
Agalassia contagiosa dei piccoli 

ruminanti: dalla diagnosi 

all’identificazione degli animali infetti 

o vaccinati 

Tola Sebastiana
Istituto Zooprofilattico Sperimentale 

della Sardegna

Videoconferenza del  09-11-2021



Allevamento ovino, caprino e bovino da latte 
in Sardegna

Pecore di razza sarda*

3.019.108 (57,13% P.N.)

 Capre*

281.569 (41,67% P.N.)

 Bovini *

48.944

*Laore 2019. 

La raccolta delle informazioni in merito all’allevamento degli 

ovini, caprini e bovini da latte in Sardegna, è stata eseguita 

utilizzando i dati estratti dalla BDN dell’Anagrafe Zootecnica 



Numeri: 2019

350 milioni di litri di latte ovino/anno

In Sardegna è stato raccolto 

il 68,92% del latte ovino ed 

il 57,30% del latte caprino prodotto in Italia



Comparsa 

negli anni ‘80





• Elevato numero di capi

• Alta densità di animali

• Transumanza

• Abigeato

• Gestione (Management) inadeguato

• Diagnostica e profilassi carente



• D.P.R. 8 febbraio 1954, n. 320

• Regolamento di polizia veterinaria

Malattia infettiva 
e diffusiva 
soggetta a 
provvedimenti 
sanitari



Art. 
2

• La malattia va denunciata, per iscritto, al 

Sindaco da parte del veterinario (comunale) USL

Zona infetta  da 
agalassia 

contagiosa

• L’amministrazione comunale 
applica i cartelli ai limiti della 
zona infetta

• E’ compito del titolare 
dell’allevamento infetto 
custodirli



1. La numerazione di tutti gli animali presenti recettivi 
all'infezione;

2. L'isolamento degli animali ammalati o sospetti da 
quelli sani;

3. II divieto di contatto del personale di custodia con 
animali di luoghi vicini;

4. II divieto di accesso a persone estranee;

5. L'apposizione di cartelli indicanti la malattia ai limiti 
della zona infetta, nonché sulle porte dei ricoveri infetti 
situati dentro la zona;

Art. 
11





Allegato 1



Micoplasmi dei piccoli ruminanti

(agalassia contagiosa)

• Mycoplasma agalactiae

• Mycoplasma capricolum subsp.capricolum

• Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC*

• Mycoplasma putrefaciens

• Mycoplasma mycoides subsp. capri *



Classe

Ordine

Famiglia

Genere

Haemobartonella/Eperythrozoon/Ureaplasma



“Hominis”

Group

“Spiroplasma”

group

“Pneumoniae”

group

Mycoplasma



Gruppo “hominis”, include i seguenti clusters:

M. hominis

cluster

M.lipophilum

cluster

M. sualvi

cluster

M.pulmonis

cluster

M.neurolyticum

cluster

M.

equigenitalium

cluster

M.synoviae

cluster

Gene 16S
rRNA

GRUPPO
HOMINIS

M.mycoides

cluster
M.bovis

cluster



M.capricolum

subsp.

capripneumoniae
M. mycoides 
subsp.capri

M. mycoides
subsp.

mycoides
Large Colony

M.mycoides
subsp.

mycoides
Small Colony

Mycoplasma
sp.bovine 
Group 7 
di Leach

Mycoplasma
putrefaciens

M.capricolum

subsp.

capricolum

M. mycoides 
Cluster

M. mycoides 
subsp.capri

*

*Manso-Silvan et al., 2009

Ora M. leachii; 

Thiaucourt et al.; 2011





Attualmente

 M. agalactiae

 M. capricolum

 M. capri

 M. putrefaciens



REGOLAMENTO (UE) 2016/429 DEL 

PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO

• Con l’art. 14  della Legge Delega n°53 del 22 

aprile 2021, il Governo Italiano adotta (entro 12 

mesi) uno o più decreti legislativi per 

l'adeguamento della normativa nazionale al 

regolamento (UE) 2016/429 relativo alle 

«malattie animali trasmissibili e che modifica e 

abroga taluni atti in materia di sanità animale 

(“EU Animal Health Law” / “Normativa in materia 

di sanità animale”).



