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Patrimonio zootecnico della Sardegna

e Capre*
281.569

* Bovini da latte*

48.944

In Sardegna viene raccolto il 68,92%
del latte ovino ed il 57,30% del latte
caprino prodotto in Italia.

*Sardegna Agricoltura, 2019.
https://www.sardegnaagricoltura.it/index.
php?xsl=4438&s=413001&v=28&c=6039&
vd=1




Negli

, € responsabile prevalentemente di infezioni

mammarie (IM). La mastite pud svilupparsi in una forma acuta (mastite

gangrenosa), che spesso porta a morte 'animale colpito.




_ Vaccini stabulogeni e autovaccini

* Ministero della Sanita
Decreto 17 marzo 1994 , n. 287

Regolamento recante norme sulla
produzione, I'impiego ed il controllo dei
medicinali veterinari immunologici
inattivati, aventi caratteristiche di vaccini
stabulogeni ed autovaccini.

Il vaccino e composto dal pellet di una coltura di S. aureus risospeso in
fisiologica, inattivato con formalina e adiuvata con idrossido di
alluminio




Vaccino Stabulogeno

Immunizzante preparato con microrganismi patogeni e/o
antigeni isolati da animali colpiti dalla forma infettiva
dominante in quel determinato allevamento.

Sono impiegati per vaccinare gli animali di tale allevamento
e/o animali di allevamenti dello stesso territorio, qualora
ritenuto opportuno per documentati motivi_epidemiologici




Nota del Ministero della Salute del 2015

e Priorita ai presidi immunizzanti regolarmente autorizzati con
procedure nazionali o comunitarie e disponibili per le varie
esigenze del territorio.

e La produzione di stabulogeni, in presenza di vaccini
commerciali, puo essere giustificata dall’ unicita degli isolati
ottenuta mediante la loro tipizzazione



Vaccini commerciali disponibili per i

piccoli ruminanti

* Vimco~ (Hipra, Spagna), costituito da coltura
inattivata di S. aureus produttore di biofilm

* Ovax M.G.S. (Fatro, Italia), costituito da coltura
di S. aureus inattivata e adiuvata con idrossido
di alluminio contenente a e B emolisine



Isolati

9

9

13

4
1990 15
1991 35
1992 7
1993 8
1994 18
1995 13
1997 7
1998 27
1999 51
2000 43
2004 1
2005 3

Tipizzazione degli isolati di S. aureus

che circolano in Sardegna

Anno |solati
2007 4
2008 3
2009 6
2010 5
2011 5
2012 13
2013 6
2014 12
2015 13
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Antimicrobico resistenza (AMR)

1- penicillina (PEN, 10 U.L.)
2- streptomicina (S, 10 pg)
3- novobiocina (NV, 30 pg)
4- oxacillina (OXA,1 ug)

5- kanamicina (KAN, 30 ng)
0- gentamicina (GEN, 10 ng)
7- eritromicina (ERY, 15 pg)
8- trimethoprim-sulfametoxazolo (SXT, 25 ug)
9- cefalotina (CEL, 30 pg)

10- ampicillina (AMP, 10 pg)

11- amoxicillina-acido clavulanico (AMC, 30 pg)
12- tetraciclina (TET, 30 ug)




Antimicrobico resistenza (AMR)

,Mn : T CLINICAL AND
o) // LABORATORY
STANDARDS
- “sensibili”, “intermedi” o “resistenti” INSTITUTE .

- Oxacillina: breakpoint < 17mm = 0,5 pg/ml MIC breakpoint

- PCR gene mecA (primers mA1-mAz2, Kondo et al., 2007)



Year (n° of isolates)

1986 (1)
: 1998 (1), 2000 (1), 2011 (2)
} : AMP/PEN (n=8) 1991 (1), 1998 (1), 2000 (1), 2009 (1), 2014 (1),
&S 2015 (3)
TET (n=13) 1987 (1), 1994(1), 1995 (2), 1998 (1), 1999 (2),
2000 (1), 2006 (1), 2011 (1), 2012 (1), 2015 (2)
L AMP/PEN-TET 2015 (1) L_9.7%
Sensibili: -
o
90.3 A) AMP/PEN-AMC 2007 (1), 2013 (1)
AMP/PEN-S-TET 1999 (1)

