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Introduzione

• I vaccini una volta prodotti richiedono procedure di
controllo dei singoli lotti al fine della loro immissione
in commercio.

• I controlli di sicurezza ed efficacia sono basati
sull’utilizzo di modelli animali

• La tendenza attuale è quella di cercare un’alternativa
alla sperimentazione in vivo preferendo saggi di
quantificazione in vitro degli antigeni vaccinali



Obiettivo del progetto

Acquisire elementi utili di ordine metodologico allo 
scopo di:
1. Ridurre il numero di animali da impiegare per i 

controlli
2. Ridurre i costi dei controlli
3. Definire degli standard quali-quantitativi dei prodotti 

vaccinali
 Principio delle 3R: Reduction, Refinement, 

Replacement



Virus della Bluetongue

• La Bluetongue (BT) è una malattia infettiva, non
contagiosa, dei Ruminanti

• L’agente eziologico è un virus (Bluetongue virus, BTV)
del genere Orbivirus, famiglia Reoviridae

• Ad oggi sono stati individuati 26 differenti sierotipi
• Agosto 2006 inizio epidemia di BT causata dal sierotipo

8 (BTV-8), mai identificato prima nell’Unione Europea



Vaccini impiegati nello studio

• Vaccino BTV8 IZSAM 12X
• Vaccino BTV8 IZSAM diluito
• Vaccino MERIAL ®BTVPUR AlSap™ 8



Produzione dei vaccini IZSAM BTV8

• Infezione in biofermentazione di cellule BHK21
adattate alla sospensione con ceppo di campo Belga
BTV-8 (0,005 MOI)

• Titolazione sospensione virale centrifugata : 106,81

TCID50 /mL
• Inattivazione della sospensione virale centrifugata con

BEI alla concentrazione 5 mM
• Concentrazione e purificazione mediante filtrazione a

flusso tangenziale con cassette Millipore 300KD



Produzione dei vaccini IZSAM BTV8

• Adiuvante utilizzato per entrambi i vaccini IZSAM 
BTV8 e per il placebo:

Montanide GEL (SEPPIC®) alla concentrazione del 10 
% previa aggiunta di una soluzione di saponina 
purificata (0,03 mg per mL di vaccino) 

• Adiuvante contenuto nel vaccino MERIAL ®BTVPUR 
AlSap™ 8:

 Idrossido di alluminio e saponina



Controlli sui vaccini prodotti

• I lotti di vaccino prodotti hanno 
superato favorevolmente tutti i 
controlli di qualità previsti dalla  
Farmacopea Europea.



Sperimentazione animale

• Ai sensi del Dlgs 26/2014(autorizzazione n.630/2015).
• Selezionati 24 ovini adulti sieronegativi per BTV divisi in 4 

gruppi da 6 animali ciascuno.
 1° gruppo            BTV8 12 X 1mL/capo
 2° gruppo            BTV8 diluito 1mL/capo
 3° gruppo            BTVPUR AlSap™ 8 1mL/ capo
 4° gruppo            placebo 1mL/capo

• Tre giorni prima dell’avvio della sperimentazione sono 
state rilevate le temperature degli animali



Vaccinazione e controlli post-vaccinali

• Inoculazione:  1 ml di vaccino per via intramuscolare 
(richiamo 35 gg)

• Rilievo delle reazioni al punto di inoculo
• Rilievo della temperatura: 14 giorni consecutivi alle 

due somministrazioni vaccinali
• Prelievi ematici: settimanali fino al momento del 

challenge (T94)
• Controlli sierologici: c-ELISA, sieroneutralizzazione 

(SN), interleuchina 4 ovina (IL-4), interferone gamma 
ovino (IFN-γ)
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richiamo

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento temperature corporee medie dopo vaccinazione
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vaccinazione temperature

		Temperatura corporea animali dopo vaccinazione												vaccinazione																														richiamo vaccino

														T0		T1		T2		T3		T4		T5		T6		T7		T8		T9		T10		T11		T12		T13		T14		T35		T36		T37		T38		T39		T40		T41		T42		T43		T44		T45		T46		T47		T48		T49

								Temperature pre-sperimentazione

		tipologia vaccino		N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		39.6		38.7		39.4		39.5		40.1		38.9		39		38.8		38.7		39.2		38.8		39.3		39		39.5		39		38.8		39		39.4		38.9		39.2		40.1		39.1		39.1		39.1		39.5		38.9		39		38.9		38.6		38.5		38.7		39		38.8

