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Descrizione delle modifiche: Eliminati da elenchi strumentazione (5.16) e reagenti per elettroforesi capillare (da 6.18 a 6.20),
modifica tempi di conservazione dei primers, modifica percentuale gel di agarosio (7.2.3b), correzione volumi di miscela di reazione
7.2.2c), caricamento campioni e marker (7.2.3m e p, 7.2.4). NOTA sull'uso di PCR MasterMix.
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1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE

Il presente documento definisce un metodo di prova interno per determinare, mediante Multiplex PCR,
la specie di appartenenza di nematodi della famiglia Anisakidae conservati in etanolo. Il metodo pud
essere applicato a larve o loro parti prelevate da biopsia umana, mediante endoscopio, o da tessuti di
origine animale.

2 PRINCIPIO DEL METODO

La reazione a catena della polimerasi (PCR) & una tecnica di biologia molecolare che consente la
moltiplicazione (amplificazione) di frammenti di acidi nucleici specifici dei quali si conoscono la
sequenza nucleotidica iniziale e terminale (coppia di oligonucleotidi). Se una specie possiede una
porzione di DNA caratteristica, per composizione e/o dimensione, € possibile scegliere una coppia di
oligonucleotidi che permetta la sua amplificazione esclusivamente per quella specie. L'amplificazione
PCR & caratterizzata da alta sensibilita e specificita. Una variante della “PCR standard” & la Multiplex-
PCR nella quale vengono utilizzate 2 o piu coppie di oligonucleotidi. In questo caso € possibile con un
singolo test amplificare contemporaneamente piu sequenze.

| nematodi parassiti della famiglia Anisakidae infettano allo stadio larvale pesci, cefalopodi e crostacei
ed allo stadio adulto pesci, uccelli piscivori e mammiferi marini. Le larve dei generi Anisakis e
Pseudoterranova sono responsabili, se ingerite dalluomo, della patologia nota come anisakiasi. Le
larve recuperate da pazienti o da ospiti infetti, possono essere identificate morfologicamente come
Anisakidae, ma lidentificazione a livello di specie/genere & possibile soltanto utilizzando metodi
molecolari.

Utilizzando la tecnica multiplex PCR & possibile distinguere, sulla base delle dimensioni dei frammenti
di amplificazione di parte della sequenza ITS, larve del genere Anisakis da quelle del genere
Pseudoterranova, Contracaecum e Hysterothilacium e, all'interno del genere Anisakis, larve di A.
pegreffii, A. simplex s.I. (che comprende I'ibrido A. simplex/pegreffii), A. physeteris (comprendente
anche A. brevispiculata ed A. paggiae) ed A. typica.

In tabella A sono visibili le dimensioni dei frammenti della regione ITS prodotti mediante amplificazione
con coppie di oligonucleotidi specifici per i diversi membri della famiglia Anisakidae. Dall’analisi della
tabella si evince che ogni “anisakidae” possiede un repertorio di frammenti unico che ne permette
l'identificazione.

Tabella A - Dimensione dei prodotti di amplificazione della regione ITS attesi (in coppie di basi) per ogni specie

Primer | Primer A. A. simplex s.l. A. A. Contracaecum | C.rudolphii | Pseudoterranova | Hysterothilacium
5 3 |pegreffii e physeteris®| typica osculatum (A,B,C) spp. aduncum
A. simplex/pegreffi
genotipo ibrido
ASPf RevB | 588bp 588bp
APE1 “ 672bp
APyf “ 143bp
AT “ 427bp
cof “ 799bp
CRf “ 307bp
PDf “ 370bp
HAf “ 991bp

@ puo amplificare anche Anisakis brevispiculata e A. paggiae
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4 DEFINIZIONI

ITS (Internal Transcribed Sequence), sequenza spaziatrice dei geni ribosomali nucleari comprende
I'ITS-1, il gene 5.8S, I'ITS-2 con 'aggiunta di 70 nucleotidi del gene 28S.