2 Antibiotic abbreviations: CN (gentamicin), S (streptomycin), AMP (ampicillin), PEN (penicillin), TET (tetracycline), AMC (amoxicillin/

clavulanic acid), KF (cephalothin), ERY (erythromycin), KAN (kanamycin), OXA (oxacillin).

v| Campione 1496 proveniente da Orotelli/Nuoro




Risultati del campione 1496 MRSA

SCCmec typing

2- MRSA SCCmec type Il
3- MRSA SCCmec type Il
4- MRSA SCCmec type IV
5- MRSA SCCmec type V
6- MRSA SCCmec type VI
PCR gene mecA 7- MRSE B98

8- MRSA 1496

286 bp g B B B e S e -

SCCmec types |, I, lll, 1V, V, VI gentilmente forniti dalla prof. ssa

Laboratory of Microbiology and infectious
Diseases, The Rockefeller University, N.Y.




Resistenza in Staphylococcus aureus

Geni coinvolti

Type I(1B)
(NCTC10442)

COMMENTARY 4
10 kb

Type 11(2A)
(N315)

. . Type I1I(3A)
% ccr (cassette chromosome recombinase) (85/2082)
“;=' Tnis4
gene complex/mec gene complex S S
Type IV(2B)
(CA05)
TABLE 1. SCCmec types identified in 5. aurens Type IVQB&S)
SCCmec type ceor gene complex? - gene complex (ZH47)
| 1 (A1BI) B
Type V(5C2)
1 2 (A2B2) A (WIS)
11 3 (A3B3) A
IV 2 (A2B2) B Type V(5C2&5)
vV 5{(C) 2 (TSGH17, PM1)
V1 4 {A4B4) B
VII 5(C) Cl Type VI@B)
b ype
VIII 4 (A4B4) A (HDE288)

? cor genes in the gene complex are indicated in parentheses.

& cord4R4 genes found in type VI SCCmec were nearly identical to those in Type VII(5C1)
the S. epidermidis SCC-CI element and showed nucleotide identities of 89.6% (JCSC6082)
and 94.5% to those found in type VI SCCrmec.

Type VIII(4A)
(C10682)







Typing del gene tet

tetK e tefl- attivano pompe da efflusso
che riducono la concentrazione
intracellulare dell’antibiotico, proteggendo in
questo modo i ribosomi (efflux proteins)

tefil e tetO- attivano proteine che
riducono la sensibilita dei ribosomi all’azione
delle tetracicline (ribosomal protection

proteins)




Typing del gene tet (n=16)

R tetK n=15% 94

I

S * Uno di questi, MDR 4438 del 1999 ( resistente a

u AMP/PEN-S-TET) presentava anche il gene fefO

L

-

A GENE ISOLATE

-

I tetM 2412 del 2012
tetL -




Stafilococchi e altri batteri

| batteri hanno sviluppato _
dei sofisticati sistemi {
immunitari adattivi,

conosciuti come CRISPR-
Cas (clustered regularly
interspaced short
palindromic repeats-

CRISPR-associated

proteins) che riconoscono e &

inattivano virus e plasmidi
esogeni (Van der Oost et al., 2014)

Figure U, {ivervow of the CRISPE- a8 syatem



S. aureus ovini

Cas 10

Cas 6
Negli S. aureus ovini manca il sistema CRISPR-Cas

Cas1l

RS-ATCC 35984



Epidemiologia molecolare: spa typing

AGAGGAAGACAATAACAAGCCTGGTAAAGAAGACAGCAACAAACC
TGCTAAACGATGCTCAAGCACCAAAGCAAAGAAGACGGCAACAAGC
CTGGTAAAGAAGATGGCAACAAACCTGGTAAAGAAGACGGCAACA
AGCCTGGTAAAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTCGTTAAACCTGG
TGATACAGTAAATGACATTGC A

!

