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Principali aree di ricerca:

Sistemi di allevamento

Immunita e benessere animale

Genetica
Prodotti animali

A Y e b

Acquacoltura
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creq ‘ |ldentificazione di biomarcatori nel sangue e nel latte ‘
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> Progetto Mastmark

Impiego della citofluorimetria per la valutazione
di marcatori da utilizzare nella diagnosi precoce
delle mastiti

» Progetto IMMA

Studio della risposta immunitaria nel periparto di
una mandria sperimentale di: Frisona, Pezzata
Rossa, Fri x Pri

» Buffalo Project (CREA-WSU-IZSM-AlexU)

Studio del sistema immunitario nella specie
Bubalus bubalis
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- Modelli animali

Modelli in vitro

Clinica umana

Citometria di flusso:
Ambiti di applicazione

Biotecnologie

Allevamento

Industria alimentare

Ecologia Botanica
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La citofluorimetria: principi generali

La citometria di flusso (FCM) e una tecnica molto

potente che permette U'analisi quali-quantitativa di

numerosi parametri di singoli elementi (cellule e/o

particelle)

Caratteristiche:

- Multiparametricita — . —

- Rapidita

el StruTnen.ti di nqua generazione:

- Accuratezza . R]du.Z].o n.e COSU. . :
) o « Analisi citometrica piu semplice

- Riproducibilita  Molteplici applicazioni anche in

ambito veterinario
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La citofluorimetria e il metodo di
routine per la conta delle cellule
somatiche nel latte (SCC)

La conta differenziale delle cellule somatiche
(DCC) consente di distinguere le diverse
popolazioni  leucocitarie  fornendo  maggiori
informazioni sullo stato di salute della mammella
(Schwarz et al., 2011; Pilla et al., 2013)

w4 ree

1

10° 10 100 10

CD11R-F1 1

La DSCC e stata recentemente proposta come alternativa alla SCC + analisi
batteriologica per identificare le mastiti (Damm et al., 2017)

Differential Somatic Cell Count
with the Fossomatic 7 DC
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cCrea | Analisi citofluorimetrica sul latte: trattamento del campione

Corsiglio per Ia ricerca in agricolura
¢ Pamalis del'economia agrara

Recupero cellule Eliminazione del grasso Lavaggio e filtrazione marcatura
del latte mediante |—— | e della frazione liquida | ——>| g pellet cellulare |—>| ¢<on mAb e

centrifugazione del latte sonde
fluorescenti

Pannello a 6 parametri (2 fisici + 4 fluorescenze) utilizzato per
differenziare le popolazioni leucocitarie nel latte

CD45 All leukocytes

CD14 Monocyte/Macrophages
CD11b Monocyte/Macrophages; PMN
Live/Dead Cellule vive
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Corsiglio per Ia ricerca in agricolura
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|Analisi citofluorimetrica sul latte: immunofenotipo e sorting cellulare

Pannello a 6 parametri (2 fisici + 4 fluorescenze) utilizzato per

differenziare le popolazioni leucocitarie nel latte

CD14 Monocyte/Macrophages

CD11b

Live/Dead

Cellule vive

Monocyte/Macrophages; PMN

Sorting
Cellulare
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Z-rea | Progetto MASTMARK (MASTitis MARKers) | mipaaft

ministero delle politiche agricole
alimentari, forestali e del turismo

OBIETTIVO [ “MASTMARK"” }
Individuazione di marcatori per la diagnosi precoce della mastite (D.M.2763/7303/201)
nei bovini da latte
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| Progetto MASTMARK (MASTitis MARKers) | mipaaft

ministero delle politiche agricole
alimentari, forestali e del turismo

OBIETTIVO [ “MASTMARK"” }
Individuazione di marcatori per la diagnosi precoce della mastite (D.M.2763/7303/201)
nei bovini da latte

fUngated] LD-FL5 / SS

1000-'@ Yo r —
{

Messa a punto di pannelli citofluorimetrici multicolore per
valutare:

« Vitalita cellulare (vive/morte)
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ministero delle politiche agricole
alimentari, forestali e del turismo

crea | Progetto MASTMARK (MASTitis MARKers) | mipaaft

OBIETTIVO [ “MASTMARK"” }
Individuazione di marcatori per la diagnosi precoce della mastite (D.M.2763/7303/201)
nei bovini da latte