				2		IT067000107528		40		39.7		39.6		39.8		39.8		39.5		38.6		39.2		38.7		38.8		39.1		40.1		39.9		39.7		39.2		39.2		39.3		39.8		39.6		39.7		40.4		39.5		39.5		39.8		39.6		39.1		39		38.9		39		38.9		39		38.7		38.9

				3		IT067000107526		39.5		39.5		39.6		39.8		40.6		39.6		40.3		40.7		40		39.5		38.6		39.4		38.9		40.2		39.6		39.6		39.7		39.5		39.3		40.2		41.1		38.9		38.9		39.8		39		39.2		39.2		38.9		38.1		38.7		39		38.7		38.2

				6		IT067000107529		40		39.9		39.7		39.7		39.7		39.2		39.4		38.9		39		39		39.3		39.4		39.3		39.7		39.4		40		39.6		39.3		39.5		39.7		39.8		39.4		39.4		39.6		39.5		39.2		39.6		38.9		38.8		39		38.9		39.1		39.2

				23		IT067000103278								39.6		39.8		39.1		39.3		39		39		39.2		38.4		39.2		39.2		39.1		39.5		39.2		38.8		39.2		38.9		39.5		40.4		39.2		39.2		38.7		39.2		39.3		39.4		39.2		38.2		39		39.1		38.9		39

				24		IT067000103281								39.5		40.3		39.1		39.9		38.9		39		39		39.3		39.3		39		39.6		39.3		39.8		39.2		39.8		39.4		39.9		40		39.3		39.3		38.5		39		39.1		39.8		39.4		38.6		38.7		39		38.7		38.8

								39.6						39.7		40.1		39.2		39.4		39.3		39.1		39.1		38.9		39.5		39.2		39.6		39.3		39.4		39.3		39.5		39.3		39.7		40.3		39.2		39.2		39.3		39.3		39.1		39.3		39.0		38.6		38.8		39.0		38.9		38.8

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino BTVPUR® 8		4		IT067000092700								39.7		39.2		39		38		38.2		38.2		38.3		38.3		39		38.6		39		38.7		38.8		39		38.4		38.2		38.9		39.2		38.9		38.9		38.9		38.9		38.1		38.5		39		38.5		38.7		39		38.9		38.9

				5		IT067000107512								39.8		39.7		39.3		38.7		38.9		38.9		39.2		38.5		39.3		39		39.6		39.2		39		39		39.2		39.2		39.4		39.5		38.7		38.7		39.5		39.2		39		38.7		39		38.7		38.8		39		38.6		39

				19		IT067000093193		38.9		38.7		39		38.9		39.1		38.6		37.9		37.8		38.2		38.6		38.6		39.1		38.9		38.6		38		38		38.8		39.3		38.8		39.3		39.6		38.8		38.8		39.9		38.9		39.4		39.3		38.9		38.6		38.9		38.8		39.1		39

				20		IT067000084368		39.2		39		39.2		39.5		39.4		39.1		38.8		39		39		40.2		39.5		39.5		39.5		39		38.8		39		39.4		39		39.9		39.6		39.5		38.9		38.9		39.3		39.3		39.2		39.2		39.3		38.6		38.9		39.2		38.8		38.9

				21		IT067000093194		39		39.5		39.6		39.6		39.4		38.8		38.7		38.5		38.9		39		39.1		39.6		38.9		38.9		38.9		39.6		39.5		38.9		39.2		39.4		39.7		38.9		38.9		38.4		38.9		39.1		38.9		39.3		38.5		38.5		38.8		39		39.2

				22		IT067000103234		38.9		38.9		39.1		39.2		40.1		39		38.2		38.8		39		39		38.9		39.1		39.1		38.6		39.1		38.2		38		39		39		40.4		39.2		38.9		38.9		38.3		38.6		38.5		38.6		38.9		38.5		38.6		38.6		38.7		38.7

								39.1						39.5		39.5		39.0		38.4		38.5		38.7		39.1		38.8		39.3		39.0		39.0		38.8		38.8		39.0		39.0		39.1		39.5		39.5		38.9		38.9		39.1		39.0		38.9		38.9		39.1		38.6		38.7		38.9		38.9		39.0

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		7		IT067000103253		38.90		39.00		39.00		38.6		38.9		38.9		38.3		38.5		38.6		38.4		38.8		39.1		38.5		38.9		38.5		38.3		38.5		38.6		39		39.2		39.3		39.4		39.4		39.1		39.3		38.8		38.9		38.7		38.8		38.6		38.8		39.2		38.7

				8		IT067000092723		38.60		38.60		39.20		38.8		39		38		37.3		38.1		38.2		38.5		38		39.1		39		38.6		39.2		38.2		38.8		38.9		38.8		38.6		38.9		38.7		38.7		39.2		38.8		38.7		38.7		38.8		38.3		38.4		38.5		38.8		38.8

