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Chi siamo? %CAP

Il territorio

Gruppo CAP, chi siamo

Siamo l'azienda di gestione del servizio
idrico integrato della Citta metropolitana @ Trasparenza, responsabilita e partecipazione
diMILANO e dialcuni comuni delle < sono i principi che ci guidano nella gestione del Servizio Idrico

province La sede principale &in Integrato nel territorio della Citta metropolitana
+ Como via Rimini, 38 a Milano. . g . ] . . p

. rlglon_zaeBrianza di Milano e dei comuni nelle province limitrofe.
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si colloca tra i principali operatori italiani. ﬁof f \lof'
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[ ~1 Unimpegno verso il Pianeta
10 0%

| cambiamenti climatici avranno un impatto inevitabile sulla gestione della risorsa
idrica. In particolar modo, impianti e infrastrutture saranno esposti ai maggiori rischi,
con danni che potrebbero concretizzarsi con maggiore frequenza e costi rilevanti

per Uazienda, il territorio e le persone. Tra i rischi piu probabili correlati alla crisi
climatica in atto vi & la riduzione della quantita della risorsa idrica rinnovabile.
Efficientamento della rete, riduzione e contenimento delle perdite idriche e uno
sguardo attento al pianeta e alle sue risorse sono alcuni dei temi che ci guidano verso
una rotta sostenibile.

la media la crescita dei
dell’acqua estratta disastri naturali
chein Italia legati all’acqua;
viene dispersa e negli ultimi 10
non raggiunge annisi e registrata
la destinazione una frequenza di
prevista.! 4 volte maggiore

rispetto al 1980.2
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 ote29wn | ¢ 25 1 Verso la carbon neutrality

Climate action ed economia circolare

DI MJ DI RISPARMI IMPIANTI DI DEPURAZIONE , .. . o . .
Leconomia circolare e il perno attorno al quale strutturiamo la nostra strategia di

ENERGETICI AUTORIZZATI AL RIUSO Lrltad ) . . . . . . .
I IDRICO | sostenibilita, con un’attenzione costante alla riduzione degli impatti ambientali e

all’'utilizzo dell’acqua come volano per lo sviluppo di energie sostenibili. Anche nel
2022, inoltre, abbiamo raggiunto la neutralita carbonica, compensando la totalita
delle emissioni prodotte grazie a investimenti in progetti che garantiscono benefici

Ii_ 15 337 27 2_| |_3 9 2 _l sociali, economici e ambientali su scala globale. Contribuiamo anche cosi agli obiettivi
¢ ¢ 9 tons dell’Agenda 2030.

M? DI ACQUA RIUTILIZZATA TONS DI CO_EQ EVITATE
I_GRAZIE ALLA MOBILITﬁ_I

ELETTRICA

I_ _I I_ _I 'aumento di il tasso di
L] 0/0 emissioni di CO2 circolarita

registratoin Italia dell’economia
allafinedel 2022.* mondiale.®

SM? PRODUZIONE DI BIOMETANO DI SMALTIMENTO FANGHI

DAI REFLUI FOGNARI IN DISCARICA
L I R —




Infrastruttura acquedotto Citta Metropolitana

Milano

133 comuni gestiti;

Approvvigionamento da pozzi ad uso-idropotabile distribuiti su tutto il territorio;
Rete di distribuzione fortemente magliata ed interconnessa;

Presenza di serbatoi di accumulo di tipo pensile;

Presenza di n. 3 centrali di produzione dell’acqua;

Rete di adduzione di 96 km nell’area a nord-est del territorio gestito che si diparte dalle centrali di
Pozzuolo M. e Trezzo S.A. verso i territori di MB

133 Comuni

Mm 1.845.422
¢ 0 Abitanti

=

722 Pozzi

Ad uso idro-
potabile

301
Impianti di
trattamento

6.461 km

Lunghezza della rete
acquedotto totale

242 milioni m3

Acqua erogata
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Quall normative si applicano per le acque
potabili?

1998

*

* X ok * X %
* * * *
* * * *
* * * *

* x X * 5 X

Direttiva 96/83/CE D.Lgs. n. 31 del Direttiva (UE) D.M. 14 Giugno Direttiva (UE) D.Lgs. n. 18 del
relativa alla qualita 2 febbraio 2001 2015/1787 L7 2020/2184 23 febbraio
delle acque o : che modifica gli
h dif I g
destinate al che Rigcad allegati Il e 11l del 2023
allegati Il e Ill della D. Lasn. 31
consUmo Lmang direttiva 98/83/CE - -gs M.

introduzione
dell’analisi del
rischio (WSP)

Finalita: proteggere la salute umana dagli effetti negativi derivanti dalla contaminazione delle acque,
garantendone la salubrita e la pulizia.