CD11B-FL1 / CD14-FL4

T o | Macro: 254
Messa a punto di pannelli citofluorimetrici multicolore per \9’
valutare: 2 ;
5 | A
- Vitalita cellulare (vive/morte) & ¢
« Percentuale di leucociti vivi (L-DCC) SLV.’I"’ML”’O?%CD”;,‘FU . e
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creAa | Progetto MASTMARK (MASTitis MARKers) | mipaaft

ministero delle politiche agricole
alimentari, forestali e del turismo

OBIETTIVO [ “MASTMARK"” }
Individuazione di marcatori per la diagnosi precoce della mastite (D.M.2763/7303/201)
nei bovini da latte

Messa a punto di pannelli citofluorimetrici multicolore per || .. [“:“w:‘; TN

valutare: . | | PARecelnsea b
8 = o

- Vitalita cellulare (vive/morte) v = :

 Percentuale di leucociti vivi (L-DCC) BEREIERN

« Espressione di marcatori di infiammazione (CD11b, PAR) s
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| Progetto MASTMARK (MASTitis MARKers) | mipaaft

ministero delle politiche agricole
alimentari, forestali e del turismo

OBIETTIVO [ “MASTMARK"” }
Individuazione di marcatori per la diagnosi precoce della mastite (D.M.2763/7303/201)
nei bovini da latte

Messa a punto di pannelli citofluorimetrici multicolore per
valutare:

« Vitalita cellulare (vive/morte)

» Percentuale di leucociti vivi (L-DCC)

» Espressione di marcatori di infiammazione (CD11b, PAR)

« Correlazione con i parametri di stalla (SCC, conducibilita
elettrica, velocita di flusso)
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Marcatori studiati

CD11B-FL1 / CD14-FL4

Corsiglio per Ia ricerca in agricalura
¢ Pamalis del'economia agrara

Pya0,11% [Macro: 25,42% I
_ . : T Q)
Caratterizzazione dei subsets di leucociti vivi (L-DCC). 10 "~/ Macrofagi
) ! : : z 4
La proporzione relativa delle cellule vive del latte gioca un Y %) /@
ruolo importante nell’immunita della ghiandola mammaria. T @? Y
Linfociti - Cellule PMN
5 Lympho: 40,05% PMN: 34,42%|
-2 0 2 10 10° 10

CD11B-FL1
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Marcatori studiati

CD11B-FL1 / CD14-FL4

1oj—iY-efz 0,11% [ Macro: 25,42%
Caratterizzazione dei subsets di leucociti vivi (L-DCC). 1 Macrofagi
La proporzione relativa delle cellule vive del latte gioca un ¥ )
o . o \ . o 5 /.-'/'_'_: "\\-‘ E,I
ruolo importante nell’immunita della ghiandola mammaria. T (e
Linfociti Cellule PMN
. Lympho: 40,05% PMN: 34,42%|
2 0 2 10" 10° 10°
CD11B-FL1

A Extravasation

L’espressione della p-integrina CD11b sulla surficie dei Actvation  Laleral o odesis

Rolling & Adhesion  Migration

° ° _ " o
leucociti. T
Shear—» @ —~ Vascular lumen
!"\f s [ J:L
e .‘ ~— o _ L

Il CD11b e coinvolto nella migrazione dei monociti e dei PMN
dal sangue al sito di infezione. La sua up-regolazione e
associata a condizioni infiammatorie sia nell’uomo che in

S S
VLA 4| [Mac-1 LFA
E-L-P-Selectin
[VCAM-1] [ICAM-1]