Programma on-line

http://spaserver.ridom.de/




Spa typing: risultati

Year (n° of isolates)

spa type

t1773 1986 (3); 1987 (5); 1988 (7); 1989 (3); 1990 (10); 1991 (20); 1992 (5); 1993 (7); 1994 (11); 1995
(10); 1997 (4); 1998 (16); 1999 (29); 2000 (20); 2004 (1); 2005 (2); 2007 (2); 2008 (2); 2009 (2);
(n=186) 2010 (3); 2011 (2); 2012 (5); 2013 (3); 2014 (3); 2015 (6)

1988 (3); 1989 (1); 1991 (4); 1992 (2); 1993 (1); 1994 (6); 1998 (4); 1999 (10); 2000 (6); 2005 (1);
2009 (1); 2010 (1); 2011 (2); 2012 (4); 2014 (5); 2015 (2)

12678
(n=53)

t7754 1986 (1); 1991 (4); 1995 (1); 1997 (1); 1999 (1); 2000 (4); 2007 (1); 2008 (1)

(n=14)

1403 1990 (3); 1991 (1): 1999 (3); 2000 (1); 2005 (1)

(n=9)
t524 1987 (1); 1991 (3); 2000 (1);
(n=5)
t1532 1997 (1); 1999 (1); 2000 (3)
(n=5)
1995 (1); 1997 (1); 1999 (1); 2014 (1)
6060 distribuzione Types
(n=4) | Rakgs]
8662 1990 (1); 1991 (1); 1999 (1) [ imitiAmministrComunal
15428 1988 (1); 1998 (1) '
13577 1991 (1)
t 3495 1998 (1)
10765 1998 (1)
£209 1999 (1)
13571 1999 (1)
t 1541 2000 (1)
3045 2000 (1)
7302 2000 (1)
17538 2000 (1)
t7579 2000 (1)
£998 2000 (1)
13078 2007 (1)
1232 2009 (1)
t 12041 2011 (1)
t 3896 (MRSA) 2012 (1)
6056 2012 (1)
6058 2012 (1) j W :
15242 2014 (1) L) 7
€742 2014 (1) =

19268 2014 (1) { X i




Genotyping mediante PFGE

La genotipizzazione € uno strumento
importante negli studi epidemiologici
in quanto contribuisce alla
comprensione della disseminazione
dei patogeni e fornisce un mezzo per
correlare i ceppi. La tipizzazione con
elettroforesi su gel a campo pulsato
(PFGE) ¢ il metodo piu utilizzato per
affrontare problemi epidemiologici a
breve termine, mentre la tipizzazione
a sequenza multipla (MLST) fornisce
le informazioni piu affidabili sul
clustering filogenetico e
sull'epidemiologia globale a lungo
termine




- Y88

Epidemiologia molecolare:

Table 6-Association between each predominant spa type
with PFGE subtypes

e = E spa type PFGE pattern
= - e = (n® of isolates) (n° of isolates)
' | E t1773 (186) A1(97), A2(34), A3(25), A4(2),
A5(13), A6(1), A7(7), A8(3), A9(1)
A10(1) A11(1) A12(1)
t7754 (14) A1(9), A3(3), A7(1), A8(1)
t1532 (5) Al1(2), A3(2), A5(1)
t524 (5) Al13 (3),Al14 (2)
t2678 (53) B1(34), B2(13), B3(3), B4(1),
t6060 (4) B5(1), B6(1)
t1403 (9) B1(2), B4(1), B7(1)
CcO
t3896 (MRSA) D(1)
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Digestione del DNA
cromosomiale con
I’'enzima Smal




MLST (Multi Locus Sequence Typing)

Predicted Clonal spa repeat spa type (n°
Complex (%) succession of isolates)

04-82-17-25-17 t1773 (186)
CC130 700 04-82-17-25 t7754 (14)
(62.1%)

700 04-82-17 t1532 (5)
CC133 133 03-16-12-21-17-23-23- 2678 (53)
(17.2%) 17-17-17-23-24

133 03-16-12-21-17-23-13- 6060(4)
17-17-16-23-24

CC1 1  07-16-21-16-34-33-13 3896 (1)
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.R}. denotes host jump event

Thpee 3 L

Switch CC130
dated 5429 years
ago (range 3082-
8981)

Switch CC133
dated 3313 years
ago (range 1183-
6113) during the

period of specialization
of secondary product,
such as wool.




Conclusioni

lineage ancestrale CC130/ST700/ t1773

Ipotizziamo che possa esserci una correlazione tra lineage
ancestrale-sensibilita antimicrobica

L'MRSA 1496 (SCCmec type IV) e stato classificato come
t3896, ST1 e CC1, un complesso clonale isolato nell’'uomo
ma, di recente, riscontrato nei bovini e nei maiali (Luini et
al., 2015; Normanno et al., 2015)



PRODUZIONE DI BIOFILM

1. Attachment 1o unmodified polymer surface:
van der Waal's forces, hydrophobic interactions,
55P-1/55P-2, AtIE, PSA/A, Bhp?