				9		IT067000092724		38.60		38.70		38.80		38.8		38.9		38.4		38		38.6		38.5		38.4		38		39		39		38.8		38.8		38.6		39.2		38.8		38.9		39.3		39.2		38.8		38.8		39.3		39		38.2		39		38.6		38.2		38.7		38.6		38.2		38.8

				10		IT067000103242		39.20		39.20		39.30		38.9		40.4		38.9		38.8		38.8		39		38.9		38.4		39.2		38.7		38.9		39		39.9		38.9		39		38.9		40		39.6		39		39		39.2		39.2		39.4		39.1		39		38.2		39		38.9		39.1		38.5

				11		IT067000103237		38.90		38.90		38.60		39.1		39.1		38.8		38.4		38.6		38.6		38.3		38.2		39		38.7		38.8		38.6		38.5		38.4		39		38.8		39		39.3		39.1		39.1		39.3		39		38.7		38.9		38.7		38.6		38.6		38.7		38.5		38.7

				17		IT067000107525								40		40.5		39.4		39.3		39.3		38.9		39.5		39.3		39.9		38.9		39.1		38.8		40		39.4		39.4		39.5		39.7		39.6		39.1		39.1		39.5		39.6		39.5		39.3		39.8		38.7		39.3		39		39		38.8

								38.9						39.0		39.5		38.7		38.4		38.7		38.6		38.7		38.5		39.2		38.8		38.9		38.8		38.9		38.9		39.0		39.0		39.3		39.3		39.0		39.0		39.3		39.2		38.9		39.0		38.9		38.5		38.8		38.8		38.8		38.7

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Placebo		12		IT067000107552								39.8		40.2		39.5		38.7		39.3		39		39		38.8		39		38.7		39.2		39		39		39.2		38.9		39.7		39.6		40.7		39.9		39.9		39.4		39.5		39.2		39.4		39		38.7		38.9		39		39.2		39.2

				13		IT067000093209		38.4		38.8		38.6		39.1		39.3		38.8		38		38.6		39.5		39.2		38.2		39.1		39		38.5		38.4		38.6		38.9		38.2		39.1		39.1		39.3		38.6		38.6		38.9		38.8		38.5		39		39		38.9		38.7		38.9		39		38.8

				14		IT067000103236		39		39.3		38.6		39		39.2		38.9		37.9		38.6		38.8		39.2		38.6		38.7		38.6		38.7		38.6		39.2		39.1		38.7		39		38.6		38.6		38.5		38.5		38.6		38.3		38.2		38.6		39		38.5		38.5		38.6		38.5		38.6

				15		IT067000091927		39.2		39.6		39.3		39.4		39.2		38.7		38.3		39		39		38.8		39		39.1		38.8		39		38.7		38.8		39.6		39.1		39		39.6		39.5		39		39		39.1		39.4		39.6		39.2		39.1		38.4		39.2		38.5		39.2		38.9

				16		IT067000091890		38.7		39		38.5		39.7		38.7		38.7		38.2		38.3		38.8		38.4		38.6		38.9		38.6		38.8		38.2		39.4		38.7		39		39.5		38.9		39		38.8		38.8		38.4		38.8		39		39		39		38.6		38.9		38.8		38.8		39.1

				18		IT067000092691		38.8		38.8		39		39.1		39.2		38.9		38.3		38.8		38.9		39		38.8		39.1		39		38.9		39.2		38.9		38.9		39.2		39		39.3		39.4		39		39		38.9		39		39		38.8		39		38.1		38.6		39		38.8		38.8

								38.9						39.4		39.3		38.9		38.2		38.8		39.0		38.9		38.7		39.0		38.8		38.9		38.7		39.0		39.1		38.9		39.2		39.2		39.4		39.0		39.0		38.9		39.0		38.9		39.0		39.0		38.5		38.8		38.8		38.9		38.9

								39.6

						Vaccino Bt merial		39.1

						Vaccino IZS Antigene diluito		38.9

						Gruppo di controllo Placebo		38.9





v. titoli sieroneutralizzanti

		Titoli sieroneutralizzanti dopo vaccinazione						vaccinazione												richiamo																challenge

								T0		T4		T10		T17		T24		T31		T35		T38		T45		T52		T59		T66		T73		T82		T94		T97		T101		T104		T108		T111		T115		T118		T122		T125		T129		132