Oligonucleotide, breve sequenza (15/30 basi nucleotidiche) utilizzata per amplificare un frammento
specifico di DNA.

Multiplex Primers Mix, miscela di 9 oligonucleotidi che amplificano in modo specifico le sequenze ITS
di differenti specie di anisakidae.

Larve di riferimento, larve di Anisakis pegreffii in etanolo, fornite dal Dipartimento di Scienze di Sanita
Pubblica "G. Sanarelli", Universita Sapienza, Roma.

DNA di riferimento, DNA genomico purificato da larve di riferimento, fornito dal Dipartimento di
Scienze di Sanita Pubblica "G. Sanarelli", Universita Sapienza, Roma.

Controllo positivo di estrazione, larva di riferimento o sue parti, trattate nella stessa sessione di
lavoro dei campioni in esame per verificare la corretta conduzione del protocollo di estrazione del DNA.

DNA/larva, preparazione di DNA estratto da una singola larva.

Controllo positivo di amplificazione, DNA genomico estratto da larve di riferimento o loro parti. E’
utilizzato nelle sessioni di amplificazione di singole larve per verificare il corretto funzionamento del
sistema PCR.

Controllo negativo di amplificazione, acqua grado reagente. E’ utilizzato nelle sessioni di
amplificazione di singole larve per verificare I'assenza di contaminazione del sistema PCR.

Inoltre, nel presente documento sono utilizzate le definizioni e la terminologia della norma UNI EN ISO
22174.

5 APPARECCHIATURA DI PROVA

5.1 Microscopio stereoscopico, ingrandimenti 60-500 X

5.2 Centrifuga refrigerata da banco per provette da 1,5 mL, 10.000 x g
5.3 Congelatore, temperatura < -15°C

5.4 Termoblocco vibrante a temperatura variabile da 25 a 100°C

55 Magnete con alloggiamento multiplo per provette da 1,5 mL

5.6 Termociclatore per PCR

5.7 Frigorifero, 1-8°C

5.8 Sistema per elettroforesi orizzontale completo di accessori e alimentatore di corrente
5.9 Bilancia tecnica, risoluzione 0,1 g

5.10  Transilluminatore UV

5.11  Sistema per acquisizione di immagini

5.12  Micropipette (1-10 yL, 2-20 pL, 20-100 uL, 50-200 L e 200-1000 pL)
5.13  Sistema di produzione di acqua di grado analitico (18M Q/cm)

5.14  Agitatore Vortex

5.15  Agitatore orbitale
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6 REATTIVI E MATERIALI

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

Tampone di incubazione. Soluzione reperibile in commercio: Tissue and Hair Extraction Kit,
Promega, codice DC6740. Preparare al momento dell’'uso combinando, secondo le specifiche
del produttore, alcuni componenti del kit: incubation buffer, PK 18 mg/mL e DTT 1M, identificare
tale soluzione con la sigla “IB+”. Conservare i componenti del kit e/o le aliquote derivate in
congelatore a -20°C per PK e DTT e, in frigorifero a 4°C per l'incubation buffer.

Tampone di lisi. Soluzione reperibile in commercio: DNA IQ™ System kit, Promega, codice
DC6700 o DC6701. Preparare al momento dell’'uso combinando, secondo le specifiche del
produttore, alcuni componenti del kit: lysis buffer (DNA IQ™ System kit, Promega) e DTT 1M
(Tissue and Hair Extraction Kit, Promega), identificare tale soluzione con la sigla “LB+".
Conservare i componenti del kit e/o le aliquote derivate a -20°C per DTT e, a temperatura
ambiente per il lysis buffer.

Resina paramagnetica. Sospensione reperibile in commercio: DNA IQ™ System kit, Promega,
codice DC6700 o DC6701. Conservare a temperatura ambiente.

