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Raccolta del campione 

 

Campione A: aspirato linfonodale di un paziente che lamenta 

febbre, affaticamento e ingrossamento delle ghiandole linfatiche. 

 

Campione B : feci di un paziente con una temperatura normale, che 

lamenta gravi crampi addominali e diarrea. 

 

Campione C : urina di un paziente che lamenta dolore durante la 

minzione 

 

Campione  D: prelievo di sangue di un paziente che lamenta febbre, 

mal di testa, dolori articolari, costipazione, perdita di appetito e 

dolore addominale. 



Terreno di coltura solido: 

contiene tutti i nutrienti per la 

crescita batterica 

Incubatore: temperatura di crescita 

controllata 
Crescita delle colonie batteriche 

Isolamento dei batteri 



Estrazione del DNA batterico e scelta del gene da amplificare 

Gene rRNA 16S  

AACTATTCAGCCCAGGAGCGCCTTTAGAT

GTTGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTT

TCCTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAG

GAGGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGA

CCCTTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCC

AGCTACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAG

CGCCTTTAGATGTGCACCCACTTAATCCA

TCCAATCCAGAGACTGTATTTCATTCACA

TCTTGGTGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTG

ACTTTTCATCTGTGGATCTAAGCTTCTTAC

CAGATGAACTTACCCAAGAAAATAAAGA

CCGAACTGTCACTGGAAACAAAGTCACA

AATGAGGAAAGCTTTAGGACTCAAGATT

GGCAAAGTCAGTTGCAGTTGCCTGATGAA

CAAGGCAGTGGGCTGAACTTGAATAGCA

ACAGTTCACCAGATACCCAGTCATGTCTG

TGCTCTCATGATGCTGACTCCAACCAGCT

CTCTTCAGAAACACCAAATTCCAATGCCT

TACCTGTGGTATTGATATCATCCATGACA

CCAATGAACCCTGTTACAGAATGTTCTGG 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTT

TCCTGGACCCTTATACCTTCCAGATGG

AGGAGGACATGTACGTGGACATTTTCC

TGGACCCTTATACCTTCCAGGATGACT

TTCCTCCAGCTACGTCTCAACTATTCAG

CCCAGGAGCGCCTTTAGATGTGCACCC

ACTTAATCCATCCAATCCAGAGACTGT

ATTTCATTCACATCTTGGTGCAGTCAAA

AAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTG

GATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTT

ACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGTC

ACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAA

AGCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGT

CAGTTGCAGTTGCCTGATGAACAAGGC

AGTGGGCTGAACTTGAATAGCAACAGT

TCACCAGATACCCAGTCATGTCTGTGC

TCTCATGATGCTGACTCCAACCAGCTC

TCTTCAGAAACACCAAATTCCAATGCCT

TACCTGTGGTATTGATATCATCCATGA

CACCAATGAACCCTGTTACAGAATGTT

CTGGAATTGTGCCTCAATTACAAAAAA

GACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 

TGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTC

CTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGA

GGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCC

TTATACCTTCCAGGATGACTTTCCTCCAGC

TACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCC

TTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAA

TCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGG

TGCAGTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTC

ATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGA

ACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGT

CACTGGAAACAAAGTCACAAATGAGGAAA

GCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGT

TGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGG

CTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGAT

ACCCAGTCATGTCTGTGCTCTCATGATGCT

GACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCA

AATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATA

TCATCCATGACACCAATGAACCCTGTTACA

GAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAA

AAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGG

ATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACAC

CAGATGAACTTAC ACCAGATGAACTTAC 



Estrazione del DNA batterico e scelta del gene da amplificare 

L’rRNA 16S è uno dei costituenti della subunità minore dei 
ribosomi. Il gene relativo è  lungo circa 1,550 coppie di basi ed è 

composto da regioni variabili e regioni conservate. Viene utilizzato 
per l’identificazione dei batteri perché è presente in tutte le specie   
batteriche ed è un gene molto conservato, quindi i cambiamenti 

nella sequenza genica possono essere considerati come una misura 
del tempo (evoluzione).  

