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 PCR real-time 

 Controllo interno di amplificazione (IAC) 

 Automazione  



         

PCR real time 
 

7900 HT Fast PCR real-timeSystem (Applied Biosystems) 

AmpliTaq Gold DNA Polymerase 3’-5’ 
TaqMan probe 

Target diagnostico: IS711 

  Vantaggi:  
• Possibilità di quantificare con precisione   

• Non viene influenzata da amplificazioni aspecifiche  

• Nessun trattamento dei prodotti PCR dopo la reazione (basso rischio di           
contaminazione)  

•  rapidità (40 cicli da circa 30 minuti a 2 ore) 

•  ampio intervallo dinamico (> 7 logaritmi) 

•  limite di rilevazione di pochi genomi equivalenti (GE) (0,01pg di DNA) 

•  sensibilità, specificità e riproducibiltà molto elevate 

•  facilmente automatizzabile (analisi di un numero elevato di campioni) 

•  non più costosa della PCR 

 



Maggiore sensibilità e specificità 

Sequenza primer Brucella 

Sequenza  
Brassica rapa esculenta 

Sequenza  probe   
Acetil CoA carbossilasi 



Maxwell® 16 Cell DNA purification kit (Promega) 

MicroLab STARlet Robotic workstation – Hamilton 



Estrazione del DNA Master mix PCR real-time 

http://www.google.com/imgres?imgurl=https://new.fishersci.com/wps/images/domain/Healthcare/promega_maxwell16.jpg&imgrefurl=https://new.fishersci.com/wps/portal/CMSTATIC%3FLBCID%3D00%26href%3DHealthcare/hospital/ProductsServices/MolecularDiagnostics/hc_hos_MolecularDiagnostic_091807_1455.jsp%26LeftNavLink%3DHMD%2520Molecular%2520Diagnostics%26store%3DHealthcare%26segment%3Dhospital&usg=__YDf8GVRQdovcL2CFRK9dKSK6TWk=&h=200&w=210&sz=11&hl=it&start=7&sig2=SY45gLhJJJqGDqfofsEhQw&zoom=1&um=1&itbs=1&tbnid=96L5m4EFMxG9LM:&tbnh=101&tbnw=106&prev=/images%3Fq%3DMaxwell%2Bpromega%26um%3D1%26hl%3Dit%26safe%3Dactive%26client%3Dgmail%26sa%3DG%26rls%3Dgm%26tbs%3Disch:1&ei=7LR4Tb3DI5OQ4gaT-qniBQ
http://www.kcl.ac.uk/content/1/c6/03/30/23/rtpcr7900-394.jpg


6 
da 2958 GE a 2,3 GE (4 replicati/diluizione) 
 
        

:      
R2   tra 0,99 e 1         Efficienza >98% 
Coefficiente angolare tra -3,14 e -3,37 



GE 

Brucella abortus bv1 



ufc/g 

Brucella abortus bv3 





< Specificità 

< Efficienza 

< Sensibilità 

< Sensibilità 

No IAC 



192 campioni totali 

19 campioni positivi 
 batteriologico 

41 campioni positivi 
 PCR real-time 



Diagnosi precoce e specifica per la tutela della salute pubblica  

 Kit diagnostico commerciale 

Future 

Utilizzo presso il CVL, Windhoek (Namibia) 
NAPHL, Asmara (Eritrea) 



Grazie per l’attenzione 
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