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% 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, é stata eseguita
utilizzando i dati estratti dalla BDN dell’Anagrafe Zootecnica




Numeri; 2019

In Sardegna e stato raccolto
i1 68,92% del latte ovino ed
il 57,30% del latte caprino prodotto in ltalia

(9

350 milioni di litri di latte ovino/anno




Agalassia contagiosa

Comparsa
negli anni ‘80
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Agalassia contagliosa: diffusione

e Transumanza

» Abigeato

» (Gestione (Management) inadeguato
» Diagnostica e profilassi carente



Normativa: agalassia contagiosa
degll ovini @ del caprini

f Malattia infettiva

o e diffusiva

> soggetta a
provvedimenti
sanitari




Denuncia delle malattie
infettive e diffusive

Zona infetta da
agalassia
contagiosa

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

E’ compito del titolare
dell’allevamento infetto
custodirli



% Ordinanza del Sindaco

quelli sani;

3. II divieto d1 contatto del personale di custodia con
animali di1 luoghi vicini;

4. II divieto di1 accesso a persone estranee;

5. L'apposizione di cartelli indicanti la malattia a1 limiti
della zona infetta, nonché sulle porte dei ricoveri infetti
situati dentro la zona;
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Regione Autonoma della Sardegna

Assessorato dell'lgiene e Sanita e dellAssistenza Sociale

Decreto n. 54 del 21.10.2009

COUNCIL DIRECTIVE

of 21 December 1982

on the notification of animal diseases within the Community

82/894/EEC

Ovini e Caprini

Bluetongue CRM

Peste dei piccoli uminanti CRM . . segue Ovini e Caprini _ -

Pleuropolmonite contagiosa dei p.r. CRM CAEV (Artrite-Encefalite Virale Caprina) CR

T —— CEM Heartwater disease (Ehrlichia ruminantum) CR

- ~ Malattia di Nairobi CR

Aborto enzootica (Chlamydia ) CR Scrapie CR

Agalassia contagiosa CR Adenomatosi polmonare CR

Visna - Maedi CR Border disease CR
Micoplasmosi diverse da agalassia contagiosa CR
Distomatosi C
Gastro-enterotossiemie C
Strongilosi polmonare ed intestinale C

Allegato 1




* WIVCOPIc ‘Ia I'T1yCOIUE UDSP. 1MMyCcOIUdeE
» Mycoplasma putrefaciens
« Mycoplasma mycoides subsp. capri *



Taxonomic network : Showastree

Bacteria
Firmicutes Classe
Mallicutes )
~ Ordine
MMycoplasmatales s
e Famiglia
M}rcnplanmatin-:l:al: Genel’e
Mycoplasma

Haemobartonella/Eperythrozoon/Ureaplasma

mycoplasma # Wolframalpha




“Pneumoniae’”
group



M.synoviae M.lipophilum

mycoide cluster cluster
cluster




“Manso-Silvan et al., 2009

M.capricolum

M.capricolum SEEE. M. mycoides
subsp. capripneumoniae subsp.capri
capricolum

{M. mycoides
subsp.capri
*
M. mycoides M. mycoides
Mycoplasma Cluster SUbS_Z-
putrefaciens mycoides
Large Colony

Mycoplasma M.mycoides
sp.bovine subsp.
Group 7 mycoides
di Leach Small Colony
Ora M. leachi;

Thiaucourt et al.; 2011
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale Rev 00

della Sardegna Pag. 1di2
COMUNICAZIONE RISULTATI POSITIVI PER MICOPLASMI RESPONSABILI DI
AGALASSIA CONTAGIOSA

Al Responsabile del Servizio Veterinario

di Sanita Animale

agalactiae
capricolum
capri

. putrefaciens

ATS Sardegna ASSL Sassari

serv.sanitaanimale(@pec.aslsassari.it

Oggetto: comunicazione risultati delle rvicerche diagnostiche per agalassia

contagiosa ai sensi del DPR 08/02/54 n. 320

VV VYV
S

Si comunica che dei n.3 campioni di latte, accettazione n. 71430 del 20/10/2021,

[X] 3 sono risultati positivi alla PCR eseguita sul latte per Mycoplasma agalactiae.
Sugli stessi campioni € in corso I'1solamento del micoplasma, per una eventuale

produzione del vaccino stabulogeno.
Si allega rapporto di prova n. 92235 del 22/10/2021

Il Responsabile del Laboratorio di
Microbiologia Molecolare

Dr.ssa Sebastiana Tola
Sebaae Vo

Sassari 22/10/2021



REGOLAMENTO (UE) 2016/429 DEL
PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO

mesi) uno o piu decret| legislativi per
I'adeguamento della normativa nazionale al
regolamento (UE) 2016/429 relativo alle
«malattie animali trasmissibili e che modifica e
abroga taluni atti in materia di sanita animale
(“EU Animal Health Law” / “Normativa in materia
di sanita animale”).