POTABILITA: REQUISITI MINIMI D. Igs 18/23

NON deve contenere
microrganismi e
parassiti, né altre

sostanze, in quantita o

concentrazioni tali da
rappresentare un

potenziale pericolo per la
salute umana.

deve avere
caratteristiche
microbiologiche e
chimiche conformi ai
Valori di Parametro fissati
delle tabelle presenti
nell’Allegato |, Parte Ae
Parte B:

35 Parametri Chimici
2 Parametri
Microbiologici

18 Parametri Indicatori

In caso di non
conformita ai valori di
parametro dell’allegato |,
I'autorita d’'ambito sentita
I'’ATS, deve prendere |
provvedimenti necessari
per ripristinare la qualita
dell’acqua ove cio sia
necessario per tutelare la
salute umana.




parametri CHIMICI e MICROBIOLOGICI SCAP
o Pamewichimic  Pammemichimid

Valore di Unita di Valore di Unita di
Parametro . Parametro .
parametro misura parametro misura

Acrilammide 0,1 ug/l Antiparassitari-Totale 0,5 ug/l
Antimonio 5 ug/l Idrocarburi policiclici aromatici

: 0,1 ug/l
Arsenico 10 ug/l (IPA)
Benzene 1 ug/1 Selenio 10 ug/l
Benzo(a)pirene 0,01 ug/l Tetracloroetilene + Tricioroetilene 10 ug/l
Boro 1 ug/l Trialometani-Totale 30 pg/l
Bromato 10 ug/l Cloruro di vinile 0,5 ug/!
Cadmio 5 ug/l Clorito 200 ug/l
Cromo 50 ug/| Vanadio 50 ug/l
Rame 10 mg/|
Cianuro 50 ug/l
1,2 Dicloroetano 3 ug/l
Epicloridrina 0,1 ug/l
Fluoruro 1,5 mg/|
Mercurio 1 ug/! Valore di parametro
Nichel 20 ug/l Parametro (numero/100 ml)
N!trfa\to (come NOs) >0 me/! Escherichia coli (E. coli) 0
Nitrito (come NO,) 0,5 mg/|
Antiparassitari 0,1 ug/I Enterococchi 0




Parametro Valore di parametro Unita di misura
Alluminio 200 mg/I
Ammonio 0,5 mg/I
Cloruro 250 mg/I
Clostridium perfringens (spore
comprese) 0 Numero/100ml

Accettabile per i consumatori e senza variazioni

Colore anomale

Conduttivita 2500 uScm-la 202 C

concentrazione ioni idrogeno <6,5e2>9,5 Unita pH

Ferro 200 mg/I

Manganese 50 mg/I
Accettabile per i consumatori e senza variazioni

Odore anomale

Ossidabilita’ 5 mg/l 02

Solfato 250 mg/I

Sodio 200 mg/I
Accettabile per i consumatori e senza variazioni

Sapore anomale

Conteggio delle colonie a 222 C

Senza variazioni anomale

Batteri coliformia 372 C

0

Numero/100 ml

Carbonio organico totale (TOC)

Senza variazioni anomale

Torbidita

Accettabile per i consumatori e senza variazioni
anomale

Durezza *

Residuo secco a 180¢° C **

* valori consigliati: 15-502 F** valore massimo consigliato: 1500 mg/L*** valore consigliato 0,2 mg/L (se impiegato) (16)
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Definizione del limiti di legge

| parametri e i valori parametrici della direttiva, cosi come il recepimento
nazionale di questi, sono basati sulle conoscenze scientifiche disponibili,
tenendo conto del principio di precauzione, al fine di garantire che le
acque possano essere utilizzate e consumate in _condizioni di sicurezza
nell'intero arco della vita. In generale, i valori parametrici individuati si
fondano sugli orientamenti stabiliti dall'Organizzazione mondiale della
Sanita (WHO).
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ALLEGATO Il DECRETO LEGISLATIVO 23 febbraio 2023, n. 18
SPECIFICHE PER LANALISI DEI PARAMETRI

«Parte A

Parametri microbiologici per i quali sono specificati i metodi di analisi

Per ciascuno dei parametri microbiologici elencati nelle Parti A, C e D, i metodi d’analisi per i parametri
microbiologici sono:

a) Escherichia coli e batteri coliformi (UNI EN ISO 9308-1 o UNI EN ISO 9308-2);

b) Enterococchi intestinali (UNI EN ISO 7899-2);

c) conteggio delle colonie o conteggio degli eterotrofi su piastra a 22°C (UNI EN ISO 6222);

d) Clostridium perfringens spore comprese (UNI EN ISO 14189);

e) Legionella (UNI EN I1SO 11731 conforme al valore stabilito nell’allegato |, Parte D)

sia per il controllo di verifica basato sul rischio, sia per integrare i metodi colturali, possono essere utilizzati in aggiunta

altri metodi, quali metodi colturali rapidi, metodi non colturali, metodi molecolari, tra cui qPCR, eseguita in accordo alla
ISO/TS 12869




Come e dove vengono effettuati i controlli?