Tampone di lavaggio. Soluzione reperibile in commercio: DNA |IQ™ System kit, Promega,
codice DC6700 o DC6701. Preparare al momento dell’uso secondo le specifiche del produttore,
identificare tale soluzione con la sigla “WB+”. Conservare a temperatura ambiente.

Tampone di eluizione. Soluzione reperibile in commercio: DNA IQ™ System kit, Promega,
codice DC6700 o DC6701. Conservare a temperatura ambiente.

PCR master mix. Soluzione reperibile in commercio adatta alla conduzione di esperimenti di
amplificazione PCR (per esempio: Promega, cod. M7501 o M7113). Conservare secondo le
specifiche del produttore. Nel caso si utilizzi una confezione di grandi dimensioni il prodotto
viene aliquotato in volumi da 1-2 mL, e vengono mantenute le specifiche di conservazione della
confezione di origine.

Oligonucleotidi. Preparazione commerciale (tabella C). Il prodotto liofilizzato viene ricostituito
secondo le indicazioni del produttore ad una concentrazione di 100 pmoli/uL con TE 0,1x.
L’avvenuta ricostituzione viene riportata con data e firma nel rapporto tecnico allegato agli
oligonucleotidi dalla ditta produttrice. Conservare il prodotto liofilizzato in congelatore (5.3) fino
a un massimo di 20 anni. Conservare il prodotto ricostituito in congelatore (5.3) fino ad un
massimo di 10 anni.

10X Multiplex Primers Mix. Miscela di oligonucleotidi (6.8) utilizzata per la multiplex PCR. La
miscela & ottenuta combinando un idoneo volume degli oligonucleotidi riportati in tabella F in TE
0.1x (6.17) affincheé la concentrazione finale corrisponde a 3 pmoli/ uL, eccetto che per
I'oligonucleotide ASPf, la cui concentrazione finale dovra essere pari a 2 pmoli/ L,
I'oligonucleotide APEf, la cui concentrazione finale dovra essere pari a 4 pmoli/ yuL, e per
I'oligonucleotide RevB, la cui concentrazione finale dovra essere pari a 6 pmoli/ pL. Aliquote di
100 uL vengono preparate e conservate in congelatore (5.3) fino a un massimo di 10 anni.

Tabella B - Sequenza degli oligonucleotidi che compongono il 10X Multiplex Primers Mix (6.8), relativi codici e

sequenze nucleotidiche amplificate.

Sequenza oligonucleotidi Codice Sequenza amplificata
5’- TTGCAATCACTTCTCTCAGATTG -3’ ATf ITS
5’- GGCTGGTTGATGAACTGTTG -3’ APyf ITS
5’- GACATTGTTATTTCATTGTATGTGTTGAAAATG -3’ | ASPf ITS
5’- GAGCAGCAGCTTAAGGCAGAGGC -3’ APE1 ITS
5’- CGAGTACTTTTTATGGTCGTGAAGT -3’ PDf ITS
5’- TGATATGCTTGAAAGGCAGG -3’ cof ITS
5’- CGACAAGCAGTGTCCCTTTG -3’ CRf ITS
5’- GCCTTCCATATGCGCGTATA -3’ HAf ITS
5’- GCCGGATCCGAATCCTGGTTAGTTTCTTTTCC-3’ RevB T ITS
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6.9 Loading buffer 6x, prodotto commerciale che permette di eseguire I'elettroforesi di molecole di
DNA; pud essere incluso nella soluzione PCR master mix di cui al punto 6.6. Conservare
secondo le specifiche del produttore.

6.10 Agarosio prodotto commerciali definiti adatti alla conduzione di elettroforesi per molecole di
DNA. L’agarosio ad alta risoluzione permette la conduzione di elettroforesi per molecole di DNA
di dimensioni ridotte (tra 25 e 700 paia di basi), migliorandone la separazione. Conservare a
temperatura ambiente fino a un massimo di 24 mesi.