								24-Jul		28-Jul		3-Aug		10-Aug		17-Aug		24-Aug		28-Aug		31-Aug		7-Sep		14-Sep		21-Sep		28-Sep																30564

				numero breve animale		numero di matricola		20338		20341		20796		21605		22022		22470		22867		22919		23727		24493		25240		25870		26629		27484		28849		29140		29432		29878		30136		30564		30829		31204		31433		31822		32018		32540

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		0		0		0		0		0		10		10		20		320		40		80		40		80		80		20		20		320		320		640		640		320		640		640		640

				2		IT067000107528		0		0		0		10		0		10		10		20		160		80		160		80		80		160		40		40		320		160		320		160		320		320		320		320

				3		IT067000107526		0		0		10		10		0		0		0		10		160		80		160		80		80		160		40		40		320		640		320		320		320		320		320		640

				6		IT067000107529		0		0		0		0		0		0		0		10		80		40		40		20		40		40		10		10		320		640		640		640		320		320		640		320

				23		IT067000103278		0		0		0		0		0		0		0		0		80		40		20		20		80		80		40		40		160		320		160		160		160		160		160		320

				24		IT067000103281		0		0		0		10		10		10		10		20		160		80		80		40		40		40		20		10		160		160		80		160		80		80		40		160

						media		0		0		2		5		2		5		5		13		160		60		90		47		67		93		28		27		267		373		360		347		253		307		353		400

		Vaccino BTVPUR® 8		4		IT067000092700		0		0		NON ES		0		0		10		10		0		80		20		40		20		20		20		10		10		640		640		1280		640		320		320		640		320

				5		IT067000107512		0		0		0		0		0		0		0		0		80		40		40		20		20		20		10		10		320		320		160		320		160		160		160		320

				19		IT067000093193		0		0		0		0		0		0		0		0		160		80		80		80		40		80		20		10		320		320		640		640		160		320		640		320

				20		IT067000084368		0		0		0		10		0		0		0		0		160		320		80		80		80		80		20		20		320		160		320		320		320		320		320		640

				21		IT067000093194		0		0		0		10		10		0		0		0		80		80		80		40		80		80		20		20		640		640		640		640		160		320		640		640

				22		IT067000103234		0		0		NON ES		10		0		0		0		0		160		80		80		40		40		40		10		10		640		1280		1280		1280		1280		1280		640		1280

						media		0		0		0		5		2		2		2		0		120		103		67		47		47		53		15		13		480		560		720		640		400		453		507		587

		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		7		IT067000103253		0		0		NON ES		0		0		0		0		0		160		160		80		80		80		160		40		40		320		640		640		640		320		320		320		320

				8		IT067000092723		0		0		0		0		0		0		0		0		10		0		0		0		0		0		0		0		640		320		320		160		160		160		80		160

				9		IT067000092724		0		0		10		10		10		10		10		10		40		20		40		20		20		20		10		20		320		320		160		320		160		160		160		160

				10		IT067000103242		0		0		10		10		0		0		0		10		160		80		40		20		40		20		10		10		320		640		320		640		160		320		160		320

				11		IT067000103237		0		0		10		10		0		0		0		0		40		40		40		20		20		20		10		10		160		160		320		160		160		160		160		320

				17		IT067000107525		0		0		0		0		0		0		0		10		20		20		10		10		10		10		10		10		320		320		320		320		160		320		160		640

						media		0		0		6		5		2		2		2		5		72		53		35		25		28		38		13		15		347		400		347		373		187		240		173		320

		Placebo		12		IT067000107552		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		80		320		320		320		320		160		320

				13		IT067000093209		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		160		320		160		640		320		320

				14		IT067000103236		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		80		320		640		160		320		320		640

				15		IT067000091927		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		40		40		160		80		80		80		160

				16		IT067000091890		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		160		320		320		160		160		320		320

				18		IT067000092691		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		20		80		160		80		320		160		160

						media		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		63		207		320		160		307		227		320

								0.01		0.02		0.03		0.04		0.05		0.06		0.07		0.08		0.09		0.1		0.11		0.12		0.13		0.14		T0		T3		T7		T10		T14		T17		T21		T24		T28		T31

																																				0.01		0.02		0.03		0.04		0.05		0.06		0.07		0.08		0.09		0.1





ELISA 

		BT. Dott. Rossi del 20/07/15

		ELISA						20341		20796		21605		22022		22470		22867		22919		23727		24493		25240		25870		26629

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				2		IT067000107528		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				3		IT067000107526		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				6		IT067000107529		NEG		POS		POS		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				23		IT067000103278		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				24		IT067000103281		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Vaccino Bt merial		4		IT067000092700		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				5		IT067000107512		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		POS		POS		POS		POS

