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Abstract	
Massimo	Sanchez	
La	versa(lità	della	citofluorimetria	(CF),	che	consente	analisi	mul(parametriche,	funzionali,	
rapide	e	quan(ta(ve	su	un	elevato	numero	di	even(,	ha	permesso	il	suo	impiego	in	diversi	
se?ori	come	quello	dei	processi	industriali,	dei	controlli	ambientali,	agro-alimentare	e	
veterinario.	In	quest’ul(mo	ambito,	tralasciando	le	osservazioni	di	(po	clinico	e	patologico	
traslate	dall’uomo	agli	animali,	la	CF	sta	suscitando	un	enorme	interesse	come	possibile	
approccio	metodologico	per	analisi	di	tu?o	ciò	che	possa	comprome?ere	la	qualità	e	la	
sicurezza	di	un	prodo?o	alimentare.		
Nella	relazione	verranno	presenta(	alcuni	esempi	di	applicazione	in	ques(	se?ori.	In	
par(colare,	la	produzione	di	la?e	e	dei	suoi	deriva(	rappresenta	un	valido	esempio	di	una	
filiera	con	diversi	pun(	cri(ci	che	necessitano	di	con(nui	accertamen(	a	tutela	sia	della	
salute	degli	animali	che	della	sicurezza	e	della	qualità	del	prodo?o	finale.	Sebbene	la	CF	è	
in	parte	già	u(lizzata,	risulterebbe	di	enorme	beneficio	estendere	il	campo	di	applicazione	
per	coprire	il	maggior	numero	di	stadi	sensibili	lungo	tu?a	la	filiera	di	produzione.		
Partendo	da	questo	modello	valuteremo,	laddove	possibile,	l’idea	di	intraprendere	percorsi	
di	valutazione	intra-	e	inter-laboratorio	che	possano	consolidare	nuovi	metodi	di	controllo	
basa(	sulla	CF	e	quello	più	complesso	del	riconoscimento	come	metodi	di	riferimento	
alterna(vi	dando	così	un	importante	contributo	nel	controllo	dei	rischi	per	la	salute	degli	
animali	e	dell’uomo.		
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Validazione	del	citofluorimetro	come	strumento	di	controllo	dei	ba:eri	
contaminanD	acque	desDnate	al	consumo	umano	

	
La	Svizzera	è	il	primo	paese	al	mondo	ad	aver	ado?ato	questo	metodo	avanzato	
per	la	quan(ficazione	delle	cellule	microbiche	in	acqua.	
	
Source:	 ScienceDaily.	 Flow	 cytometry	 (FCM)	 can	 now	 be	 officially	 used	 for	 the	
quan?fica?on	of	microbial	 cells	 in	drinking	water.	The	new	analy?cal	method	 -	
developed	at	EAWAG	(Swiss	Federal	Ins?tute	of	Aqua?c	Science	and	Technology)	
and	extensively	 tested	both	 in	Switzerland	and	abroad	 -	has	been	 incorporated	
into	 the	Swiss	Food	Compendium	(SLMB)	by	 the	Federal	Office	of	Public	Health	
(FOPH).	FCM	provides	much	more	realis?c	results	than	the	conven?onal	method,	
in	which	 bacterial	 colonies	 are	 grown	 on	 agar	 plates.	 The	 results	 demonstrate	
that	even	good-quality	drinking	water	harbours	100	to	10,000	?mes	more	living	
cells	than	the	conven?onal	plate	count	method	would	suggest.	

h?ps://www.eawag.ch/en/consul(ng/consul(ng/competence-centre-for-
drinking-water/projects/advances-in-the-microbiological-drinking-water-
analysis/	
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SYBR	Green	SYBR	Green	

Da	colture	di	E.	Coli		

Diluizione	1:100	di	Salamoia	da	confezione	di	Olive		
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Microbiologia	ambientale	e	controllo	della	
qualità	delle	acque	

	
•  La	 proliferazione	 di	 alcuni	 cianoba?eri	 in	 acque	 dolci,	

salmastre	 e	 marine	 cos(tuisce	 un	 pericolo	 sia	 per	 la	
salvaguardia	dell’ambiente	che	per	la	salute	pubblica.	