 Vaccinazione



- da siero

» Migliorare il vaccino
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Semina dei campioni di latte

- Siero equino/ serum fraction
- DNA
- Penicillina




Mycoplasma agalactiae




Estrazione del DNA

e ———

e Colturadiunaco
 Estrazione fenolo

Digestione con Hin



plasmidico ___Gene per la
resistenza
agli antibiotici

Molecola di DINA
ricombinante T

Introduzione nella cellula ospite
/ -

Selezione delle cellule contenenti le molecole di DNA
ricombinante tramite un mezzo di coltura contenente I'antibiotico

Figura 5.11
Clonaggio del DNA in un plasmide.

igficia di poia dibas)  principole (4 milioni

di paia di basi)

le molecole di DNA batterico che si
tonomo e contengono geni che conferi-
cifici antibiotici. La maggior parte dei
ma esistono anche plasmidi incapaci di



La banda e sensibile?

Fig. 1. Autoradiograph of a Southe
probed with the 4.5-kb probe. Land
agalactiae strain NU-77; D, M. agd
TE-209;G. M. agalatiae strain BO-
strain TR:420.

Fig. 3. Dot blot hybridization of *-P-labeled 4.5 kb probe against various amounts of total M. agalactiae DNA.
Numbers 1-10 = positive controls corresponding to 500-250-125-60-30-15-7-3,5-1,7-0,8 ug of DNA.

Fig. 2. Autoradiograph of a dot blot hybridization of a4.5-kb DNA probe with DNAs from different Mycoplasma
species. Lane 6= Lambda Hindlll-digested DNA. Lanes: 1, M. capricolum (California kid strain), M. mycoidey
subsp. capri (PG strain ) and M. myeoides subsp. mycoides, (LC) (YGstrain); 2; M. arginini and M. putrefaciens;
3. M. agalactiae PG2 (type strain); 4, M. agalacriae strains TE-103 and TE-290; 5, M. agalactive straing BO-3
and Bo-4; 6, M. agalactiae strains PA-119, TR-420 and AG-403; 7, M. agalactice strains 5S-138, S8-145 and
$8-25; 8. M. agalaciiae strains OR-583 and OR-621; 9, M, agalactiae strains NU-1431 and NU-77.




Sequenza del frammento

——d  pFS6

HD PS

Fig. 1. Restriction maps of the 4.5 kb probe pBT5 and its subclone pFS6
Clal; HD, Hindlll; EC, FcoRIL: BM. BamHI.

S. Tola et al. / Vererinary Microbiology 51 (1996) 77-84
1 TATAACTGCG GTTATATCAT CTCACTTTTG CTCATTAACA ACTGGTCTAG TTAGCTCARA
&1l  ATCATCAATT ATTTTGACAT TTTTTAAGTA TGTTTTGTAT TCTTTATCAG ARACAAAACA

121 TCCAGTTGAA GARACTATCA AAGGTGCTTG AGARATGGCA ATTRAAAGCG AAATTTTTAT

181 TTTATTCATA TGTTTTITGA GCTTAATCTT TAGTTTTTGC TTACTTAARA TAGTAAACAT
241 TTTARAAAARA CCATATAAAC AATATTTAAT TATAARAATT AATTATTTCA TTAATTTTGC
301 AAGMAGGATA AATTGCCATA AAAACGCTAA TTTITGTICCC ATTTTTATGC TCATTTAGAA
361 GATATTCAAA TAATACTAAG TTTAAATATT ATAATTAAAA TGCAATGTGA AATTGTAATA
421 TTAACTATTA CAATACGCGC ATTGCACATA ARAAATATTTA AGGACATATT ATGAATARGA

481 AAAATAAATT AATGATTGGA CTTTCTTCTG CAACTATCCC TATTTTTG

Fig. 2. Nuclcotide sequence of the 528 bp DNA fragment. The sequences corresponding to the primers used
for PCR are shown underlined.
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Corsa elettroforetica

>

1234567890N1RBMK




Applicazione della PCR ai campioni di latte

20 8. Tola et al. / Veterinary Microbiology 54 (1997) 17-22
Table |
Results from cultute and PCR of sheep milk samples in groups 1 and 2

Group | Group 2

culture PCR culture FCR
Posilive 153 175 0 0
Negative 204 182 87 87
Total 357 357 87 87
20000 ¢ MR, O L




» Diagnosi di Agalassia Contagiosa
DOPQO 5-6 ORE



Veterinary Microbiology 41 (1994) 355361

A species-specific DIN A probe for the detection of
NMyvcoplasrmria agealacriae

S. Tola™, P. Rizzu., G. Leori
R g S SR, -

Meterinmary hMiicrobiolavges SE 1996 77T —84

Rapid and specific detection of Advcocoplasrrica
agalacrice by polyvmerase chain reaction

S. Tola . G. Idini. ID. Manunta, . Galleri. A. Angsioi,
2 .M. Rocchigiani, (G. I _eori

Weterinary Microbiology 5S4 (1997) 1 7-22

Detection of Mycoplasma agalacriae in sheep milk
samples by polymerase chain reaction

S. Tola ", A. Angioi, A.M. Rocchigiani, G. Idini, ID. Manunta.
SG. Galleri, GG, L.eori

Iseirrere Zoopraofilartico Sperirneritale delfla Sardegra “ G Pegrefifi' . Via Ouwcoa degli Afrruzzi No. 8, QOF T
- ———