B Para-Cellular Diapedesis C Trans-Cellular Diapedesis

Migration between Migration though pore in
. . endothelial cells an individual endothelial cell
mOdelh mu r] n] (Duan et al °y 201 5) '1ranscrni ratory Open inter-cellular ‘transcrnul ratory
(VCAM-1/ICAM-1}~ gap —_ (VCAM:1 /ICAM-1)

e .\ o~ g /. 7

’ /l‘>-—_ %S
- Open trans-cellular : /

pore

giovanna.dematteis@crea.gov.it francesco.grandoni@crea.gov.it



PARP-1: potenziale marcatore di mastite

A/

Eventi stressogeni

L’enzima PARP-1 ha un ruolo chiave 1 ‘
nell’infiammazione Lipids Proteins DNA | === PARP activation

modified molecules

A 4

Durante l’inflammazione, i fagociti infiltrati stress | stress |

nella ghiandola mammaria producono ROS activationof || activation of activation of
. T repair systems || transcription factors kinases

che ossidano macromolecule come lipidi, - 1 '

proteine e DNA e causano danno cellulare . Ca——

ossidativo. In queste condizioni di stress si I 1

attiva ’enzima PARP-1. lAdapt'ation Homeostatic Response Damage |

Al

Induction of I ———— I

antioxidant systems,
~ stress enzymes, etc.

Adapted from Crit Rev Toxicol. 1993;23(1):21-48.
Free radicals as mediators of tissue injury and disease.
Kehrer JP.
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PARP-1: potenziale marcatore di mastite

Swindall - et al.,

2013.

Cancers 2013, 5(3), 943-958

DNA Repair | < Low amount DA P el Death
[ DSB ][ BER/SSB ] SPR/LPR[37ﬂ z SRG=
- lntrmsac/Extrinsic High amount DNA
NBS1 [24) XRCC1 [34]) damage
Mrell [24] DNA plop [32,33] / \
Ku80 [25] PCNA [31) cc,g;eg;ee Dapietion
DNA-PKcs [26] e
ATM [27] = C
' [Apoptosns Necrosis ]
= — [44,45)
Chromatin / 1
Modification = = 5
anscr ptio'ha' !
Relax/condense chromatin [11] l“ﬂammatlon Regula‘tion
Bind nucleosome [10]
PARylate H1/H2B [9] PARP PABI?
inhibition activity [43.47]
H : e 0 0 ° ° by °
| S5 ) L’inibizione di PARP-1 é& un approccio
Atherosclerosis [49,51,52) NF-kB activation ° o
=piruimglon (a1.22] farmacologico per la cura delle malattie
Drug-induced kidney injury [54) J' . . o ’
wen mos, mos, | INfiammatorie dell’uomo
TNFa [42) I
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Valutazione citofluorimetrica dei livelli di attivazione di PARP-1 nel latte

Brevetto Italiano
N.102017000100555

[Ungated] PE-A / SSC-H

1500+ Milk Cells |

(x 10%

1000

SSC-H

500+

T T T T
107 10° 106 107

PARP1-PE
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C 1T Disegno sperimentale

43 Bulk Milk samples erano divisi in:

> 2 gruppi: infetti (n=9) e non infetti (n=34), sulla base dei test microbiologici

» 3 gruppi sulla base del humero di cellule somatiche:
=  Gruppo A (n=15) campioni con SCC <100,000 cells/mL
=  Gruppo B (n=11) campioni con SCC >100,000<300,000 cells/mL
=  Gruppo C (n=17) campioni con SCC >300,000 cells/mL

Somatic Cell Citofluorimetria Test Kit Mastite MAA Conducibilita elettrica e
Count (DelLaval) (Beckman Coulter) microbiologici (Bentley Instruments) Velocita di Flusso
(DeLaval)
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cCre Strategia di gating per la L-DCC e per ’espressione del CD11b

Corsiglio per Ia ricerca in agricolnura
¢ Pamalis del'economia agrara

[ungated] LD_FL5 / 55 [Back Gate Live CD45+] CD11B-FL1
1000 5 i . .
LD neg: 60,02% Live leukocytes with back gate FS vs SS = LD/CD45* - CD11 positive cells: 66,22%
800 . N P
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t
600 3
. - J
A Live PMN = LD/CD45*/CD11b*/CD14-/1"
4004
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-1 ] 1 1w 10 ¥
CD11B-FL1
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LD_FL5 CD11 positive cells Mean Fluorescent intensity
[LD neg] CD45-FL2 / 55 [Live CD45+] FS / 55 [Back Gate Live CD45+] [Back Gate Live CD45+]
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Mean Fluorescent Intensity
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Non infected Infected
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i Accumulo di PAR nei linfociti e macrofagi
* P<0.03 Expression of CD11b+ g

*

% Live Leukocyte subsets

W)

