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Servizio di Biotecnologie Genetiche

Protocollo "Estrazione DNA”

MNella presente Istruzlone operativa sono descritte le seguentl procedure di estrazione del DNA:

1. Estrazione (Maamp Dina Mint and Blood Min
2. Estrazione (Magen da tampone buccale (Varante Cotton & Dacron Swak)

3. Estrazione (Magen da tampone buccale (Vardante Chminl Swak)




Universita di Pisa
Dipartimento di Scienze Veterinarie PROCEDURA N°19
Allegato 3 — Istruzioni operative BG

Ospedale Didattico Veterinario

0.BGAPRO.2
Ed.02
T e Pagina 2 di 7

DIPARTIMENTD 4 SCIENIE VETERIRARIE
Biotecnologie Genetiche
Protocollo "Estrazione DNA™

ESTRAZIONE QIAamp DNA Mini and Blood Mini

Preparazione Provette

Tabella provette in ordine di nilizzarione:

Identificazione provette Tipologia Step procedurali in sintesi

[niziale A 1.5 ml microcentrifuge Da inizio fine a etanolo

Colonnina (JLA (analogo alla 2.0 ml
colonnina cod fltro rosso del Ki

Trasferimento tutto contenuto A e

Sigma) DNeasy Mini Spin Column centrifuga

Provetta B 2 0 ml collectian tube Trasferimento filiro, agglunta di AW
) B e centrifuga

Provetta C 2 0 ml collection tube {th!:ru AW] e centrifuga) agglunta di
) B AW? e centrifuga

Provetta D 3 0 ml collection tube {dopo AWZE e centrifuga) giro a vuoto
) R per | mimuto

Firale Trasferimento finale filtro, agglunta

1.5 ml microcentrifuge Buffer AE, lasclato a i* amblente per

Deposito camgpione biologleo I minnio @ centrifuga,

Preparazione dei Buffer
. Aggiungere 20pl di QIAGEN PROTEINASI K nella provetta A iniziale {microcentrifuge
da 1.5 ml).
£ Aggingere in A 200pl di SANGUE del camplone blologico in esame (centrifugare se
necessario).

Aggungere inA 200 pl di BUFFER AL e vortexare per 15 secondi.
Mettere In Incobarione a bagno maria a 56°C per 10 minuti.
Centrifugazione raplda per nimoovere ke pocee sulle paretl della provetta.
Agpiungere in A 200pl di ETANOLO ASSOLUTO (86-100%),

Vortexare per 15 secondl e effettuare una cenirtffugazione rapida.

e U A
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A questo punto nella provetta A s1 hanno: 20p] di Proteinast K, 200p] di sangue, 200pl di Buffer
AL e 200pu! di Etanolo Assoluto, per un totale di 620p1 di soheione.

B Trasferire I'intero contenuto di A nelle provette con le Colonnine (2.0 mi collection tube in
dotatone del K.

9. Effettuare una centrifuga a 8000 rpm per 1 min.

0.  Trasfertre 1l filtro nella provetia di tipo B.

1.  Cettare la provetta che intztalmente conteneva Il filtro.
2. Aggunger: ESITINSUERER

3. Effettvare una centrifiga a 8000 rpm per 1 min.

4.  Trasferire 1l filtro nella provetta di tipo C.

5. Cettare la provetia B.

5 Aggtungers in C 500 pl di BUFFER AW2.

7.  Effettuare una centrifuga a full speed 14000 rpm per 3 min
1E.  Trasferire 1l filtro in una meova provetia, dpologla D
9.  Cettare la provetta C.

0. Effettuare una centrifuga a full speed 14000 rpm per 1 min, gire a veoto per allontanare
eventuall residul di lavaggio.

2l.  Trasfertre 1 filtro nella provetta finale (da 1.5m] microcentrfuge).
2. Apclungere _

23, Lasclare incubare a temperatura ambiente (25-35"C) per 1 min.
2. Effettuare una centrifiga a 8000 rpm per 1 min.
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ESTRAZIONE QIAGEN da TAMPONE BUCCALE

(Variante cotton & DACRON swab)

Preparazione Provette

Tabella provette in ordine di uitlizazione:

[niziale A 2.0 ml microcentrifuge
Colonnina (1A 2.0 ml

DN easy Mini Spin Column
Proweita B 210 ml collection mbe
Prowetta C 210 ml collection tube
Prowetta 1D 2.0 ml collection tbe
Proweita E 2.0 ml collection tube
Finale
Deposiio camplone biologico 1.5 ml microcentrifuge

Procedura
. Mettere Il tampone in una provetta A da 2.0 ml microcentrifuge;
aggiungere 400 pl di PBS.

2. Aggingere in A 20 pl di FPROTEINASIK;
aggiungere in A 400 pl di BUFFER AL:
vintexare per 15 sec.

3. Mettere in incubazione a bagnomaria a 56°C per 10 minuti;
effettuare una centrifugazions veloce.

4 Aggiungere in A 400 pl di ETANOLO ASSOLUTO;
virtexare per 15 sec;
effettuare una centrifugazione veloce;

a questo punio nella provetta A ol sono 1220 pl di soluzione.
Trasferire nella COLONNINA 700 pl di soluzione;

|+
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NON CETTARE LA PROVETTA A;

effettuare una centrifugazions a S0 rpm per 1 minuto;
trasferire la colonnina in una nuova provetta di dpo B;
gettare la provetta contenente 1 filirato.

b. Ripetere lo step 5, applungendo nella provetta B, contenente la colonnina, i1 quantitagive
rimanente in A dertvanie dallo step 4;

centrifugare a 8000 rpm per | minuto;
trasferire la colonnina in una nuova provetta di dpo C;
gettare la provetta B.

