono responsabili dell
fermentazione e del
deterioramento

Dimostro che la gene
spontanea del micror
concetto errato

Sviluppo la pastorizz:

Dimostro cio che e co
come Teoria dei gerr
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Dimostro che i microrganismi sono alla base della fermentazi

Osservazioni al microscopio di cristalli di acido tartarico nel vino. Due tipi di cristalli
una struttura a specchio sono osservabili.

| microrganismi sono in grado di discriminare tra gli isomeri ottici

Molte reazioni sono catalizzate da microrganismi
Optical isomer Aspergillus nige

Not metabolized Metabolized

P H—(I'J—OH
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| microrganismi sono in grado di discriminare tra gli isomeri ottici
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Confutazione delle teoria sulla
generazione spontanea

Pasteur’s swan-necked flask experiment

Steam forced = Dust and microorganisms
out open end from air trapped in b
" :::l'_‘.c«]::_‘ed L A f
slowly Long time
(a) Nonsterile hiquid Neck of flask drawn r (b) In a fow days, flask
poured into flask out in flame , ] nack is contaminated
Liquid sterilzed Flask gently tipped

axtensive heating

o | Short time

/ \\' \ -



P @ Teoria dei germi come causa di malatti
Qual’é la natura delle

Molte malattie sono causate dalla
crescita di microrganismi
allinterno del corpo e non da
peccati, cattivi comportamenti o
poverta etc. come e stato creduto
per secoli

Due maggiori
contributi:

Louis Pasteur
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La febbre puerperale: Grave infezione dell’utero dopo un parto o un aborto
le 24 h e i 10 giorni successivi al parto. | microrganismi che comunemente p
questa patologia sono Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Clostridiul
Clostridium tetani

Dr. Oliver Wendell Holmes — osservo Dr. Ignaz Semmelweis
che le madri che partorivano a casa |
avevano meno infezioni di quelle |
che partorivano in ospedale. Nel
1843 pubblico “The Contagiousness Y e
of Puerperal Fever’ sulla rivista New A" |
England  Quarterly Journal of
Medicine and Surgery

Dr. Ignaz Semmelweis (1847) -—
correlo le infezioni ai medici che
arrivavano nel reparto maternita
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La febbre puerperale: Grave infezione dell’utero dopo un parto o un aborto
le 24 h e i 10 giorni successivi al parto. | microrganismi che comunemente p
questa patologia sono Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Clostridiul
Clostridium tetani
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Teoria del germi come causa di malattia

1865 — 1870 - Malattie del baco da =
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1881 - Carbonchio di ovini, bovini ed equini

Carbonchio o antrace > Bacillus anthracis ~ CUte lesionata da carbonchio

Attenuazione mediante un agente fisico:
coltura a 42-43°C

Osservazioni

- Le pecore si ammalavano dopo aver
trascorso del tempo sui campi infetti;

I
T A S -;':L'.xf"‘v"”;\., ok
W QUSRS T I PR

* le pecore si ammalavano se venivano
messe a contatto con il materiale In
decomposizione presente sui campi o
derivante da altri animali malati;
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1881 - Carbonchio di ovini, bovini ed equini
Domanda: La malattia e causata da Bacillus anthracis o miasmi an

Ipotesi: Forse le pecore potevano acquisire I'immunita qualora fc
a contatto con il bacillo attenuato

Esperimento

CONTROLLO GRUPPO 1 GRUPF
10 pecore isolate 25 pecore non 25 pecore espcC
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1881 - Carbonchio di ovini, bovini ed equini

Domanda: La malattia e causata da Bacillus anthracis o miasmi an
Ipotesi: Forse le pecore potevano acquisire I'immunita qualora fc
a contatto con il bacillo attenuato

Esperimento

e

CONTROLLO

GRUPPO 1
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1885 — Il vaccino antirabbico
Sviluppato inizialmente da Emile Roux
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Joseph Lister — introdusse le tecniche asettiche per ridurre la carica
materiale medico e prevenire 'infezione delle ferite
Antisepsi

* 16 marzo 1867 Antiseptic Principle of the Practice of Surt

Procedimento proprio della chirurgia, mirante alla distruzione degli
che comunque si trovino sulla superficie delle ferite.

