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FINALITA’ DELL’INTERVENTO (E DEL CORSO):

fornire ai partecipanti un aggiornamento sulle 

applicazioni biotecnologiche sviluppate negli ultimi 

anni presso i laboratori dell’Istituto zooprofilattico

Lazio e Toscana negli ambiti della diagnostica 

veterinaria e del controllo delgi alimenti.
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La disponibilità

- di amplificatori e sequenziatori di DNA, 

- del WEB

- di software e di applicazioni “on line” di 

bioinformatica, 

ha contribuito in modo fondamentale allo sviluppo di 

nuovi approcci nell’indagine laboratoristica, 

soprattutto  in ambito genetico.

Laboratorio Laboratorio 
“Analisi “Analisi BiomolecolareBiomolecolare e Genetica”e Genetica”

-- un un sequenziatoresequenziatore di DNA, di DNA, monocapillaremonocapillare

-- un un pirosequenziatorepirosequenziatore di DNAdi DNA

-- un amplificatore per PCR un amplificatore per PCR RealReal TimeTime

-- tre tre liquid handlers liquid handlers (stazioni robotiche)(stazioni robotiche)

e, in fase di acquisizionee, in fase di acquisizione

-- un un sequenziatoresequenziatore di DNA, 8 capillari di DNA, 8 capillari 
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Nello scegliere lo strumento piNello scegliere lo strumento piùù idoneo per una idoneo per una 
determinata  caratterizzazione genetica, occorre determinata  caratterizzazione genetica, occorre 
considerare che:considerare che:

--Amplificatore per PCR Amplificatore per PCR RealReal TimeTime: fornisce informazioni in tempi : fornisce informazioni in tempi 

rapidirapidi

--SequenziatoreSequenziatore (capillare) DNA: fornisce informazioni “assolute” (la (capillare) DNA: fornisce informazioni “assolute” (la 

sequenza del DNA) ma in tempi più lunghi  sequenza del DNA) ma in tempi più lunghi  

--PirosequenziatorePirosequenziatore: fornisce informazioni con qualità e tempi : fornisce informazioni con qualità e tempi 

intermedi rispetto alle due precedenti tecnologieintermedi rispetto alle due precedenti tecnologie

Laboratorio Laboratorio 
“Analisi “Analisi BiomolecolareBiomolecolare e Genetica”e Genetica”

Esempio 1:Esempio 1: attività di caratterizzazione genetica attività di caratterizzazione genetica 

mediante PCR mediante PCR RealReal TimeTime

-- Dall’Ottobre 2003 è attivo un piano comunitario per la Dall’Ottobre 2003 è attivo un piano comunitario per la 

selezione genetica degli ovini per i fattori di resistenza selezione genetica degli ovini per i fattori di resistenza 

alle alle EncefalopatieEncefalopatie Spongiformi Trasmissibili (EST).Spongiformi Trasmissibili (EST).
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Organizzazione del 
flusso di lavoro

\
Sangue con anticoagulante

Trasferimento dei campioni in piastre 
a 96 pozzetti ed estrazione del DNA 

DNA

Allestimento di quattro piastre di 
amplificazione “Real Time”

136 (A/V) 154 (R/H) 171-1 (R/H) 171-2 (R/Q)

Laboratorio Laboratorio 
“Analisi “Analisi BiomolecolareBiomolecolare e Genetica”e Genetica”

Esempio 2:Esempio 2: attività di caratterizzazione genetica mediante attività di caratterizzazione genetica mediante 

pirosequenziamentopirosequenziamento

--Nel cane, il fenotipo ಮpelo lungoಯ è associato ad una Nel cane, il fenotipo ಮpelo lungoಯ è associato ad una 

mutazione mutazione autosomicaautosomica recessiva*. Ci è stato chiesto di recessiva*. Ci è stato chiesto di 

sviluppare un saggio in grado di evidenziare la presenza di sviluppare un saggio in grado di evidenziare la presenza di 

tale mutazione.tale mutazione.

*”The long and the short of it: evidence that FGF5 is a major determinant of canine
'hair'-itability” Housley D.J; Venta P.J; Animal genetics 2006 Aug;37(4):309-15 
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Laboratorio Laboratorio 
“Analisi “Analisi BiomolecolareBiomolecolare e Genetica”e Genetica”

Esempio 3:Esempio 3: attività di caratterizzazione genetica mediante attività di caratterizzazione genetica mediante 

sequenziamento sequenziamento ಮclassicoಯ.ಮclassicoಯ.

