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Porto Conte Ricerché: Centro di Ricerca ed Ente Gestore del Parco Scientifico e
Tecnologico della Sardegna, con sede a Tramariglio (Alghero)

Attivita: Ricerca Industriale, sviluppo di tecnologie, formazione, innovazione in
settori tecnologici avanzati e nelle biotecnologie
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Biomarker discovery

Realizzazione e sviluppo

di sistemi diagnostici

Sviluppo di tecnologie

per lo studio del proteoma

Purificazione, identificazione

e caratterizze




Parco Scientifico e Tecnologico della Sardegna

PortoConrte:
Ricerche

DISTRETTO BIOMEDICINA ]

SARDINIA DistrlCT ]

e

PortoConte
Ricerche




Parco Scientifico e Tecnologico della Sardegna

PortoConfe
Ricerche

Necessita di individuare nuovi marcatori di mastite per ovini
e caprini, da usare in affiancamento o in alternativa alle
cellule somatiche

Dei buoni marcatori devono preferibilmente essere :

o Presenti fin dai primi stadi dell’infezione

o Specifici della mastite DNA f\i:
&:_}“1
o Possibilmente indipendenti dall’agente eziologico {\"é’ MRNA

o Facili da rilevare

o Misurabili sul campo

Proteine
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proteine abbondanti, pdhcipalmente caseine e alcune proteine del siero

Le proteine che possono costituire dei marcatori potenziali sono da ricercare nella
piccola percentuale residua di altre proteine, il che presenta problemi significativi per

uno studio di tipo proteomico
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Pisanu, S., Ghisaura, S., Pagnozzi, D., Tanca, A., Biosa, G., Roggio, T., Uzzau, S., Addis, M.F. Journal of Proteomics, 2011;
Pisanu, S., Ghisaura, S., Pagnozzi, D., Falchi G., Biosa, G., Tanca, A., Roggio, T., Uzzau, S., Addis, M.F., International Dairy Journal, 2012.



Micella di caseina
(20-300 nm) . Globulo di grasso

(0,2-15 pm)

7 cyoptun . Oltre alle micelle di caseina, un’altra
N componente importante del latte sono i
MFGM MFGM . .
S e globuli di grasso, che ne permettono la

secrezione e ne evitano la coalescenza
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Poiché i MFG contengono proteine e
citoplasma della cellula secernente,
e possibile sfruttarli come strumento per
“spiare” lo stato di salute dell’epitelio
mammario evitando la massa proteica
costituita da caseine e proteine abbondanti
del siero?

Come cambiano le proteine del globulo
in presenza di infezioni batteriche?
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Immunoistochimica e immunomicroscopia confocale

Pisanu S et al., Journal of Proteomics, 2011; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2011;
Pisanu S et al., International Dairy Journal, 2012; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2013.
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Pisanu S et al., Journal of Proteomics, 2011; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2011;
Pisanu S et al., International Dairy Journal, 2012; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2013.
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Immunoistochimica sui tessuto mammario Immunomicroscopia confocale di proteine
prelevato da pecore con mastite subclinica differenziali e marker epiteliali su tessuto
mammario di pecore con mastite subclinica

Pisanu S et al., Journal of Proteomics, 2011; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2011;
Pisanu S et al., International Dairy Journal, 2012; Addis MF et al. Infection and Immunity, 2013.
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Alveolus

lumen

Dendritic Cell )
Epithelial
Cells (MECs)
Capillary with Basement Membrane

neutrophils

. | batteri entrano negli alveoli mammari

> | loro PAMPs interagiscono con TLR-2 sulle cellule epiteliali (MECs) “

s Le MECs producono proteine antimicrobiche (AMPs) j
«  Le AMPs svolgono la loro azione in situ e richiamano i neutrofili

. | neutrofili entrano negli alveoli mammari

« | neutrofili rilasciano una seconda ondata di AMPs AMPs = Marker di mastite!l
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Scelta del marker migliore (processo di validazione)
e individuazione delle piattaforme analitiche piu
adatte per la sua valutazione

/N

$_UL campo In laboratorio

-

Marker di mastite
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Specifico: misura molecole rilasciate solo in presenza di inflammazione
Sensibile: possibilita di rilevare i casi di infezione subclinica

Portatile: utilizzabile anche in allevamento senza I'aggiunta di reattivi

Rapido: il test & completo in 10-15 min

Facile da interpretare: non richiede sistemi di lettura o misurazione del segnale
Economico: costi di realizzazione molto bassi
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Performance del marker e del
test diagnostico in allevamenti
con bassi ed alti valori delle
cellule somatiche da diverse
regioni della Sardegna
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Test positivo
*campione con alta carica batterica
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Controllo Basse SCC Alte SCC
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In corso: miglioramento dell’intensita del segnale
per consentire linterpretazione visiva senza
I"utilizzo di dispositivi di lettura
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E in fase di sviluppo il sistema su piastra
ELISA per la misurazione:

Marker di mastite

In laboratorio
Quantitativa
Su larga scala
Sensibile

Automatizzabile
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Validazione del sistema
.

Sviluppo del sistema diagnostico

- e i : &
|dentificazione del biomarker candidato
N\ W

Analisi dei campioni |
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Pianificazione dello studio
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