Asepsi
* Disinfezione delle mani usando reagenti chimici prima delle operazion
* Utilizzo della sterilizzazione tramite calore




* Introdusse | postul:
- una sequenza
sperimentali che co
la teoria dei germi ¢
di malattie

 |dentificO le cause
tubercolosi e colera

« Sviluppo il met
colture pure




0, -
PP @ ? Postulati di Koch

Theoretical aspects Experimental aspects

Postulates: Laboratory ‘
tools: e,
1. The suspected pathogen o
must be present in all : Red ———&=g ¥ A\ Observe
cases of the disease and Microscopy. —p blood g e | bloodftissue ‘B
absent from healthy e— 5 " under the °
TR Suspected B A '/ microscope.
pathogen l
2 The Streak agar plate with
subipoctod pathogon Laboratory AN sample from either a
must be grown in pure TR ———r - : diseased or a healthy
culture. Colonios ===/ animal.
of suspected
P Inoculate healthy animal with
cells of suspected pathogen.
3. Colls from a pure culture

of the suspected pathogen Experimental
must cause disease in a animals "

healthy animal.




g L
a@@ @ Innovazioni di Koch

Una singola cellula batterica poteva crescere fino a produrre
una massa di cellule.

Ogni colonia ospitava una cultura pura (una popolazione di
cellule identiche)

Richard Petri sviluppo il "piastra di Petri" trasparente a due lati
nel 1887
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Un settimo di tutte le morti
umane riportate erano causati
dalla tubercolosi

I batterio che causa |Ia
tubercolosi, I Mycobacterium
tuberculosis, € molto difficile da
colorare perché le cellule
contengono grandi quantita di un
lipide simile alla cera nelle loro
pareti cellulari

Koch vinse premio Nobel per Ia
fisiologia o la medicina nel 1905

Koch e la tubercolosi

Disegni di Koch di Mycobact
tuberculosis
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Martinus Beijerinck (1851-1931)

Colture di arricchimento

Virologia

Sergej Winogradsky (1856-1953)

Chemolitotrofia (studi su Beggiatoa)

Fissazione dell’azoto (studi su Clostridium
pasteurianum)
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Meccanico
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Mezzi di coltura

Coltura: insieme di cellule
cresciute in 0 su un mezzo
nutritivo

Mezzo: miscela nutritiva
liuida o solida contenente
tutti 1 nutrienti richiesti per la
crescita di un dato
microrganismo

Microscopia
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Risoluzione > capacita di distinguere due punti senza diffrazio
due immagini distinte (occhio umano = 0,2 mm)

Lente di Nimrud (VIl secolo a.C.)
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Risoluzione > capacita di distinguere due punti senza diffrazio
due immagini distinte (nel microscopio ottico = 0,2 um)

Magnification Light path
100x, 400x,
1000

Ocular

10x, 40x or
100 x (oil)
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Potere di ingrandimento

1 !

Ingrandimento oculare X Ingrandimento obiettivo

: B

Oculare 10x - Obiettivo 10x= 10 X 10 =100
Oculare 10x - Obiettivo 40x = 10 X 40 = 400
Oculare 10x - Obiettivo 60x = 10 X 60 = 600

Oculare 10x - Obiettivo 100x =10 X 100 = 1000
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Capacita di distinguere due punti senza diffrazione cioe come ¢
distinte (nel microscopio ottico = 0,2 um)

Formula di Abbe

A %

Distanza minima tra due punti R =
2n Sin a -Y.

A = lunghezza d’onda della luce che illumina il campione
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OBIETTIVO OBIETTIVO
A AD
SECCO IMMERSIONE

A.N. 0.95 max "‘

' | CEDRO

ARIA

? I I I Tay “Nell’immersione non | Nella immersion:
L’'uso di un liquido tra la superficie del Sl st
i , . ] . con un indice di rifrazione fra I
campione e la lente dell’ obiettivo ha lo scopo di di rifrazione di 1,0, & paria 1,5, con
e interposta fra la lente incremento della
fornire un percorso omogeneo ai raggi luminosi. T 4
Lente
. . . obiettivo
Con un obiettivo a secco si passa dal vetro del \ ol
bietti
conri—-nacdetta (n — 41 RRY alllaria (n — 1 00N o \T T/ onie \IVO




Microscopia

Magnification Light path
100x, 400,
1000x

4

10%

10x, 40x or

100>f<(oil) e :




Microscopia

///

/

MICRO

\\\

. OBIETTIVI
a diverso ingrandimento
10X-40X-60X-100X

 CONDENSATORE

T NTAEDAMMA BT AAMDNA \‘z
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OBIEXI'IVO

SECCO
A.N. 0.95 max

7\ /Y

L’'uso di un liquido tra la superficie del

ARIA

campione e la lente dell’ obiettivo ha lo scopo di
fornire un percorso omogeneo ai raggi luminosi.