1. Aggningere nella provetta C 500 pl di _;
centrifugare a 8000 rpm per mimto;
trasferire la colonnina in una nuova provetta di dpo D
gettare la provetia C.

B Aggningere nella provetta [ 500 pl di BUFFER AWZ:
cenirifugare a 14000 rpm per 3 minuti.

FACOLTATIVO
Trasferire la colonnina In una nuova provetia E;
gettare la provetta [,
centrifugare a 14000 per 1 minuto.

a. Trasferire la colonnina in una nuova provetta di tpo microcentrifuge da 1.5md, (finals);
aggiungere 150l diBUFFER AE
mettere ad Incubazione a temperatura ambiente per 1 min;
centrifugare a BO0D rpm per | minuto;

gettare la colonnina e appare la provetta fimale.
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Protocollo "Estrazione DNA”
ESTRAZIONE QIAGEN da TAMPONE BEUCCALE
(Variante OMNI SWAB)

Preparazione Provette

Tabella provette in ordinge di nttlzarione:

[niziale A 2.0 ml microcentrifugs
Colonnina (1A 2.0 mil

DNeasy Mini Spin Column
Prowvetta B 210 ml collection mbse
Prowvetta C 210 ml collection mbse
Prowvetta D 210 ml collection mbse
Proweita E 210 ml collection mhe
Finale
Depesito camplone biologico 1.5 ml microcentrifugs

Procedura

. Mettere Il tampone In una provetta A da 2.0 ml microcentrifuge,
aggiungere 400 pl di PES.

2 Aggingere in A 20 pl di FROTEINASIK;
aggiungere in A 400 pl di BUFFER AL:
vintexare per 15 sec.

3 Mettere In iIncobazione a bagnomarta a 56°C per 10 minuwti;
effettuare una centrifugazione veloce.

4., Aggiungere in A 400 pl di ETANOLO ASSOLUTO;
vintexare per 15 sec;
effettuare una centrifugazione veloce.

a questo punto nella provetta A cf sono 1220 pl di soluztone;
Trasferire nella COLONNINA 700 pl di soluzione;

[ *+a]
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NON GETTARE LA PROVETTA A;

effettuare una centrifugazions a B rpm per 1 minuto;
trasferire la colonnina in una nuova provetta di tpo B;
gettare la provetia contenente 1l filiraio.

6. Eipetere lo step b, aggiungendo nella provetta B, contenente la colosmina, 1l gquaniitativo
rmanente in A dertvanie dallo step 4;

centrifugare a BO0D rpm per 1 minuto;
trasferire la colonnina in una noova provetta di tpo C;
pettare la provetta B.

T. Aggiungere nella provetta C 500 pi o) [ EEEEERENN:
cenirifugare a B0 rpm per minuto:
trasferire la colonnina in una nuova provetta di tpo I;
gettare la provetia C.

EB. Aggungere nella provetta D 50l pldi BUFFER AW2
cenirifugare a 14000 rpm per 3 minuti.

FACOLTATIVO
Trasferire la colonnina in una nuova provetta E;
gettare la provetta [D;
cenirifugare a 14000 per 1 minuio.

L Trasferire la colonnina in una nuova provetta di tpo microcentrifuge da 1.5mi, (finals);
aggiungzere 150 pl di BUFFER AE
mettere ad Incubazione a temperatura ambiente per 1 min;
centrifugare a BO0D rpm per 1 minuto;

pettare la colonnina e appare la provetta finale.
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Servizio di Biotecnologie Genetiche

Protocollo "Test parentale”

Nella presente Istruzione operativa é descritta la seguente procedura:

appliedbiosystems

Canine ISAG STR Parentage Kit (2014)
USER GUIDE

Parentage testing and individual identification using multiplex
PCR of short tandem repeat loci
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Product information

IMPORTANT® Befcee using this yroduce, read and undexstand the information In the
“Safety” appendix o o document.

Product description

The Cazeow I5AG STR Pacentage Kt (2015) enalbles parentage testing and mdividual

dentiboabon of plaz uxng & svaltiplex PCR asaar Buat taspets bighly
accwate and infesmattve polymerphic chast tandem vepeste (STRe) STR loct, o
dcrosa tellings, 3¢ tand ey BSpeatad SeqUANS mOMLS of 1w e Sevin base pairs In
Tengtic STR alledes are sdentified by the number of tunes & given sequecce motd o
sepeated i the locua. The Canine [SAG STR Parentage it (201) ecempaszes ZSTR
lost commended by the Appled Constice Committes of Companson Arsmale of the
Inrermational Secwty foe Animal Gansoes (15AG; wwwiisag us) foe reoneg use n
canine parentape texting and tndividual sdentfcation