6.11 TAE soluzione 50x, prodotto commerciale (2M Tris-acetato, 50mM EDTA, pH 8.2-8.4 a 25°C).
Conservare a temperatura ambiente secondo le specifiche del produttore.

6.12 TAE soluzione 1x, preparazione di 1000 mL: prelevare 20 mL dalla soluzione 50x e portare il
volume a 1000 mL con acqua distillata. Preparare al momento dell’'uso.

6.13 Bromuro di etidio soluzione, prodotto commerciale 10 mg/L. Soluzione di lavoro: diluire
1:100.000 (per 100 mL di soluzione aggiungere 1 pL). Conservare a temperatura ambiente in
bottiglia protetta dalla luce fino a un massimo di 24 mesi.

NOTA: Il bromuro di etidio € potenzialmente mutageno, carcinogeno e teratogenico, trattare con
cautela tutte le soluzioni che contengono questa sostanza indossando guanti monouso.

6.14 L50, prodotto commerciale contenente molecole marcatrici di peso molecolare per DNA. Viene
ritenuto idoneo ogni prodotto commerciale che contenga molecole multiple di 50 bp nel range
50-500 bp. Conservare in frigorifero (5.7) secondo le specifiche del produttore.

6.15 TE soluzione 1x, prodotto commerciale 10mM Tris-HCI (pH 8,0), 1mM EDTA-Na2, pH 7.6-8.1
a 25°C. Conservare in frigorifero (5.7) secondo le specifiche del produttore.

6.16 TE soluzione 0.1x, soluzione TE 1x diluita. Preparazione di 10 mL: prelevare 1 mL della
soluzione 1x e aggiungere 9 mL di acqua distillata. Sterilizzare usando filtri 0,22 ym. Preparare
al momento dell’'uso.

6.17 Acquagrado reagente o Milli-Q, resistivita = 18 MQ/cm.

6.18 Larve di riferimento, singole larve di Anisakis pegreffii o porzioni larvali conservate in etanolo
(95-100%). Sono fornite dal Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica "G. Sanarelli",
Universita Sapienza, Roma, in seguito ad isolamento dalla cavitd celomatica di pesci
naturalmente infetti. Conservare in congelatore (5.3) fino ad un massimo di 10 anni.

6.19 DNA di riferimento: DNA genomico purificato da larve di A. pegreffii (1ng/ L), fornito dal
Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica "G. Sanarelli", Universita Sapienza, Roma.
Conservare in congelatore (5.3) fino ad un massimo di 10 anni.

7 PROCEDIMENTO

7.1 Preparazione del campione di prova

Il campione viene controllato per verificare I'effettiva presenza della/e larva/e o di loro parti e del loro
stato di conservazione. Qualora I'operatore non trovi larve all'interno del contenitore il test non viene
esegquito.

L'etanolo contenente le larve da analizzare viene travasato in una piastra Petri. Il contenuto viene
ispezionato al microscopio (5.1) e le larve presenti, fino ad un massimo di 3, vengono prelevate e
trasferite in provette da 1,5 mL. Qualora I'operatore ritenga che le larve, o i frammenti di larva, del
campione di prova non siano idonee all’esecuzione del test (ad esempio per la presenza di
contaminanti quali muffe), il test non viene eseguito.

L'etanolo in eccesso viene eliminato o lasciato evaporare per ridurre al minimo possibile il volume nel
quale & sospesa la larva. Ogni provetta conterra una sola larva o porzione di larva.

Centrifugare (5.2) le provette contenenti le larve da analizzare al massimo dei giri per pochi secondi.

Conservare i campioni cosi preparati in congelatore (5.3). In tali condizioni le larve possono essere
conservate per I'estrazione per 10 anni.
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7.2
7.2

Esecuzione della prova

.1 Estrazione del DNA dalla larva da sottoporre al test

Se non diversamente specificato, la procedura viene eseguita a temperatura ambiente.