	
•  Le	 Microcys(s	 sp.	 Infa`	 sono	 in	 grado	 di	 rilasciare	 tossine	

microalgali	(microcis(ne)	durante	la	loro	crescita	e	in	seguito	
a	morte	cellulare.		

•  La	 citometria	 a	 flusso	 potrebbe	 diventare	 un	 valido	
strumento	per	studiare	l'ecologia	microbica	della	produzione	
di	 tossine	 Microcys(s	 e	 contribuire	 ad	 un	 sistema	 di	
preallarme	 per	 le	 fioriture	 di	 Microcys(s	 tossiche	 mediate	
rapidi	 controlli	 dei	 livelli	 di	 cianoba?eri	 e	 delle	 rela(ve	
tossine	nelle	acque.	





In	questo	lavoro	è	stata	monitorata	la	presenza	di	microcisDne,	nodularina,	
acido	domoico,	cylindrospermopsin	e	diversi	analoghi	dell'anatossina-a	(ATX-a).	

Comparazione	tra	Flow	Cytometry	e	Ultraperformance	
Liquid	Chromatography–tandem	Mass	Spectrometry,	UPLC-

MS/MS	La	 loro	conclusione:	…the	microsphere-based	method	as	a	semi-quan?ta?ve	approxima?on	to	detect	 the	toxins	seems	to	
require	 further	 refining	 of	 an?bodies	 cross	 reac?vity.	 This	 ini?al	 screening	 indicates	 presence	 or	 absence	 of	 toxins	 and	
reduces	 the	 number	 of	 samples	 to	 be	 analyzed	 by	 confirmatory	 analy?cal	methods,	 which	 typically	 are	more	 laborious.	
Therefore,	the	combina?on	of	methodologies	described	in	the	present	study	should	reduce	the	number	of	samples	and	the	
?me	of	analysis,	especially	since	both	methodologies	are	designed	as	mul?detec?on	assays.	



Merge	dei	campioni	acquisiD	

Ma14	 	MicrocysDs	Aeruginosa	
MaPCC 	MicrocysDs	Aeruginosa	
Vico 	Synechococcus		
Nos 	Nostoc	sp.	
F7	 	Plaktothrix	rubenscens	
L	red 	Limnothrix		
Osc 	Oscillatoria		
Rac 	Cylindrospermopsis	raciborskii	

Profilo	citofluorimetrico	di	popolazioni	miste	di	cianoba:eri	
realizzato	sfru:ando	la	fluorescenza	naturale	dei	loro	pigmenD	



Riassumendo…	
	
Uno	screening	iniziale	mediante	Citofluorimetria	può	aiutare	a	individuare	
la	presenza	di	cianoba:eri	e	di	tossine.	Ciò	porterebbe	a	una	riduzione	del	
numero	 di	 campioni	 da	 analizzare	 con	metodi	 analiDci	 di	 conferma,	 che	
risultano	molto	spesso	più	impegnaDvi,	onerosi	e	0me-consuming.		
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La	masDte	è	 causa	di	enormi	perdite	economiche	all'industria	 labero-casearia.	 È		
indispensabile	conDnuare	a	cercare	nuovi	biomarcatori	che	possano	essere	uDli	per	
rendere	più	efficiente	e	tempesDva	la	gesDone	delle	masDD	nelle	aziende	labero-
casearie.		

La	 diffusione	 e	 della	 persistenza	 delle	 masDD	 nelle	 mandrie	 da	 la:e	 è	 causata	
sopra:u:o	 dalla	 condizione	 subclinica,	 una	 condizione	 in	 cui,	 sebbene	 la	
mammella	e	il	la:e	appaiono	normali,	la	ghiandola	mammaria	risulta	infiammata,	
infe:a	 o	 entrambe.	 Le	 mucche	 infe:e	 che	 mostrano	 un	 quadro	 subclinico	
cosDtuiscono	 una	 riserva	 per	 i	 patogeni	 e	 la	 causa	 della	 diffusione	 della	masDte	
negli	animali	sani	

The	effec?ve	control	of	subclinical	mas??s	can	clearly	result	in	large	economic	profit	
for	dairy	farmers	(van	den	Borne	et	al.,	2010).	However,	the	effec?veness	of	control	is	
highly	dependent	on	how	fast	these	cows	are	detected,	and	hence	the	efficacy	of	the	
udder	health	monitoring	program	(van	den	Borne	et	al.,	2010).		