The kit comtams ol seagents necsaancsy o co-emplify 21 SIR koo and She ancdogean
sox-determrang louz o 3 smple multtplex POR reactson (ces “Loct amplated by the
Canme BAG STE Parantage Xx Q014" on pags &) The amplifiad PR fragmants
are separated @ 2 single dectrophorests tnjaction %o generate genotypes for sach
amplied Jomua. The kit include:
¢ Camine STR Master Mix— mchidec optimized bufter and Phosea ™ Hot Seart
DNA Pelymesaw for multiplex PCR amplification. Phunton™ Hot Start DNA
Polymerase emables robust amplification of all targets during STR mulkiplexing
¢ Camiwe 22 STR Primer Panel — tnciudes optmezed buffer and foreard and
rererse peimaes Jor 21 5TR lod and the amalogenin sec-dstemaing loows. Ong
primer rom each primer paie 1 end-labeled with 2 fluorescent dye
& Canime gDNA Control — sarvec ac 3 pacstive control for wertfieation of PCR
anplification and sscrophoresis. The genoms DNA was extractad from
ATCC WO cazine coll ine.

The raagemts and protocels mluded itk this kit werg designad 10 delivee saondlar
ponk xizes (amplfcaton vields) for each locus. The sse of begh-Sdelity Phusten” Het
Start DNA Polymersse ensures:
* True alale calle Allele calls zade using the kit represent the srus alleles of ann
I Idnad, It ad of pRs-A” poaks e “split peads’ tepleally seom when using 2
conventional DNA polvmeras utthout procizeading activity
® Roburt and high-vield amephificanicn. of all target locs In STR multeslnces, the
bigh prodeszivity of Fhmsion™ Mot Start DNA Polymerasa anables ssliale
amnplification of even the Jongeat frapments and avetds allels “dropecat’
acqurrencel
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Loci amplified by Saxe ranges for STE loct in cantne gORA wers deterzuined after slsctzophoress uaing
the Canife [SAG the 3500l Genstic Aralvzer with POP4 Pobamesr. Besuls vary with different

TR F'-B"-BI"-T-EI-!'E! Hig aabramenky svd polynes.

l2014)

Lorwmama | Chromssoms | Bepsatmatl | S rangs (spll*3 Ora Thyw calortll
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AHT1TY 11 d 121-154 g Groan
AHThIAD T ] kLT FhM™ Blug
AHThITT £ d 213143 PET™ Fad
BHThta 1 o TIE 154 ™ Groon
AHTEMT 3 o 710 FAM"™ Blug
AHTEZE3 3 d IR [\ = Grean
Amalogenin b 174-114 HED™ dlack
CHAITY 2 o 103-135 FAM™ Blug
FHZI5 12 ®ira 135177 PET™ Fad
FHI243 z d T23-145 MED™ Alack
(| TR zl d E-111 [ o Gran
IRLIO0S 3 o 100- 134 mEn™ filack
THLIE 12 o 177157 MED™ Alack
WSS k1] o 185117 FAW™ Biye
AERIDELI 11 o 151 MED™ diack
REM1&IC04 7 o 184-112 PET™ Rad
FER &A1 14 o 181-221 ac CTea
REM143013 i o 168-175 FAM™ Blug
RERZEIMED 15 d 561 PET™ Red
REMSPT1 18 L | 2E-3d3 I:AH‘ Hiug
REMEGETS 4 o -1 PET™ Fod
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Itami SO
Tubm, plaies, and sthar corsumabloy
ALasiics consim ablas el sher, com | pladiics
Apera s thermiafishercomdpioatielins
ke i e Qlowars MILG
Tabla 3 Reaganis for DM& aarracnon, PCR, sad elkcrnophonesis
I e SEursE
Kits Toor DB @xtraceian
Maghlix™ CORE Mucicic Acid Punificaion Hi A1ET00
ALLAT RGP RITR 1oT el T [ TR T hile TP il '.'|:-I".|'l'=|ll'.iprtl|.'
Beapsint
Surcleays-FmoE Saler HLS
BenigSoan (D LE™ Siea Swandard 20 LAETTS
15-03 Matra Stsndard i i0e Set GH P Tl e
i ol 1 Pl ko
* FOP-4™ Potymar for 3500/ 150000 Fas
& POP_L™ Palymsar for 2050 5150 ISR
HI-D4 ™ Formm sk A113n

Warkflow

Perform PCR [page 1]
L
PFarinrmm glecimphorgss ipags 111
L)

Anialyde dats [page 1]
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Methods

Guidelines for input gDNA

* Exmact and parndy genomic DNA (RDNA) sccondng 1o standaed pracaoes. For
recommnended b2s and cedering nformation, 2ee " Raqulred materials not
yupplied™ on page 7

* The Covtoe B2AG STR Parentage Kit (2014 s desigyed for use with dog bale
cheed. swab, and blood sumples. Howewvez, G 32t can be wied vl any o
providing high-quabiev gDNA

* For optimal results, use 1-2 ng of high-quality gDNA per seaction. Difote gDNA
sunples to the appropnate concentzation. The kit delvers acoeptable ssauds withy
gDNA amounts rangtng froem 0 5-10ng Too littie or 320 vruch taxeplate DN A cn
sexult tn:

- Mmimal orao ampbsceton of STR Jos

- NonspecEic amplification products

Perform PCR
Procedural e Showe the Candne 22 STR Priser Parel frozen and aveay from ght vntil wee
guidolinas Excecrnve sxposuse to Hpht may affart the Bucesrcecs dyes
* To maximize the specificty and untiormity of the amplification products. st up
PCR reactiors on ee
Bafore you begin ¢ Calouiate the nusber of reacticos requised, shading ded Ta
Reaciiea type Compsnent