				19		IT067000093193		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				20		IT067000084368		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				21		IT067000093194		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				22		IT067000103234		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Vaccino IZS Antigene diluito		7		IT067000103253		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				8		IT067000092723		NEG		POS		POS		NEG		POS		NEG		NEG		POS		POS		POS		POS		POS

				9		IT067000092724		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				10		IT067000103242		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				11		IT067000103237		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				17		IT067000107525		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Gruppo di controllo Placebo		12		IT067000107552		POS		POS		POS		POS		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				13		IT067000093209		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				14		IT067000103236		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				15		IT067000091927		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				16		IT067000091890		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				18		IT067000092691		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG



Partorita il 18/03/15
1 agnello -A117-



sn prechallenge

		T0		T0		T0		T0

		T4		T4		T4		T4

		T10		T10		T10		T10

		T17		T17		T17		T17

		T24		T24		T24		T24

		T31		T31		T31		T31

		T35		T35		T35		T35

		T38		T38		T38		T38

		T45		T45		T45		T45

		T52		T52		T52		T52

		T59		T59		T59		T59

		T66		T66		T66		T66

		T73		T73		T73		T73

		T82		T82		T82		T82

		T94		T94		T94		T94



richiamo

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo vaccinazione

0

0

0

0

0

0

0

0

1.6666666667

0

6

0

5

5

5

0

1.6666666667

1.6666666667

1.6666666667

0

5

1.6666666667

1.6666666667

0

5

1.6666666667

1.6666666667

0

13.3333333333

0

5

0

160

120

71.6666666667

0

60

103.3333333333

53.3333333333

0

90

66.6666666667

35

0

46.6666666667

46.6666666667

25

0

66.6666666667

46.6666666667

28.3333333333

0

93.3333333333

53.3333333333

38.3333333333

0

28.3333333333

15

13.3333333333

0



sn challenge

		T0		T0		T0		T0

		T3		T3		T3		T3

		T7		T7		T7		T7

		T10		T10		T10		T10

		T14		T14		T14		T14

		T17		T17		T17		T17

		T21		T21		T21		T21

		T24		T24		T24		T24

		T28		T28		T28		T28

		T31		T31		T31		T31



Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo challenge

28.3333333333

15

13.3333333333

0

26.6666666667

13.3333333333

15

0

266.6666666667

480

346.6666666667

0

373.3333333333

560

400

63.3333333333

360

720

346.6666666667

206.6666666667

346.6666666667

640

373.3333333333

320

253.3333333333

400

186.6666666667

160

306.6666666667

453.3333333333

240

306.6666666667

353.3333333333

506.6666666667

173.3333333333

226.6666666667

400

586.6666666667

320

320



Temperature post vaccinazione

		T0		T0		T0		T0

		T1		T1		T1		T1

		T2		T2		T2		T2

		T3		T3		T3		T3

		T4		T4		T4		T4

		T5		T5		T5		T5

		T6		T6		T6		T6

		T7		T7		T7		T7

		T8		T8		T8		T8

		T9		T9		T9		T9

		T10		T10		T10		T10

		T11		T11		T11		T11

		T12		T12		T12		T12

		T13		T13		T13		T13

		T14		T14		T14		T14

		T35		T35		T35		T35

		T36		T36		T36		T36

		T37		T37		T37		T37

		T38		T38		T38		T38

		T39		T39		T39		T39

		T40		T40		T40		T40

		T41		T41		T41		T41

		T42		T42		T42		T42

		T43		T43		T43		T43

		T44		T44		T44		T44

		T45		T45		T45		T45

		T46		T46		T46		T46

		T47		T47		T47		T47

		T48		T48		T48		T48

		T49		T49		T49		T49



richiamo

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento temperature corporee medie dopo vaccinazione