-- La ಮcitocromo cLa ಮcitocromo c--ossidasi ossidasi subunitàsubunità Iಯ (COI“ è il Iಯ (COI“ è il marker marker 

genetico dಫelezione per lಫidentificazione  genetico dಫelezione per lಫidentificazione  biomolecolarebiomolecolare di di 

specie.specie.
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Alcune identificazioni  Alcune identificazioni  
condotte presso l’IZSLTcondotte presso l’IZSLT
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PUNTI SALIENTI NELLO SVILUPPO DELLE TECNICHE DI Ia GENERAZIONE PER 
IL SEQUENZIAMENTO DEL DNA

1977: pubblicazione (PNAS: Proceedings of the National Academy of 

Sciences) di due metodi (“terminazione della catena” e “chimico”) per il
sequenziamento del DNA 

1986: commercializzazione del primo sequenziatore automatico, nella 
interpretazione dei dati di sequenza, di DNA

1995: commercializzazione del primo sequenziatore automatico, nel 
caricamento dei campioni e nell’interpretazione dei dati di sequenza, di 
DNA 
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-Lo sviluppo dei sequenziatori capillari ha 
probabilmente raggiunto il culmine.

-Un sequenziatore a 96 capillari è oggi in grado  
di produrre circa 60.000basi/ora, al costo di 3 
euro/1000 basi.

-Con un sequenziatore 96 capillari 
occorrerebbero, quindi,  circa 6 anni di lavoro  
(24 ore al giorno) e circa 10 milioni di euro per 
il sequenziamento di un genoma umano 
(∼3,5Gb)!
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NextNext Generation Generation Sequencing Sequencing (NGS)(NGS)

Le piattaforme  NGS consentono di  produrre e gestire, in Le piattaforme  NGS consentono di  produrre e gestire, in 
parallelo, milioni di sequenze parallelo, milioni di sequenze nucleotidichenucleotidiche. . 

Il loro avvento è stato possibile grazie al superamento:Il loro avvento è stato possibile grazie al superamento:

1“1“ degli ospiti degli ospiti eterologhi eterologhi per la costruzione delle librerie per la costruzione delle librerie 
genomiche genomiche dei frammenti da dei frammenti da sequenziare sequenziare 

2“2“ della ಮchimica di della ಮchimica di SangerSangerಯಯ
2005 - Roche 454 (basata su: emPCR e pirosequeziamento) 

- Illumina (basata su: bridgePCR e sequenziamento “simil-Sanger”

- SOLiD (basata su: emPCR e ibridazione/ligazione)

- PacBio      (basata su: rilevamento della SINGOLA MOLECOLA di DNA)

2011 - IonTorrent (basata su: emPCR e rilevamento variazionepH) 
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Purify, mark and purify
each fragment before   

sequencing

Sequence max 96 
fragmentS per run 

Throughput: 60Kb/hour

Genomic DNA to be 
sequenced

Fragment DNA for 
cloning in bacterial 

vector

Clone in bacterial 
vector

Transform and plate 
bacterial colonies (How 
many per genome?)

PCR from each single 
colony to amplify 
single fragment

Genomic DNA to be 
sequenced

Fragment DNA

Treat fragments with 
sequencing adaptors

Immobilise fragments 
on solid support and  

amplify simultaneously 

Sequence all fragments 
simultaneously

Throughput: 10MB-200Gb per run (2 hours to 2 weeks)

WHOLE GENOME SEQUENCING WORKFLOW: 
SANGER METHOD vs NGS

ALTERNATIVE AGLI OSPITI ETEROLOGHI PER LA COSTRUZIONE 
DELLE LIBRERIE GENOMICHE
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ALTERNATIVE ALLA CHIMICA DI SANGER

Instrument Purchase Cost 
Run 
time

Millions 
of 
Reads/r
un

Bases / read Yield Mb/run

Reagent Cost/Mb

Costo (USD) per 3,5 Gb

3730xl (capillary) $376 2 hrs.
0.00009
6

650 0.06 $1500 5,25x106

Ion Torrent – ’314′ chip $ 49.5 2 hrs. 0.10 100 >10 <$50 1,7x105

454 GS Jr. Titanium $108 10 hrs. 0.10 400 50 $22 77x103

PacBio RS $695
0.5 – 2 
hrs.

0.01 860 – 1,100 5-10
$11-340

454 FLX Titanium $500 10 hrs. 1 400 500 $12.4

454 FLX+c $29.5
18 – 20 
hrs.

1 700 900 $7

Ion Torrent – ’316′ chip $49.5 2 hrs. 1 >100 >100 <$7.5

Ion Torrent – ’318′ chip $ 49.5 2 hrs. 4-8 >100 >1,000 ~$0.93

Illumina MiSeq $125 26 hrs. 3.4 150+150 1020 $0.74

Illumina iScanSQ $405 8 days 250 100+100 50,000 $0.20

Illumina GAIIx $250 14 days 320 150+150 96,000 $0.12

SOLiD – 4 $475 12 days >840 50+35 71,400 <$0.11

Illumina HiSeq 2000 $690 8 days 1000 100+100 200,000 $0.10

SOLiD – 5500 $349 8 days >700 75+35 77,000 <$0.08

SOLiD – 5500xl $595 8 days >1,410 75+35 155,100 <$0.07 245
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NGS and post light NGS and post light sequencingsequencing
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Grazie per l’@Grazie per l’@ttenzionettenzione