Tost sampie Samplo QDNA

Posnve cortrol Comne gONA Control

Regatve contpl Nucteome -free wates

* Thaw reagects co iow, then vorter and brisfly centzifage to reamapend
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Methods

Guidelines for input gDMA

= Extract and purify genomilc DNA (gDMA) scceeding to standard practices. Fee
dud kibe acd aed g tndormuation, ses ~Raguined materials act

rapplsd” om paga 7

« The Canlne BAG FTE Parentage K5 Q2004 & deslgned for use with dog hadr,
chask avrab, a=d blood :unElh:- Heveavur, B ki cam be wsed weith ooy byaua
proshding hgh- qualliy gDMA

#  Forsstimal resulbs, nze 1-1 ng of high-qualiy gDMNA per reactics,. Dhlute gDNA
ramples b the apprepeixte comoanteatien, The kit dalivaes acoepiable pesulls with
[OMA amounty ranging frem 0510 nig. Too 1itls or loo =uach templats TR A cus

rezaH o
— Idinimal or no amplificaion of TR Joc
~ blonep T P c
Perform PCR
Procadural #  Shoge the Carane 12 STR Primer Dassl Sroxen and away feoos ght untsd ues
gu'delin:s Excemave sxposure o bght ay afect the fucrescent dysa.
# Tomammize e specboby asd v af the e=zl o procd , =atup
PCR reacticos om dos.
Belbore you begin »  Caloulate the mumbey of Teacions msdquiri. imehwding ssoommended conirsl.
Regstisn type Coampanent
Jeat sample Comple g0k
Preaitive comood Canina goM& Comrad
Hagatis coaml Wt lease -irea wWaler
* Thaw ragsents an §oa. than voets and briafly smirifuge b rsospand
Frnp:r\q PCR . Comitice che following coesporemta for the sequired numbee of reactions plua
Reaction Mix on 1% svarags.
[[<:] Campanant ‘Yelums par razctien

Caring STH Matmr ki T

Caning 32 STH Prames Panal Pl
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£ Vortex brdsfly fo mlx

3. Coctrifispe brisfly ta bring PCR Esactics bl to the bottom of the Bebs amd o
shirarats mir bubbles.

Prapara the PCR 1 Teansfen 18 jL of PCE Badoton Mix o the appeoprats walls of 3 56.wall plats oo
reaciions on ice bk gnaes,
P Add1 uLofths sppropriste F t for the reschon fyps, vy ko the
takil=
Reushes type [T ——

Takr cainpia Sampla g DA

P corns Caninge glka, Comnl

Magating cankrol Mucleass-Frea Watar

3 Ssal sach reacton corduaicer, max, than cantzifage brisfly tobeing the condenty o
tree barHionmn

Set up and run the  For =ers information sbout settzeg up o FCE mun, sse the appropriste dom
FLR reaction 3o vour instramenk

I. Lewd tha reackn plate or tubes o the thermal cycles.

. Bat up tha mabrumerd rus waing the llowise parerabe:
¢ Rsacton voloms: 10 pl

* Bamp rabe

Trarmal cypcier Eampraie
I_'-n-r:l'.rn:‘ PCR Spsiom §700 100%
wand  Thiamal Cyclis Tip 8
Simpliganp ™ Tharmal Cpcker IIDsac
27310 Thermal Cyclar 100r%

* Thermal cyding conctifions

ez Temp. Length Cycles
Enrpre prireabion REE A manute i
D nalLira L 15 sacond
Annaal &§0°C TG sacond 1)
Extand 7270 H sacond
Fial = lensicn Ty 5 ik i
Final hedd = = i

3 Stort the run
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Perform electrophoresis

Batora you begin

Prepars

Electrephoresis
R=action Mix

Prepars the
wlectrophoresic
reaciians

-

Oecarate o mairic Als waing the T5-33 Wlatrix Sandard o (Dyve St GF). For
miore Ddermation about gereraling 3 makris fils, se¢ the approprisis
dorumardabon for yoar i bumed.

(Racrmemendeds To optizeirs allele fuarsscence intemisien, prepars o dilubion
serjes (undiiafed, 1:5, 100, 1200 and 1:43% of the PCE peoducts In waker, then
pecizem alachophoraxs U o ditabion Shat he an allals Buocescees mdenatky
range in the T cocoren end e TRTHDE Eor poLT tnrhmment

s . ca i bl
Iresirusmarnd L T I Ly LUt s £ o0 % ok sl o
ranget!!
FI0FI0NCL Garslic HIL- 2N RFL 10,040 RFL
Analyter
2120/ 31200 Ganatc I0]-4,000 RFU 8,000 AFU
Englyror

AT fd b Gl OF Eh recTrymeraied FLorsec P meR ey rasge with comton

« TComibirs tha Tollering COmPOTANTS for fh Tegaired mummbar of reactiors plus

10% cvesags

Campeneas Woluma per raactlom
HDI™ Formamida 10 el
GansSza ™ 600 LE ™ San Sandard w20 0k pl