Con un obiettivo a secco si passa dal vetro del

conri—-nacdetta (n — 41 RRY alllaria (n — 1 00N o

OBIETTIVO
AD

IMMERSIONE
A.N. 1.40 max

i OL10
: di
| CEDRO
ti Nell'immersione non ) Nella immersion:
omogenea, I’aria, il campione & im
con un indice di rifrazione fra Ic
di rifrazione di 1,0, e paria 1,5, con
e interposta fra la lente incremento della
(e il campione. )
Lente
obiettivo

A

Lente

obiettivo
\
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L’aberrazione sferica, € il difetto di una lente che produce un'immagine nq
| raggi che attraversano i bordi sono rifratti in misura maggiore di quelli ch
zona centrale di un obiettivo. Non tutti i raggi di luce sono pertanto mes
stesso piano. Da cio deriva una perdita di nitidezza generale.
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L’aberrazione cromatica, € un difetto ottico molto
comune. Si verifica quando la lente non riesce a
far coincidere tutte le lunghezze d’onda dei colori
sullo stesso punto focale, o quando ogni raggio di
colore che compone la luce e condotto su
posizioni diverse del punto focale.

Obiettivi corretti per aberrazioni cromatiche > APO
(apocromatici)
Obiettivi correti per aberrazioni di sfericita > PLAN

(planari)
Obiettivi correti per entrambe > APOPLAN

D I gar{)\_ di Plan Am it
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Ottiche finite

Ottiche infinite

~ Tk

™= e

Specimen

Objective

Objective

e

Aberrazioni

Intermediate

Intermediate
Image

Eyepiece

Image
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Immagine scura su fondo piu luminoso
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Campo chiaro

Contrasto di fase

Tecniche di microscopia

W.T. Madigan

M.T. Madigan
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Immagine luminosa, su fondo scuro Sistema di illuminazione del prey
LATERALE

Solo i raggi che
vengono rifratti o
diffratti dal campione

penetrano nell’obiettivo. Onlettivo
Ne risul he il
c:rr:Sio;aec;pepare /
2 luminoso su sfondo La bc
S SCuro M 'r:'f‘:""l
\ dellat
= Campione
amp :_E_:_,:_,__‘.———'fli
L’unica luce che raggiunge la | *
lente e quella dispersa dal
campione che appare chiaro in = =

campoO SCuro

H i lr g e
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Immagine scura su fondo Sviluppato per aumentare il contrasto tra cellt
grigio con zone interne piu o Le cellule hanno un indice di rifrazione diverso
meno scure quindi deviano e ritardano parte dei raggi lum
attraversano Immagine
del preparato
%7\,+%7x —

M.T. Madigan

Lamina
di fase

PRINCIPIO: la luce passa attraverso un
anello inserito nel condensatore
(DIAFRAMMA ANULARE/DIAFRAMMA
DI FASE) formando un cono cavo e
attraverso uno speciale anello inserito
nell’obiettivo (ANELLO DI FASE/LAMINA

V‘/Lfr i A—k

E\_/ 3— Obiettivo

Preparato




Microscopia a fluorescenza
ot 0§ 8¢ i

FLUOROCROMI sono sostanze che, colpite da una A

rad|a2|one, iIn parte lI'assorbono, in parte la restituiscono la FLUORO
radiazione emessa ha energia minore di quella che li ha colpiti, e '
quindi una lunghezza d’onda maggiore 365

Se la radiazione incidente e U.V., cioe invisibile, oppure blu, 400
la radiazione emessa € di solito visibile

Tale radiazione, che dura di solito finché dura I’eccitazione,
e detta fluorescenza.

