
Controllo della crescita microbica

Sterilizzazione

• Metodi fisici

• Calore (secco o umido)

• Radiazioni

• Filtrazione

• Metodi chimici

Decontaminazione

Sanificazione

Disinfezione

Sterilizzazione

→ decontaminazione di superfici inanimate per rendere sicuro il loro impiego

→ riduzione della carica microbica

→ eliminazione di microrganismi patogeni

→ eliminazione di tutti i microrganismi (sterilità)



Controllo della crescita microbica Calore (secco o umido)

Calore secco
160-180 °C per 2-3 h

Calore umido

121 °C (1 atm) per 15-20’
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CINETICA DI MORTE 
MICROBICA a 121 °C.
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L’esposizione delle cellule batteriche ad un agente letale induce
una cinetica di morte che segue un andamento esponenziale.

Trattamento termico

(autoclave → 121 °C)

D121 (tempo di riduzione decimale): tempo necessario,
alla temperatura considerata, per ridurre il numero di
batteri di 10 volte.

Tale tempo è correlato a:

• trattamento utilizzato

• tipo di cellule microbiche.

L’esposizione al calore induce denaturazione
delle macromolecole delle cellule.

Valore z: incremento di temperatura richiesto
per ridurre di 10 volte il valore D.

Se nella sterilizzazione si vogliono utilizzare temperature diverse da 121°C
è importante considerare anche il valore z (costante di resistenza termica).

Esempio: per un ceppo di Staphylococcus aureus con D60= 7 minuti e z= 9,5°C, si può
ottenere una riduzione decimale (1D) in 1/10 di tempo aumentando la temperatura
del trattamento termico a 69,5°C.
Si avrà quindi che D69,5 = 0,7 minuti, D79 = 0,07 minuti e così via.
Viceversa, riducendo la temperatura di processo a 50,5 °C saranno
necessari 70 minuti per ottenere 1 riduzione decimale (1D).
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La pendenza della retta indica la
sensibilità del microrganismo al calore
a determinate condizioni

Il tempo di riduzione decimale indica
il tempo necessario affinchè, ad una
certa temperatura, la concentrazione
microbica si riduca di 10 volte (90%)

100 → 10 cellule

Per fini pratici, è più semplice
ricorrere al calcolo del tempo
di inattivazione termica: tempo
richiesto per uccidere tutti i
microrganismi di una
popolazione ad una certa
temperatura.

Valore z: 12-3= 9
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termofilo

mesofilo

Il tempo di riduzione decimale varia
in relazione alla specie batterica.

<20"

10’



Autoclave

Verticale

Orizzontale→
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RADIAZIONI

Raggi UV (230-300 nm)
• scarsa capacità di penetrazione
• alterano il DNA

Radiazioni ionizzanti
• alta capacità di penetrazione
• generano elettroni, radicali idrossilici e

radicali idruro che alterano le
macromolecole

Gray: energia ceduta alla materia per unità di massa
1 Gy = 1 joule/Kg

D10

Quantità di radiazioni necessaria per ridurre di
10 volte il numero di batteri.



I microrganismi sono più resistenti degli
organismi pluricellulari alle radiazioni ionizzanti!

Dose letale per l’uomo



10 Gy (applicata per qualche minuto)
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Sterilizzazione mediante filtrazione

Un liquido o un gas da sterilizzare viene fatto passare attraverso filtri di
nitrocellulosa, polipropilene o polisulfone con pori da 0,2 o 0,45 µm.
Il filtrato deve essere raccolto in contenitore sterile!

Il filtrato risulta batteriologicamente sterile, ma non esente da virus!
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La cappa a flusso laminare consente di operare in un
ambiente privo di contaminanti.



Sterilizzazione dell’aria per filtrazione.

Filtri HEPA

Trattengono fino al 99,97%
delle particelle di 0,3 m

Cappa a flusso laminare

All’interno della
cappa viene
immessa aria
filtrata (filtro HEPA).

L’aria di reintegro aspirata
dall’esterno, prima di essere immessa
nell’area di lavoro, viene convogliata
al filtro HEPA.

Durante il funzionamento, parte dell’aria (30%) viene espulsa 
all’esterno della cappa, dopo essere stata filtrata (filtro HEPA).



Raggi ultravioletti (λ 260 nm)
• Alta attività battericida
• Basso potere penetrazione

Cappe sterili e lampade germicide


rischio da esposizione a Radiazioni Ottiche Artificiali!
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metodi chimici (antisettici, disinfettanti, antibiotici)

Antisettico: sostanza in grado di inibire la crescita microbica o di provocarne la 
morte con bassa tossicità per gli organismi superiori.

Controllo della crescita microbica

Disinfettante: sostanza in grado di provocare la morte dei microrganismi, ma con 
tossicità anche verso gli organismi superiori.
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Esplicano attività antibatterica selettiva inibendo
processi essenziali della cellula batterica

• processi esclusivi dei batteri

• tappe metaboliche diverse tra procarioti ed eucarioti

 ANTIBIOTICI e CHEMIOTERAPICI→



Molecole prodotte dal
metabolismo secondario di
batteri o funghi.
Molecole non essenziali per
la crescita del microrganismo.

Molecole di sintesi ad
attività antibatterica

Antibiotici semisintetici
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torbidità torbidità

coltura

coltura
coltura

torbidità
Aggiunta atb Aggiunta atbAggiunta atb



ANTIBIOTICI



La sensibilità del ceppo batterico nei confronti dell’antibiotico considerato si
esprime come MIC (concentrazione minima inibente).