CONTROLLI

Q POZZI
CONTROLLI ) GESTORE

INTERNI QO IMPIANTI DI ADDUZIONE |E
CONTROLLI ) ATS ACCUMULO
ESTERNI O IMPIANTI DI POTABILIZZAZIONE GARANZIA

DI
POTABILITA

O RETI DI DISTRIBUZIONE

CONTROLLI all’interno

i ) Amministratori condominiali, comuni etc.
degli edifici




Dove effettuiamo | controlli: Impianti di
potabilizzazione

Filtri a carbone attivo | Solventi (clorurati e aromatici)
* Erbicidi & Pesticidi

(circa 250 impianti) « Microinquinanti vari

 Nitrati

Osmosi inversa
e Cromo

(circa 15 impianti)

* Ferro, Manganese, Arsenico
« Ammoniaca

Disinfezione  Batteri coliformi, E. coli,
* Enterococchi,

(Biossido, Ipoclorito, _
% Ozono) « Pseudomonas aeruginosa




Con che frequenza facciamo le analisi?
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Il PIANO ANALITICO
viene definito in

| 98/83/CE - D. Lgs 31/01

2020/2184 - D. Lgs 18/23

base alle risultanze
’ L] L[]
basato sulla sorveglianza e gestione del rischio, dellanalisi del

Approccio retrospettivo, Approccio di valutazione

(controllo per ogni punto di basato su prevenzione e rischio
campionamento tutti i controllo

parametri del D. Lgs.
31/2001 /

Piano di Sicurezza

dell’Acqua (WSP)




Dal WSP all’attivita analitica del laboratorio
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WSP PIANO DI CAMPIONAMENTO PIANO DI ANALISI

Registrazione campioni:
- Creazione fogli di lavoro

Campionamento - Consegna dei campioni e
- Prelevatori laboratorio documentazione in laboratorio
- Prelevatoriacquedotto  ~ , ~  Comsegmacampioni T m e .
- Clienti esterni = ~a
-~
~
— — f
4
-’
-

Regione

- Inserimento dei dati ’-l:‘) Analisi
- software dedicato (database)

Lombardia

Validazione dei risultati T ((o.)) Consegna risultati al cliente




LABORATORIO ANALISIACQUA POTABILE

2020 2021 2022 2023 2024

N. prelievi 28857 19.911 18.183 21.877  23.458 2N
LS - P
. determinazioni 799.000 782.656 728.865 866.325 1.090.428 - ‘ ‘
analitiche
Laboratorio Accreditato secondo norma ACCREDIA
UNI CEI EN ISO 17025:2018 L'ENTE ITALIANO DI ACCREDITAMENTO

L'accreditamento e garanzia di:
ACCREDIA e I'Ente unico nazionale

« Competenza tecnica e imparzialita del personale addetto alle prove riconosciuto dallo Stato italiano ai fini
* Risultati accurati e affidabili dell'accreditamento dei laboratori di

* |Imparzialita del Laboratorio Qrova /




| laboratorio

ABORATORIO MISUR
CHIMICO- FISICHE E
SPETTROMETRIA UV

(analisi parametri
semplici pH,
conducibilita ecc.
analisi nitriti, cromati,
LABORATORIO ammoniaca, ecc.) LABORATORIO
SCINTILLAZIONE CROMATOGRAFIA

(analisi radioattivita, IONICA

alfa e beta totale, (analisi anioni e cationi,
Radon) cloruri, solfati, nitrati)

LABORATORIO : .
MICROBIOLOGIA b | 1 Ll HL LABORATORIO
) . SPETTROMETRIA
totali, E. Coli, emissione atomica

Enterococchi, plasma (ICP-MS)
Pseudomonas, (metalli)

Legionella ecc.) LABORATORIO
GAS CROMATOGRAFIA
e CROMATOGRAFIA
LIQUIDA (analisi
solventi clorurati, e
microinquinanti
emergenti)

(Batteri coliformi




RISCHIO ACUTO vs RISCHIO CRONICO

RISCHIO BIOLOGICO:

Gli agenti biologici che possono contaminare le
acque da destinare e destinate a consumo umano
sono rappresentati da batteri, virus e parassiti.

A causa della loro capacita di diffondersi
rapidamente attraverso I'acqua e di provocare effett
acuti  sulla salute, i microrganismi patogeni
rappresentano il rischio maggiore associato al
consumo delle acque

Esempi:

 Legionella
« Coliformi (citrobacter)

=
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RISCHIO CHIMICO:

La presenza di inquinanti chimici in acque
destinate al consumo umano - a differenza di
guanto avviene per la contaminazione
microbiologica - raramente causa patologie di
tipo acuto, associandosi invece, ad un
potenziale rischio di malattie cronico-
degenerative, in primo luogo patologie tumorali

Esempi:
« Cromo VI

* Arsenico
 LM6 (microinquinanti)



Polimerase Chain
Reaction

La Polymerase Chain Reaction o PCR e
una tecnica relativamente recente che
ha rivoluzionato la Biologia molecolare.
|ldeata da Kary Mullis intorno ai primi
anni ‘80, é stata perfezionata e
automatizzata al punto da sostituire
molte tecniche di clonaggio tradizionali.
Numerose varianti della PCR trovano
applicazioni, tra I'altro, nella ricerca di
base, in diagnostica molecolare e in
ambito forense.

