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Indicazioni per la diagnosi di RHD da ceppo RHDV2
mediante One Step RT-PCR
(release aprile 2017)

Primers utilizzati per amplificare mediante One Step RT-PCR una porzione del gene VP60 di RHDV

e RHDV-F/RHDV-R: questa coppia di primers amplifica tutte le varianti note ( RHDVa, RHDV
e RHDV2) ed il frammento atteso & di 348pb.

e Fral09F/Fra567R questa coppia di primers amplifica solo RHDV2 ed il frammento atteso &

di 481pb.
Primers Sequenza 5’- 3’ Dimensione
RHDV-F 5’-CCTGTTACCATCACCATGCC -3’ 20nt
RHDV-Rnew 5’-CAAGTTCCARTGSCTGTTGCA -3’ 21nt
Fral09-F 5’- ACTACTAGCGTGGTCACCACC -3’ 21nt
Fra567-R 5- TTGTTATAAACGCTCAGGACCAAC -3’ 24nt

Allestimento della reazione One Step RT-PCR (Qiagen Kkit)

REAGENTS Conc. finale Volumi

Acqua RNase-free // 13.5 ul
Tampone 5X 1x 5ul
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme mix 1l
RNase-inhibitor (40u/ul) 0.4u/ul 0.25 pl
Primer-F (20pmol/pl) 0.6pmol/pl 0.75 pl
Primer-R (20pmol/pl) 0.6pmol/pl 0.75 pl
dNTPs (10mM each) 0.4 mM 1l

RNA 3ul

Volume finale 25pl
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Profilo termico della reazione One Step RT-PCR

Step Temp. Time N° cycles
Retrotrascrizione 50°C 30 min 1
Denaturazione inziale 95°C 15 min 1
Denaturazione 95°C 30 sec
Annealing 60°C 30 sec
Estensione 72°C 30 sec 0
Estensione finale 72°C 10 min
// 4°C oo 1
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