• Sintomi clinici

• Conferma di laboratorio

• Intervento terapeutico

• Vaccinazione



Come agire?

• Migliorare il management aziendale

• Ridurre i tempi di diagnosi

- da latte

- da siero

• Migliorare il vaccino



Identificazione

Analisi antigeni

Ceppo Vaccino

Miglioramento vaccino

Anticorpi



Semina dei campioni di latte

• Terreno di Hayflick modificato:

- PPLO (Infuso di cuore di bue, peptone,  NaCl)   

- Estratto di lievito

- Siero equino/ serum fraction

- DNA

- Penicillina



Mycoplasma agalactiae



Estrazione del DNA

• Ceppo di referenza 
PG2

• Ceppi da campo

• Coltura di una colonia

• Estrazione fenolo/CIA

Digestione con HindIII



Clonaggio del frammento

Uso  del plasmide 

pBlueScript

(Stratagene)



La banda è specifica?

Marcatura del frammento con 32P

La banda è sensibile?



Mappa fisica del frammentoSequenza del frammento



La Polymerase Chain Reaction

(PCR) � stata i�ve�tata �e
 1983 e d 

� va
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Corsa elettroforetica



Applicazione della PCR ai campioni di latte



Conclusione

• Specificità della PCR

• Sensibilità della PCR

• Diagnosi di Agalassia Contagiosa 

DOPO 5-6 ORE



Identificazione

Mycoplasma agalactiae



Analisi epidemiologica

• Tutti i ceppi di M. agalactiae sottoposti a 
Pulsed Field Gel Electrophoresis 

(PFGE)



Pulsed Field Gel 

Electrophoresis



Pulsed Field Gel Electrophoresis

BssHI SalI XhoI



Mappa del Mycoplasma agalactiae



Distribuzione 

Mycoplasma agalactiae



Diagnosi da siero:

Inibizione della crescita



Elettroforesi monodimensionale

e Immunoblotting



• A) SDS-page colorato con Blue di Coomassie

• B) Immunoblotting con siero di pecora con agalassia 

contagiosa

Proteine totali

1      2      3      4       5       6     7
1      2     3     4     5      6     7

BA



Andamento dell’infezione naturale



Proteine di membrana



Analisi predittiva delle proteine

A - Micoplasmi interi

B - Dopo 15’ di trattamento

C - Dopo 30’ di trattamento

D - Dopo 45’ di trattamento



A - Proteine immunogeniche

B - Proteine immunoprecipitate

C - Proteine immunoprecipitate

di  micoplasmi tripsinizzati

Proteine di superficie



Questa lipoproteina 

è l’ “Elongation 

factor”



Mycoplasma agalactiae

Analisi antigeni



Azione degli inattivanti

• Fenolo

• Formalina

• Ipoclorito di sodio

• Calore

• Saponina



Calendario di vaccinazione

• Prima vaccinazione (maggio)

• Seconda vaccinazione (giugno)

• Richiamo-Booster (novembre)

• Challenge (aprile)



Andamento anticorpale 

complessivo

Saponina

Fenolo

Formalina

Ipoclorito di NA

Calore



Diagnosi da siero:

Immunoblotting

Naturale

Vaccino



Mycoplasma agalactiae



Caratterizzazione delle proteine



Immunizzazione di agnelli

• 1 inoculo s.c. con adiuvante 
completo di Freund

• 2 inoculi s.c. con adiuvante 
incompleto di Freund

• 1 inoculo intramuscolo

• Salasso

• Immunoblotting



A                            B

SDS-PAGE IMMUNOBLOTTING

Anticorpi policlonali



Espressione antigenica durante 
l’infezione sperimentale



M        1           2          3                1        2       3       M1    M2

A                            B

Scelta di due proteine: P81 e P55



Biotecnologia applicata

• Sequenza N-terminale della proteina

• Individuazione del gene

• Inserimento del gene o parte di esso in 
vettori di clonaggio

• Inserimento in vettori di espressione

• Produzione di proteine ricombinanti



Identificazione del gene p81



PCR con primers “particolari”

