|ZSAM G.cAPORALE
TERAMO

NS

N
-~=‘\\\\“~\~
Rnpee
_ Nagge¥ |
Caratterizzazione proteomica di Brucella suis per
I'identificazione di target antigenici proteici da ),

impiegare ad uso diagnostico — IZSAM 06/08 RC

Manuela Tittarelli, Ivanka Krasteva, Domenica Travaglini, Flavio Sacchini*
Convegno «l risultati della ricerca IZSAM 2012» - CIFIV

Teramo, 23 maggio 2013



()

~
S
S

'.\

O IZSAM G.capoRALE

S, TERAMO

Background

) ST
Ty

L/
L

e || progetto nasce da una scientific opinion dell’ EFSA sulla
brucellosi suina (B. suis) su richiesta della Commissione
Europea (DG Health and Consumer Protection) a cui hanno

partecipato esperti dell’ IZSAM. scientific Opinion of the Panel on
Animal Health and Welfare (AHAW) on a request from the Commission on
porcine brucellosis (Brucella suis). The EFSA Journal (2009) 1144, 1-112

e Obiettivo: valutare la necessita o meno di adottare un piano
di sorveglianza ed eradicazione della brucellosi suina i
Europa in base a diffusione, rischi di introduzione neIIZ)‘
filiera suina e di trasmissione all'uomo
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Presentation Notes
Parlare con Manuela per report casi B. suis in Italia e Europa
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¢ La Brucellosi suina € una zoonosi causata dalla Brucella suis
biovar 1, 2 e 3, tra le quali, le biovarianti 1 e 3, sono
particolarmente patogene per |’ uomo

 Nonostante la lotta alla Brucellosi sia da anni una delle priorita
veterinarie nazionali, il quadro epidemiologico di Brucella suis
e ancora incompleto

e Inoltre i test sierologici impiegati presentano limiti di specificita
guando applicati ai singoli capi y


Presenter
Presentation Notes
Verificare metodiche ufficiali e test disponibili con vantaggi e svantaggi
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Infatti i test diagnostici attualmente in uso (SAR, FdC,
ELISA) si basano sulla determinazione di anticorpi diretti
contro elementi della membrana esterna, tra i quali
| * antigene lipopolisaccaridico (S-LPS) rappresenta la
componente quali-quantitativa piu importante oltre che Ia
piu immunogena

L’ espressione di tali antigeni in altri patogeni Gram
negativi, primi fra tutti VYersinia enterocolitica 0:9,
determina la comparsa di reattivita crociate e pertanto di
falsi positivi (Nielsen et al., 2006)


Presenter
Presentation Notes
Parlare con Manuela per dati di cross-reattività e vedere articoli correlati
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 Caratterizzare le proteine di membrana di Brucella
suis e Y. enterocolitica per l'identificazione di target
antigenici proteici (non cross-reattivi) da impiegare ad
uso diagnhostico

Y
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* Ceppi:

- Brucella suis biovar 1 (NCTC 10316, ceppo 1330)
- Brucella suis biovar 3 (NCTC 10511, ceppo 686)
- Yersinia enterocolitica O:9 (NCTC 11174)

e Purificazione delle proteine di membrana (rimozione
LPS) secondo quanto descritto in letteratura (Connollyey

al., 2006. Proteomic analysis of Brucella abortus cell envelope and identification
of immunogenic candidate proteins for vaccine development. Proteomics.

Jul;6(13):3767-80)


Presenter
Presentation Notes
Verificare informazioni sul metodo di Connolly (es. % di purificazione attese in base ai risultati dello studio)
Verificare differenze batteriche tra B. abortus e B. suis

La prima fase dello studio è stata incentrata sullo sviluppo di un metodo per la purificazione delle proteine di membrana con l’obiettivo di rimuovere il più possibile LPS.
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e Proteine identificate: 103.