GRUPPO




Polimerase Chain
Reaction

La tecnica della PCR si basa
sull’amplificazione di specifici frammenti
compresi tra le estremita 5’ e 3’ di due
primers definiti dallo sperimentatore,
attraverso la ripetizione di n cicli, ciascuno
dei quali include uno step di
denaturazione, uno di appaiamento ed
uno di estensione.

Caratteristiche di questa tecnica sono:
sensibilita, specificita e versatilita.
L'amplificazione della sequenza bersaglio
e pari a circa 2. In pratica dopo 30 cicli di
PCR la nostra sequenza bersaglio si sara
amplificata circa 2=volte, producendo piu
di 250 milioni di molecole.

primo ciclo

secondo ciclo

terzo ciclo

GRUPPO
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DNA a doppio filamento
con sequenza da replicare

5" pep— ¢
fi==——=T1

primer g2 separazione del filamenti

X e o ™ primer
e appalamento del primers

| — e |

allungamente del primers
==




Polimerase Chain
Reaction

Denature DNA

SN

Extend Primers

100
90 |
BD-..
o 704
Q.
o 60T
-
g 7
a W7
g 3
|_
9 -
10+
0
Time ©




Polimerase Chain
Reaction

Ingredienti:

1. Due oligonucleotidi complementari a due
regioni situate sui due filamenti opposti del
DNA stampo ai lati della regione che si vuole
amplificare

2. DNA stampo contenente la regione da
amplificare

3. DNA Polimerasi termostabile

4. | 4 deossiribonucleotidi trifosfati

IZCAP

5 ’ .

3 u 5 Original Sequence

_ Conserved regions in target taxa (up and downstream of polymorphic locus) for primer targeting
5’ 3 1. Denaturing

3 5 94-95 °C

5] 3
2. Annealing
Primers > \

LA annnnnnnnnnannnintl LILLLLL] 5 50-60 °C

Extendin SiP— 3. Extension
«— bonds 72 °C
3 i

SLLLLLILLI I AR NNIIlILL)s 1. Denaturing
SITITTTITITITITITTIIT TN 94-95 °C

SN TR Nrrryr ey

< New Primers —>

ATRTTTILINIT,

2. Annealing
50-60 °C

3. Extension
I EEEEN] 72 °C
q [EERRRRLA DTN Repeat ~34-58 more times

HRLL “ '
Exponential growth

3III.“““”““|“““““I LILLilL]s 101°copiesoftargetDNA




Taq polimerasi

Le prime PCR, effettuate utilizzando la polimerasi Klenow,
erano molto inefficienti perche, essendo termolabili,
dovevano essere aggiunte ad ogni ciclo di amplificazione
Un significativo miglioramento della tecnica si deve all’'uso di
DNA pol termostabile isolata da Thermus acquaticus,
batterio isolato nelle pozze termali. Questa polimerasi ha un
optimum a 72°C e resiste alle alte temperature usate negli
step di denaturazione permettendo I'automatizzazione
dell’intera procedura, oltreché un deciso miglioramento della
specificita della reazione. Esistono oggi numerose varianti
della Taq polimerasi, come le polimerasi isolate da Thermus
flavus (Tfl polimerasi), Thermus thermophilus (Tth
polimerasi) e molte altre. i -
Caratteristiche importanti di queste polimerasi sono: "INg ‘j-;'
» la termostabilita, s I |
» la processivita (affinita per lo stampo che determina il o : ‘

numero di basi incorporate prima della dissociazione),
 lafedelta di incorporazione (solo le proofreading).




Denaturazione

Durante questa fase, il cocktail contenente il DNA stampo e
tutti gli altri ingredienti principali viene riscaldato a 94-95 °C.

L'alta temperatura provoca la rottura dei legami a idrogeno tra
le basi dei due filamenti di DNA stampo e la loro separazione.
Cio si traduce in due singoli filamenti di DNA, che fungeranno
da stampo per la produzione dei nuovi filamenti di DNA.

E importante che la temperatura venga mantenuta a questo
livello per un tempo sufficiente a garantire la completa
separazione dei filamenti di DNA.