GGAATACAAAGGAATGGGCGACAAGGACAACATAGAG

ATGGGCGACAAGGA

inizio gene



Plasmide per il clonaggio





Induzione degli E.coli



Purificazione



rP80

r-P55

201.000
133.000

83.000 

39.000

31.000

17.000

7.000

M       1        2 M      1      2

A B



Allestimento ELISA

Determinazione della concentrazione

ottimale delle due proteine

Sensibilizzazione delle piastre

Verifica dell’efficacia sia con i sieri

dell’infezione sperimentale che con i sieri

dell’infezione naturale



ELISA con “sieri da campo”

Sieri analizzati: n. 343

Analisi in immunoblotting

ELISA ricombinante

Standardizzazione dei singoli 
passaggi e allestimento di un Kit



Confronto tra due kit



rELISA IMMUNOBLOTTING

• Positivo

• Positivo da infezione

• Positivo da vaccinazione

• Positivo da vacc.+ infezione

• Negativo 

• Negativo



Batteriologia negativa

IB-campioni di latte



Dimostrazione della vitalità dei batteri

• Dimostrare 
l’infettività del 
batterio: il DNA 
può persistere nel 
campione anche 
con batteri non 
vitali (Josephson et 
al. 1993)

+   +   +   - - - -

- DNase

+ DNase (294 U)

+ DNase (490 U)

Culture



Viability



Sviluppare un metodo che 

permetta di differenziare i 

micoplasmi vivi da quelli morti

• Legare a nanoparticelle 
magnetiche anticorpi 
policlonali anti P80 e 
P55 per formare MB-
Ab80 e MB-Ab55



CMC

CMC, N-cyclohexyl-N-(2-morpholinethyl) 

carbodiimide methyl-p-toluensulfonate 

Diluizione 

ottimale 

sieri 

1:1500



Estrazione 

DNA : 

bollitura



PBS

LATTE

LOD= 10-102 CCU/ml

LOD (limit of detection)= 102-103 CCU/ml



Campioni 

di latte:

n=473



Dopo circa 6 ore, siamo in grado di diagnosticare la presenza 
nei campioni di latte di micoplasmi vivi e vitali 





Dal 2004 al 2015

78 ceppi di Mycoplasma mycoides

Sindrome MAKePS (Thiaucourt & Bolske, 1996)



Capre presenti in Sardegna

Capre di razza Marciano-Granadina 

Capre di razza Maltese 



IMPORTANTE

•Identificare e caratterizzare gli isolati

Presenza di micoplasmi nel canale esterno delle orecchie di capre 

sane e nel seme di maschi  asintomatici

(Mercier et al.; 2007; Tardy et al.; 2010; Amores et al.; 2010,2011)







• Tutti i ceppi di M. mycoides subsp. capri
sottoposti a Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE)

ANALISI EPIDEMIOLOGICA



PFGE con BnlI (Tardy et al., 2007)

35 isolati

33 pulsotipi

14750-3940 
13127-26107

Stesso pulsotipo





Arricchimento delle lipoproteine 

con TX-114



Immobilized pH gradient (IPG) /prima dimensione

2D-Gel electrophoresis 



SDS-PAGE

Seconda dimensione 



2DE gel stained by MS compatible



Immunoblotting con sieri di capre

infette naturalmente





Proteome Factory
Magnusstr. 11
D-12489 Berlin

Germany

Sequenza degli spot proteici 

tramite nanoLC-ESI-MSMS





PDC- Complesso della Piruvato deidrogenasi



a) Identificazione mediante PCR

Species
Primers

Fragment 

size (bp) Reference

M. mycoides 

cluster

P1:  5’-TATATGGAGTAAAAAGAC -3’

P2 : 5’-AATGCATCATAAATAATTG-3’ 
258

Hotzel et al., 

1996

Mmc
P4: 5’-ACTGAGCAATTCCTCTT-3’ 

P6: 5’-TTAATAAGTCTCTATATGAAT-3’ 
220

Hotzel et al., 

1996

M. mycoides 

cluster

MMMLC2-L: 5’-CAATCCAGATCATAAAAAACCT-3’

MMMLC1-R: 5’-CTCCTCATATTCCCCTAGAA-3’
1,047

Monnerat et al., 

1999

M. mycoides 

cluster
FusA-F: 5’-TGAAATTTTTAGATGGTGGAGAA-3’