B. suis 1330 biovar 1
Unknown
proteins (20)
19%
Periplasmic
proteins (9)
PSORTb v3.0 bacterial 9%
localization prediction
tools to pred!ct sub- Outer membrane
cellular location proteins (11)
11%

Extracellular
proteins (1)

1% Cytoplasmic
membrane
proteins (6)

6%
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M&M: SDS-PAGE e LC-ESI-MS/MS

LC-ESI-MS/MS

W.C.: Whole Cells ;

M.P.: Membrane Proteins

B.suis B.suis B.suis B.suis Y.ent. Y.ent.
bv.1 bv.1 bv.3 bv.3 0:9 0:9

W.C. MP. WC. MP.  WC. MP .Y
4\{6;"
DR
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Presentation Notes
Analisi eseguite con un Mab anti LPS hanno però evidenziato una consistente presenza di LPS anche nella frazione proteica arricchita
Ingrandire e mettere la legenda sotto ciascuna line

Le proteine ottenute sono state separate mediante SDS-PAGE e successivamente sottoposte ad analisi mediante spettrometria di massa (LC-ESI-MS/MS), similmente a quanto descritto in precedenza per i mycoplasmi. 
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e Le proteine identificate sono state confrontate
mediante il software Basic Local Alignment Search
Tool (NCBI BLASTP, versione 2.2.27) per individuare
eventuali omologie di sequenza tra i 2 ceppi di B. suis
e tra le B. suis e la Y. enterocolitica

Y
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e Proteine identificate: 114.

Unknown

proteins (19)

17%

PSORTDb v3.0 bacterial Periplasmic__
localization prediction pmt‘i'(;; (11)
tools to predict sub- °

cellular location Outer membrane
proteins (13)
11% Extracellular
proteins (1)
1%

B. suis 686 biovar 3

Cytoplasmic

membrane

proteins (6)
5%
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e Proteine identificate: 82.

Periplasmic
proteins (5)
6%

PSORTb v3.0 bacterial
localization prediction
tools to predict sub- Outer membrane
cellular location proteins (22)
27%
Cytoplasmic
membrane

proteins (11)
13%

&= Risultati: Y. enterocolitica 0:9

Y. enterocolitica O:9

Unknown proteins

(5)
6%
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B. suis 686 biovar 3

Unknown
proteins (19)
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e Di tutte le proteine identificate per B. suis, piu del
50% sono risultate comuni con Y. enterocolitica

 Solo 10 delle proteine identificate nei due ceppi di B.
suis sono descritte in letteratura come immunogene
(B. abortus, B. melitensis)

e 7 proteine immunogene sono risultate comuni alle
due B. suis, tuttavia 4 di queste sono risultate comuly
anche alla Yersinia

Quindi.............
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e 3 potenziali target antigenici:
- omp25 gene product
- omp28 gene product
- groES gene product

e Queste proteine possono essere considerate possibili
target diagnostici specifici per Brucella in quanto
comuni alle due B. suis ma non a Y. enterocolitica



Di queste 3 proteine:

°Ja omp28 anche nota come Bp 26 e descritta come
presente in B. melitensis, B. ovis, B. suis e B. canis ma
non in Y. enterocolitica come confermato nel
presente studio (Rossetti et al., 1996)

*Per quanto riguarda le altre 2 proteine, la omp25 e
la chaperonin / groES, la loro immunogenicita e gia
stata descritta in letteratura per altre Brucelle
diverse da B. suis (Cloeckaert et al., 2002; Martin-
Martin et al., 2009; Al Dahouk et al., 2006)

Y
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omp25 gene product: EEY32365.1_1 - gi|23501588|ref|NP_697715.1|
omp28 gene product / periplasmic immunogenic protein: EEY33103.1_1 - gi|23502344|ref|NP_698471.1|
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e Lo studio condotto ha fornito importanti informazioni
sulla caratterizzazione delle proteine di membrana (e
citoplasmatiche) di B. suis e del suo cross-reattivo Y.
enterocolitica, individuando tre potenziali target
immunogeni da considerare per lo sviluppo di nuovi

test diagnostici
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e Produzione di antigeni ricombinanti e valutazione
della loro immunogenicita nella specie suina per
impiego in test diagnostici

 Ulteriori analisi di altri target proteici non di

membrana
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