Vorbex really fomix

. Cantritugs belely toboing Electrophorasts Reaetiom kix se the bothom of s tubs

amd wbiendriaks sir bubbles

+ Comnibev tha ollewry compoants in the appropeidte wells of o 55 wall plate:

Compangai Welume
E LB ph O i Fial i M [
PO ot 1.5

. Corvar Bra plate, thee, cesvivainps o bring the mrivtoane do the batbom of the walle

A v qlnimate i ubblas

. Imusaizorte a2 957 dor 3 mesesies do denatare the ORLA fagments

. Imemsdistely meabate the plabe onics for at e J oo

Fluce a rablsr septa onvin the St-wrell plte




Universita di Pisa
Dipartimento di Scienze Veterinarie PROCEDURA N°19
Allegato 3 — Istruzioni operative BG

Ospedale Didattico Veterinario

I0.8G.2IPRO2
Ed.01
T Pagina 9 di 18

HPARTIMENTD D4 SCIENIE VETERINARIE
Biotecnologie Genetiche
Protocollo "Test parentale”

Seb up and ran the  Tor meoes Information sout sefting U am dertrophoessls nm, s ta Jppeopiats
Bh‘tmphﬂrﬁlﬁ Joramentation for pous instrument

1. Setwp anincbrumend nes wdng the follewseg parasstes:
= Polymer POP-4™
& Capllary lemgtic 36 cm
& Do st G5
& Electropboceais somdifion
= AE0IEMEL Geretic Analyzer

Candibah Sarsing
Dwga tomparanimg M
Runtima 1, ZI0 o=
RunwolEage y LN
FraRun fima 150 saconds
FraRun voltagd 5 kM

300 Genetic Analyzer— 15 soconds

Injeacfizn Bmg
' P50kl Carmtbic Arabyrar— 24 seconds

IBga=C 1K WOME0E [
LG Dol oy [ Sl
- NI Ganee Aralya e

Candisan Saling
Owea tempsr=mm “i'C
Run oma 1,500 seoonds
Runwroitaga ™ K
| Bl L3 EaiTi 13! ki Mol
I Tian volags 12

2. Aasemble the plate with @ Redainas and Bas, Bhan lowd on tha inabumaess,

4. Start the un




Universita di Pisa
Dipartimento di Scienze Veterinarie PROCEDURA N°19
Allegato 3 — Istruzioni operative BG

Ospedale Didattico Veterinario

10.BG.2/PRO.2
Ed.01

Pagina 10 di 18

UNIVERSITA’ O PISA

CHPARTIMENTD Dd SCIENZE VETERINARIE
Biotecnologie Genetiche
Protocollo "Test parentale”™

Analyze data

Aralvze data using Genellappar™ Sofrware. Sae the DMA Fragesset Analysls by
Cagillarg Electrophenras i Saide [Fub. N 4TS for detuiled srdoomartion

Viait thermaSaler coml A3 to dewnload bin files for date sanalyais

Guidalines {or * Tha kit has baan designed o deliver strdlar pead sizes o and among loo, whes
data anakysis applying an appropriste of hgh-qmality fDINA. H r, peak heeghe
and balarse can vary from apfmal 4o ardmal
* PCE arel slacteophoress conditons aes sooapiaie whan the Suee s oo
evienaitien of the sllslsa for the ponstire control full in the recommandsd ranpe for
wour intraovent. See “Befors you begpin® om pags 11
& W sscommesed gptssizing the PCR praduct dilubons that ame ased for
slectrophoresis. Ses “Befors vou begin cn pages 11
# Tha zicw rusyeo of tha allulas acw based oo panctypeng sbadias mcading a lacpe
calaction of dog bessds [mes “Loct amplised by the Casise I5AG STE Parentaps
Kl (20141 om pags ). M 5 possibla that som e dog bessds have allies tat J:1
peatside the pamges provided. Swch all=les are expeched to ooowr af Low
ARl AR
» lost ST loci that are tasgaisd by the PCE aay have allales ooournng n 24 of
4-bp interraly. Some loct can hare allales coraming lees dhan 1 hp apast bacauss:
- Somne beeads have nseetions o daletiors n ST ke oF sequances Aanking
then
- Scane bresds have altered STR losue bace comparifon that recahs o= ehightls
shifted fragment Bogrtion durmg slectrophosasis
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Figura 1 Canina gOMA Cortral genotyping profile

See “Discrminste AHT121 ;;]an:h“:xf_-h an page 14 lor information aboul the nomr=pecific ;J:r_l.g'ound peshkinthe AHT121 peak profile.
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Discriminate AHT 121 genotypes

AHTI2] ks & ceoapeciic background peak at 13 bp When peesect a0 2 wngle peak,
the sanpliication at 114 by can be dicegarded a3 2 ncoopealic back ground pead.
{Figure 1)

oAl

105 bp

108 bp
114 bp

Figure 2 AHTI121 nosspecric background peak

The wrrow incdicaten the bachground peak This Backgroand prsk com be Sincrimiraies from a
Irue allshe o5 does rat generpte the trod Gonal shtler peak

When present with a stutter peak. the ampilfication at 114 bp can be Sdentified as the
true lieds (Figare 3).