500
555

R.W. Castenhokz

Daniel H. Buckley

nev. ] Tnin
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Sfrutta la luce polarizzata e consente di visualizzare strutture birifrangent
monorifrangenti

Sorgente

lumin
gl e Luce non
polarizzata

otticamente

attiva
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Microscopia interferenziale Nomarski (DIC): sfrutta la
luce polarizzata scissa in due raggi divergenti tramite un
prisma di Wollaston

Oculare

A

Filtro
analizzatore

| osuadsip o

Secondo prisma
di Wollaston

T
:;>°Q\

=y

Jadny

w1‘aJL

]

Preparato i

Condensatore

Raggi divergenti
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Microscopia confocale a scansione laser: utilizzo del laser come sorgente
ottenere immagini digitali; aggiustando il piano di fuoco del raggio si posso
evidenza sia le cellule sulla superficie dei biofilm che i vari strati
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Deciphering Microscope Objective Specifications

(
(

Objective Class:

Plan-Corrected Standarc
Fluorite Pol / DIC
Ph012:
Magnification
Numerical Aperture
* Immersion Medium
Oil IWI Glyc
dj ustable over Glass 1.0/1.2¢
Correctlon (Korr.
* DIC Contrast Method 2.8
4/t
Cover Glass Thickness (mm)
ICS optics: oo 6.3
. Igﬂnltyc(':olor RCorrectoec"lss 9.1t9em 1(
» Cover Glass Range: 0.15-0. 16/20/25/3:
40/5(
63
100/15¢(

Mechanical
Cgrrectlgp Collgr_ fpr
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Impiegata per lo studio dei dettagli
strutturali della cellula

Sfrutta al posto della luce un fascio
di elettroni

150
V

A =

Il potere di risoluzione del ME e
molto piu elevato di quello ottico,
puo visualizzare anche strutture
molecolari
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Il microscopio elettronico a trasmissione (TEM) e usato per esaminare |
strutture cellulari ad altissimo ingrandimento e risoluzione. Per visualizzar
iInterne di una cellula, sono necessarie sezioni sottili della cellula, e le sezioni ¢
stabilizzate e colorate con varie sostanze chimiche per renderle visibili.

TEM > elettroni accellerati da una differenza di potenziale di 50-100 kV
HT-TEM (High tension — TEM) > 500 k — 2 milioni V

Il microscopio elettronico a scansione (SEM) viene utilizzato per
tridimensionale delle cellule . Nella microscopia elettronica a scansione, |
rivestito con una sottile pellicola di un metallo pesante, tipicamente oro.
elettroni poi scorre avanti e indietro attraverso il campione.

Transmission electron microscopy (TEM) Scanning electron mi

Cytoplasmic Saptum Call wall DNA
membrane {nucleoid)
—— | /




P @ La cellula

Electron microscopy

Light microscopy

Unaided eye 'j |

~
.

\__ -
Nucleus 'I

i

iy PN
8

Length Most Smallest

of some Most bacteria bacteria

:nerdve :::im ‘ Viruses | Proteit
| Human | musecle | Chicken! Froal Human ! animmatl | Mito- |Dihn. | I




9 .
AP @ @ @ Caratteristiche delle cellule

Tutti gli esseri viventi (unicellulari e pluricellulari) condividono alcune caratteristiche c
Forma base: sferica, cubica, cilindrica

Contenuto interno - citoplasma, circondato da una membrana
Cromosoma (i) di DNA, ribosomi, capacita metaboliche

Composte da almeno 4 componenti chimici: proteine, acidi nucleici, lipidi e polisacca

Procarioti: batterie Eucarioti: animali, piat
archei funghi, protozoi e cr¢

Cytoplasmic
membrane \ 5

Endoplasmic

reticulum T~ ;
Ribosomes Ribosomes G o
Nucleus

Cytoplasm Nucleoid

Nucleolus
0.5 um NS REaer Ay s
daas e A ™ ) AT "‘. o %%
o H R T i L T Nuclear -
. 3.7
membrane O
‘4:“- - =
‘a) el k‘
“‘a‘ -
) Cytoplasm ——%a'
AL varall CM b Aanlacaaraisr maarsIRvanrnAa I
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Variano in forma e dimensione ma tipicamente ci sono tre forme
Cocco — sferico