Gene rRNA 16S  



Kary Mullis, inventore 
della  tecnica della 

reazione a catena della 
polimerasi (Polymerase 
Chain Reaction o PCR) 
nel 1983 - Nobel per la 

Chimica nel 1993  

Amplificazione del gene rRNA 16S 



Elettroforesi su gel d’agarosio 



Elettroforesi su gel d’agarosio 



1500 bp 

Elettroforesi su gel d’agarosio 

Miscela di frammenti di DNA a 
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Sequenziamento del gene amplificato 

Sequenziare significa determinare l’ordine esatto dei monomeri che formano una 

biomolecola. Nel caso del DNA, il sequenziamento permette di ricostruire l’ordine dei 

nucleotidi (A, C, G e T). 

ATGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCCTTATACCTTCCAGATGGAGGAGGACATGTACGTGGACATTTTCCTGGACCCTTATACCTTCCAGGATG

ACTTTCCTCCAGCTACGTCTCAACTATTCAGCCCAGGAGCGCCTTTAGATGTGCACCCACTTAATCCATCCAATCCAGAGACTGTATTTCATTCACATCTTGGTGCA

GTCAAAAAGGCACCCAGTGACTTTTCATCTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACCCAAGAAAATAAAGACCGAACTGTCACTGGAAACAAAGTCACA

AATGAGGAAAGCTTTAGGACTCAAGATTGGCAAAGTCAGTTGCAGTTGCCTGATGAACAAGGCAGTGGGCTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGATACCCAG

TCATGTCTGTGCTCTCATGATGCTGACTCCAACCAGCTCTCTTCAGAAACACCAAATTCCAATGCCTTACCTGTGGTATTGATATCATCCATGACACCAATGAACCC

TGTTACAGAATGTTCTGGAATTGTGCCTCAATTACAGAATGTAGTTTCCACTGCAAATCTGGCCTGTAAATTGGATCTGAGAAAAATAGCTTTGAATGCCAAAAAC

ACAGAATATAATCCAAAGAGGTTTGCTGCAGTCATAATGAGGATCCGAGAGCCAAGGACCACAGCTCTTATATTTAGCTCTGGGAAAGTGGTCTGTACAGGAGCC

AAAAGTGAAGACGAGTCTCGGCTGGCAGCAAGAAAGTATGCTCGCGTGGTGCAGAAGCTGGGGTTCCCCGTCAGATTCTTCAATTTTAAAATTCAGAACATGGTT

GCAAGCTGTGATGTGAAATTTCCCATCAGGCTGGAGATTTTGGCACTAACCCATCGGCAGTTCAGTAGTTATGAGCCTGAACTGTTCCCTGGCCTTATTTATAAGAT

GGTGAAACCGCAGGTTGTGCTGCTCATCTTTGCATCTGGAAAGGTTGTACTGACAGGTGCCAAAGAGCGTTCTGAGATCTACGAAGCATTTGAAAACATGTATCCT

ATTCTAGAAAGTTTTAAGAAAGTCTGAATGGAGGAGGACATATACCTGGACCTCTTCCTGGATCCTTATACCATCCAGGATGACTTTCCTCCAGCTATGTCTCAACT

GTTCAGCCCAGGAGTGCCTTTAGACATGCACTCACTTCCATCTAATCCAGAGACTGTGTTTCATCCACATCTTGGTGGAGTCAAAAAGGCATCCACTGACTTTTCAT

CTGTGGATCTAAGCTTCTTACCAGATGAACTTACCCAAGAAAATAGAGACCAAACTGTCACTGGAAACAAGCTGGCAAGTGAGGAAAGCTGTAGGACTCGAGATC

GACAAAGTCAGTTGCAGTTGCCCGATGAACATGGCAGTGAGCTGAACTTGAATAGCAACAGTTCACCAGATCCCCAGTCATGCCTGTGCTTTGATGATGCTCACTC

CAACCAGCCCTCTCCAGAAACACCAAACTCCAATGCCTTACCTGTGGCATTGATAGCATCCATGATGCCAATGAACCCTGTTCCAGGATTTTCTGGAATTGTGCCT

CAATTACAGAATGTAGTTTCCACTGCAAATCTGGCCTGTAAATTGGATCTGAGAAAAATAGCCCTGAATGCCAAAAACACAGAATATAACCCAAAGAGGTTTGCT

GCAGTAATAATGAGGATCCGAGAGCCAAGGACAACAGCTCTCATCTTTAGCTCTGGGAAAGTGGTCTGTACAGGAGCCAAAAGTGAAGAGGAGTCTCGGCTGGC

AGCGAGAAAGTATGCTCGTGTGGTGCAGAAGCTCGGGTTCCCTGTCAGATTCTTCAATTTTAAAATTCAGAACATGGTTGGAAGCTGTGATGTGAAATTTCCCATC

AGGCTGGAGATTTTGGCACTAACCCATCGGCAGTTCAGTAGTTATGAACCTGAACTTTTCCCCGGCCTTATTTATAAGATGGTAAAACCACAGGTTGTGTTGCTAA

TCTTTGCATCTGGAAAAGTTGTGTTAACAGGTGCCAAAGAGCGTTCTGAGATCTATGAAGCATTTGAAAACATGTATCCTATTCTAGAAAGTTTTAAGAAAGTCTG

AATGGAGCAGGAGGAGACCTACCTGGAGCTCTACCTGGACCAGTGCGCCGCTCAGGATGGCCTTGCCCCACCCAGGTCTCCCCTGTTCAGCCCAGTTGTACCTTAT

GATATGTACATACTGAATGCATCCAATCCGGATACTGCATTTAATTCGAACCCTGAAGTCAAAGAAACATCTGGTGATTTCTCATCTGTGGATCTTAGCTTCCTACC

AGATGAAGTTACCCAGGAAAATAAAGACCAGCCTGTCATTAGCAAACACGAAACTGAAGAAAATTCTGAAAGCCAAAGTCCACAAAGTAGGTTGCCATCACCCA

GCGAACAGGACGTTGGGCTGGGCTTAAACAGCAGCAGTTTGTCAAATTCCCATTCACAGCTGCACCCTGGTGATACTGACTCAGTCCAGCCCTCTCCTGAGAAACC

AAACTCCGACTCCTTGTCTCTGGCATCCATAACTCCCATGACACCAATGACCCCTATTTCAGAATGTTGTGGAATTGTACCTCAACTACAGAATATAGTTTCCACTG

TAAACCTGGCCTGTAAGTTGGATCTGAAGAAAATAGCTTTGCATGCAAAAAATGCAGAATATAACCCAAAGAGGTTTGCTGCTGTCATAATGAGGATCCGAGAGC

CCAGGACAACAGCCCTTATATTTAGCTCTGGGAAGATGGTCTGCACGGGAGCCAAAAGTGAAGAGCAGTCTCGACTTGCAGCAAGAAAATATGCTCGTGTGGTGC

AGAAGCTTGGGTTCCCTGCCAGATTCCTCGATTTTAAAATTCAGAACATGGTTGGAAGCTGTGATGTGAGATTTCCCATCAGGCTGGAAGGTTTGGTGCTAACCCA

TCAGCAGTTCAGTAGTTACGAGCCTGAACTGTTTCCTGGTCTTATTTATAGAATGGTAAAACCACGAATTGTGTTGCTTATCTTTGTATCTGGAAAAGTTGTGTTGA

CAGGTGCCAAAGAACGTTCTGAGATCTATGAAGCATTTGAAAACATCTATCCTATTCTAAAAGGTTTTAAAAAAGCCTGAGAAGTCCCCTGGGTAACTTCCAGGCA

GCTTCATTTCTGAA 
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Identificazione della specie batterica 



Identificazione della specie batterica mediante analisi in banca dati 



Reazione polimerasica a catena (PCR) 

                                                          La mix di reazione deve contenere: 

 DNA stampo  

 Soluzione tampone contenente MgCl2  (cofattore della DNA polimerasi) 

 Primer forward  

 Primer reverse 

 Deossiribonucleotidi trifosfato (dNTPs) 

 Taq polimerasi 

 

  

Aggiungere 
tutti i 

componenti 

Termociclato Termociclatore 

Conservare i 
campioni a 4°C 

La mix di reazione, preparata contemporaneamente per 
tutti i campioni, viene posta in ciascuna provetta, 
all’interno delle quali viene aggiunto il  DNA stampo. 
Quindi le provette vengono agitate, centrifugate 
brevemente ed inserite nel termociclatore, uno strumento 
che permette di variare rapidamente la temperatura, in 
modo da far avvenire  la reazione di PCR.  