FusA-R: 5’-GGTAATTTAATAGTTTCACGATATGAA-3’ 
781

Manso-Silvan et 

al., 2007





• Allineamento sequenze Mmc GM12  (NCBI, nucleotide ID 256385136) e

Mcc ATCC 27343  (NCBI, nucleotide ID 83319253:275328-277217) tramite 

EMBOSS pairwise alignment algoritm

Scelta del gene 

dihydrolipoyl dehydrogenase (lpdA)

Zona conservata

Zona variabile



• PG3 Mycoplasma mycoides sp. capri

• PG1 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides

small-colony type 

• PG50 Mycoplasma leachii

• CK Mycoplasma capricolum California Kid 

• F38 Mycoplasma capricolum subsp. 
capripneumoniae

PCR applicata ai 

ceppi di referenza



911 bp

PCR-RFLP

Legenda:

1- PG3

2- CK

3- PG1

4-PG50

5- F38

6- PG2

7- KS1



PCR-RFLP: zona conservata

 Sequenza degli amplificati

Scelta degli enzimi mediante digestione in silico con  
http://www.restrictionmapper.org/ 

FastDigest  PstI
FastDigest  SspI
FastDigest  EcoRI
FastDigest  ClaI

15 min a 37°C



PCR-RFLP: zona conservata

Legenda:

1,2,3,7,8,9,11,12

M. capri

4,5,6,10,13

M. capricolum

78 isolati

27
M. capricolum

51
M. capri



PCR single tube: zona variabile

Single tube PCR

M. capricolumM. capri



Dal 2020 nel sito dell’IZS Sardegna pubblichiamo 

le mappe interattive dei ceppi di micoplasmi 

utilizzati per la preparazione dei vaccini stabulogeni



MAPPA INTERATTIVA MICOPLASMI



1) Individuazione delle proteine 

immunogeniche costanti e variabili

100

75

50

37

25

20

15



2) Sequenza aminoacidica delle proteine



2) Sequenza aminoacidica delle proteine

Band 
N°

Protein name NCBI ID Species pI
MW
(kDa)

MASCOT
score

Peptide 
match 

(sequence 
coverage, %)

PSORTb
localization

PSORTb
probability

1 Elongation factor G gi|256383728 Mmc str. GM12 5.29 76.10 2202 53 (63%) Cytoplasmic 9..97

2 Trigger factor gi|256384284 Mmc str. GM12 4.86 49.11 2667 32 (68%) Cytoplasmic 9.67

3
Branched-chain alpha-keto
dehydrogenase subunit E2 gi|516294668 MmmSC 6.42 47.14 995 20 (48%)

Cytoplasmic 9.67

4 Acetate kinase gi|503494753 MmmSC 5.90 44.36 1276 12 (59%) Cytoplasmic 9.67

5
Pyruvate dehydrogenase
Subunit alpha gi|256384125 MmmSC 5.47 41.87 1377 31 (53%)

Cytoplasmic 9.97



Concentrazione delle proteine

immunogeniche



• Produzione di sieri  
positivi per l’allestimento 
di un Kit ELISA.

 Sieri iperimmuni anti-singole 
proteine

 Sieri da infezione 
sperimentale anti-Mmc/Mcc
e M. putrefaciens

Sperimentazione animale:

ai sensi dell’art. 31 del D. Lgs 26/2014

Il Ministero della Salute DGSAF ha concesso l’autorizzazione n° 1265/2015-PR in data 09-12-2015.



M  1 2 3 4 5 6 7 8

 1, 3, 5 = Elongation Factor

 4,6,7,8= Trigger factor

 2 = Branched-chain alpha-

keto dehydrogenase subunit E2

Sieri anti-singole proteine



Siero iperimmune anti-EF



Diagnosi rapida di AC

mediante Lateral Flow



Realizzazione «home-made»

 Disegnare un supporto adatto alle nostre esigenze

 Produrlo con una stampante 3D a filamento termo-fondibile

 Usare prodotti come l’acido polilattico (PLA) che, in base alle 
norme EN 13432, è completamente biodegradabile e 
compostabile 