Ogni sessione di prova prevede che una larva di riferimento venga sottoposta alla procedura di
estrazione ed identificata come “controllo positivo di estrazione”.

Prima di cominciare la procedura, preparare un volume sufficiente delle soluzioni IB+ (6.1) e LB+ (6.2)
secondo le raccomandazioni della ditta produttrice dei kit di cui fanno parte.

a)

b)

c)

Centrifugare (5.2) le provette contenenti le larve da analizzare al massimo dei giri per pochi
secondi.

Aggiungere 100 pL di IB+ (6.1).

Incubare a 55°C per 30-60 minuti in termoblocco (5.2). Durante I'incubazione lasciare in agitazione
a circa 1400 oscillazioni al minuto.

Centrifugare come al punto “a”.
Aggiungere 200 pL di LB+ (6.2).

Aggiungere 10 yL di resina paramagnetica (6.3) dopo averla risospesa mediante agitazione su
vortex.

Incubare per 5-10 minuti a 25°C in termoblocco (5.4). Durante I'incubazione lasciare in agitazione a
circa 1400 oscillazioni al minuto.

Collocare le provette negli alloggiamenti del magnete (5.5) e attendere 30-60 secondi che le
particelle di resina paramagnetica siano bloccate dal campo magnetico sulla parete della provetta.

Eliminare la fase liquida mediante aspirazione facendo attenzione a non toccare le particelle di
resina.

Aggiungere 100 pL di LB+ (6.2) e risospendere le particelle di resina mediante agitazione su
vortex.

Collocare le provette negli alloggiamenti del magnete (5.5) come al punto “h”.
Eliminare la fase liquida mediante aspirazione.

Aggiungere 100 pL di WB+ 1x (6.4) e risospendere le particelle di resina mediante agitazione su
vortex.

Collocare le provette negli alloggiamenti del magnete (5.5) come al punto “h”.
Eliminare la fase liquida mediante aspirazione.
Ripetere la fase di lavaggio (punti da “m” a “0”) con WB+ (6.4) per un totale di 3 volte.

Dopo l'ultimo lavaggio lasciare le provette aperte per asciugare le particelle di resina per 15-20
minuti.

Aggiungere 100 pL di tampone di eluizione (6.5) e risospendere delicatamente le particelle di
resina, non usare il vortex.

Incubare a 65°C (5.4) per 5 minuti. Durante I'incubazione lasciare in agitazione a circa 1400
oscillazioni al minuto.

Collocare le provette negli alloggiamenti del magnete (5.5) come al punto “h”.
Recuperare la fase liquida (90-100 pL circa) e trasferirla in provetta da 1,5 mL.

Gli estratti cosi preparati vengono definiti “DNA/larva” e conservati in congelatore (5.3). In tali
condizioni possono essere conservati anche fino a 10 anni.
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«VTO

7.2.2 Amplificazione Multiplex PCR

Dove non espressamente indicato mantenere le provette in ghiaccio o in supporto refrigerante,
utilizzare puntali con barriera e indossare guanti monouso.

Ad ogni sessione & previsto I'utilizzo di un controllo positivo, ovvero DNA di riferimento (6.19), e di un
controllo negativo, ovvero acqua (6.17), per verificare la corretta conduzione della reazione di
amplificazione.

La seguente procedura prevede l'utilizzo di una PCR master mix a concentrazione 2x, in caso di
concentrazione diversa modificare il protocollo secondo le specifiche del produttore.

a)

b)

c)

Scongelare: DNA/larva, 2x PCR MasterMix (6.6), 10x Multiplex PCR Primers Mix (6.8) controllo
positivo di amplificazione (DNA di riferimento, 6.19).

Marcare con un numero progressivo una quantita adeguata di provette da PCR da 0,2 pL.