Lol

Biofilm é prevalentemente di natura polisaccaridica:
N-acetil B-1,6 glucosamina (PNAG)




STEPS per la PRODUZIONE DI BIOFILM

Attacco

Sviluppo in multistrato

 Produzione di matrice
esopolisaccaridica

* Rilascio di cellule
batteriche planctoniche

* Limita I'azione fagocitica delle
cellule del sist. Immunitario

Adhesion Biofilm formation Protection

e Limita lI'azione degli antibiotici
e Persistenza delle infezioni




PRODUZIONE DI BIOFILM:

in CRA (Congo Red Agar) (Arciola et al., 2001)

e bap (Biofilm Adhesion protein)

Dr.ssa Manuela Oliveira del
laboratorio di Microbiologia e
S. aureus RP62A |mmuno|ogia

Controllo negativo della Facolta di Medicina Veterinaria
S. epidermidis ATCC 12228 di Lisbona

Controllo positivo




Piastra di CRA contenente 1 ceppi di referenza
S. epadermidis ATCC 12228 (controllo -, red ) e
S. anrens RP62A (controllo +, very black)
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Arciola et al., 2001; Cuccarella et al., 2004



PRODUZIONE BIOFILM: S. aureus ovini

\[o)
biofilm

o)

PCRs
per icaA, icaD e bap
NEGATIVE




Von Willebrand Factor

\

MSCRAMM
Microbial
Surface
Component
Recognizing
Adhesive
Matrix
Molecules

| Fibronectin binding protein |

Fibrinogen
\_ Elastin




Analisi MSCRAMMSs nei 258 isolati

Table 2 Promes used {od e delacton of gemnes =Eed (0 sevessl mumolnal wisface aymponenty reomgnisng adheve mali roiecues

Sene MucEalice sequente (5-T) Armiplvon Siz (in) Rl s

GGOITCAGTGCTTIGTAGS o Etesptan ar al (2007)
TIMCAGGETCAATATAAGT
TEOAAGATCAAACTETTICCT 596 Peamch of al {2002
TOGET TG TARATAAAGETA

LT CACAACC AR CAMATATAG 1a3a2 Peamch of al {2002
CTETGTEETAAT CAATGTC

TnbE GTAAC AR TAATGETC GAATIRATALT 324 Vancrasmest of Al Q00d)
CAMETTOE ATAGRAGTADATETIC

[ CAGTAAATETETOAAALA 1350 P & al. {2007
TACALCCTSTTEAM TS

fa GTOAAGCAGTTATTAACAC CARAT 4713 Trstan of al (2003)
AATCAGTAATIGCATTIGTCCACTE

] ACGTECAGCAGCTEACT I Trstan of al (2003)

CAACARCATYCTICACTACCTIC

] CTaCAATTACAATTGOCGTC AR AS 404 Trstan of al (2003)
GLTCTTET AAGATCATTITCTTC AL

i AEANTEITTITEC AATERAT &52 Vancrasmest of al (200d)
AATATOECTAATELACCEAT

SarC ACERACTATTASAAC CAARART 0 Pzl af al (2003
GTACTIRAAAT AAGIEETTG

£ v GHAATAAAGTTEAAGTITC 500 Peaanck o7 &l {2007
SACTTTGTCATC ASCTOTAAT

sk CAGTAAMATOTGTCAARAGE TE Peaanck o7 &l {2007

TTRACTACCAGCTATATC

clfA and B (genes encoding clumping factors A and B)

fnbA and B (genes encoding fibronectin-binding protein A and B)

bbp (gene encoding bone sialoprotein-binding protein)

cna (gene encoding collagen-binding protein); eno (gene encoding laminin-binding protein)
fib (gene encoding fibrinogen-binding protein); ebpS (gene encoding elastin-binding protein)
sdrlocus (gene encoding serine-aspartate repeat proteins)



