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Regolamento Europeo (EC) No 260/2003

...che consente, in caso di focolaio di scrapie, di
escludere dall'abbattimento gli ovini geneticamente
resistenti all'infezione (precedentemente, era
obbligatorio lo stampig oul) |
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Il dato epidemiologico evidenzia un‘associazione tra varianti genetiche (alleli) del
gene prnp e modulazione della resistenza all'infezione
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,‘ - Gene prnp ovino: 771nucleotidi (257 codoni)
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del Lazio e deila Toscana M. Afeandr:

dato analitico «assoluto» (sequenza DNA)
é ’,, protocolli molto elaborati = bassa produttivita

costi molto elevati

@5 Comeacaratierizzare i codoni/alleli?

Sequenziamento DNA

dato analitico «assoluto» (sequenza DNA)
. . protocolli molto elaborati = bassa produttivita
*Primer extension é

costi molto elevati

dato analitico «assoluto» (sequenza DNA)
. . é ', protocolli abbastanza elaborati = media produttivita
Pirosequenziamento costi abbastanza contenuti

protocolli semplici e robusti = elevata produttivita
costi contenuti

*PCR Real Time é

«sensibile» a mutazioni im
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rattepizzazione dei codoni 136 154 e 171:

1 1.aZ10 € uo

saggio di «discriminazione allelica»

Per ciascun campione sono allestite 4 diverse reazioni
di PCR, ciascuna dedicata ad una coppia di codoni

sonda 1 sonda 2

(reporter: FAM) (reporter: VIC)
1 PCR codone 136 Alanina Valina
2 PCR codone 154 Arginina Istidina
3 PCR 1 codone 171 Lisina Istidina

4 PCR 2 codone 171 Arginina Glutammina




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
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_Schema del flusso di lavoro

( Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandrs

Trasferimento dei campioni in piastre _

a 96 pozzetti ed estrazione del DNA ’}‘L
Sangue con anticoagulante . . / . .
Allestimento di quattro piastre di

amplificazione “Real Time”

136 (A/V) 154 (R/H) 7L (K/H) 1712 (R/Q)

© " mSa e
DN-m0"0 e
e R

Arplfcation Plok Arplfcation Plok Arlfiation Plot Amplfcation Plok
2000 2000 200
i
£ £ 1o H L
s000 a0 e w0 06
om0 s o0
— ==
S0 81 S0t
20081 20081
a8 —//—— / et /
f
» » 'l n » ' < 5 0 »
Cyele | Cyel
DetectorfFAM =] Plet:faRn vs. Cye ~] ivestold| 0. Detector:[FAM ¥ PlotifaRn vs. Cycle =] thveshold|
LMY, ) '




o= Foglio di lavoro per | :aratterizzazione dei codoni 13€ 141, 154 e 171 del gene prnp ovino
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandrs
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*Elaborazione dei genotipi;
-associazione del genotipo al campione;
-esportazione nel SIL




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Afleandrs
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Nel 2003: produttivita pari a circa
24-36 campioni/giorno

o

H produttivita

O capacita
elaborazione
risultati

Prove allestita senza alcuna automazione,
lavorando i campioni in singolo, sia per I'estrazione
del DNA sia per l'allestimento delle reazioni di
PCR. Elaborazione dei risultati: manuale

————




Nel 2005: produttivitd incrementata a circa
180 campioni/giorno

o

Introducendo un estrattore di acidi nucleici
"semiautomatico” nel formato "96 pozzetti”

E produttivita

O capacita
eleborazione
risultati

2003 2005




@Bz oo Nel:2010: produttivita
incrementata a circa 270 campioni/giorno

Introducendo dei “liquid handler” e la chimica "fast" per
I'esecuzione delle reazioni di PCR Real Time.

;gg - E produttivita
200 -
numerocampionilso B
100 - E capacita
S0 - elaborazione
0 - risultati
2003 200S 2010




Dal 2013: produttivita

360 campioni/giorno ma con «potenziale

informatico» superiore

Introducendo I'elaborazione informatica dei risultati

2003 2005 2010 2013

E produttivita

O capacita
elaborazione
risultati




a 384 pozzetti
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Un semplice «upgrade» dell'amplificatore Rea/ Time
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consentira di gestire fino a 1500 campioni/giorno (6000 PCRI)
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