% Leukocytes CD11b+
(@]

B =

Non infected

Linfociti Macrofagi

Mean Fluorescent Intensity

® Lymphocytes PMN Macrophages

MAA correlazione:

SCC 0.80 (P=0.003)
Espressione CD11b 0.81 (P=0.002)

MAA ug/mL

Non Infected Infected
P<0.01
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Expression of CD11b+ Accumulo di PAR nei linfociti e macrofagi

* P<0.03

100 ~
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Non infected Infected *%% p<0.03 Non infected Infected
® Lymphocytes PMN Macrophages

Velocita di Flusso

CE correlazione:
Espressione CD11b 0.77 (P= 0.001)

Milk Flow Rate (L)

P<0.03
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ctreq Risultati del Gruppo B: L-DCC ed espressione del CD11b

Corsielio per la nicerca in agr
iel’'cconomia

ook
¢ amalis dell'e agraria

% Leucociti CD11b*

% cellule vive

Non infetto Infetto

B Linfociti PMN Macrofagi Non infetto Infetto Non infetto Infetto

L'espressione del CD11b sui leucociti del latte aumenta in

condizioni di mastite sub-clinica
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“creq Risultati: Vitalita cellulare nei 3 Gruppi di SCC

% Cellule Vive nei 3 Gruppi di SCC

Gruppo A

* P<0.0001 ** P<0.05
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Risultati: Vitalita cellulare nei 3 Gruppi di SCC

% Cellule Vive nei 3 Gruppi di SCC

Gruppo A

* P<0.0001 ** P<0.05

giovanna.dematteis@crea.gov.it

Correlazioni

Parametri di stalla b P
Conducibilita Elettrica -0.37 | 0.020
Produzione -0.32/0.047
% Leucociti Vivi
Velocita di Flusso -0.45 | 0.004

francesco.grandoni@crea.gov.it

Picco del flusso

AEOQOS Analytica 2019
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Conclusioni 1

4 )
L’analisi citofluorimetrica mostra che nei campioni di latte infetti:
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L’analisi citofluorimetrica mostra che nei campioni di latte infetti:
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anche in condizioni sub-cliniche

2. La L-DCC cambia e l’espressione del marcatore CD11b aumenta
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Conclusioni 1

4 )
L’analisi citofluorimetrica mostra che nei campioni di latte infetti:

1. La percentuale dei linfociti vivi diminuisce
2. La L-DCC cambia e |’espressione del marcatore CD11b aumenta
anche in condizioni sub-cliniche

3. L’espressione del CD11b correla con la MAA
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Conclusioni 1

L’analisi citofluorimetrica mostra che nei campioni di latte infetti:

1. La percentuale dei linfociti vivi diminuisce

2. La L-DCC cambia e |’espressione del marcatore CD11b aumenta

anche in condizioni sub-cliniche
3. L’espressione del CD11b correla con la MAA

4, L’attivita dell’enzima infiammatorio PARP-1 aumenta

5. La conducibilita elettrica e la velocita di flusso mostrano

significativa associazione con i parametri immunologici

J

21/03/2019
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La FCM applicata alla matrice latte:
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Conclusioni 2

4 )
La FCM applicata alla matrice latte:

1. Consente di identificare e caratterizzare nuovi marcatori di mastite
\_ Y,
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La FCM applicata alla matrice latte:

1. Consente di identificare e caratterizzare nuovi marcatori di mastite

2. Ha evidenziato che la percentuale delle cellule vive aumenta
all’aumentare delle cellule somatiche

3. Permette di identificare precocemente gli animali con processi
inflammatori in atto anche in assenza di segni clinici e con SCC nel
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\_ range considerato fisiologico
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Conclusioni 2

La FCM applicata alla matrice latte:

1.
2.

3.

\4.