30 X  

Un esperimento di PCR consiste in una serie di cicli reiterati (compresi tra 

30 e 40), ciascuno dei quali è suddiviso in tre stadi:  

 

  denaturazione del DNA stampo effettuata di solito a 94-95°C: i filamenti 

di DNA si separano per effetto del calore che rompe i legami ad idrogeno 

tra le coppie di basi. 

 

 Ibridazione (annealing) dei primers alle estremità 3’ di ogni filamento 

denaturato, effettuata ad una temperatura pari a quella di Melting dei 

primers o al massimo 2-4 °C più bassa (una temperatura troppo bassa 

favorirebbe appaiamenti aspecifici, mentre una temperatura troppo alta 

potrebbe impedire l’appaiamento dei primers alla sequenza bersaglio). 

 

 allungamento del filamento complementare mediante la Taq polimerasi, 

ad una temperatura generalmente compresa tra 68-72°C. La Taq polimerasi 

possiede un’attività polimerasica 5’-3’, ma manca dell’attività 3’-5’ 

esonucleasica (proofreading o correttore di bozze), per cui non è in grado 

di correggere eventuali errori di inserimento dei nucleotidi, commettendo 

così un errore ogni 104 – 105 nucleotidi aggiunti. Alcune DNA polimerasi 

termostabili, quali la Pfu polimerasi, isolata dall’organismo Pyrococcus 

Furiosis, possiedono l’ attività esonucleasica 3’-5’ di correzione di bozze, 

quindi il loro tasso di mutazione è ridotto. 

Dopo un ciclo di reazione da una 
molecola di DNA se ne otterranno 2  



I cicli della reazione sono preceduti da una fase di denaturazione prolungata e seguiti da una fase di 

estensione prolungata, in modo da consentire una completa polimerizzazione di tutte le molecole. Una 

tipica reazione di PCR prevede i seguenti cicli: 

 1 ciclo di denaturazione iniziale: 95 °C per 2 minuti. 

 30 cicli di : 

 -denaturazione del cDNA stampo: 94°C per 45 secondi 

-ibridazione dei primers allo stampo: 55-60°C per 1 minuto 

-allungamento dei primers : 68°C per 1 minuto/1000 bp (il tempo dipende dalla lunghezza 

del DNA da amplificare, solitamente è di 1 minuto ogni 1000 nucleotidi)  

 1 ciclo di allungamento finale : 68°C per 10 minuti 

Ciclo:                     1                     2                      3            ecc… 



Il termine elettroforesi descrive la migrazione di molecole cariche sotto l’influenza di un campo 
elettrico. Molte molecole di interesse biologico, come acidi nucleici e proteine, ad un dato valore di 
pH presentano una carica netta positiva o negativa, di conseguenza, sotto l’azione di un campo 
elettrico, migreranno rispettivamente verso il catodo (-) o l’anodo (+), con una velocità direttamente 
proporzionale alla loro carica e inversamente proporzionale alla loro massa. L'apparecchiatura per 
l'elettroforesi comprende due componenti principali: una cella elettroforetica, nella quale si pone il 
gel, ed un alimentatore, che fornisce un flusso di corrente costante agli elettrodi applicati alla cella 
elettroforetica.   

Elettroforesi su gel di agarosio 
 

 

Cella elettroforetica 

Alimentatore 



Per separare frammenti di DNA di lunghezza compresa fra 100 bp (bp = "base pair, indica il  
numero di coppie nucleotidiche complementari) e 10 kb (1 kb = 1000 bp) è l’elettroforesi su gel 
d’agarosio, un polisaccaride lineare neutro purificato dall’agar-agar delle alghe rosse. Per risalire 
alla dimensione dei campioni di DNA  analizzati si utilizza una miscela di frammenti di DNA a 
lunghezza nota (markers).  Il campione di DNA, prima di essere caricato su gel, viene trattato con 
una soluzione tampone costituita da un appesantente, come il saccarosio, necessario per 
aumentare la densità del DNA, e da un colorante che permette di  visualizzare la corsa 
elettroforetica. 