Questo processo richiede in genere dai 15 ai 30 secondi.
Denaturazione termica >




Annealing

Durante questa fase, |la reazione viene raffreddata a 50-65
°C. Cio permette ai primer di legarsi a una posizione
specifica sul filamento singolo di DNA stampo tramite legami
a idrogeno (la temperatura esatta dipende dalla
temperatura di fusione dei primer utilizzati).

| primer sono sequenze di DNA o RNA a singolo filamento,
lunghe circa 20-30 basi.

| primer sono progettati per essere complementari a brevi
sezioni di DNA alle estremita della sequenza da copiare.

| primer fungono da punto di partenza per la sintesi del
DNA. L'enzima polimerasi puo aggiungere basi di DNA solo a
un doppio filamento di DNA. Solo dopo che il primer si e
legato, I'enzima polimerasi puo attaccarsi e iniziare a
sintetizzare il nuovo filamento complementare di DNA a
partire dalle basi di DNA libere.

| due filamenti di DNA separati sono complementari e
corrono in direzioni opposte (dall'estremita 5' all'estremita
3'); di conseguenza, sono necessari due primer: un primer
forward e un primer reverse.

Questa operazione richiede in genere dai 10 ai 30 second..

—

5'
F
-y = — =y ”~ N
y Annealing
— :} pIImere of the primers
45 - 60 °C

a




Estensione

Durante quest'ultima fase, la temperatura viene aumentata a
72°C per consentire la sintesi del nuovo DNA da parte di uno
speciale enzima, la DNA polimerasi Taq, che aggiunge le basi del
DNA.

La DNA polimerasi Tag € un enzima estratto dal batterio termofilo
Thermus aquaticus, che vive normalmente nelle sorgenti termali
e puo quindi tollerare temperature superiori a 80°C.

La DNA polimerasi di questo batterio € molto stabile ad alte
temperature, il che significa che puo resistere alle temperature
necessarie per separare i filamenti di DNA nella fase di
denaturazione della PCR.

La DNA polimerasi della maggior parte degli altri organismi non
sarebbe in grado di resistere a queste alte temperature; ad
esempio, la polimerasi umana funziona in modo ottimale a 37°C
(temperatura corporea). e ahaans
72°C & la temperatura ottimale per la DNA polimerasi Taq per la T
sintesi del filamento complementare. Si lega al primer e aggiunge

le basi del DNA al singolo filamento in direzione 5'=>3'.

La durata di questa fase dipende dalla lunghezza della sequenza di

DNA da amplificare, ma in genere occorre circa un minuto per

copiare 1.000 basi di DNA (1 Kb).

(A0




Quantificazione dei risultati della PCR classica

Si prepara un gel di agarosio ad una data percentuale
(1-2%) con 0,4 ug/ml di Etidio Bromuro, si sviluppano
le immagini del gel e si analizzano i risultati

Narker Foorlase TT wnie T1 tastes WARKER
sERIZ D U 0 U [ 100 to
BN i

21%
177 b
M

prIver Qe
|# present)

o,

GRUPPO

campione cancato
el pozzetto
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\ Vasca
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| ™ gel I buffer
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) DIREZIONE DELLA MIGRAZIOME 7
eletinodn glettiodo
negativo (-] positivo [+]



Quantificazione dei risultati della PCR classica




PCR Real-Time

Le tecnologie Real-Time comprendono sistemi di amplificazione
PCR in grado di ottenere simultaneamente nella stessa provetta
sia il processo di amplificazione sia quello di rivelazione
dell’amplificato.

Si avvalgono di particolari strumenti che uniscono un
termociclatore ad un fluorimetro e che permettono di
monitorare in tempo reale la quantita di prodotto che si sta
formando nella fase esponenziale di amplificazione e di
ottenere cosi stime della concentrazione del DNA bersaglio di
partenza (PCR quantitativa)

La rivelazione del DNA amplificato avviene tramite I'utilizzo di
particolari sonde specifiche per i frammenti da amplificare che
generano segnali fluorescenti.



PCR Real-Time

L’'accuratezza della RT-PCR deriva dalla sua capacita di monitorare i prodotti di
reazione in tempo reale, che gli permettere di ottenere informazioni sulla fase
logaritmica della reazione di PCR

Infatti, a differenza della PCR classica che ha bisogno di un post-trattamento,
tipicamente un gel di agarosio con bromuro di etidio, per visualizzare i risultati
dopo un certo numero di cicli alla fine della reazione, la PCR in tempo reale e in
grado di identificare, “al suo primo apparire”, un prodotto di PCR, monitorando
di continuo 'andamento della reazione, senza dover interrompere la reazione
per poterla visualizzare su gel.

La real time PCR risolve questo problema utilizzando precursori fluorescenti,
come il bromuro di etidio o il SYBR Green, che vengono incorporati nel prodotto
in formazione o che si intercalano nella doppia elica, man mano che si forma. In
ogni caso sara possibile monitorare in tempo reale la formazione del prodotto di
amplificazione seguendone I'assorbimento con un sistema spettrofotometrico, in
un sistema automatizzato che provvede anche alla routine della PCR.