Patogenesi di S. aureus: 2 step

e Activation of virulence
determinants

** Pyrogenic toxins SEs
and TSST-1 (toxin shock
syndrome toxin-1)

+* Leukotoxins
** Haemolysins
o AtlA

Staphylococcus aureus

Protein A : Yﬁ-——lgﬁ

micro-

'.'i 4 4 Toxins: | toxic shock
D exfoliation
* 4,0 SEA-G, [emesis

LIS R

( bga g I‘
& L i
e T }ull membrane damage
L] i
b ow L LI

coagulase

staphylokinase’ Adhesins:
cell-bound proteins

Fig . Virulence determinants of Staphylococcus aureus



Geni di virulenza

Talde 1 Promes used for the detecion ol gene related 1o bolibn formation (cad and icaD), pymgenc bmons (523, b, e, o, w0 ol
pnt-T], ek olona YekDUE, ok AF anel JukPURST), hassmadoens (R 7 and By andd sutaheen (Hla) gemnes

G Muckote seguence (3°-37 Bcrphoon s (b E

wcad CACGTGOICTATGC TEGATE 502 andecatede of 4l (2003)
COGTTGEATATTGC CTCTET

sald ATGETCAMGCCCAGACAGAG 108 Aresols ar ol @003}
COTETTTTCAACATT TAATGC AL

sea GCAGGGEAAC AGTTTAGGL 520 Monelsy aned Botach (1999)

GITCTG TARAAGTATGEAANCALE

sy ACATGET AATITTEATATTOGCACTE E&7 Wanelay el Botach (1999)
TGCAGECATCATGTCATACCA,

sex CTTCT ATG TATGGARG ANTAAC AN ek | Monelsy aned Botach (1999)
TGCAGECATC ATATCATACCA

st CTAGTITGGTAATATCTCCT 17 Jahnsan et al {1991)
TAATGCTAT AT CITAT AGGG

s TACCAATTAACTTGTGEATAGAT 170 Wrnclay anc Bohah {1999)
CICTITGCACCTTACCGE

tar T GCTTECGACAACTEOTACAS 559 Lovseth ef al {200
TGEATCCGTC ATTCATIGTTAT

MWkD-E LuSsHET: TTAGGATATAAC ATTEGAGGTA 1439 This. slerfy®
LubDED: GATTAGTTIC TT TAG AATCCGT

kst Ll : CTACTAC TAATGCAGAAGATAT 563 This. sterfyt
LukiD: ATTAGGTCC LT TETC GTATT

MrkPVES LaikiVF: THE ATGAC AANATC ACTTTGT 732 This stily]
LubPER COCAATCAATTTCATAAATT GA

hypf HErF: GTTGETEC AT TIACTEACAS B33 Thia stielyd
HER: GLATATACATCCCATEGCTT

il HiyF: GCTECCAATEATACTEAAGA BT This sty
Hiy-R: TEAGTCTTICCAATIG ACTICA

At ALAF: AATG GTTECAT TAACGOTTGT Tm This sty

AVSA: TIATCETCEAACEATCATTAR

Inital denatwaton: 355 « 5 min; final extenson T2°C x 10 men.
Al oyhes 95 0w B0 5, 56 °C x B0 8 TS0 = 12D s,

#30 cyies 350 « B0 5, 36°C « 63 5, 72 % x 80 s

T oyprle 950w B0 5 5450 w B L 720 = A0 A

§3I0 oyl I5°C o B A, 56 °C « B} 5, T2°C w900 s

[P0 oycles 95 5C = 6 %, 56 °C « 808 7290 = 903

=3 cyches 95 °C w804, 56 x 6Fs, T2 A0 x B &



Risultati

Table 5 Rescdts of teving 258 Stapheocorols auma molates (o0
Wi single shesn genes and some gene menbesation (A, by PCR

MECRAMM; Gene N* of 5ot (%) Table 3 Fewits of {=tng 258 Saphpboomis aums ot for sin
- gl pyrogenic 1o genes and some e gens ambanaton () by
12 {46} s

el E 213 (82.5)

s \ B (2.3 e M. ol daties (B

frikdt ) e

[y - ok

wp Vi) sar 104

(] 4 1174 oadl 04

ana 279 (38.7) :

fits 736 92.2) :::T ' e

ﬁ :: '3'3? ey -1 17 (&8

D seytat-f _1Bai3)

Wik 5 {19) M cletarted 48 {18-5)

sarcEaD .

sfrChabE 196 (7549)

sarDysE ;