FroaTe

80bp 114 bp

Figure 3 AKTI2Y truo abigia with stutier posk

The amglhcation at | 14 bp iz the svariag of tha Background pask ens b troe sllele penk (1)
The true ales can be dincriminated kom the Seckgrourd pesk s & genecwtes the radional
sitter peak 2
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Allele calls and ST locus amplaicanon can reyult in ore o moce stutter peaka. Stutter peaks trpically
stutler peaks Iah one repeat unit relative to the true allele Sautter peais for dimacleotide loct are

typcally 2 bp shorter than the true allades, and stubter peakas foc tetranuclectide loa
are typleallv 4 b shonge than the tue allade
When making alleles calls, note-

¢ Lomger alleles for & Jocus cun daapley saller amplification yislds | pesk sizes)
than the shortes alleles

¢ Seares peaks ave typacally zmcch emalles than the troe allale peak

¢ Inscse locy, the longer alleles cam dupley suoce stuttering thas S shortes
alleles.

Thw icllowing Sguzes represect fypocal peak profiles for homozypous sdnaduals
hetorcarpous individuals with the two alledes - 2 bp apaat xnd beteroaygoas
Individuals with he two alloles exactly 2 by apan

I 19 )

X ¥ )¢

e -

YT

- =

L

e

(o) =~ = mm e ———-——

.

e ———— —

Figare & Trpcal dmucisotioe STR gesk profie Sor 3 Somorygous mdmdosl
The peaies correspand 1o the followng PER amplicore: the true aliele 111 e ~2-bo stuller peak
(4, av2 the - &-ba sictier peak |1
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Safety

WARMING! CENERAL SAFETY. Uheingg Bt product in & marser oot specEed
Ly b 1mer documaeriiation mar eesult In personial Inhury or damage bo the
inrtnemant o derios. Ensurs thoat anyeew nsing Bhis produsce bas received
Inssmsction:s: I ganeead salsty Practions for laboraboriss amd D sl
information provided s B documesd

- axing an inaks o derice, read and undentand the sadety
Infeemation provided bnthe wser documerdation provided by e
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Chemical safety

\ WARNING! GINTRAL CHEMICAL MANDLING. To nunimiss hazards
- labseatozy p ! roead and pe the penezal sadety pradeline for
chomieal usage, soraga, and wass provided Wlow. Conaalt the relsvant SDS
for spectfic precamtions and Smrtnoctions

« Fead and undesstand the Sadety Data Sheets (SD55) provided 35 the
chemascal mnanusiacherer bafors you stors hamdle, or work weith any chemicals
or hagardous matsrials. Jo cbram S0, <9 e “Documsantanon and
Support” secticn tn this decveent.

« Mirgouize contast with chesicals. Weax appaopriate personal protective
equiparant whan handling dhemicads (30y axampls, satety ghasss, gloves, of
protective clothing)

« Mintmize the inbalstion of chemicals. Do not leave chemicel contamers open.
Use only with adequate ventilabon (Sor exemple, fusme bood)

» Check regulasly for chemical Jeaks oz spills T 4 leak oo apill cocum, Sollow
the manufacturee's cleaovsp procedures as recomumended In the SDS

- Haudle duaracad wastes o fumng bood.

=

- we ofp and dazy waabe containecs. (A primary waste

comtamer halds the tmmediate wasts A cecondwy comtamer comeane sptlle

or leaks from the petmayy coatainey. Bod comtalnars must be companibio

with the waste material and mes! federal state, and local sequisemenss for

conmfazwr *v:r-e' )

Alter ampeying & washs comaiwy, 9l It with D cap peovided

- Chaeactezize (by anadyzes of v the wacte 2 tod by thw partsculas
Hplications, yoagsnts, and substeares used In pour laboeatory.

« Epsure that the waste 13 2ooeed, ansie el Darcported, and disposed of
accexding to all local, stateprevinstal, and/or natonal requulations

+ IMPORTANT! Radscactive cr bishazardaue m Iz may reqrve spesal
haadimg, aad disposal Rmutations sav apply

Biological hazard safety

& WARNING! BIOHAZARD. Saclogical saz:ples wach as tisrnen, body futds,

Infections agents, and bloed of humans and echer antmals have the potential to
tramemmse smisctious dizeaser. Conduct all svork tn properly squipped faciiete:
with the Jppropelate a0t Qquipment (for examply. phyical conrammant
devicea ). Sadety squipment can also sndude ttemo foo p I prosection, sudh
az gloves coate povmne, cihoe covess, boote, sespizaters, face chielde sadety
glanm, or goggies Individuals should be trared according to applicable
regulatoey and company/ Institution reguirements before working with
pebetially tochazardeus materials. Follow all applicabls Jocal, stale/previngal,
andlor national regulations, The fallosving vef prownde o J
gritdelinen wime handling bologscal samples i laboratory senvironmene
« US Departmenst of Meadth and Fhum an Servioes. Faooartty (v Misvobdniozioa!

and Buevedicad Laberateric [MEL), 5th Editon, HHS Pubbcabion Ne. (CDC)

211112, Wavisad Docamber 2005, found

wnecde gov'bloeatety/publicationebmblS EMBL par

World Moalry Organization, Latsratery Dasgbay Mol Ind Tainon,

WHO/CDS/CSRIYON L] found »

wwrvewhoinbicer’rsscorces/publicationwbicesfe ty BiowafenT.pdé
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Documentation and support

Related documentation
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Customer and technical support

Wisit themmodishercom' supgoet for e Jabest I services and sugppat, including
& Worldwads comviact selaphens mumbaae
# Product mappord, inchadimg
- Prodwes FAQE
- Goftwaze, pabches, and ap dates
- Teamimg for mamy Jppllcatione and eirarants
= {(rder ared web sapport
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Servizio di Biotecnologie Genetiche

Emissione del referto

[l referto prodotio dal servizio di Bistecnologle Cenetiche (BG), relativi al Test Parentale fchiesto
da ENCI al proprietaro della fatirice viene compilaio previa verlfica del datl da pare del
Responsatile Qualita del Servizio (ROS) sulla base det risultat delle prove eseguite.