Elettroforesi su gel di agarosio 

Esempi di marcatori di 
peso molecolare 

(markers) 



La preparazione di un gel d’agarosio all’1% 
consiste nel solubilizzare 1 grammo di 
agarosio in 100 ml di tampone TAE 1X (Tris 
40mM – Acido acetico 0.12% (V/V) – EDTA 
1mM, pH 8) su un agitatore magnetico 
riscaldato o all’interno di un forno a 
microonde. Solitamente in laboratorio le 
soluzioni tampone vengono preparate più 
concentrate, per diluirle solo al momento 
dell’uso con acqua distillata. 
La soluzione ancora calda viene versata in 
una vaschetta nella quale è inserito un pettine 
che servirà a creare dei pozzetti utili per 
caricare il DNA.  

H2O 

TAE 10X 
Agarosio 



Quando il gel si è solidificato, si estrae il 
pettine ed il gel viene posto in una vaschetta 
da elettroforesi, immerso in un tampone di 
corsa, sempre TAE 1X.  Quindi si caricano i 
campioni e la corsa elettroforetica avviene a 
voltaggio costante (90/110 Volt) 

Caricamento del gel con una 
multipipetta. Il colore blue 
dei campioni è dovuto alla 
presenza del colorante che 
consente di seguire la corsa 
elettroforetica. 



Il gel viene immerso per 20 
minuti in una soluzione 
contenente un colorante (come ad 
esempio il  SYBERGREEN) che si 
intercala nella doppia elica del 
DNA ed emette fluorescenza. Le 
bande corrispondenti a 
frammenti di DNA di diverse 
dimensioni saranno visualizzate 
esponendo il gel alla luce di una 
lampada UV.  



Banche dati primarie (sequenze nucleotidiche e aminoacidiche): 

 

  GenBank (NCBI – National Center for Biotechnology Information),   

  EMBL datalibrary (EMBL – European Molecular Biology Laboratory),  

  DDBJ (DNA Database of Japan).  

 

Questi istituti cooperano tra loro al fine di condividere e rendere pubblicamente disponibili tutti i dati di cui 

dispongono e differiscono tra loro solamente per il formato con cui tali dati vengono rilasciati.  

 

Bioinformatica: banche dati biologiche 



 La maggior parte delle banche dati mettono a disposizione dei tool 

bioinformatici per l’elaborazione dei dati immagazzinati. Per la ricerca di 

similarità  il tool più popolare è BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool), che può eseguire migliaia di confronti fra sequenze in pochi minuti.  

 

 Per ricercare la similarità tra due o più sequenze è necessario allinearle, 

in modo da ottenere la percentuale di identità, correlata alla frazione di 

residui identici in posizioni corrispondenti sul totale dei residui delle 

sequenze allineate.  

Ad esempio volendo allineare le due parole CANCELLO e PANNELLO 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

riscontreremo una percentuale di identità pari a 6/8 x 100 = 75% 

Allineando le due parole PANNELLO e PENNELLO 

 

 

 

 

 

riscontreremo una percentuale di identità pari a 7/8 x 100 = 87,5% 



La complessità del problema di allineare sequenze di acidi nucleici e di 

proteine deriva principalmente dal fatto che deve essere considerata la 

possibilità che il migliore allineamento comporti l’inserimento di “spazi” 

(gap) nelle sequenze.  

Ad esempio le due parole MICROBIOLOGIA e MICOLOGIA possono essere 

allineate senza gap (ottenendo 6 sovrapposizioni) : 

oppure consentendo la presenza di gap (ottenendo 9 sovrapposizioni) 

Esistono due posibili tipi di allineamento: 
 

globale, che tenta di allineare il  massimo numero di caratteri delle due 

sequenze, incluse le parti finali (si utilizza quando le due sequenze hanno 

lunghezza simile); 

locale, che tenta di allineare solo pezzi di sequenze molto simili 

(l’allineamento termina quando termina la porzione di forte match). Si 

utilizza per allineare sequenze con lunghezza diversa, che presentano 

regioni fortemente conservate.  



L’inserimento di gap è un’esigenza irrinunciabile in quanto nel corso 

dell’evoluzione si possono avere processi di inserzione e/o delezione 

che comportano una diversa lunghezza di sequenze omologhe. Si 

possono inserire gap in entrambe le sequenze. In particolare,  

allineando le due sequenze sottoriportate si contano 10 appaiamenti 

esatti: 

 

 

 

 

inserendo un  gap per sequenza se ne contano 25. 

