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Le metodiche di biologia molecolare
permettono di individuare sequenze
specifiche del DNA e quindi di identificare
la specie del parassita. Ciò avviene a
partire sia da feci (contenenti uova
infettanti) che da adulti.

La fase più importante è l’estrazione degli
acidi nucleici.



La reazione a catena della polimerasi (PCR) è
una tecnica ampiamente consolidata e
impiegata in modo efficiente per classificare i
nematodi.

Sia la PCR che il sequenziamento di
particolari regioni dell’DNA ribosomiale
(rDNA) o del DNA mitocondriale (mtDNA)
sono di grande aiuto nell'identificazione.



geni codificanti per la citocromo
ossidasi subunità I e II
(Target mitocondriali )

Ampliconi ottenuti diversi per lunghezza
Sanger Sequencing = B. transfuga/B. 
procionis



PCR gene citocromo ossidasi II

Real Time PCR gene COI IIBassa sensibilità



è l'insieme di sequenze di DNA trascritto in RNA ribosomiale 
(rRNA). 
Codifica per le tre componenti strutturali dell’rRNA (18S, 5.8S, 
28S) presenti nei ribosomi di tutti gli eucarioti. 
I geni dell’rDNA si presentano in sequenze ripetute ed il numero 
di copie varia a seconda dell’organismo 

Inoltre vi è uno spazio di trascrizione interna (Internal Transcribed
Spacer – ITS) che prende il nome di ITS-1 e di ITS-2

Il DNA ribosomiale (rDNA)
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Le regioni ITS hanno un alto grado di variabilità intra ed 
interspecifica

Mentre le regioni 5.8S, 18S e 28S sono altamente conservate
le regioni ITS-1 e ITS-2 (non codificanti) sono soggette ad elevata 
variabilità di sequenza.  

Questa variabilità rende particolarmente interessante lo studio e 
la caratterizzazione molecolare di queste regioni per la 
differenziazione di specie di parassiti
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Il nostro studio

• piccole porzioni (un cm circa) di parassita sono state
sottoposte a lisi completa in un buffer contenente proteinasi K

•La lisi avviene in termomixer a 56°C per 2-3 ore



L’estrazione del DNA totale è stata ottenuta
utilizzando un kit  commerciale (Dneasy Blood 
& Tissue, Qiagen), seguendo il protocollo del 
produttore.

La qualità e la quantità del DNA viene misurata 
tramite spettrometria (Nanodrop) e 
fluorimetria (Qubit)



Amplificazione della regione ITS-2

Primers NC1 e NC2 con adattatori Illumina
riportati  su Nemabiome website* e precedentemente descritti da Avramenko et 

al. 2015; 2017

*con modifiche



Cos’è?  Il sequenziamento profondo 

dell'amplicone, o metabarcoding, 
utilizzando piattaforme di nuova 
generazione, ha rivoluzionato lo studio 
delle comunità microbiche nell'uomo, 
negli animali e nell'ambiente. Come i 
microbi, i parassiti spesso esistono in 
comunità complesse all'interno di un 
ospite e/o dell'ambiente esterno. 
Abbiamo coniato la frase 
"nemabiome" per descrivere la 
comunità di nematodi che abitano un 
singolo animale ospite o nicchia 
ambientale. 

(https://www.nemabiome.ca/)



•Amplicon sequencing su piattaforma Illumina
(MiSeq)

• Le raw reads vengono “pulite” utilizzando il software
Cutadapt che trova e rimuove le sequenze degli
adattatori, primers ed altre sequenze indesiderate

NGS Amplicon Sequencing



Le raw reads così ottenute vengono analizzate con una  pipeline 
customizzata che utilizza  DADA2 e R

L’amplicone ottenuto (340 bp) viene confrontato mediante 
allineamento BLAST con le sequenze depositate su vari database 
(es: GenBank, Nemabiome database)



Le sequenze ottenute hanno il 100% di coverage e di identità 
con una sequenza di Baylisascaris procionis depositata in 
GenBank.  



Grazie per l’attenzione!
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