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¢ Test sierologici per PPCB (FAC; c-ELISA; Immunoblotting)

- Pro: Fdc e c-ELISA impiegati per gli screeining di massa,
Immunoblotting test molto specifico: conferma di casi dubbi
- Contro:
e Poco sensibili in animali infetti negli stadi iniziali di infezioni
(incubazione fino a 6 mesi) e animali con infezione cronica.

* || loro impiego e raccomandato a livello di mandria ma non
per la diagnosi sul singolo animale (Test and slaughter

dell’intera mandria) y

* Impiegano antigene in toto e si possono verificare cross-
reattivita (falsi positivi) con altri micoplasmi del Mycoplasma
mycoides cluster
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Presentation Notes
I test sierologici raccomandati dall’OIE, Fissazione del complemento ed ELISA competitiva, hanno limiti in termini di: sensibilità (they lack to detect infected animals in the early stages of the disease as well chronically infected animals) 
 specificità - false positive reaction may occur due to cross-reactions with other closely related members of the Mycoplasma mycoides cluster . 
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 Analizzare lo spettro degli antigeni proteici di
membrana immunodominanti del MmmSC
riconosciuti dagli isotipi anticorpali (IgG1, 1gG2 e
IgA) nei diversi stadi evolutivi della malattia per
identificare marker precoci di infezione

e |dentificare le proteine che compongono le 5
bande  antigeniche specifiche del  test
immunoblotting (110, 98, 95, 62/60 and 48 kDa)
riconosciute dalle 1gG degli animali infetti
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e Per la ricerca di marker precoci di infezione sono stati
impiegati sieri provenienti da un precedente studio
sperimentale condotto in Namibia (Scacchia et al.,
2007). Nello studio un gruppo di 10 animali (controlli)
e stato esposto a contatto diretto con degli animali,
precedentemente infettati per via endotracheale con
il ceppo MmmSC Caprivi.

 Possibilita di conoscere esattamente il temd
intercorso tra | esposizione, | insorgenza della
sintomatologia clinica e la sieroconversione
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e La risposta umorale e stata analizzata mediante
metodica western blotting (1gG1, 1gG2 e IgA) testando
i sieri di 10 animali «infettati naturalmente» in 4
diversi stadi evolutivi dell’ infezione

e Lla metodica western blotting e stata allestita
impiegando come antigene le proteine di membrana
purificate con Triton X-114 del MmmSC ceppo Caprivi

e | risultati delle analisi in western blotting sono stafi
confrontati con quelli precedentemente ottenuti con
altre metodiche di laboratorio quali la-EdC,eda c-ELISA
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Presentation Notes
Blu 10. Commento immagine: non si notano differenze importanti nel corso del tempo eccetto la presenza di due bande a 140 e 115 kDa

Week 32 :28 DPE
Week 34: 42 DPE
Week 35: 49 DPE
Week 36: 56 DPE
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Presentation Notes
Blu 10. Alcune bande si osservano anche nelle fasi pre-cliniche, con FDC e ELISA negative.
Diluizione sieri
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Presentation Notes
Blu 10. nelle fasi precliniche la reattività all’immunoblotting è appena percettibile mentre si nota chiaramente la comparsa di bande a partire da 


.. .. Risultati sintesi — studio 1

e La analisiin WB hanno individuato 8 principali bande
immunoreattive riconosciute dagli animali infetti ma
nessun marker precoce di infezione, rispetto alle
metodiche FdC e c-ELISA.

 Le 8 bande sono state analizzate con LC-ESI-MS/MS e
sono state identificate 37 proteine (11 di queste >‘
espresse come antigeni ricombinanti)


Presenter
Presentation Notes
Quante proteine sono state identificate in tutto?
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4. #ue—Caratterizzazione 5 bande specifiche
immunoblotting PPCB — studio 2
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S-1 2 3 4 5 67 8 9 101112 13141516 1718 19 S+ S- S+

__~ 110kDa
B |WB +VE — 98* kDa
™ 95kDa
BN |WB-VE
— 62-60 kDa
48 kDa

* Analisi LC-ESI-MS/MS delle 5 bande specifiche
riconosciute dalle IgG di animali infetti (OIE)

» |dentificate 35 proteine (7 proteine espresse come antiric.)

10
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Presentation Notes
The european strain L2 doesn’t show the 98 kDa
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Proteine ricombinanti: MSC_0011, MSC_0160, MSC_0265, MSC_0266, MSC_0519, MSC_0610, MSC_0679
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e L’ analisi delle IgA, IgG1l o IgG2 in immunoblotting,
impiegando le proteine di membrana purificate del
MmmSC, pur identificando 8 principali bande
immunoreattive, non hanno evidenziato la presenza
di marker precoci di infezione, rispetto a c-ELISA e
FDC.

e Le 5 bande specifiche del metodo immunoblotting
riconosciute dalle I1gG di animali infetti )‘
compongono di 35 proteine, alcune delle quali sono
presenti in piu bande. E° ora necessario determinare
qguali di queste sono immunoreattive.
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Attivita future
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e Condurre ulteriori ricerche mirate all’ identificazione
di marker precoci di infezione rilevabili mediante
metodiche indirette o sviluppo di metodi diretti
applicabili su animali in vita.

e Standardizzazione della metodica immunoblotting
mediante impiego di antigeni ricombinanti. >‘



.‘l‘i"-‘ IZSAM G.caPORALE
%, TERAMO
‘z~;¢§h. SN
h:-‘.‘s“‘:ﬁ ° ™ ™
) Ringraziamenti
e Ministero della Salute e Moredun Institute

Personale IZSAM
coinvolto nelle attivita
PPCB

- Dr. John March
- Dr. David Smith

CVRI
- Dr. Geoffrey Muuka)'



sSSSu
885
WRX  IZSAMocca
wsy,  TERAMO
. ° MI&M: SDS-PAGE e LC-ESI-MS/MS
\
PSRN

——— = - reduction

1 110 alkylation LC'ES"MS/MS
I 98 trypsinolysis

1 95
1 60-62

438

1 M SEG P RIVDNGS AL RO A RS
\ 1 M AT B AT MU NEXBOSMAL ROTENS)
L1528 e ) SOV, AROLERHOOTEN A FRCTRACR (200 M B
—-— O - . Data MA Deba Popide Soquencr
ovpiemeilion """mr-n-.-l-n Wi

B IR 1N e I'&N
WL SAEIN 180 B 20
AW LS 1
A DSSE LK % & 1K)
IS 120800 €N 1] 1 E)
TG 1A TR L9 L (KD
LS 1ZRAIY 1T M B EQLAIIOLRGY peie
LS 195508 S 184 B T ATIOOLEGY

TS (TN B L I O




	Analisi della risposta anticorpale in corso di PPCB per l'identificazione di target diagnostici – IZSAM 01/09 RC
	Background
	Obiettivi
	Materiali e metodi – studio 1
	Materiali e metodi- studio 1
	Risultati: IgA
	Risultati: IgG1
	Risultati: IgG2
	Risultati sintesi – studio 1
	Slide Number 10
	Risultati 
	Risultati
	Conclusioni
	Attività future
	Ringraziamenti
	M&M: SDS-PAGE e LC-ESI-MS/MS 