Ogni referto & (denttficato da un codice univooo e riporta le informaziont relattve al servizio di BG
¢ al soggetto commilttente, la descrizione del camplone & delle analisl esegulte, | risultatl ottenutl e |
valort di riferimento {ove previsio afo richiesto).

PARERIE INTERPRETAZIONT

Eventuall parer! e Interpretazionl rchlest! dal cliemte sono prodottt da BOS, che ne autorzza
|'emissicne & 11 allega al referio.

CONVALIDA E CONSEGNA DEL REFERTO

Una wvalta vertficatl 1 datl, 1] referto viene stampato, firmato da ROS e timbrato per convalida. 11
dooumenio originale viene conservato nell archivio cartaceo annuale delle pratiche ENCL

Una versione pdf non manomissibile viene ottenmta medlante una scanstone del documento
originale tmbrate & firmato. Una copta viene conservata nell’archivio informatico nel computer di
RS, organizzato per pratica cliente & per anno solare e ripontante In clascuna cartella 1 file ppt e
pedf ottenutl dalla scansione del refero onginale tmbrato e firmat,

Contestualmente, 1 archivio & salvato sulla memorla esterna del Centro Serra assegnata al servizio
di BG. Un numero dil refert1 orginall, firmatl e ttmbratt da RS, protocollatl e controfirmatl dal
Direttore del ipariiments di Sclenze Veterinarle, parl ed vguale a quanil slano | committent! del
test parentale ENCI, viene Inviato insteme al documentt di fatturazione per posta ondinarda, per
posta elettrontca in formato pdfl o consegnato con gll stessl direttamente al cllente. | templ di
consegna o Invio del referto relativo alle analist effethate sono comunicatl al cllente al momento
della consegna del camplone.

GESTIONE DELLE CORREZTONT

Mel caso in cul sl debbano eseguire correstonl sul refero dopo la sua emissione, 51 deve procedere
alla prosfurione di un nuovo documento che, oltre a riportare wtte le voct e Nidentificativo del
precedents referto, reca la modifica efo 'integrazions.
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Servizio di Biotecnologie Genetiche

Registrazione e accettazione dei campioni da sottoporre ad analisi

La presente Istruztone Operativa sl applica a mitte le tpologle di camplont da sottoposre alle prove
analitiche riportate nel tariffario del servizio.

In attesa della consegna del camplond, tranne la VetKard per la quale & necessarta la conservazrione
a temperatura amblente, & peevista una preliminare conservazbone presso | accettazione in
fogorifers, per non plin di 1 gomo. Dopo questo perlodo | camplond sono conservatl nel
congelatore del laboratorio a -207 C.

REGISTRAZIONE DEI CAMPIONT

[ camplont possono essere Imviatl al laboratorio per posta ordinarta, medlante cormere espresso o
oonsegnatl direttamente dal cliente. Al momento dell’amvo In laboratoro la registrazione det
camplonl deve essere effetinata sul Registro d'Ingresso (canaceo) sul quale vanno riportati |
seguent] datl:

- mumero i matricola identificativo, nome, data di nascita e razza di appartenenza del cane
- podice LO1 ENCI, numero i microchip o tattoo del cane

- nome del Veterinario che ha effetivato 1l prelievo del campione bologioo

- data di prelievo, di arfivo e di accettazions del camplone blologico

- nome del proprietario o di chi ha commisskonato 1" analisi

- concentrazions del DNA estratio

- ipologta di analksl dichiesta

Contestualmente deve essere verificato se sull etichetta del camplone & riportato il nome del diente
e Il codice LOT con |l nome del cane ed i microchip. Deve essere inoltre riportato 1 codice intemo
del laboratorio di Biotecnologle Genetiche, avendo cura che tale identificazione non venga perduta
o cancellata e che sta chiara e univoca sta sulla provetta contenente 1l camplone che sulla provetta
ocontenente un aliquota dello stesso, da conservare (secondo Regolamento EMNCI) per almeno 10
anmnd dalla data dell”avvenuto deposiio del camgdone biologico.

[ camplon! devono pervenire corredatl da 2 schede, dl cul la prima debitamente firmata dal
proprietario del cane, oosl come registrato sul certificato penealogico ENCI del cane stesso, e
firmata e timbrata dal Veterinarto che effettna 1l preltevo del camplone bologioo:

- Scheda n. 1 (Fogiie df Accattazione): dporta 1] codice LOT ENCI, razza, nome, data di nascita e
codice microchip dell’ animale, datl relativl al proprietario del cane cosi come reglstato sul

certificato penealogico ENCI del cane stesso, indinzeo e numerno di telefono del committente. Tale
scheda deve essere firmata e timbrata dal Veterinario che effetiua (1 prelievo del camplone
biologico. | campdond, in mancanza di timbro efo della firma delle figure sopra indicate, non devono
essere accettatl per le analist dchieste. La scheda deve essere controfirmata e timbrata dal
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Responsabile Qualita del servizio (ROS) e deve riportare la data di arrivo del campione blologico in
laboratorio.