Consente di identificare e caratterizzare nuovi marcatori di mastite
Ha evidenziato che la percentuale delle cellule vive aumenta
all’aumentare delle cellule somatiche

Permette di identificare precocemente gli animali con processi
inflammatori in atto anche in assenza di segni clinici e con SCC nel
range considerato fisiologico

Correla bene con i parametri di stalla /

\
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1. Consente di identificare e caratterizzare nuovi marcatori di mastite

2. Ha evidenziato che la percentuale delle cellule vive aumenta
all’aumentare delle cellule somatiche

3. Permette di identificare precocemente gli animali con processi
inflammatori in atto anche in assenza di segni clinici e con SCC nel
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Utilizzo “user-friendly” della FCM nel latte
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crea Utilizzo “user-friendly” della FCM nel latte

Corsiglio per Ia ricerca in agricalura

maliss delf'ecconomia agraria

APPROCCIO CITOFLUORIMETRICO MULTISTEP:

= Step 1: 2 Parametri fisici + 1 parametro di fluorescenza

913 CD11B_CD45PE_CD14APC 913 CD118_CD45PE_CD14APC ACQ_1 904 CD11B_CD45PE_CD14APC 904 CD11B_CD45PE_CD14APC ACQ_1
ACQ_12017-01-11 1810 001 2017-01-11 1810 001 ACQ_12017-02-01 1436 001 2017-02-01 1436 001
[time] CD45-FL2 / SS [CD45+] FS / SS [time] CD45-FL2 / SS [CD45+] FS / SS
1000 o % 1000 1 5+ - 1000
neutro : 2.454 o neutro : 5.597
|
800 30 / q 800 /
1 E:1.957 £: 8.417
600+ debries ? / & i
B 1 - 400 RPHe 1 :
400~ $ S + ¢
|
2004 400
200
200 3 l‘
0 " 0 10 10 & ’ | "
CD45-FL2 [ “ o 72rnv.mo?: 1.89% ¢
Gate Number R ‘ ' no.'. L ' : YUnfo.?.ll? ‘
All 4.144 0 200 0 600 80 1000 All 39.484 0 200 0 &0 0 1000
4 1.270 FS 4 8.713 FS
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APPROCCIO CITOFLUORIMETRICO MULTISTEP:

= Step 1: 2 Parametri fisici + 1 parametro di fluorescenza

NON INFECT INFECT

913 CD11B_CD45PE_CD14APC 913 CD11B_CD45PE_CD14APC ACQ_1 904 CD11B_CD45PE_CD14APC 904 CD11B_CD45PE_CD14APC ACQ_1
ACQ_12017-01-11 1810 001 2017-01-11 1810 001 ACQ_1 2017-02-01 1436 001 2017-02-01 1436 001
[time] CD45-FL2 / SS [CD45+] FS / SS [time] CD45-FL2 / SS [CD45+] FS / SS ‘
e Fpa5e - 37,79%| 10001 - o 3 1000 _
| ? /ﬂ { ! neutro : 2.454/._\ neutro : 5.597 ‘
300 | | ; / |
: R (¥ 957/" £:8 uo/ %1 | |
| } : e |
v | [ 55 G A% A 2k |
. |- ( w [ |
A A e, | .'_ l
o o~ [
| 2004 400+ - ,‘."..f"‘ I
- - - a ~ 200 | 2001 rﬁ.‘? .
0 10 10' 10 10° | e mono? : 919
CD45-FL2 T 72mcmo?: 1.8%‘ % .
Gite : ' ‘ no.'. v ‘ o . : ' Unfo.?.2|7 ‘
All 414 0 200 400 600 800 1000 All 39.484 0 200 0 600 0 1000
?__ 1270 FS ? 8.713 FS

SCC = 200,000 cells/mL
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crea Analisi di secondo livello: Utilizzo della L-DCC

Corsiglio per Ia ricerca in agricolura
¢ 'amalis delf'economia agraria

All leukocytes

Monocyte/Macrophages
Monocyte/Macrophages; PMN

Cellule vive

APPROCCIO CITOFLUORIMETRICO MULTISTEP:

Step 1: 2 Parametri fisici + 1 parametro di fluorescenza

=) Step 2: 2 Parametri fisici + 4 parametri di fluorescenza

[Back Gate Live CD45+) [Back Gate Live CD45+]
- CD11B-FL1 / CD14-FL4 » CD11B-FL1 / CD14-FL4
s 0,11% Macro: 25,42% T 0,11% Macro: 25,42%
107 10° 4
X 3
w o
I .
o a
o o
10+ 104
5- 5-
. o
0~ 0-
5 Lympho: 40,05% PMN: 34,42% 3 Lympho: 40,03% PMN: 34,43%
2 0 2 10 10t 0 2 0 2 10 102 10
CD11B-FL1 CD11B-FL1 \
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Analisi di secondo livello: Utilizzo della L-DCC sui singoli quarti