In questo modo la gRT-PCR riesce a misurare le curve di accumulo durante
tutte le fasi della reazione




PCR Real-Time 2CAP

La PCR in tempo reale e una implementazione

della PCR che permette di avere informazioni mRNA + RTasi + oligo-(dT)primer

guantitative piu precise sulle concentrazioni |

relative di cDNA amplificati e dei loro mRNA 5 MARNA AAAAAAA-3’
corrispondenti. " oona T

La quantificazione puo essere assoluta o | RnasiH "
relativa. 3’ “first -strand” cDNA T

Nel caso della quantificazione assoluta si fa el L X

ricorso alla costruzione di una curva di — TS
calibrazione standard di DNA a concentrazione '

nota, da cui si puo estrapolare la 5’ - T ARAAARASS' -
concentrazione ignota e quindi il numero di N T 51 frimer2

copie iniziali del nostro campione. 3 .

La quantificazione relativa compara, con vari
metodi, le concentrazioni relative di due
campioni normalizzati ad un gene di
riferimento.



PCR Real-Time
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Real time
PCR

Amnalisi PCR quantitativa

impiego di marcatori fluorescenti il
cui aceummlo segne la
stessa cinetica della reazione PCR. La
misurazione della flunorescenza da in
tempo reale la guantita dello
specifico prodotto di PCR

SRn Plateau

PCR cycle number

Linea di base (baseline): valore
al di sopra del quale inizia
l'acenumulo di un amplificato

Linea soglia (Threshold): scelta dall’'operatore in
modo da intersecare le curve di tutti i campioni nella
fase esponenziale

Ciclo soglia: E’ il ciclo della reazione di amplificazione in cui

il segnale di fluorescenza del campione & maggiore rispetto a
g quello della Threshold
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grafico:

PCR Real-Time

Esistono due modi di visualizzare i risultati di una gRT-PCR/real time PCR su un

1. Scalalineare
2. Scalalog

=CAP

Dato I'andamento esponenziale della reazione, € impossibile visualizzare dettagli
dell'amplificazione durante i primi cicli su una scala lineare; si passa dunque alla
visualizzazione in scala logaritmica
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Un’importante proprieta della gRT-PCR e che i valori di Ct sono inversamente proporzionali alla
concentrazioni iniziali dei DNA target, come si puo verificare facendo diluizioni seriali di un campione e
osservando come, man mano che le diluizioni crescono, ci vogliono piu cicli per raggiungere la soglia di
concentrazione (Ct)

16000

14000 A~

11AY
[,

12000 P=s 17 T
10000 it g

B000 5 7

5000 7 ZAVAN AR RN ARD |
4000 IEEPARNARY. ,

FCR. Base Line Subfracted RFIU
.
]
o]
T
=

2000 A AT T
B . amPp
-2000

0 2 4 6 8 10121416 158202224 26 26 30 32 34 36 35840 42 44
Cycle

Nella figura un esempio di diluizioni seriali (10 volte)
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SYBR green: molecola
fluorescente non
specifica che si lega
al solco minore del
DNA a doppio
filamento
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/
N\_\_g @ Il Sybr-green € una molecola fluorescente non specifica

N che si lega al solco minore del DNA a doppio filamento
/ I
@:N\ / 8 8 8 8 8 8 Unbound SYBR Green |
S 8 8 8 8 )(3 Bound SYBR Green |
3 3887

emission

a0 - excitation

fluorescence excitation or emission (%)

% wavelength (nm)
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SYBR Green detection
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SYBR Green detection
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PCR Real-Time
SYBR Green detection

Il SYBR Green si lega al DNA a doppio filamento, nel solco
minore, in modo non dipendente
dalla sequenza. (si lega ai dimeri di primer, si lega ai

prodotti di amplificazione aspecifici) SYBR Green

Il legame al dsDNA determina una forte emissione di A \K B a

fluorescenza (eccitazione 488 nm, | o g S d @

emissione 520-530 nm), proporzionale alla quantita di ' ' B P

MpIMEaty™™ RTINS ﬂ.--n-..m 0 00 1)

* Denaturazione: nessuna fluorescenza T LG L J.ut,__,!;_” o

* Annealing: si sviluppa fluorescenza i . |

« Estensione: aumenta fluorescenza con I'accumulo D g g7 G BTG0 Y o
) it TR AT TR

dell’ amplificato p . U T '5‘;! SIS

« Lettura della fluorescenza (Plate Read): in fase di | w H} (IM " T ~f’v_~§—'3115 Jf"l_%}?j |

annealing o, di solito, in fase di estensione. i B UFELERT LTI ALY

ds DNA \

Taq polymerase

ss, DNA



PCR Real-Time
SYBR Green detection
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Denaturazione