- dcheda n. 2 riporta le 1stneetond per il prelievo del campione biologioo nel cane, le struziond per
la comsegna a mano o 1'imvio del camplone blologico ed il nepllogo del documentt da inviare al
laboratorio contestualmente al campione blologico. La scheda riporta inoltre 1indirzzo completo
del laboratorio nel formato e nelle dimenstonl donee ad essere dtagllato ed apposto sul pacoo o
sulla busta per I"invio del camplone Mologico.

Ogni camplone da sottoporre ad analisi viene Inserito su di un reglstro cartaceo fportante la
numerazione progressiva relativa al camplon! biologicl in ingresso in labomatoro per le analist

ENCL

[l registro & organtzzato in colonne riportant! per clascun camplone bologico In ingresso le seguentl
informazioni:

- codifica progressiva identificante 1] camplone In Ingresso

- razza del cane

- codice Lol e microchip sottocutaneo

- nome e data di nascita del cane

- nome del Veterinario che ha esegulto i prelievo del campione biologico
- data di ricevimento del camplone

- diatl del proprietario

- data in cul & stato effettuato il prelievo del campione biologico

- gventuall informazionl aggiuntive sul camplone

- ipologia di analisi richiesta

Mel caso di deposito del camplonl blologicl, una copla dell’ Atestato di avvenuio deposito deve
essere Inviata al cliente per posta eletironica, o consegnata direttamente come Miceviia. Tale
documento, predisposto, tmbrato e firmato da RS, deve niportare 1 dan identificativi del cane per
il quale ENCI richtede al Proprietario il deposito del campiont biologleo presso uno del Laboratorio
Accreditatl, ed un copy screen relativo alla pagina della pratica del cane In oggetto, reglsirata sul
Hegistro Anagrafico Nazionale ENCI al quale B{)S accede con un’apposita password, rilasclata
ufficialmente da ENCI e dalla quale s1 evincono | datt identificativi del cane, del proprietario, la
data In cul & stato effettuato |l depostio del camplon! bologicl & 1] nome del labomatorko di
Biotecnologie Genetiche.

Il Foglio di accettazione e | Attestato di avvenuto deposito devono essere timbratl e firmatt da
RO)5, classificatl e conservatl con un numero progressivo, che colncide con il codice identificativo
del campione biologioo, In un apposito schedarto caraceo anmeale che costiiuisce archivio
cartaceo delle analisi svolte annualmente per ENCLL

Mel contempo, un analogo archivio elettronico, organdzzato per pratica cliente e per anno solare,
rporta in clascuna cartella il file FPT relattvo all” Attestato dl avvenrto depositio per ognl cane ed
un file pdf relativo allo stesso attestato, Tale archivio viene conservato sul computer di RS e
contestualmente salvato sulla memorla esterna del Centro Serra assegnata al laboratorio.
L Attestato di avvennto deposito deve essere inviato In formato padf per email al cliente, o stampato
e consegnato direttamente.
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ACCETTAZIONE DEI CAMPIONT

E()5 visiona miia la documentazione, controlla la comspondenza con quanto riportaio sull etichetta
del camplon! e controlla che stano indicate le prove da eseguire. In mancanza di una
dooumentazione completa, ad esemplo nel caso in ol le Informarionl necessarie per la
reglstrazione del camplond stano trsufficientl, questt devono essere conservatl nell area *Campiont
in attesa di accettazione” nel congelatore [-25°C) dedicato a1l Camplont Analisi ENCI situato nel
laboratorio. Contestualmente, BQS provvede a sollecitare "invilo della documentazione necessana
da parte del richiedente o a richiede | chiariment! vl all"accettazione del camponl.

Una volta accettatl, In attesa dell’esecuzione delle analisi | campont devono essere conservatl
nell” area “Preparazione Camplonl” all’ intermo del congelatore (-25°C) sttuato nel laboratorio.

In presenza di camplond che sl presenting in condidonl non donee, ad esemplo camplond
danneggiatl o mairicl non idonee per le analisl richieste, guestl non vengono accettatl ¢ ROS
provvede a contattare 1l richledente per concordare le adionl successive. Condestualmente, tall
camplonl vengono smaltitl a cura di BQS in ottemperanza alle vigentl disposizionl legislative.

CONSERVAZIONE DET CAMPIONT

La conservarlione del camplonl e del residul del camplonl analizzatl & responsabilica di ROS. La
conservazkone del residul del camplonl & prevista per un periodo di almeno 10 annl a partire dalla
data di accettazione, secondo ke precavzionl previste dal regolamento ENCL Per tale pertodo, 1
camplon] devono essere postl nell apposita area “Camplonl processatl” all’ interno del congelatore

(-25°C) siuato nel laboratorio.

SMALTIMENTO DEI CAMPIONT

Dopo 1l pertodo di tempo stabilito per la loro conservadone, | restdol di camplont analtzatl
vengono smaltitt a cura di B)S, in ottemperanza alle vigentl disposizioni legislative.