39.65

39.45

39.0333333333

39.35

40.05

39.4833333333

39.4666666667

39.3

39.2333333333

38.9666666667

38.7333333333

38.9166666667

39.4166666667

38.3833333333

38.35

38.2333333333

39.25

38.5333333333

38.65

38.7666666667

39.0666666667

38.7

38.6333333333

39

39.1166666667

39.05

38.6666666667

38.9333333333

38.9166666667

38.8166666667

38.45

38.6666666667

39.45

39.2666666667

39.2166666667

38.9833333333

39.2166666667

39

38.8

38.7833333333

39.6333333333

38.95

38.85

38.85

39.3333333333

38.7833333333

38.8166666667

38.6833333333

39.4333333333

38.7666666667

38.9166666667

38.9833333333

39.2666666667

38.95

38.8666666667

39.0666666667

39.5

38.9666666667

38.95

38.85

39.2666666667

39.05

38.9833333333

39.2166666667

39.7

39.5

39.3

39.1833333333

40.3

39.45

39.3166666667

39.4166666667

39.2333333333

38.85

39.0166666667

38.9666666667

39.2333333333

38.85

39.0166666667

38.9666666667

39.25

39.05

39.2666666667

38.8833333333

39.3

38.9666666667

39.15

38.9666666667

39.1333333333

38.8833333333

38.8833333333

38.9166666667

39.3333333333

38.8666666667

38.9833333333

39

39.0333333333

39.0666666667

38.9333333333

39.0166666667

38.55

38.5666666667

38.4666666667

38.5333333333

38.8

38.7333333333

38.7666666667

38.8

38.95

38.9

38.75

38.8

38.85

38.85

38.8

38.9166666667

38.8166666667

38.95

38.7166666667

38.9



Foglio1

		







Andamento dei titoli sieroneutralizzanti per animale dopo vaccinazione

Formulazione 
vaccinale

numero 
breve 

animale
T0 T4 T10 T17 T24 T31 T35* T38 T45 T52 T59 T66 T73 T82 T94

#

Vaccino IZSAM 
BTV8 12 x

1 0 0 0 0 0 10 10 20 320 40 80 40 80 80 20
2 0 0 0 10 0 10 10 20 160 80 160 80 80 160 40
3 0 0 10 10 0 0 0 10 160 80 160 80 80 160 40
6 0 0 0 0 0 0 0 10 80 40 40 20 40 40 10

23 0 0 0 0 0 0 0 0 80 40 20 20 80 80 40
24 0 0 0 10 10 10 10 20 160 80 80 40 40 40 20

Vaccino BTVPUR® 8

4 0 0 N. E. 0 0 10 10 0 80 20 40 20 20 20 10
5 0 0 0 0 0 0 0 0 80 40 40 20 20 20 10

19 0 0 0 0 0 0 0 0 160 80 80 80 40 80 20
20 0 0 0 10 0 0 0 0 160 320 80 80 80 80 20
21 0 0 0 10 10 0 0 0 80 80 80 40 80 80 20
22 0 0 N. E. 10 0 0 0 0 160 80 80 40 40 40 10

Vaccino IZSAM 
BTV8 diluito

7 0 0 N. E. 0 0 0 0 0 160 160 80 80 80 160 40
8 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0
9 0 0 10 10 10 10 10 10 40 20 40 20 20 20 10

10 0 0 10 10 0 0 0 10 160 80 40 20 40 20 10
11 0 0 10 10 0 0 0 0 40 40 40 20 20 20 10
17 0 0 0 0 0 0 0 10 20 20 10 10 10 10 10

Placebo

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo vaccinazione

Vaccino IZSAM BTV8 12 x Vaccino BTVPUR® 8 Vaccino IZSAM BTV8 diluito Placebo

richiamo



Challenge

• Dopo 94 giorni dalla prima inoculazione vaccinale i 4 
gruppi di ovini sono stati sottoposti ad infezione 
sperimentale.

• Challenge:  20 inoculazioni intradermiche da 0,25 mL
ciascuna di un ceppo di campo belga di BTV8 al titolo 
di 105,3 TCID50 /mL



Controlli post-challenge

• Rilievo della temperatura: 15 giorni p.i.
• Prelievi ematici: tre volte alla settimana in provette con e

senza EDTA
• Controlli su siero : c-ELISA, sieroneutralizzazione (SN),

interleuchina 4 ovina (IL-4), interferone gamma ovino
(IFN-γ)

• Controlli su sangue: RT-qPCR e sui campioni positivi sono
stati effettuati l’isolamento e la titolazione virale




Grafico1

		T0		T0		T0		T0		T0

		T1		T1		T1		T1		T1

		T2		T2		T2		T2		T2

		T3		T3		T3		T3		T3

		T4		T4		T4		T4		T4

		T5		T5		T5		T5		T5

		T6		T6		T6		T6		T6

		T7		T7		T7		T7		T7

		T8		T8		T8		T8		T8

		T9		T9		T9		T9		T9

		T10		T10		T10		T10		T10

		T11		T11		T11		T11		T11

		T12		T12		T12		T12		T12

		T13		T13		T13		T13		T13

		T14		T14		T14		T14		T14

		T15		T15		T15		T15		T15



temperatura fisiologica

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento temperature corporee medie post challenge