Molecular

and Cellular
Probes

woww . elsevier com/locatedymepr

Molecular and Cellular Probes 19 (2005 207—212

Rapid differential diagnosis of Mycoplasma agalactiae and
Mycoplasma bovis based on a multiplex-PCR and a PCR-RFLP

A. Foddai®, G. Idini®. M. Fusco®, N. Rosa®, C. de la Fe®, S. Zinellu®. L.. Corona®. S. Tola™™

Msriture Zooprofilatiico Sperimenale detla Sardegna "G Pegreffi’. Via Duca degli Abruz=i & 07100 Sassari. froaly
"Unit of Epidemiology and Preventive Medicine. Veterinary Faculty, University of Las Palmas, Las Paimeas de Gran Camaric. Spain
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APPENDIX A. SCHEMATIC DIAGRAM OF THE CHEF SYSTEM
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CHEF APPARATUS

GILBERT CHU, DOUG VOLLRATH, RONALD DAVIS
BIOCHEMISTRY DEPARTMENT

STANFORD UNWERSITY
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Pulsed Field Gel Electrophoresis

Xhol




Fig. 1. Rd
Fragments
separated if

S. Tola et al. /Veterinary Microbiology 80 (2001) 121-130

Mycoplasma
agalactiae PG2

945 Kb

Fig. 2. Physical map of the M. agalactiae PG2 chromosome showing BsiWI, Xhol, EclX1, Smal and Sall

restriction sites. Restriction fragments are identified by numbers, as described in Table 3. Enzyme recognition

sites and mapped genes are indicated outside the circle.




MICROBIOLOGY
LETTERS
FEMS Microbiclogy Letters 143 (1996) 259-265

Comparison of Mycoplasma agalactiae isolates by pulsed field gel
electrophoresis, SDS-PAGE and immunoblotting
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Comparison of Restriction Pattern Polymorphism of Mycoplasriia
agalactiae and Mycoplaswma bovis by Pulsed Field Gel
Electrophoresis

S, TorA*, G IpiNe, AL M, ROCOCHIGIANL DL MANUNTA, P. P. ANGIOL S, Rox A, WL CeReeIen
and G, Liorl

veterinary
microbiclogy

o | Be

ESEVIER Vererinary Microbiology 80 (2001} 121130

wiww.elsevier.coms/locate/vetmic

A physical map of the Mycoplasma agalactiae
strain PG2 genome

Sebastiana Tola , Graziano Idini, Angela M. Rocchigiani,
Stefano Rocca, Daniela Manunta, Guido Leori
Istiture Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna G, Pegreffi™. O7 1N Sassari. fralv
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Diagnosi da siero:
Inibizione della crescita




di pesc 1
molecolare

Denaturazione
delle proteina
(SDS)

e caricamento
del gel

Standard Campione Campione
2

BM. 1 2

Y

Trasferimento dei peptidi dal gel
auna membrana di nitrocellulosa
mediante elettroforesi
perpendicolare alla

p‘rin/

Visualizzazione delle
bande antigeniche

e confronto con i p.m.
evidenziati mediante
clonazione specifica

Migrazione elettroforetica

2L

Separazione degli
antigeni proteici
mediante
elettroforesi in gel

Aggiunta degli anticorpi
specifici coniugati
con un enzima

Aggiunta del substrato
con sviluppo della
reazione enzimatica

SDS—poliacrilamide




Proteine totall

« A) SDS-page colorato con Blue di Coomassie

« B) Immunoblotting con siero di pecora con agalassia
contagiosa




Andamento dell’infezione naturale

=







Analisi predittiva delle proteine

Class |

. " 80 . Y e e _— — — — —
Figure 2. Structural types of integr 759 ate e — —
of their mass is embedded in the bil 55
carbohydrate mu‘jczy attached to th 80 - — —— — — N — G — — e e B S
the bilayer by a single transmembra
acyl and/or diacylglycerol moieties «
three categories of protein contain as




Proteine di superficie

A - Proteine immunogeniche
B - Proteine immunoprecipitate
C - Proteine immunoprecipitate

di micoplasmi tripsinizzati




Questa lipoproteina
e I’ “Elongation
factor”




MICROBIOLOGY
LET.