G. Dehò, E. Galli                                                                                                            Biologia dei Microrganismi                                                                  Copyright 2012 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana 

Determinazione della sensibilità di un ceppo batterico ad un antibiotico 

A provette con diverse
concentrazioni dell’antibiotico
in brodo di coltura vengono
aggiunte uguali concentrazioni
del batterio.

Test in brodo (metodo delle diluizioni scalari)

basato sull’impiego dell’antibiotico a diverse concentrazioni.

Dopo incubazione, alcune
concentrazioni dell’antibiotico
potrebbero aver inibito la
crescita del ceppo batterico.
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La diluizione in brodo fornisce una
stima quantitativa della sensibilità
di un ceppo batterico
all’antibiotico considerato.
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Metodo in piastra o agar-diffusione

(tecnica Kirby-Bauer)

Sospensione batterica a
concentrazione nota (0,5
MacFarland)

Mueller-Hinton agar
…

Il diametro dell’alone di inibizione da una
stima semiquantitativa della sensibilità

McFarland Standards Colonie da
testare
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Tecnica kirby-Bauer

E-test

Tecnica che consente di calcolare le MIC degli 
antibiotici anche in piastra.

Per valutare la sensibilità del ceppo (S, I, R), dopo
incubazione è necessario misurare il diametro degli
aloni di inibizione e confrontarli con i valori stabiliti
dalle diverse agenzie (EUCAST, CLSI, …)

Dopo incubazione

S

R

I

S: sensibile
I: intermedio
R: ressitente
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Spettro d’azione dell’antibiotico: specie batteriche verso cui il farmaco è efficace.

Spettro ristretto: antibiotico attivo solo verso un gruppo ristretto di batteri (G+ o G-).

Ampio spettro: antibiotico attivo verso numerose specie batteriche G+ e G-.

Spettro esteso: antibiotico attivo verso un ampio numero specie batteriche patogene.



L'ergosterolo è un
componente fondamentale
della membrana cellulare
dei miceti
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ANTIMICOTICI
↓

Funghi



de Kraker MEA, Stewardson AJ, Harbarth S (2016) Will 10 Million People Die a Year due to 
Antimicrobial Resistance by 2050? PLoS Med 13(11): e1002184. doi:10.1371/journal. 
pmed.1002184

La resistenza agli antibiotici da parte dei batteri,

oggi, rappresenta una vera e propria priorità di sanità
pubblica a livello mondiale

Se non si inverte questa tendenza

La comparsa di resistenze agli antibiotici è, al momento,
più veloce dello sviluppo di nuove molecole.



DEATHS ATTRIBUTABLE TO AMR EVERY YEAR

O'neill J (May 2016). "TACKLING DRUG-RESISTANT INFECTIONS GLOBALLY: FINAL REPORT AND RECOMMENDATIONS"



Evoluzione dell’antibiotico-
resistenza dopo l’introduzione 
dell’antibiotico nella pratica 
clinica.



Resistenza agli antimicrobici
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Antibiotico-resistenza Struttura generica penicillina →
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Ceftriaxone
cefalosporina III generazione

Penicilline
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Resistenza alla kanamicina
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Meccanismi di resistenza agli antibiotici 

Modificazione di pathways
metabolici per eludere
l’effetto dell’antibiotico.

Inattivazione o modificazione
dell’antibiotico (meccanismo
tipico della resistenza ai β-
lattamici).

Riduzione della concentrazione intracellulare dell’antibiotico
• diminuendo la permeabilità
• aumentando l’efflusso attivo
(geni plasmidici che codificano sistemi di efflusso → proteine
transmembranarie che trasportano attivamente le tetracicline
dall’interno all’esterno della cellula batterica).





Peleg and Hooper (2010) Hospital-Acquired 
Infections Due to Gram-Negative Bacteria

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peleg%20AY%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20463340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hooper%20DC%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=20463340




Ceppo multiresistente agli antibiotici

Resistenza ad almeno un agente in tutte le categorie
antimicrobiche tranne due o meno

(i.e., bacterial isolates remain susceptible to only one or two categories)

Magiorakos, A. P., A. Srinivasan, R. B. Carey, Y. Carmeli, M. E. Falagas, C. G. 
Giske, S. Harbarth, J. F. Hindler, G. Kahlmeter, B. Olsson-Liljequist, D. L. 
Paterson, L. B. Rice, J. Stelling, M. J. Struelens, A. Vatopoulos, J. T. Weber 
and D. L. Monnet (2012). "Multidrug-resistant, extensively drug-resistant
and pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal for interim 
standard definitions for acquired resistance." Clin Microbiol Infect 18(3): 
268-281.



http://www.slideshare.net/OXA46/superbugs-47898975



Invito a guardare la trasmissione televisiva
(report) nel corso della quale è stato affrontato
il tema dei batteri resistenti agli antibiotici e
quindi agli antibiotici presenti nel cibo:
http://www.rai.it/programmi/report/inchieste
/Resistenza-passiva-188316fc-51e1-4b68-a9db-
8f367d950535.html

Eliminare l'uso di antimicrobici di importanza
critica come promotori della crescita in
agricoltura (zootecnia)!







Studiate, educatevi, siate 
intelligenti e buoni. L’Italia 
sarà quello che sarete voi.
(Discorso di Trani, 29 gennaio 1883)

Francesco De Sanctis (1817- 1883)
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