Ipotesi	di	sviluppo	
•  Il	citofluorimetro	come	strumento	di	controllo	di	alcuni	parametri	

qualita(vi	 lungo	 la	 filiera	 di	 produzione	 del	 la?e	 e	 dei	 deriva(	
caseari:		dal	foraggio	des(nato	all’animale	fino	al	consumatore	

La	 determinazione	 rapida	 e	 simultanea	 della	 conta	 di	 cellule	 soma(che	 (SCC)	 e	
del	 loro	 conteggio	 differenziale	 (DSCC)	 in	 campioni	 di	 la?e	 vaccino	 usando	 la	
citometria	 a	 flusso	 viene	 considerato	 un	 buon	 metodo	 per	 la	 valutazione	
predi`va	 di	 stadi	 infe`vi	 preclinici,	 sebbene	 la	 complessità	 della	 mas(te	
suggerisce	ulteriori	studi.	



Filiera	del	la:e:	possibili	applicazioni	della	citofluorimetria	nei	controlli	
intermedi	per	garanDre	la	qualità	del	prodo:o	finale.	

	
Controllo	dell’uso	di	anDbioDci		

La	 resistenza	 agli	 anDbioDci	 (ABR)	 è	 un	 fenomeno	 che	 desta	 parDcolare	
preoccupazione.	L'OMS	(Organizzazione	Mondiale	della	Sanità)	riDene	che	
il	contenimento	di	questo	fenomeno	sia	una	priorità	per	la	salute	pubblica,	
tanto	 che	nel	 2015	ha	 lanciato	un	piano	globale	per	 contenere	 l'ABR.	Un	
eccessivo	 uso	 di	 anDbioDci	 può	 tradursi	 nello	 sviluppo	 di	 patogeni	
mulDresistenD	 con	 conseguente	 perdita	 di	 efficacia	 terapeuDca	 e	 gravi	
rischi	per	la	salute	pubblica	



BEADYPLEX™	Assay	



Flow	Cytometry	reading	



BEADYPLEX	TM	kit	è	stato	realizzato	secondo	le	normaDve	vigenD	(le	linee	guida	CRLs-COMMUNITY	REFERENCE	LABORATORIES	RESIDUES)	
per	la	convalida	dei	metodi	di	screening	per	i	residui	di	medicinali	veterinari	(20/01/2010).	

Sono	staD	determinaD	i	valori	soglia,	la	specificità/selebvità,	la	capacità	di	rilevazione	(CCβ),	la	robustezza	e	l’applicabilità.	

I	valori	dei	CCβ	per	la	maggior	parte	dei	composD,	sono	pari	o	inferiori	ai	corrispondenD	valori	MRL	stabiliD	dalla	
Commissione	UE	n.	37/2010,	sostenuto	dal	regolamento	di	esecuzione	della	Commissione	UE	n.	470/2018..	





Le	 vacche	 da	 la:e	 sembrano	 essere	 prote:e	 dall'esposizione	 alle	 micotossine	
dalla	loro	flora	del	rumine.		
Tu:avia,	diverse	micotossine	superano	questa	barriera	o	vengono	converDte	 in	
metaboliD	che	conservano	l'abvità	biologica.		
Tra	 gli	 effeb	 indesideraD	 delle	micotossine	 esercitaD	 nei	 ruminanD	 è	 presente	
un'abvità	anDmicrobica,	 il	 cui	esito	è	una	compromissione	della	 funzione	della	
flora	del	rumine	che	causa:		
•  uno	scarso	uDlizzo	dei	mangimi	
•  un	rido:o	aumento	di	peso	
•  una	riduzione	della	produbvità	

Sebbene	 le	 aflatossine	 (specialmente	 l’aflatossina	 M1)	 siano	 micotossine	 di	
maggiore	incidenza	nel	la:e	e	nei	prodob	caseari,	 in	quesD	prodob	si	possono	
trovare	 altre	 micotossine,	 come	 fumonisina,	 ocratossina	 A,	 tricoteceni,	
zearalenone,	tossina	T-2	e	deossinivalenolo	

Le	micotossine	
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L'ampia	presenza	di	diversi	Dpi	di	micotossine	non	solo	nel	 la:e	ma	anche	 in	altri	
prodob	 labero-caseari,	 nonché	 la	 preoccupazione	 per	 la	 loro	 tossicità	 animale	 e	
umana,	rendono	necessaria	l’adozione	di	misure	adeguate	per	ridurre	al	minimo	la	
contaminazione	degli	alimenD	da	tali	micotossine.		