ELSEVIER FEMS Microbiclogy Letters 154 (1997) 355 362

Characterization of membrane surface proteins of
Mycoplasma agalactiae during natural infection

Sebastiana Tola * *, Daniela Manunta *, Monica Cocco *, Franco Turrini ",
Angela M. Rocchigiani *, Graziano Idini #, Antonio Angioi *, Guido Leori #
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FEMS

MICROBIOLOGY

Letters
F'LSEV]ER FEMS Microbiology Letters 202 (2001) 4550

wawvw fems-microbiolagy . ory

Sequence, cloning, expression and characterisation of the 81-kDa
surface membrane protein (P80) of Mycoplasma agalactiae

S. Tola #**, S, Crobeddu %, G. Chessa #, S. Uzzau P, G. 1dini . B. Ibba *, S. Rocca *
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Azione degli inattivanti

Fenolo
Formalina
lpoclorito di sodio
Calore

Saponina







Andamento anticorpale
complessivo

Saponina

nm
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lpoclorito di NA
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Diagnosi da siero:

Immunoblotting

Naturale

E F BN mpam
i 1B




FATRO ITALIA - VACCINI (OVINI)

OVAX® AGALASSIA Vaccino inattivato contro 'Aborto Enzootico degli ovinl

lactiae using
COMPOSIZIONE

Una dose (2ml) di vaccino contiene: colture . Angioi, G. Leori

inattivate d| Mycoplasma agaiactiae 10% UCC*
Adiuvante: saponina 6 mg.
*UCC= Unita cambiamento di colore

i, frady

SPECIE DI DESTINAZIONE

© —

prw.elsevier.com/locate/vaccine

Field trial of two dual vaccines against Mycoplasma agalactiae and
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (large colony type) in goats

Christian de la Fe®*, Patricia Assun¢io @, Pedro Saavedra?, Sebastiana Tola®,
Carlos Poveda?®, José B. Poveda?

& Uinidad de Epidemiotogia v Medicing Preventiva, Facultrad de Vererinaria. Universidad de Las Patmas, Trasmontaia sin. 35416 Arucas, Spain
b fsritute Zooprofitattico Sperimentale della Sardegna “G. Pegreffi”. via Duca degli Abruzzi 8, 07 100 Sassari, Italy

Received 29 June 2006; received in revised form 2 August 2006; accepted 23 November 2006
Available online 8 December 2006




Caratterizzazione delle proteine

pi0 p55 p50 pd3 pd0




Immunizzazione di agnelli

1 inoculo s.c. con adiuvante
completo di Freund

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

1 inoculo intramuscolo
e Salasso
* Immunoblotting




Anticorpi policlonall

SDS-PAGE IMMUNOBLOTTING
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Scelta di due proteine: P81 e P55




Biotecnologia applicata

« Sequenza N-terminale della proteina
 Individuazione del gene

* Inserimento in vettori di espressione
* Produzione di proteine ricombinanti




—

ma-mp81-A (F) ma-mp81-B (R)

ma-mp81-B (I:( ma-mp81-B (R)

ma-mp81-B fragment (1,014 bp)

ma-mp81-A fragment (1,491 bp)

ma-mp81 gene (2,166 bp)
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Plasmide per il clonaggio
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Induzione degli E.coli

‘“\h.ﬁﬂa‘i.



Purificazione

Native conditions -Q’ Denaturing conditions

>
rd

o

Tris or phosphate Phosphate buffer, pH 8
buffer, pH 8 g’ Cell 8 M urea or 6 M GuHCI
300 mM NaCl @ lysis T~ /) {imidazole optional)

10-20 mM imiduzo% ‘& ?
’

3060 min = 15-30 min
(Batch or column format) MNi-NTA li Bind (Batch or column fermat}

|

Wash

20-50 mM imidazole ‘/P pH 6.3

g @ -~ "> pH 5.9 or pH 4.5
100—-250 mM ?
imidazole i = ‘g'} f P

Pure éxHis-tagged protein




17.000
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Allestimento ELISA

= 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”

= ELISA ricombinante

= Standardizzazione dei singoli
passaggi e allestimento di un Kit



Confronto tra due Ki

Bommeli vs P80+P55 measurements
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e Positivo

* Positivo da infezione
» Positivo da vaccinazione
 Positivo da vacc.+ infezione
* Negativo

* Negativo



Batteriologia negativa

|IB-campioni di latte



Dimostrazione della vitalita dei batteri

batterio: il DNA
puo persistere nel
A campione anche
con batteri non
vitali (Josephson et
al. 1993)

+ DNase (294 U)

+ DNase (490 U)

Culture
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magnetiche anticorpi
policlonali anti P80 e
P55 per formare MB-
Ab80 e MB-Ab55



Magnetic core ~-_  Antibodies

Diluizione
ottimale
sieri
1:1500

CMC, N-cyclohexyl-N-(2-morpholinethyl)
carbodiimide methyl-p-toluensulfonate



SENSIBILITA’ DEL METODO IMC-PCR

Geographic origin
Isolate Year of (Region/Province)
1solation

PG2

PA119 1993 Sicily/Palermo

TE290 1993 Abruzzo/Teramo
338 1994 Sardimia/Cagliari
1852 2012 Sardinia /Nuoro

70976 2013 Sardinia/Sassari




LOD= 10-102 CCU/ml




Culture +
(m=296)

Campioni
di latte:
n=473

IMC-PCR +
(n=287)




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

Sindrome MAKePS (Thiaucourt & Bolske, 1996)



Nell’azienda agricola
della famiglia Coni
questi animali sono
stati introdotti

per affiancare
I"allevamento ovino
e bovino. Oggi sono
una passione coltivata
con grande attenzione
alla selezione genetica
e allo svezzamento

dei capretti

di
ELENA GARELLA

a famiglia Coni & dedi-
L ta all’allevamento da

quattro generazioni @
ha scettro di allevare la peco-
ra sarda per la produzione di
latte e Ia Bruna e la razza Sar-
bovini da carne.

da come

superfice: 250 ettari di cui:
« 150 ha boschive come pascolo brado per i bovini
- 30 ha pascolo cespugliato usato per bovini e ovini secondeo il periodo dell'anno

Capre Saanen
grandi lattifere
a Nurallao

A Mario Coni con una delle sus capre Saanen.

