LA PCR NELLA
DIAGNOSTICA DER| E
MALATTIE INFETTIVE
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Soluzioni biotecnologiche e genetiche
applicate alla diagnostica molecolare
veterinaria e all'industria alimentare.
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La PCR o reazione a cate-
na della polimerasi € una
tecnica che consente di
amplificare esponenzial-

»= acidi nucleici possono es-
»! sere estratti da pressoche
:'; qualsiasi matrice biologi-
= ca: sangue, plasma, tes-

mente gli acidi nucleici in
modo tale da consentirne
I’ individuazione. Nella
diagnostica delle malattie
infettive la PCR permette
di individuare con estre-
ma specificita e sensibili-
ta gli acidi nucleici (DNA
0 RNA) di un microrgani-
smo sia che esso sia un
virus, un batterio, un fun-
go, un parassita o un pro-
tozoo. Il vantaggio sostan-
ziale della PCR é di rile-
vare i microrganismi pato-

suti, feci, urine, liquido
cerebrospinale. Nella me-
todica PCR tradizionale si
utilizzano due sonde oli-
gonucleotidiche specifi-
che per la sequenza gene-
tica del microrganismo di
interesse. La provetta
contenente ’acido nu-
cleico e inserita all’inter-
no di uno strumento detto

ll termociclatore che sotto-

pone gli acidi nucleici a

a circa 40 cicli di aumenti e

diminuzioni controllati

geni con una sensibilita di ' della temperatura. Ad o-

£ gni ciclo le sonde indivi-
duano la sequenza target,
se presente, e vi si legano
in modo univoco, consen-
tendo la replicazione del

migliaia di volte superiore
ad altre tecniche. Il pri-
mo passo € |’estrazione
degli acidi nuceici dalla
matrice disponibile. Gli

materiale nucleico. Al
termine dei 40 cicli una
singola copia di acido nu-
cleico & amplificata 10"
volte. L’amplificato e,
infine, visualizzato dopo
elettroforesi e colorazio-
ne con una sostanza fluo-

rescente.
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:'Ii Campioni positivi per Toxoplasma.

A La banda bianca rappresenta milioni
di copie del DNA del parassita otte-
nuto mediante amplificazione PCR
del DNA estratto da pochi tachizoiti
di Toxoplasma presenti nel sangue
di un gatto.

Non tutte le PCR sono uguali. Per
evidenziare virus a RNA come il virus
del cimurro, URNA virale deve prima
essere retrotrascritto in DNA e poi
amplificato (cd. Reverse Transcripta-
se PCR o RT-PCR). Per incrementare
ulteriormente sensibilita e specificita
€ possibile utilizzare una PCR in due
fasi. La prima fase amplifica per 40
cicli un primo frammento il quale
viene nuovamente sottoposto ad
amplificazione con una seconda cop-
pia di sonde oligonucleotidiche che
riconoscono sequenze genetiche in-
terne al primo amplificato. Il secon-
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do amplificato & poi visualizzato su
gel. Questa tecnica si chiama Nested
PCR e garantisce le massime sensibi-
lita e specificita.

In alcuni casi, ’amplificazione puo
essere monitorata in tempo reale
durante il processo di amplificazio-
ne, utilizzando speciali termociclato-
ri (Real time PCR). In quest’ultimo
caso € anche possibile misurare la
quantita di TARGET presente nel
campione di origine.

Real Time PCR
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VANTAGGI E SVANTAGGI DEL-

LA PCR

VANTAGGI

¢ consente di fare diagnosi
certa perché individua il
DNA o RNA del patogeno

e sensibilita elevata

o specificita elevata

e tempi di risposta rapidi

e monitoraggio del carico
infettante

e individuazione di diversi
patogeni contemporane-
amente

SVANTAGGI

e tecnica complessa

e competenze specialisti-
che

e costi elevati della stru-
mentazione

e la presenza di DNA/RNA
non implica la vitalita
del microorganismo

e rispetto alla sierologia
non consente di rilevare
un contatto pregresso
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