38.5666666667

38.7166666667

38.6833333333

38.7333333333

39.5

38.7666666667

39.0166666667

38.7166666667

38.95

39.5

38.8833333333

38.8833333333

38.8666666667

39.1

39.5

39.4166666667

39.3

39.2833333333

39.6

39.5

39

38.6833333333

38.6833333333

39.3166666667

39.5

38.9333333333

38.8166666667

38.7333333333

39.3833333333

39.5

39.0833333333

38.7

38.9166666667

40.35

39.5

39.4

39.25

39.0666666667

40.3333333333

39.5

38.9

38.8666666667

38.9

39.85

39.5

38.8166666667

38.75

38.7666666667

39.2833333333

39.5

38.7833333333

38.9333333333

38.8166666667

39.25

39.5

38.7166666667

38.9666666667

38.85

39.15

39.5

38.7666666667

38.8666666667

38.6166666667

38.9333333333

39.5

38.6333333333

38.9

38.6833333333

38.8666666667

39.5

38.45

38.5666666667

38.4333333333

38.45

39.5

38.5333333333

38.6833333333

38.5166666667

38.6666666667

39.5



Foglio1

		BT. Dott. Rossi del 20/07/15								inoc. + prel.						prel.								prel.						prel.								prel.

		1° Gruppo								26-Oct		27-Oct		28-Oct		29-Oct		30-Oct		31-Oct		1-Nov		2-Nov		3-Nov		4-Nov		5-Nov		6-Nov		7-Nov		8-Nov		9-Nov		10-Nov

		1		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000107511 -F-				38.1		38.2		38.6		39.5		39		39		38.8		39.4		38.8		38.8		38.6		38.5		38.3		38.6		38.2		38.5

		2		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000107528 -F-				38.5		38.6		39		39.2		38.5		39		39.2		39.4		38.7		39.2		38.5		38.1		38.5		38.2		38.2		38.2

		6		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000107529 -F-				38.9		39.2		38		39.3		39		39.2		39.1		39.2		39.1		38.5		38.5		38.7		38.7		38.5		38.1		38.6

		3		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000107526 -F-				38.7		39.1		39.2		39.6		39.2		38.8		39		39.6		38.8		38.8		39.2		39		39		38.7		38.5		38.6

		23		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000103278 -M-				38.6		38.8		39.3		39.4		39.3		38.5		39.5		39.5		38.9		38.9		39.1		39		39.1		39		38.7		38.5

		24		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		IT067000103281 -M-				38.6		38.7		39.2		39.5		39		39.1		38.9		39.3		39.1		38.7		38.8		39		39		38.8		39		38.8

										38.6		38.8		38.9		39.4		39.0		38.9		39.1		39.4		38.9		38.8		38.8		38.7		38.8		38.6		38.5		38.5

		5		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000107512 -F-				38.9		39.1		39.1		39.5		38.3		38.7		37.9		39.5		38.5		38.6		38		38.3		38.7		38.6		38.4		38.4

		4		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000092700 -F-				38.5		38.6		38.4		39.2		38.7		39		39.2		39.2		38.9		38.8		39.3		39.2		39.2		39.1		38.8		38.7

		19		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000093193 -M				38.5		38.7		38.9		39.1		38.4		38.9		39		39		38.5		38.4		38.8		39		39		39		38		38.3

		20		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000084368 -M-				38.7		38.8		38.8		39.4		38.6		38.5		38.2		39.2		39		38.8		39.3		39.3		39.1		39.3		38		38.7

		21		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000093194 -M-				38.5		38.5		38.9		39.6		39.3		39.5		39.3		39.6		39.3		38.7		39.3		39.2		38.7		38.8		39.3		39

		22		Vaccino BTVPUR® 8		IT067000103234 -M-				39.2		40.4		39.2		39		38.8		38.3		38.6		39		39		39.2		38.9		38.8		38.5		38.6		38.9		39

										38.7		39.0		38.9		39.3		38.7		38.8		38.7		39.3		38.9		38.8		38.9		39.0		38.9		38.9		38.6		38.7

		7		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000103253 -F-				38.6		38.6		39.2		39.2		38.1		38.9		38.9		39.2		39.2		38.7		38.6		38.5		38.5		38.5		38.1		38.3

		8		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000092723 -F-				39.2		39.4		38.8		39.1		38.7		38.9		39		39		38.4		38.4		38		38.3		38.2		38.3		38.6		38.4

		9		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000092724 -F-				38.2		38.3		38.5		38.9		38.4		38.2		38.5		38.2		38.8		38.5		38.5		38.6		38.5		38.7		38.2		38.7

		11		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000103237 -F-				38.6		38.7		39		39.5		39.1		39		38.8		39.2		38.7		38.9		39.2		39		39.1		38.8		38.4		38.4