Estension

Annealing I /




PCR Real-Time
SYBR Green detection
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PRO:
— Metodica semplice
— Versatilita

— Non costosa

CONTRO:

— Non-specifica: la molecola fluorescente si lega random a
tutte le doppie eliche, includendo i dimeri di primers

— E necessario ottimizzare la metodica per evitare la
formazione di prodotti aspecifici

— Richiede la costruzione di una retta standard e I'analisi
della curva di melting



-

PCR Real-Time

Fluorophore Quencher
Forward PCR. primer i} TagMan ?
I Probe
'-T—
Reverse PCR. primer
| Amplification Assay
Polymerization

E

Iﬂﬂ.-"-h-

T S w & o« ye—

v' Probe displacement
Fluorescence and deavage

N

s e e EE w e

:

w-n-n-n-w—

Result
Fluorescence
T “ "'"‘ - = ?
-
PCR Products Cleavage Products

=CAP

TagMan e il nome di una serie di sonde utilizzate per
aumentare la specificita della real time PCR. Il metodo,
descritto per la prima volta nel 1991, si basa
sull'utilizzo di un oligonucleotide marcato con un
fluoroforo a una estremita mentre nell'altra estremita e
presente un quencher. Sfruttando I'attivita 5'—3'
esonucleasica della Taqg polimerasi, dopo la normale
fase di annealing della PCR, I'enzima esplica la propria
attivita esonucleasica scindendo il fluoroforo dal resto
della molecola durante l'ibridazione. Pertanto, ad ogni
ciclo, dopo irradiazione del campione viene emessa
una fluorescenza in quantita proporzionale al DNA
target che diviene cosi facilmente quantificabile.
Quando invece il fluoroforo si trova vicino al quencher
guest'ultimo ne smorza I'emissione di fluorescenza
tramite trasferimento di energia per risonanza.

Il nome TagMan deriva dal videogioco Pac-Man (Taq
polimerasi + PacMan = TagMan) richiamandone il
principio di funzionamento. La tecnica trova
comunemente utilizzo in biologia molecolare e nella
diagnostica di laboratorio di diverse malattie infettive



PCR convenzionale vs. PCR real time

VANTAGGI:

Analisi quantitativa e qualitativa

SENSIBILE (10 — 1010 copie di stampo; 3pg di DNA)
ACCURATA

VELOCE (no gels)

SICURA (no EtBr)

Facile determinazione e comparazione campioni

Analisi simultanea di molti campioni (96 wellsplate)

Si presta all’analisi di DNA degradato o incluso, o fissato

SVANTAGGI:

Sensibilita’ (RISCHIO di contaminazioni-falsi positivi)
VARIABILE EFFICIENZA di amplificazione a seconda della sequenza
Richiede conoscenza di base delle sequenze da amplificare e messa a

punto per coppie di oligonucleotidi di innesco (primers)

Puo sintetizzare frammenti relativamente corti




Real-Time PCR

misura in tempo reale la concentrazione iniziale
di una sequenza target in un campione

PCR Convenzionale vs. PCR Real-Time

Misura di fluorescenza: riflette quantita di amplificato
prodotto in ogni ciclo

Eom
. / END-POINT
o] Tradizionale Gel
i (semiquantitativa) Conventional PCR
- /
- S ym TIME-COURSE
| Rilevazione
mu';'.a's'w'a'e'a'e\ Real-Time PCR

(qualitativa e
quantitativa)




PCR Real-Time
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Per ogni campione si ottiene una curva di amplificazione il
cui CT(=Threshold Cycle) & inversamente proporzionale
alla quantita di DNA stampo iniziale

Fluorescenza

Cicli di amplificazione
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PCR Real-Time

0.90
0.80 J
Linea soglia scelta
0.70 | dall’operatore
In maniera da intersecare le Sample
0.60 | curve di tutti i campioni nella
fase esponenziale
0.50 |

040 1 Threshold

e & & &
v i A

No Template control

020 ] . . |
' Baselineregion '

0.10 J I

0.00 y
0 25 30 35 40
Indica il valore al di sopra del
quale inizia I'accumulo di un
ampldficaito
E’ il ciclo della reazione di
amplificazione in cui il segnale

di fluorescenza del campione & maggiore rispetto a
quello della Threshold




PCR Real-Time

real time Polymerase Chain Reaction: absolute quantification

A. Standard template B. analized samples
A
— 3. Si analizza 4. si ricava il corrispondente valore
bpsegs sulla retta dilog (ng)
e : standard lo
1400000 - stesso valore *{.,
o O diCT T %=
5 1000000 _' -
: c>
400000 -
200000 Threshow \ SEPUEE | .
amm:- Easene » 7 *
Cycle number 1. Scelta della
B soglia di
e fluorescenza, o
o ARu al quale
C, = -3.5945 log copy number + 40,503 analizzare tutti i
2 RS campioni 0
04 copres N!c:);g?s‘