Bacillo — Bastoncello
Coccobacillo — molto corti a gonfi
Vibrione — curvato

Spirillo — elicoidale, a virgola, bastoncello arrotolato
Spirochete — a molla

Coccus Spirillum
(cocci) (rods) (spirilia)
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La disposizione delle cellule dipende dal
modello di divisione e da come le cellule
rimangono attaccate dopo la divisione:

— Cocchi:

Singoli

Diplococchi — a coppie

Tetradi — gruppi di 4
Cluster irregolari
Catenelle

Pacchetti cubici (Sarcina)

— Bacilli:

Diplobacilli

Catenelle
Palicadac

Morfologia cellulare dei procarioti

(a) Division in Diplococci Streptoc
one plane (two cells) number

Q 00— @¢
(b) Division in two Tetrad (cocci in S 1
perpendicular pl packets of four) IIs)
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Variazione della morfologia cellulare o delle dimensioni
specie - spesso in seguito ad una risposta alle condizioni am
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La febbre Q € una malattia infettiva contagiosa causata da Coxiella burnetii
batterio intracellulare obbligato

C. burnetii € un cocco-bacillo

piccole dimensioni (0.2-0.4 pym lar
um lunghezza) e ha un cicl
intracellulare che coinvolge 3 distin
“large cell variant” (LCV), “small-ce
e “small dense cell” (SDC)

“
\-



P @ ¢ Dimensioni dei microrganismi

Le cellule di Batteri e Archaea hanno
dimensioni variabili da un diametro di
circa 0,2 micron (um) a quelle di
diametro superiore a 700 um

Epulopiscium cell

Paramedium cell

Esther R Argert, Harvard University

Range
of
human Reproductive struct
eye Louse of bread mold
Nucleus
p . Colonial alga
ALl (Pediastrum) —
/ ‘ TR

Range oA b
of ARG

O Red blood cell White blood cell

Range 10 nm
of

electron
microscope

‘ 1 nm

Most bacteria fall between 1 to 10 um

)0

—

N

P
7
=
g

\
in size \ \

Rod-shaped b
(Escherichia cc

Mpycoplasma bacteria Pox

AIDS virus

Rickettsia bacteria

Hep:

Poliovirus

~~_ . Flagellum

Large protein

K

Diameter of DNA
e~
Requjre Amino acid
?E(_a?_'a_“_ - (small molecule)



PP @ Dimensioni dei microrganismi

Thiomargarita namibiensis € il piu grande
batterio mai scoperto. Fu trovato su un
fondale oceanico a largo della Namibia




PP @ Dimensioni dei microrganismi

Cellule piccole hanno una maggiore superficie rispetto al volume cellulare e q
rapporto superficie-volume piu elevato rispetto a cellule piu grandi (S / V)

Il rapporto S/ V di una cellula controlla molte delle sue proprieta, incluso il tas
e I'evoluzione

r \

r=1pm
Surface area (4nr?) = 12.6 pm?

Volume (z7r3) = 4.2 pm?

Surface_
Volume

3

r=2pm

Surface area = 50.3 pm?

— -




Ultramicro-batteri

Limite minimo estremo delle dimensioni cellulari
0,15-0,2 ym

Isolati spesso da ambienti oligotrofi
Volume pari a 1/100 del volume di E. coli
Genoma piccolo, minore di 1 Mb

Non appartengono ai principali phyla batterici

Assenza di alcune vie metaboliche fondamentali

1aBLE 2.1 Cell size and volume of some cells of Bacteria, from the largest to the smallest

Volumes compared
Organism Characteristics Morphology size*(um)®  Cell volume (um)®  to E. coli
Thiomargarita namibiensis Sulfur chemolithotroph Cocci in chains 750 200,000,000 100,000,000
Epulopiscium fishelson® Chemoorganotroph Rods with tapered ends 80 x 600 3,000,000 1,500,000x
Beggiatoa species® Sulfur chemolithotroph Filaments 50 % 160 1,000,000 500,000x
Achromatium oxaliferum Sulfur chemolithotroph Cocci 35x95 80,000 40,000x
Lyngbya majuscula Cyanobacterium Filaments 8 X 80 40,000 20,000

Thioviilum maiuc <ulur chemaolithotronh Cocci 1R 2000 1 500%
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