Preparare un volume adeguato di miscela di amplificazione cumulativa. Calcolare i volumi sulla
base della miscela di amplificazione del singolo campione (Tabella C) e del numero totale dei
campioni da analizzare aumentato di 3 unita (1 per il controllo positivo, 1 per il controllo negativo di
amplificazione ed 1 reazione extra).

Tabella C — miscela di amplificazione del singolo campione: componenti e relativi volumi

2x PCR MasterMix (6.6) 25 uL
10x Multiplex PCR Primers Mix (6.8) 5uL
H.O 18 pL

Totale 48 pL

Mescolare la miscela di amplificazione mediante vortex e se necessario centrifugare (5.2) al
massimo dei giri per pochi secondi.

Trasferire 48 pL della miscela di amplificazione cumulativa in ciascuna delle provette da PCR
(punto “b”).

Aggiungere in ogni provetta 2 uL di preparazione di DNA/larva da analizzare.

Chiudere le provette, mescolare mediante vortex e centrifugare (5.2) al massimo dei giri per pochi
secondi.

Avviare il ciclo di amplificazione (tabella D) del termociclatore (5.6), aspettare che la temperatura
raggiunga 95°C e, dopo avere messo in pausa lo strumento, inserire le provette nel blocco termico.
Abbassare il coperchio e uscire dalla pausa.

Tabella D — ciclo di amplificazione

Denaturazione iniziale 2 min/95°C
Amplificazione 30 s/95°C
30 s/52°C
45 s/72°C
Numero di cicli 30
Estensione finale 7 min/72°C

NOTA: adeguare il tempo di denaturazione iniziale (min) se diversamente specificato dalla ditta

i)

produttrice della PCR MasterMix (6.6) utilizzata.

Finita la fase di amplificazione centrifugare (5.2) le provette al massimo dei giri per pochi secondi.
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Aggiungere 5 pL di loading buffer 6x (6.9) se non presente nella PCR master mix utilizzata.

Mescolare i campioni mediante vortex e centrifugare (5.2) le provette al massimo dei giri per pochi
secondi.

Lasciare le provette in ghiaccio o in frigorifero (5.7) fino al momento dell'elettroforesi.

7.2.3 Visualizzazione dei risultati

a)

b)

c)
d)

e)
f)
g9)

h)

q)

Assemblare I'apparato per elettroforesi (5.8) seguendo le raccomandazioni della ditta produttrice.
Nella preparazione del gel utilizzare un pettine adeguato al numero di campioni in esame.

Pesare (5.9) 1.6 g di agarosio (6.11) e versarlo in 100 mL di TAE 1x (6.12) preparato in un
contenitore di vetro.

Risospendere delicatamente la polvere mediante rotazione.

Portare la sospensione di agarosio ad ebollizione per circa 30 sec. Se all'ispezione visiva la
soluzione non appare omogenea continuare la fase di ebollizione per altri 30 sec.

Reintegrare con acqua il volume perso durante l'ebollizione.
Lasciare raffreddare la soluzione di agarosio.

Prima che la soluzione cominci a solidificare aggiungere 1 pL di soluzione di bromuro di etidio
(6.13).

Agitare delicatamente per disperdere uniformemente il bromuro di etidio e versare I'agarosio nel
piatto per il gel preparato (punto a) in precedenza.

Aspettare che il gel solidifichi; non meno di 30 minuti.
Collocare il piatto contenente il gel nel sistema per elettroforesi.
Coprire il gel con tampone TAE 1x (6.12).

Caricare in ogni pozzetto 10 pL del prodotto di amplificazione (punto 7.2.1 “n”) seguendo il numero
progressivo di marcatura delle provette (punto 7.2.1 “b”).

Caricare il primo e/o I'ultimo pozzetto con 10 uL della soluzione L50 (6.14).

Connettere I'apparato per elettroforesi con l'alimentatore e impostare un valore di tensione di 10
V/cm di gel.

Lasciare il gel sotto tensione per circa 30 minuti o fino a quando il colorante piu veloce contenuto
nel loading buffer (6.9) non raggiunge 1 cm dal bordo del gel.