 

 

 

 

 

Quale dei due allineamenti deve essere considerato migliore? 

Da un punto di vista computazionale l’allineamento migliore è quello 

che totalizza il punteggio maggiore, ma che dire dell’aspetto biologico? 

Gli allineamenti locali sono utili qualora si ricerchino domini 

particolari (ad esempio nelle sequenze proteiche) o situazioni 

particolari a livello di DNA (ad es.: introni, esoni, ecc.). 











DNA su internet? No grazie… 



Nella popolazione umana il 99,9% del DNA è identico in tutti gli 

individui. Solo lo 0,1 % mostra variabilità. La fonte principale della 

variabilità genetica fra gli individui è rappresenta dai polimorfismi a 

singolo nucleotide (SNP, single nucleotide polymorphism), ovvero 

variazioni di 1  posizione nucleotidica, presenti ogni 500-1000 bp. Gli 

SNPs sono responsabili della diversa suscettibilità degli individui alle 

malattie e della diversa risposta ai farmaci.  

 

“If were not for the great variability between 

individuals, Medicine might be a Science, not an Art” 

Sir William Osler “The principles and practice of 

Medicine, 1892  

DNA su internet? No grazie… 



 Le aziende citate, raccogliendo campioni di DNA da molte persone, hanno un proprio database relativo 

alla distribuzione mondiale di diverse combinazioni di SNPs. Quello che fanno è dire a chi ha fatto un 

loro test quale percentuale dei propri SNPs hanno in comune con diverse popolazioni del mondo, a 

seconda di quanti dati hanno nel loro database su quelle popolazioni. 

 

 Il problema è che avere il 5% di combinazioni di SNPs in comune con la popolazione della Germania, 

non significa che il 5% dei propri antenati sia tedesco: significa che gli SNPs del proprio DNA sono per il 

5% uguali a quelli che contraddistinguono, in media, i tedeschi nel database dell’azienda con cui si è fatto il 

test. Se dunque pochissimi nordafricani hanno fatto analisi del DNA con quell’azienda, è improbabile che 

i dati sui nordafricani siano affidabili e facendo il test con un’altra azienda, con un proprio database, si 

potrebbe ottenere un risultato diverso. 

 

  Inoltre il confronto non avviene con gli SNPs che una certa popolazione aveva uno, due o tre secoli fa, 

quando vivevano gli antenati su cui non abbiamo informazioni, ma su quelli di oggi: dunque i test non ci 

dicono dove vivevano i nostri antenati, ma solo dove vivono oggi le persone con cui abbiamo un DNA più 

simile, tra cui molti nostri parenti, ma viventi. 

DNA su internet? No grazie… 



 Questi test potrebbero far pensare che si possano definire diversi gruppi umani sulla base del DNA, 

quando non è così: le “razze” all’interno della specie Homo Sapiens non esistono. 

 

 Altro aspetto importante è la privacy. Negli Stati Uniti 23andMe e le altre aziende che vendono test del 

DNA da fare a casa vendono i dati genetici dei propri clienti, in forma anonima e aggregata, a case 

farmaceutiche che fanno ricerca sulle malattie che hanno o potrebbero avere cause genetiche.  

 

DNA su internet? No grazie… 



 Infine, non ha senso neanche fare i test per ragioni di salute, come spiega il genetista 

Giuseppe Novelli, rettore dell’Università Tor Vergata di Roma. 

 

«La stragrande maggioranza dei test attualmente offerti al consumatore, è 

scientificamente valida, ma è inutile. (…) È fondamentale che chi si sottopone a un test 

genetico, effettui una consulenza, pre e post-test, con un genetista, perché le 

informazioni genetiche bisogna saperle leggere, interpretare e gestire. 

Solo in rari casi i geni sono l’unico fattore in gioco quando si sviluppa un problema di 

salute e i risultati dei test fatti attraverso internet possono risultare ingannevoli se 

consultati senza tener presente questa e altre cose. La genetica è una materia molto 

complessa, basata in gran parte su analisi probabilistiche e su cui molta ricerca deve 

ancora essere fatta: certi test possono dare l’illusione che leggendo il DNA si possa 

conoscere il proprio futuro, ma non è così.» 

DNA su internet? No grazie… 