Cytometry	Part	A	-	83A:	1073-1084,	2013	

Czeh	et	al.	hanno	introdo?o	un	immunodosaggio	compe((vo	fluorescente	con	
microsfere	 basato	 sulla	 citometria	 a	 flusso	 (CFIA)	 per	 la	 determinazione	
simultanea	di	 sei	micotossine	 dallo	 stesso	 campione	dopo	una	 singola	 fase	 di	
estrazione.	 La	 CFIA	 potrebbe	 diventare	 una	 tecnica	 di	 rou(ne	 robusta	 con	
l'obie`vo	principale	di	consen(re	alle	autorità	di	procedere	a	interven(	rapidi	
in	circostanze	cri(che	





Controllo	micotossine	
nel	foraggio	e	nel	la?e	

Controllo	ba?eri	e	cellule		
soma(che	nel	la?e	
Sviluppo	nuovi	marker	predi`vi	

Controllo	an(bio(ci	
negli	animali	e	nel	la?e	

Fogli	di	calcolo	da	
diverse	acquisizioni	

Sviluppo	di	sokware		
per	l’analisi	differenziata	

citofluorimetro	

Riassumendo…..	
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Possibili	 procedure	 comuni	 per	 analisi	 citofluorimetrica	 in	 se:ori	
diversi:	
	
	
Analisi	carica	ba:erica:	 	Agroalimentare 	controllo	probioDci	

	 	 	Ambiente	 	controllo	ba:eri	patogeni	e	cianoba:eri	
	 	 	Processi	industriali	controllo	starter	
	 	 	Veterinaria 	controllo	ba:eri	nel	la:e	

		
Analisi	residui	anDbioDci: 	Agroalimentare 	controllo	in	diverse	matrici	alimentari	

	 	 	Ambiente	 	controllo	nei	bacini	di	allevamenD	ibci	
	 	 	Veterinaria 	controllo	 in	animali	desDnaD	al	consumo	
	 	 	 	 	e	nei	prodob	da	loro	derivaD	
	 	 	 	 	 			

Micotossine: 	 	Agroalimentare 	controllo	in	cereali	desDnaD	al	consumo	
	 	 	 Veterinaria 	 controllo	 nel	 foraggio	 per	 animali	 desDnaD		
	 	 	 	 al	 consumo	 e	 nei	 prodob	 alimentari	 	 			
	 	da	loro	derivaD. 		



SuggerimenD	
	

Riconoscimento	
•  Contribuire	 a	 sviluppare	 nuovi	 sistemi	 di	 analisi	 basaD	 sulla	

citofluorimetria	e	proporre	relaDvi	percorsi	di	convalida	
Semplificazione	
•  La	 realizzazione	 di	 sistemi	 basaD	 sull’uso	 di	 un	 unico	 strumento,	 in	

grado	di	rispondere	rapidamente	e	con	affidabilità	a	istanze	analiDche	
di	differenD	problemi	biologici	relaDvi	a	prodob	desDnaD	al	consumo	

Integrazione	
•  Questo	 impianto	 analiDco	 potrebbe	 inoltre	 essere	 ulteriormente	

migliorato	con	l’introduzione	di	un	sistema	di	tracciabilità	dei	prodob	

Tali	 obiebvi	 dovrebbero	 essere	 realizzaD	 in	 accordo	 e	 in	 stre:a	
collaborazione	 fra	 se:ore	 imprenditoriale	 e	 ricerca,	 sfru:ando	 i	 benefici	
della	ricerca	e	dell’innovazione.		
	
E	dovrebbero:		
•  portare	 a	 una	 maggiore	 garanzia	 per	 la	 tutela	 ambientale,	 la	 salute	

animale	 e	 sanità	 pubblica,	 rispe:ando	 inoltre	 le	 esigenze	 dei	
consumatori;		

•  e	sostenere	i	consumi	promuovendo	l’immagine	e	la	qualità	dei	prodob	
alimentari.	


