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La classificazione dei batteri si basa 
sull’analisi comparativa di sequenza dei 

geni che codificano l’RNA ribosomale (rRNA)  



L’rDNA 16S ha una dimensione ragionevole per l’analisi di sequenza (1542 
nucleotidi). La presenza sia di domini conservati che variabili fornisce la 
possibilità di ottenere primers e sonde specifici per le diverse specie batteriche.  

La regione spaziatrice intergenica è una regione di DNA non codificante situata 
tra il gene per l’rRNA 16S e quello per l’rRNA 23S. Questa regione presenta una 
variabilità di sequenza sufficiente a distinguere ceppi diversi all’interno di una 
specie. 



Nature Reviews Immunology 14, 405–416 (2014) 

Per l’identificazione di specie dei lieviti si utilizza la 
regione dell’ rDNA–ITS (Internal Transcribed Spacer) 



ANALISI DEL 16S AMPLIFICATO 
SEQUENZIAMENTO 

Fig. 16.8 

IL SEQUENZIAMENTO DEL DNA È 
LA DETERMINAZIONE 

DELL’ORDINE DEI DIVERSI 
NUCLEOTIDI CHE COSTITUISCONO 

L’ACIDO NUCLEICO 
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Enterococcus faecalis  
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Amplificazione 
per PCR 

Digestione dell’amplificato con 
enzimi di restrizione sintomatici 

Separazione dei frammenti 
su gel di agarosio 



TIPIZZAZIONE MOLECOLARE A LIVELLO DI CEPPO  

Tecniche molecolari di DNA fingerprinting che permettono di 
distinguere diversi biotipi appartenenti ad una specie  

Sfrutta la diversità a livello di sequenza del DNA che i MO 
possiedono anche se appartenenti alla stessa specie 



TIPIZZAZIONE A LIVELLO DI CEPPO  
La Rep-PCR si basa sull’amplificazione di elementi ripetuti di 

DNA batterico 

La numerosità delle 
bande sarà 
proporzionale al 
numero di 
sequenze ripetute 
contenute 
all’interno del 
genoma di ciascun 
MO analizzato 







TIPIZZAZIONE A LIVELLO DI CEPPO  

11 profili 
fingerprinting 

 diversi su 14 isolati  
dimostrano l’elevata 

biodiversità del 
 microbiota di un 

prodotto fermentato 
tipico 

La Rep-PCR si basa sull’amplificazione di elementi ripetuti di 
DNA batterico 





 

Selezione di isolati 
mediante coltura su 

terreni specifici 

Estrazione del 
DNA totale  

SPECIE COLTIVABILI 
TUTTE LE SPECIE DEL 

MICROBIOTA 

Campione di 
alimento fermentato 

Biodiversità del microbiota: 
Lactobacillus, Enterococcus, 
Lactococcus, Leuconostoc, 

Streptococcus 

Costruzione di metagenoteche 
Amplificazione PCR 
Sequenziamento (shotgun; 16S libraries) 



ESEMPIO DI METODO 
COLTURA-INDIPENDENTE 

L' elettroforesi su gel in gradiente denaturante (DGGE) è una tecnica di 
separazione elettroforetica, ampiamente utilizzata in ecologia microbica degli 
alimenti, che consente di separare e analizzare frammenti di DNA che 
differiscono nella sequenza nucleotidica anche di una sola coppia di basi. 

Il metodo DGGE è una tecnica elettroforetica per la separazione di 
frammenti di DNA in base alle loro differenti proprietà di dissociazione o 
“melting”. 
• Il DNA amplificato,rappresentativo della comunità microbica, è frazionato 
attraverso un gradiente denaturante: 
– Chimico (urea and formamide ) 
– Temperatura (TGGE) 
• Quando i due filamenti iniziano a dissociarsi si ha una riduzione della 
velocità di migrazione rispetto alla molecola di DNAds. 
• La presenza di “polimorfismi” modifica la proprietà di melting dei diversi 
DNA 
• Le diverse molecole si dissoceranno quindi in punti diversi del gradiente 
denaturante e saranno distinguibili in base alla diversa migrazione 
elettroforetica 





La Metagenomica è un approccio basato sull'utilizzo di 
tecniche genomiche moderne per lo studio di 
comunità microbiche direttamente nel loro ambiente 
naturale, evitando così il problema del prelevamento e 
coltivazione in laboratorio. 