Farte di un‘azienda di gran-
de estensione, 250 ettari, ric

ca di una zona boschiva, do-
ve | bovini sono tenuti a pa-
scolo brado o una
cespugliosa per il pascolo
degli ovini. Per una sorta di

70 ha seminative in rotazione:

= 10 ha frumento, granella

- 60 ha a loletto (70%) e trifoglio (20-30%)

2001 &5

ymmessa legata all’esigen-
di sfruttare a pieno il coef-
iente d'allevamento, data

grande nel
tato introdotto un nu

estensione,

cleo di 30 capre Saanen, scel-

grandi  lagtife-

RAZIONAMENTO
Capre in lattazione
4 kg di unifesd/capo

di_cui:
- 2 kg insilato mais
= 1 kg fies

E.lpﬂmlh-

fieno di loietto a volonta

0,6 - 0,7 grammi
dl concentratolcapo
(flocco di mais o

mangime pellettato

re. “L'allevamento delle altre
specie animali, spiega Mario
“oni, ni-stabulativ
tre le capre possono es
allevate in stab
completa ¢ ci permettono
gestione  razionale e
semplice. A livello interna
zionale & una delle razze pin
selezionate al fine del miglio-
ramento delle performance
riproduttive e produttive.”
11 latte di capra & intera:
mente venduto a una coope-
rativa che lo imbusta per il
consumo alimentare e I'in
tenzione dell

pzione

una

tizzare al meglio i costi di ge
stione.

FACILI ALLA MUNGITURA
MECCANICA
Le capre sono munte mecca

® Supplemento INFORMATORE ZOOTECHICO & n. 20 / 2008 & ” 25

Capre di razza Maltese




|ldentificare 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)
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ANALISI EPIDEMIOLOGICA
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PFGE con Bnll (Tardy et al., 2007)

35 isolati
33 pulsotipi

S

Stesso pulsotipo

14750-3940
13127-26107
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Arricchimento delle lipoproteine

con TX-114

1solate 49055 74751 14349 22200 PG3
M1234567‘_89 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

250KD 3
L]
14BKDa —— j

60KDa ——

A2KDY e

B
By i -
22KD8 —
17Kda
6xDs a5
aKDa 7

A B

Fig. 1. SDS-PAGE and Western blot analysis of 4 Mycoplasma mycoides subsp. capri isolates and Reference strain PG3. (A) Comassie G-250-stained gel of
whole cell proteins (lanes 1-3-5-7) and TX-114 phase proteins (lanes 2-4-6-8) from Mmc isolate 49055 (lanes 1-2), Mmc isolate 74751 (lanes 3-4), Mmc
isolate 14349 (lanes 5-6) and Mmc isolate 22200 (lanes 7-8). Lane 9: whole cell proteins from Reference Strain PG3. (B) Western blot analysis of the same
isolates and PG3 against pooled sera from naturally infected goats. The numbers on the left indicate the molecular weight standards (kDa).




Preparation

2D-Gel electrophoresis

of IPG Strips

adient required, and run Fesults

hre ensured, without

hcity.
Integrated cooling system and power
supply accurately control tempera-
ture and voltage for reproducibility
within and between runs.

imized focusing times with
F 8000V power supply.




SDS-PAGE
Seconda dimensione




2DE gel stained by MS compatible

I i




Immunoblotting con sieri di capre
infette naturalmente
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Sequenza degli spot proteici
tramite nanoLC-ESI-MSMS