R Db F 5 {13

MECRAMMY oot nuidace component fecoonied -adhesve
Mt oyl



Table 4 Rewmits of 1E=tng 258 SEahvleedrin e =oates od 4
ghe beylodoaen, heermolyse and srindysn genes and soime gete codm-

benaticn ), by PCR

S, ol madates {5

LE=phnimen Gane
Mk O-F

ke A4
huk PYES
duke T-Frhikehet

ke R Py a3

Mk ARV T

Mk DR A A EPYE S

Hot deiecesd
Hermobgn Gene

-

-y

hi- iy

Mot deected
Al G

arld

Mo e e e

1404
20T
3115
5419
18063
33 (128]
139 (61-2)
17 (&5

30 (34 9)
77

123 (4771

I8 {14.7]

251 i57-3]
{27

e Alta prevalenza dei geni

dat/A (97.3%)
dfib (92.2%)
dclfA and B (82.5%)
A fnbA (72.8%)
JsdrC-SdrE (75.9%)
dsec-tsst (71.3%)

J LukM-lukD/E-lukPV83
(61.6%)



ldentificazione delle proteine
Immunogeniche

Prelievo di latte e 37— . - — -
sangue da pecore 25— — .
con mastite da S. 20— ;
aureus =

s A B C

Analisi mediante Western blot dei campioni di siero prelevati da pecore con
mastite clinica da circa 6 (pannello A), 15 (pannello B) e 20 (pannello C) giorni.
Gli antigeni estratti dalla coltura overnight di S. aureus (C), da pellet (P) e da
surnatante (S) sono stati separati mediante SDS-PAGE in un gel di
poliacrilammide al 12% in condizioni di denaturazione. M, marcatori di peso
molecolare noto. Le masse molecolari sono indicate a sinistra.



ldentificazione delle proteine
Immunogeniche

Analisi mediante Western blot (WB) di un campione di siero prelevato da una pecora con mastite
clinica da circa 15 giorni. Separazione mediante SDS-PAGE delle proteine presenti nel
surnatante concentrato (pannello A) e nel pellet cellulare (pannello C). WB mostra le proteine
reattive 1, 2 e 3 del surnatante (pannello B) e le proteine 4, 5, 6 € 7 del pellet (pannello D). Le
proteine immunoreattive sono indicate con le frecce. M, marcatori di peso molecolare. S,
proteine secrete. P, pellet batterico. Le masse molecolari sono indicate a sinistra.



Concentrazione delle proteine immunogeniche




1) Sequenziamento

delle proteine

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

autorizzazione Ministero della Salute
DGSAF n° 869/2017-PR

https://www.proteome-factory.com/index.php/en/




Risultati del sequenziamento delle proteine

Protein Protein name/ NCBI ID Species MW MASCOT Peptide match (sequence PSORTb PSORTb

N° (kDa) score coverage, %) localization probability

1 Atl gene product WP_001074519.1  S. aureus  137.44 2708 29% Extracellular 9.98

2 LukF-PV(P83) precursor/ gi|9,635,737 S. aureus  36.49 1396 51% Extracellular 9.73
prophage phiPV83

3 PreLukM gi|577,649 S. aureus  34.98 1269 50% Extracellular 9.73

4 Pyruvate kinase WP_001232651.1  S. aureus  63.29 1637 45% Cytoplasmic 7.50

5 Elongation Factor Tu WP_001040568.1  S. aureus  43.13 1829 77% Cytoplasmic 10.00

6 Dihydrolipoyl dehydrogenase WP_000260115.1  §. aureus  49.57 776 31% Cytoplasmic 9.97

7 Alpha-ketoacid dehydrogenase =~ WP_000068170.1  S. aureus  35.23 1030 34% Cytoplasmic 7.50

subunit beta
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Sequenza completa: 1257 a.a. (137
kDa)

Proteina multifunzionale, provvista
di due domains generati mediante
processi post-traduzionali:

AM (amidasi,62 kDa lega
fibronectina, eparina e gelatina
facilitando la colonizzazione e

I'infezione) e GM (glucosaminidasi,
51 kDa)