¢ Pamaliss dell'ec

Corsiglio per Ia ricerca in agricolura

571_Ant_DX cd11+45+14 acq1 2016-06-01 1304 001
[singole] CD45-FL2 / 5§

1000

‘CDd5+/pVIVI)

CD14-FL4 Log

3
;

Monocytes/
‘Macrophages : 13,61%

&

C-+ Monocytes/
Macrophages : 13,12%
571_Ant_SX cd11+45+14 acq1 2016-06-01 1259 001
[singole] CD45-FL2 / S5
1000 %
(CD45+/pVIVI 16
a004
: on
3
5
= 10'4
=
=
o
10°
1& I(‘)‘ |(‘)z 10°
S Lymphocytes : 47,38% Neutrophils : 39,15%
10° 10° 102 10°
CD11b-FL1 Log
100 o
A-+ Monocytes/
571_Post_SX cd11+45+14 acq1 2016-06-01 1309 001 Macrophages : 18,81%
[singole] CD45-FL2 / SS k
1000 54
CD45+/pVIVI e
: 10°4
on
3
5
= 10'4
=
=
o
10°
It 10
CD45-FL2
Lymphocytes : 30,06% Neutrophils : 50,73%
T T

T
10° 10

10* 100

CD11b-FL1 Log

10° Ilﬂ‘ 100 10°
CD45-FL2
Lymphocytes : 59,49% Meutrophils : 23,77%
T T T
10 10 10° 10
CD11b-FL1 Log
1o
D45 /pIVE
= BTy [Monocytes/
IMacrophages : 10,43%
.
10 p
-
on
. g
~
z 10
3 W - t =
crumena a
1000 &
600
a
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o 1t o 10
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Analisi di terzo livello:

espressione di marcatori

iul**r in 11l||

[VIVI/CD45+]FS /S5

APPROCCIO CITOFLUORIMETRICO MULTISTEP:
Step 1: 2 Parametri fisici + 1 parametro di fluorescenza
=) Step 2: 2 Parametri fisici + 4 parametri di fluorescenza

= Step 3: 2-3 Parametri fisici + 4-6 parametri di fluorescenza

[back gate Cd45 vivi] CD11B-FL1

1 back gate Cd45 Vivi @

SS
Count

CD4 AG4T
8
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[linfo] PAR FITC-H

PAR + cells 96,29 ?é

100
CD11B-FL1

Count

Valutazione di biomarcatori di
membrana e intracitoplasmatici

» Espressione di molecole di adesione
(B-integrine, L-Selectina)

- Espressione di molecole di
attivazione

« Espressione di citochine

 Valutazione di attivita enzimatiche

francesco.grandoni@crea.gov.it AEOS Analytica 2019




: crea Potenziale utilizzo della FCM nel latte

ﬁ Identificare e dosare direttamente nella matrice latte (serb

purificare le cellule) le molecole solubili associate all’infiammazione

2. Utilizzo di nuovi kit diagnostici
3. Valutare la qualita del latte attraverso la misurazione di attivita
enzimatiche legate ai processi di morte cellulare (apoptosi e/o

necrosi)

4. Applicare i protocolli proposti e validare i marcatori trovati anche in

Kcondizione di campo /
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> Risultati promettenti circa ’applicabilita della
citofluorimetria anche in ambito zootecnico.
» | marcatori identificati potrebbero essere utilizzati

per la formulazione di kit o di protocolli diagnostici

\_ utilizzabili anche in condizioni di campo .
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Unita di citofluorimetria del CREA-ZA
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Giovanna De Matteis Francesco Grandoni Maria Carmela Scata
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Grazie per |’attenzione




Livelli di MAA nel latte di singoli quarti

Sano AD Sano AS SanoPD SanoPS Infetto Infetto AS Infetto Infetto PS Sano MIX Infetto

AD PD 4/4  MIX 4/4
Sano MIX 4/4 Frisona Pura  1° lattazione 12 gg parto
Infetto MIX 4/4 Meticcio 50:50 2° lattazione Primi 10 gg
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