Dopo 30 minuti, controllare sul transilluminatore UV (5.10) la separazione delle bande. La corsa
elettroforetica €& ritenuta sufficiente se & possibile distinguere facilmente tutte le bande del
marcatore di pesi molecolari compresi tra 250 e 1000 bp. Se la separazione €& insufficiente, lasciare
il gel sotto tensione fino ad avere una separazione adeguata.

A corsa conclusa trasferire il gel nel sistema di acquisizione di immagini (5.11) ed effettuare una
stampa del risultato.

7.2.4 Interpretazione dei risultati dell’lamplificazione PCR

Le

dimensioni delle bande di amplificazione evidenziate dall'elettroforesi vengono valutate per

comparazione delle stesse (vedi tabella A) con i pesi molecolari di riferimento L50 (6.14) e con i controlli
positivi di estrazione e amplificazione. La valutazione visiva viene ritenuta sufficiente ed adeguata.

Il test di amplificazione sara ritenuto valido se:

i)

i)

il controllo positivo di amplificazione mostra un prodotto di amplificazione in accordo con la tabella
A

il controllo negativo di amplificazione non mostra prodotti di amplificazione o eventualmente solo
bande riferibili agli oligonucleotidi inutilizzati e/o a loro derivati (primer dimer);
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iii) il controllo positivo di estrazione produce un prodotto di amplificazione in accordo con la tabella A

L'identificazione della specie viene effettuata confrontando le dimensioni delle bande prodotte dal
campione di prova con la tabella A.

Qualora un campione mostri una banda non attesa, l'identificazione a livello di specie non sara
possibile.

8 ESPRESSIONE DEI RISULTATI
Esprimere i risultati nel rapporto di prova secondo le seguenti modalita:

Se la banda di amplificazione & associabile a 588bp, il campione & identificato come A. simplex s.I. 0 A.
simplex/ A. pegreffii genotipo ibrido

Se le bande di amplificazione sono associabili ad un doppietto 588bp-672bp, il campione & identificato
come A. pegreffii.

Se la banda di amplificazione & associabile a 143bp, il campione & identificato come A. physeteris.

Se la banda di amplificazione & associabile a 427bp, il campione & identificato come A. typica.

Se la banda di amplificazione & associabile a 370bp, il campione & identificato come Pseudoterranova
spp.

Se la banda di amplificazione € associabile a 799bp, il campione ¢ identificato come Contracaecum
osculatum.

Se la banda di amplificazione & associabile a 307bp, il campione & identificato come Contracaecum
rudolphii (A, B, C).

Se la banda di amplificazione & associabile a 991bp, il campione & identificato come Hysterothilacium
aduncum.

Qualora il test risulti valido ed il campione analizzato mostri bande di digestione non classificabili tra
quelle presenti in tabella A, l'identificazione della specie viene definita “impossibile”.

9 CARATTERISTICHE DEL METODO

Il presente metodo & stato caratterizzato in termini di sensibilita, specificita e ripetibilita. | risultati sono
stati utilizzati per confermare che il metodo & adatto allo scopo previsto e sono riportati nel relativo
fascicolo di validazione, al quale si rimanda.

10 MISURE DI SICUREZZA DA OSSERVARE
Il presente metodo di prova pud essere eseguito solo da personale autorizzato.
| dispositivi individuali di protezione sono rappresentati da guanti monouso e camice.

Per il comportamento generale da adottare da parte degli operatori fare riferimento ai manuali emessi
dal Servizio di Prevenzione e Sicurezza del Lavoro dell’lstituto, a disposizione del personale dei
laboratori e anche visionabili sul sito www.iss.it/inet/spsl/index (Manuale per gli operatori che lavorano
nei laboratori a carattere chimico e biologico; Manuale operativo per la gestione dei rifiuti prodotti
all'interno dell'ISS).
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