AM e GM attivita idrolitica: tagliano
il peptidoglicano in vari punti

IB con siero anti-AtlA
A= proteine secrete
B= proteine cellulari
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MAKKFNYKLPSMVALTLVGSAVTAHQVQAAETTQDQT TNKNVLD SNKVKATTEQAKAEVKNPTQNISGTQ
71  VYQDPAIVQPKAANKTGNAQVNQKVDTTQVNGDTRATQSTTSNNAKPVTKSTNTTAPKTNNNVTSAGYSL
141 VDDEDDNSENQINPELIKSAAKPAALETQYKAAAPKATPVAPKAKTEATPKVITFSASAQPRSAAAAPKT
211 SLPKYKPQVNSSINDYIRKNNLKAPKIEEDYTSYFPKYAYRNGVGRPEGIVVHDTANDRSTINGEISYMK
281 NNYQNAFVHAFVDGDRIIETAPTDYLSWGVGAVGNPRFINVEIVHTHDYASFARSMNNYADYAATQLQYY
351 GLKPDSAEYDGNGTVWTHYAVSKYLGGTDHADPHGYLRSHNYSYDQLYDLINEKYLIKMGKVAPWGTQST
421 TTPTTPSKPSTPSKPSTPSTGKLTVAANNGVAQIKPTNSGLYTTVYDKTGKATNEVOKTFAVSKTATLGN
491 QKFYLVQDYNSGNKFGWVKEGDVVYNTAKSPVNVNQSYSIKPGTKLYTVPWGTSKQVAGSVSGSGNQTFK
561 ASKQQQOIDKSIYLYGSVNGKSGWVSKAYLVDTAKPTPTPTPKPSTPTTNNKLTVSSLNGVAQINAKNNGL
631 FTITVYDKTGKPTKEVQKTFAVTKEASLGGNKFYLVKDYNSPTLIGWVKQGDVIYNNAKSPVNVMQTYTVK
701 PGTKLYSVPWGTYKQEAGAVSGTGNQTFKATKQQQIDKSIYLYGTVNGKSGWISKAYLAVPAAPKKAVAQ
771  PKTAVKAYAVTKPQTTQTVSKIAQVKPNNTGIRASVYEKTAKNGAKYADRTFYVTKERAHGNETYVLLNN
841 TSHNIPLGWFNVKDLNVQNLGKEVKTTQKYTVNRSNNGLSMVPWGTKNQVILTGNNIAQGTFNATKQVSV
911 GKDVYLYGTINNRTGWVNSKDLTAPTAVKPTTSAAKDYNYTYVIKNGNGYYYVTPNSDTAKYSLKAFNEQ
981 PFAVVKEQVINGQTWYYGKLSNGKLAWIKSTDLAKELIKYNQIGMTLNQVAQIQAGLQYKPQVQRVPGKW
1051 TDANFNDVKHAMDTKRLAQDPALKYQFLRLDQPQONISIDKINQF LKGKGVLENQGAAFNKAAQMYGINEV
1121 YLISHALLETGNGTSQLAKGADVVNNKVVTNSNTKYHNVFGIAAYDNDPLREGIKYAKQAGWDTVSKAIV
1191 GGAKFIGNSYVKAGONTLYKMRWNPAHPGTHQYATDVDWANINAKIIKGYYDKIGEVGKYFDIPQYK
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Plasmide per il clonaggio
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Induzione degli E. coli ricombinanti con IPTG

B

Clone con inserto da 753-bp



IB dei cloni ricombinanti

Siero anti-6His
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Purificazione

p=
D= 1
Sl
Native conditions [ ﬁ) Denaturing conditions

Tris or phosphate / \ Phosphate buffer, pH 8
buffer, pH 8 cell 8 M urea or 6 M GuHCI
300 mM NaCl g @ lysis T - (imidazole optional)

10-20 mM imidﬂzole% g3 >
o=

_—
30-60 min -

15—-30 min
{Batch or column format] Ni-NTA {Batch or column format)

resin

20-50 mM imidazole .1\ pH 6.3

e Na
g— @ C_ . ?"> pH 5.9 or pH 4.5
R M B z X

Pure 6xHis-tagged protein

Verifica della presenza del tag di 6His




Analisi delle proteine ricombinanti
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Azara E., Longheu C.M., Foddai A., Addis M.F., Tola S.
Computational analysis of the major antigen autolysin A of Staphylococcus aureus isolated from sheep milk and
its potential for protein-based vaccine development. Frontiers in Veeterinary Science
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