Magnusstr. 11
D-12489 Berlin
Germany




aseIdjsuenjAsoquoydsoyd
L6'6 dnwseidoif) (%L€)01 €IS 9761 629 TIND SN 697¥8£9ST/I3 UIUIPY 1792
aseNpaIoze-HAyN
0§'L duuseidoif) (%€S) ¥l L0L 6T°TT 8¥'S TIND SWN G9/£859ST/18 Juapuadap-NI 6T
£66 Mwseidorf) (%6%) 61  6SL ¥H1T 76 TIND IS IWN Ser8e9sis aseyeydsoydip druegiouj VT-€C
1 1032
£66 twseidoif) (%96)81 986 [STE LPS TIND IS IWW 19868595718 uone3uo[d uone[SueI] i
JSEINPal
apIxoj|ns
06, dnuseidoif) (%00)91 9L SLSE SPS  [DdJSWwp  667195ZH!18 utuorylaw apndag 17
£66 dMwsedof) (%6211 b9 [F6F TS TIND NS IWW $SIp89cz/id  asereipAy ayeanifdoydsoyq 0Z-61
05, dnusedolf) (%6p) 61 674 19°GE 9¥C TIWD ‘NSIwp 7186896718 aseigjsuenjiaoe eydsoyq 81-L1
ureyp eydie
(Buruaysuen-jf1aae)
£66 dnwseidoif) (%6S) 1€ LLED [81F (V'S CTIND JSWWN SZ1H8E9STIE aseuasoIpAyap areanifg 91-G1-¥1
067 duusejdoii) (%68)0v  £997 116V 98% ZIWD IS Wy 8Treease/is 10)0ej 193311 ] €1-71
aseldjsuenjAiaoe
L9 duseidorf) (%9€) L1 S66 69 79 TIND DSIWN 10¥P8E9STII8 apiwreodijoIpAylq  11-01-6-8-L9
- umowyup (%££) 08 8EE1 06TL SOL TIWD ‘SN 76Ev8E9STIS ISR[0JINSURI] ¢y
£6%6 duuseidoif) (%€9) €6 Z0TT 01'9L 6TS TIND S IWy 87/£85957/18 D 10378) uonRSUOR UOHR|SURI] £
L66 duwuseidolf) (%06)0€  GELL SL'L9 €SS ZIWD DSAWN 9E168E9ST/I8  aseuasorphyap [fodijoipAyiq il
(% ‘a8e13A0D
Aniqeqoxd  uonezifedo]| duanbas)  a100s (eqy)
qI¥0Sd  qu¥0osd yxew apndag JOOSYW MIN  d sanads ar 19N AW uRjoIg ‘ou Jodg

‘51803 pajddjur Afjenjeu wolj wnias suisn sayejost Ldpo “dsqns saproadw nwspjdoddpy pajood § Jo surjold aalpLAIOUNWLL JO UOLRIYIIUP]
1 9lqeL




PDC- Complesso della Piruvato deidrogenasi

Chikelroedipedl

; A M
'l'” 1 \ ieidrogenas ADH + 1
CH,— C—Tpp §— (Eq) —FMJ
Idrossietil- R
TP Lipoamide
Piruvasn MHidroliped )
deidrogenasi cransacetilas I-I.H'—-:,;
[Ey] Bzl ]
‘_,./ i (1]
TFP - A i
Firuvato . J. CH;— O —8—Cad
HS % Avetil-CoA
K CuA
Aeetil-diidrol ipoamide
Molecular Microbiclogy (2002] 4604}, 1041 — 1051
Elongation factor Tu and E1 B subunit of pyruwvate
dehydrogenase complex act as fibronectin binding
proteins in Adfycoplfasma prewrmoniae
Shatha F. Dalle. T. R. Kannan,* Mark W. Blaylock and INFECTION AND IMuLeTy, July 2008, p. 31163123 Vol 76, No. 7
Joel B. Basaman™ O0IELBEETAESIRN0+1  dod 101 E2ELALNTI0E
OF T s Fioalit Scionce Cortor at S Ak San Copyright £ Z0, Americun Socicty for Micmbialogy. All Sights Reserved.

Mmoo, TX-Fazzo, LiSa

The Surface-Exposed Carboxyl Region of Mycoplasma pneumoniae
Elongation Factor Tu Interacts with Fibronectin”

Sowmya Balassubramanian, T. B, Kannan, and Joel B. Baseman®

Deparmes of Microbivdogy and Trerusiology, The Usiversioe off Texas Healih Scieace Cenier ar San Anionii,
T3 Flond Cuard Divive, MC 7758, San Avsonio, Texas TE220- 300




Fragment

FusA-R: 5-GGTAATTTAATAGTTTCACGATATGAA-3’

Species Primers size (bp) Reference
Hotzel et al.,
. mycoides P1. 5-TATATGGAGTAAAAAGAC -3 e G
cluster P2 : 5-AATGCATCATAAATAATTG-3’
Hotzel et al.,
P4: 5-ACTGAGCAATTCCTCTT-3" e e a
Mmc 220 1996
P6: 5-TTAATAAGTCTCTATATGAAT-3’
. mycoides MMMLC2-L: 5’-CAATCCAGATCATAAAAAACCT-3’
Monnerat et al.,
cluster 1,047
MMMLC1-R: 5-CTCCTCATATTCCCCTAGAA-3’ HERe
. mycoides
FusA-F: 5-TGAAATTTTTAGATGGTGGAGAA-3 Manso-Silvan et
cluster 781

al., 2007
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Scelta del gene
dihydrolipoyl dehydrogenase (/pdA)

Allineamento sequenze Mmc GM12 (NCBI, nucleotide ID 256385136) e
Mcc ATCC 27343 (NCBI, nucleotide ID 83319253:275328-277217) tramite
EMBOSS pairwise alignment algoritm

Tabie 1

Digumuciectide primers used in this study.
Target Sequence Fragment Bef=rence
size (i)
Jud- Fesh R T81 Mansn-Sikean
N TCAANTTTTTACA TO TG GAGHA- i al. HEIT
Fresh-K:
AT AT T TCAC CATAT - T
Ipad.  _LPDCLE: g1 This sy
AT ANGCTCTTGCTTTAG-T
[FOLC-R-
I AR TAATATGTGCACCTM-T
| | PO S62r281  This study . .
re & CATGEAAAAGATOAMITGG- T ' Zona variabile
| POLR:

S -TIGTTLTTCAGTTTINCCT. T




PCR applicata al

ceppl di referenza

« PG1 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
small-colony type

« PG50 Mycoplasma leachii
- CK  Mycoplasma capricolum California Kid

- F38 Mycoplasma capricolum subsp.
capripneumoniae



Fiz. 1. FCH profile of the ditydmipoy] dety dmgenase [ipdA) geo= abizined from
sewven Mycopleons rference strains. Amplification conditions were initial denatur-
ation for 5 min at 95 *C fottowed by 10 cpcies of | min & 95 °C, 1 min at 56 °C anot
1.5 mim at 72 *Cwith a final exiension step of 10 mim a1 72 *C Amplicons were re-
sofved by electmphoresis in 1E agaross peis, stakmesd with SybrSa= DNA gel szain
{Imeitrogenl Type and rderence straine Lane L M. mryomdes subsp. rposdfes L ype;
lane 2 A opncotum subsp copricobem CK; lane 3, M oyonides FGT; 1ane 4 M. bovine
groam 7 PGS, lame 5, M. coprimtes subsp. copnpn eemosiar F38; tane 5, M. opoloctior
PLAT and lane 7, M. putrefecms KRIT. Lane M, marker VI {Bache)

-RFLP

Legenda:
1- PG3
2- CK

3- PG1
4-PG50
5- F38
6- PG2
7- KS1




\FLP: zona conservata

http://www.restrictionmapper.org/

»FastDigest Psil
»FastDigest Sspl 15 min a 37°C
»FastDigest EcoRlI
»FastDigest Clal




-RFLP: zona conservata

TR 9 10 11 12 13 M

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

M. capri
* 45,6,10,13
M. capricolum 27

BN RS
P B ELEAAM

Fg. 1 Resirictioniragment lengih polymomphism [RFLP) patterms of PCR prodisces M' CaprICOIum

froom the dpd pemeof 11 Seid sl s aned referenee straies aier & gestion with Pl
Sxpl, Erolll amd Clol ereymes. Panel A fragmends were separated by 125 SD5-PAGE
#rl Fanet B: fragments were sepamated by 2% agamse gei. lolates 55004 (e 13
T4751 flane 2}, 11256 {lane 3], 36004 fane 41, 4107] {lame 5, B1283 (ame B} Z865
(Lane 7y, BBEZ (lane 8, 13127 {lane O, 18622 Mlame 10) and 19002 (ane 11}
M. myroides sobsp. oyoides LE bype strain {lane 12y and M. orpricohim subspo
oxprioium T {lane 13 Lane B marieer VI | Roche].




' single tube: zona variabile

m 11 1% 13

M. capricolum

Fig 4 MRamplificatios of 11 field isolates and reference slraies using the primers
set LFILFLFEL R The amplifiction conditions used m this study were a5 follow s:
initiai denaturation at 25 “Cior 5 miin fofowed by 30 cycles of 1 min.at 85 52 1 min
4t 500°0 and ¥ min at 72 °C with a finad 1 min extension sep a2t 72 *C The amgpil-
fed samples were subjecied o slecrophoresis on 2% agamess gel lsolabes 550504
(Eamee 11, TET 5] (lame 2% 11256 Aane J), ZE509 (lane 4L 4 LT | (lane 53 B350 (ko
61 IE6E (ame 7 F0E2 (lape 51 13127 (ume 9, 1BE2E (lane FI) amd EHEE (tane
113 M. myroides subsp. mmpootdes LT type straim (Tame FX) amd M. opriondum sabsp.
% CKT {lane 137 Lame M, marker VI [Rocse).

Single tube PCR




Dal 2020 nel sito dell’'lZS Sardegna pubblichiamo
le mappe interattive dei ceppi di micoplasmi
utilizzati per la preparazione dei vaccini stabulogeni

Aggiornamento al 31 Agosto 2021 delle mappe
interattive per localizzare nel territorio regionale i
focolai infettivi

Aggiornamento al 31-08-2021 delle mappe interattive per localizzare nel territorio regionale | focolai di
agalassia contagiosa, di mastite stafilococcica e streptococcica, di colibaccilosi, di pasteurellosi e di
salmonellosi.