Threshold cycle

2. Il campione interseca la linea di
soglia, si ricava il CT corrispondente
Log copy number a quel valore di ARu

0 ——y -T
2

L
=

T
3 ‘
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PCR Real-Time

TV

100 107 104 0%  10*

Log increase in fluorescence

¥ Pit & vicino a 1, pit vi & una

Cycle number Cyois e Coefficiente angolare della retta,
© l Standard curve construction / indica la pendenza
‘3 i ' , xm Ei -Q::D Umi“? di qt{anﬁta di
§ : ! o ' / campione rilevabile
I EEREP
§

" ' .o il proporzionalita diretta tra

< Ctcycle cutoff (327 -3.3 cycles)= 294 quantita di DNA e CT (al quale

" | Equivalent to 398 genes pL ™' si ottiene la fluorescenza scelta
e % . s wm 1 m come riferimento o soglia)

Log of initial gene number




PCR Real-Time

12000 r 7 T T
STANDARD CURVE /,,,;_._/.-,ﬂ
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Digital PCR: I’evoluzione della PCR

PCR
Qualitative

Real-Time PCR
Relative Quantification

B
nnJ U lndinn

|ﬂ lﬂx ',1 ﬂ ﬂ
- LJ L) U Lo L

Droplet Digital PCR
Absolute Quantification
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Digital PCR: I'evoluzione della PCR I2CAP

Dropled digital PCR is an analytical technique for quantification of nucleic acid samples
based on PCR amplification of single template molecules

A A ) EETED O MViGOST
’rf | == | : | == e =
7 ' J . s Dackground DNA
-

fn‘.«
\—\
I’Il
/
/
/
i

( - )
-

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute /
plasma into many reactions ® Negative reactions quantification

Partition reagents and sample into droplets

Perform PCR on thermal cycler

Count droplets with a positive PCR product (fluorescent) and a negative PCR product
Digital readout provides concentration of target DNA



Digital PCR: l’evoluzione della PCR
o Y@ PGR ampiicstion

Source

S
C—
r
.
—

Disposable chip

cDNA sample + assays

ol oil
~ '

10 milkion droplets per 50 ul
(5 pl droplet volume)

Make droplets

Target molecules: 3 IDH1 WT 3 IDH1 R132H

GRUPPO

Closed tubes from source

schematic

Surfactant
interface

Digital fluorescent droplets

VIC probe IDH1 WT

@ Count droplets

Sense
Thermal Ny
cycler —
r
-
\
Disposable chip
Raw data Processed data
PCA dropie = TN e
10
s 8
fe PCR
-
2‘ 11uh
3 .
L2 ;
0r ! '.J;_.,U,, -‘ Ly u.;' l.’_}\. ' H152H
0O 2 4 6 B 10 FAM fluorescence (V)

Time (ms)

Count droplets
Lasor

FAM probe IDH1 R132H

&0 | @20000

Droplets fiowing in microfluidic channel




Digital PCR: I’evoluzione della PCR

99% wild type sequences
0.1% mutant sequences
cassic W 8 T compartimentalisation
procedures ) e > o “of individual molecules
i - (PSS ‘“—\“
S - S S .- |— -(—‘—}-]—)—l
A R R . S ,.\/A::}A 3 — ‘~-. /\ <
D D D A ——— (—I—,— —Y—Y— e
S A . - Nt Sl S’ Nt __, .’__ __,\/
— S S S u—}_{—\ —}—)‘—]\—l
'.,,_ —, —— — — L )_-5;3__ 7“*/' P
onalym of each
Global analysis ' ’ compartment kndmidually
low or no signal corresponding 99% w:ld type sequences
o mutant sequence 0.19% mutant sequences

| target rari (es. una variante mutata) non possono essere amplificati mediante PCR a causa della competizione
operata del DNA piu rappresentato per i reagenti (primers etc...)
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== il d type @ O

s Mutant

OOO00
LOO®O
OO0O0QO
OVLBAVOOD
OOOOOO
OO®O0BO

Source: (Sedlaka & Keith, 2013).7° .
Partition reagents and

1 sample into 20.000 droplets




Digital PCR: I'evoluzione della PCR =CAP

Vi & una distribuzione casuale (di eventi indipendenti) delle molecole di DNA (da analizzare) nelle gocce,
queste vengono ripartite casualmente durante I'emulsione del campione. Producendo un numero
sufficientemente elevato di gocce avremo la probabilita queste conterranno una sola molecola di DNA.

Il numero di gocce contenenti una molecola di DNA dipendera dalla concentrazione di DNA del campione

Sample 4

Poisson equation:

In(1 positives
: T
No Low Medium High tOtaI counted

target concentration concentration concentration (positives + negativeS)

Legge dei piccoli numeri o
degli eventi rari

Siméon Denis Poisson
(1781-1840)



Digital PCR: I’evoluzione della PCR
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