Si basa sul sequenziamento/clonaggio del genoma di 
microrganismi appartenenti a comunità microbiche 
complesse, il cui DNA viene isolato direttamente dal 
proprio habitat naturale. La maggior parte di questi 
organismi è di difficile coltivazione a causa delle loro 
particolari esigenze di crescita. 



LA METAGENOMICA IN MICROBIOLOGIA 



La NGS è anche chiamata high-throughput 
sequencing (sequenziamento ad alta resa) 
perchè, a differenza del sequenziamento 
tradizionale col metodo Sanger, consente di 
sequenziare moltissimi frammenti in 
parallelo. Esistono diversi sistemi NGS, 
sviluppati da diverse compagnie. Tutti questi 
sistemi condividono almeno tre passi 
fondamentali:  
1.  Preparazione e immobilizzazione del DNA 

(cioè la preparazione della cosiddetta 
sequencing library) 

2.  Reazione di amplificazione 
3.  Reazione di sequenziamento  

IL SEQUENZIAMENTO DEL DNA È LA DETERMINAZIONE DELL’ORDINE 
DEI DIVERSI NUCLEOTIDI CHE COSTITUISCONO L’ACIDO NUCLEICO 

NEXT GENERATION SEQUENCING 
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1. CREAZIONE DELLA SEQUENCING LIBRARY 
Il campione di DNA viene preparato attraverso un processo di frammentazione 
casuale. Ai frammenti casuali così ottenuti vengono aggiunte delle sequenze 
predefinite ('adattatori’) necessarie per ancorare e immobilizzare i frammenti al 
supporto sul quale avrà luogo la reazione di sequenziamento. I frammenti di DNA 
così preparati costituiscono la cosidetta libreria di sequenziamento (sequencing 
library) 
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2. AMPLIFICAZIONE CLONALE 
L'amplificazione può essere fatta in emulsione o in soluzione. Ad esempio, nel sistema GS 
FLX (Roche) un frammento della sequencing library viene incorporato in una microscopica 
bolla di acqua assieme a dei cosiddetti enrichment beads, che sono praticamente delle 
piccole sfere a cui gli adattatori si possono legare. La reazione di amplificazione (PCR) viene 
fatta in questa microbolla acquosa, all'interno della quale il frammento di DNA viene 
amplificato numerose volte. Le copie clonali del frammento si legano poi all'enrichment 
bead ricoprendone la superficie. Gli enrichment beads così ottenuti vengono poi depositati 
sulla cosiddetta piastra Picotiter. 
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3. SEQUENZIAMENTO 
Il sequenziamento avviene grazie a complessi meccanismi fluidici che, funzionando su scala microlitrica, 
regolano il flusso dei reagenti che vanno a cimentarsi col DNA immobilizzato. Ogni ciclo di sequenziamento 
consiste nel cimentare il DNA immobilizzato con una soluzione contenente un nucleotide (che, se 
complementare alla sequenza, viene incorporato), un successivo lavaggio e la registrazione dell'evento 
molecolare appena verificatosi. La registrazione dell'evento molecolare avviene con un sistema per 
immagini 

Una volta completato il sequenziamento, i dati verrano 
analizzati nella fase computerizzata di analisi bioinformatica 
(alignment, variant calling, filtering and annotation). 

3 



Morgan & Huttenhower, PLOS Computational Biology (2012): 8 

OTU (Operational Taxonomic 
Unit): distinct cluster with 
signicant sequence 
divergence to any other 
cluster 



Morgan & Huttenhower, PLOS Computational Biology (2012): 8 

Il sequenziamento shotgun è il 
sequenziamento di frammenti 
random su un campione derivato 
da un pool di microrganismi. 