® Mappa interattiva: Micoplasmi isolati in Sardegna nel 2020-2021

e Mappa interattiva: Staphylococcus aureusisolati in Sardegna nel 2020-2021

e Mappa interattiva: Stafilococchi coagulasi negativi isolati in Sardegna nel 2020-2021
e Mappa interattiva: Streptococchi isolati in Sardegna nel 2020-2021

® Mappa interattiva: Salmonella abortusovis isolati in Sardegna nel 2020-2021

® Mappa interattiva: Pasteurella e Mannheimia isolati in Sardegna nel 2020-2021

e Mappa interattiva: Escherichia coliisolati in Sardegna nel 2020-2021
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CEPPO & Myc.agalactiae @Mycm.capri

B 2021 Microzoft Corporation Terms

Mughedu San Micold
NUGHEDU SAN NICOLO'
Muaro

MNuoro

Oniferi

Crotelli

COrotelli

Qschiri

Qzieri

Ozieri

Qzieri

Ozieri

Ozieri

Ozieri

Qzieri

Qzieri

Myc.agalactiae Qvino 325/ Myc
Myc.agalactiae Ovino  359/Myc
Myc.agalactiae Caprino 326/Myc
Myc.agalactiae Ovino 327/ Myc
Myc.agalactiae Cvino 320/Myc
Myc.agalactiae Ovino  330/Myc
Myc.agalactiae Cvino 360/Myc
Myc.agalactiae Ovino 331/ Myc
Myc.agalactiae Qvino 319/Myc
Myc.agalactiae Owvino  321/Mye
Myc.agalactiae Ovino 324/Myc
Mycagalactize Ovino  332/Myc
Myc.agalactiae Ovino 335/Myc
Myc.agalactiae Cvina 337/Myc
Myc.agalactiae Cvino 338/ Myc
Myc.agalactiae Ovino 339/Myc

20 T
Seleziona Comune
Tutte »
COMUNE Ceppo Specie  N° Ceppo .
-
BEMETUTTI Myc.agalactiae Cwino 349/Myc
Codrongianus Myc.agalactiae Ovino 318/ Myc
CUGLIERI Myc.agalactiae Caprino  357/Myc
Flussio Myc.agalactiae Ovino 322/Myc
Irgali Myc.agalactiae Caprino  328/Myc
Irgoki Myc.agalactiae Ovinao 329/Myc
Ittiri Myc.agalactiae Caprino  354/Myc
Ittiri Myc.agalactiae Ovino 344/Myc
Ittiri Myc.agalactize Cvino 345/ Myc
Lodé Mycagalactiae Caprino 323/Myc
Lode Myc.agalactiae Ovino 333/Myc
Lode Mycagalactize Ovino  334/Myc




1) Individuazione delle proteine
immunogeniche costanti e variabili




2) Sequenza aminoacidica delle proteine

{screncs

Protein View

Match to: gi|526880545 Score: 2539
trigger factor [Mycoplasma mycoides]
Found in search of E:\mgf\LTQ 151103B IZS_Sample3.mgf

Nominal mass

(My) :

49110; Calculated pI wvalue:

4.86

NCBI BLAST search of gil|526¢880545 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Fixed modifications:
Variable modifications:
Cleavage by Trypsin:

Sequence Coverage:

Carbamidomethyl (C)
Deamidated (NQ),Oxidation (M), Phospho
cuts C-term side of KR

Matched peptides shown in Bold Red

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MIFAQEKFVD
PESETAKYLT
SDREIVIDFI
FAMQKEKQAD
PGFEDSMIGL
AKDDELVKDL
KNSEFQIPKT
ELKSDATHR T
KSLIDNQATIK

QGQGKWTVTI
PIKIYNEAFK
FDLVLELKVG
DQIQKGDIVT
KVGENQEINV
NLPDITTYEQ
IIERQIKDVK
KSFLVASEIK
HQVESELLET

= e i

QDDQWTEFLK
IVVKPAFDFA

EYRNITTVEK
FDFKGYVDDQ
KFPEEYIPSL
LEQKVKQDVL
KEFEDQLAQQ
NEKENIVASEE
FIFENNGN

KAKNRLKANL
LSQENKIQND
PVVEVNQEDV
AFEGGEAKDF
AGKDAKFVLN
EQKTKISKSE
KITLDKYKEI
ATNAKFEEFA

vors Mascot Search Results

VVPGFREKGEKA
NSPTPVIVEKV
DNVIDMYRSR
VLEIGSNQFEV
IKNIREKILP
FVESIIDEII
TKITQEEIDE
NLYGIEAEKI

(sT)



2) Sequenza aminoacidica delle proteine

Peptide
I MW  MASCOT match PSORTDb PSORTDb
Species p (kDa) score (sequence localization  probability

coverage, %)

Protein name NCBI ID

4 Acetate kinase gi[503494753  MmmSC 590 4436 1276 12(59%)  Cytoplasmic 9.67



Concentrazione delle proteine
Immunogeniche




Sperimentazione animale:
al sensi dell’art. 31 del D. Lgs 26/2014

* Produzione di sieri
positivi per I'allestimento
di un Kit ELISA.

% Sieri iperimmuni anti-singole
proteine

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

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




Sieri anti-singole proteine

h - ;‘

Dr. Gavino Marogna-IZS- Veterinario
responsabile dell’esecuzione degli
esperimenti




Siero iperimmune anti-EF
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Diagnosi rapida di AC
mediante Lateral

3. Running the sample in a test cassette

Internal Unb_ound

Capture
Labeled P Control conjugates
Antibody ihitha
Antibody Antibody
absorbent
Antlbody : Kt

Sample Pad




Realizzazione «home-made»

» Usare prodotti come I'acido polilattico (PLA) che, in base alle
norme EN 13432, &€ completamente biodegradabile e
compostabile