		10		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000103242 -F-				38.5		38.3		39.2		39.5		38.6		38.7		39.5		39.4		39.1		39.1		39.3		39.1		38.1		38.3		38.2		38.2

		17		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		IT067000107525 -M-				39		39		38.5		39.5		39.2		38.7		38.8		39.4		39.2		39		39.3		39.6		39.3		39.5		39.1		39.1

										38.7		38.7		38.9		39.3		38.7		38.7		38.9		39.1		38.9		38.8		38.8		38.9		38.6		38.7		38.4		38.5

		12		Placebo		IT067000107552 -F-				38.6		38.8		39		39.4		38.9		39.2		41		40.4		39.3		39.8		39.5		39.4		38.8		38.5		38.5		38.8

		13		Placebo		IT067000093209 -M-				39.1		39.2		39.2		39.4		39		38.9		38.7		40.2		40.8		40.5		40		39.2		39		39.2		38.8		39.2

		14		Placebo		IT067000103236 -M-				38.5		38.7		38.7		39.4		38.8		38.7		40.7		40.4		39.6		38.7		39		39.1		39		39		38.4		38.5

		16		Placebo		IT067000091890 -M-				39.2		39.8		40.4		40.9		40.8		40.6		41		40.7		39.5		38.6		39.1		38.9		38.5		38.8		38.2		38.4

		18		Placebo		IT067000092691 -M-				38.4		38.5		38.5		39.2		38.5		38.3		39.5		40.1		40.2		38.5		39.5		39.1		39.1		38.7		38.2		38.4

		15		Placebo		IT067000091927 -M-				38.6		38.7		38.8		39.3		39.9		40.6		41.2		40.2		39.7		39.6		38.4		39.2		39.2		39		38.6		38.7

										38.7		39.0		39.1		39.6		39.3		39.4		40.4		40.3		39.9		39.3		39.3		39.2		38.9		38.9		38.5		38.7

										39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5		39.5

										T0		T1		T2		T3		T4		T5		T6		T7		T8		T9		T10		T11		T12		T13		T14		T15





Temperature post challenge

		T0		T0		T0		T0		T0

		T1		T1		T1		T1		T1

		T2		T2		T2		T2		T2

		T3		T3		T3		T3		T3

		T4		T4		T4		T4		T4

		T5		T5		T5		T5		T5

		T6		T6		T6		T6		T6

		T7		T7		T7		T7		T7

		T8		T8		T8		T8		T8

		T9		T9		T9		T9		T9

		T10		T10		T10		T10		T10

		T11		T11		T11		T11		T11

		T12		T12		T12		T12		T12

		T13		T13		T13		T13		T13

		T14		T14		T14		T14		T14

		T15		T15		T15		T15		T15



temperatura fisiologica

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento temperature corporee medie post challenge

38.5666666667

38.7166666667

38.6833333333

38.7333333333

39.5

38.7666666667

39.0166666667

38.7166666667

38.95

39.5

38.8833333333

38.8833333333

38.8666666667

39.1

39.5

39.4166666667

39.3

39.2833333333

39.6

39.5

39

38.6833333333

38.6833333333

39.3166666667

39.5

38.9333333333

38.8166666667

38.7333333333

39.3833333333

39.5

39.0833333333

38.7

38.9166666667

40.35

39.5

39.4

39.25

39.0666666667

40.3333333333

39.5

38.9

38.8666666667

38.9

39.85

39.5

38.8166666667

38.75

38.7666666667

39.2833333333

39.5

38.7833333333

38.9333333333

38.8166666667

39.25

39.5

38.7166666667

38.9666666667

38.85

39.15

39.5

38.7666666667

38.8666666667

38.6166666667

38.9333333333

39.5

38.6333333333

38.9

38.6833333333

38.8666666667

39.5

38.45

38.5666666667

38.4333333333

38.45

39.5

38.5333333333

38.6833333333

38.5166666667

38.6666666667

39.5



Foglio2

		





Foglio3

		







Temperature corporee 
post-challenge gruppo di controllo 

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15

12 Gruppo di controllo 
Placebo 38,6 38,8 39 39,4 38,9 39,2 41 40,4 39,3 39,8 39,5 39,4 38,8 38,5 38,5 38,8

13 Gruppo di controllo 
Placebo 39,1 39,2 39,2 39,4 39 38,9 38,7 40,2 40,8 40,5 40 39,2 39 39,2 38,8 39,2

14 Gruppo di controllo 
Placebo 38,5 38,7 38,7 39,4 38,8 38,7 40,7 40,4 39,6 38,7 39 39,1 39 39 38,4 38,5

16 Gruppo di controllo 
Placebo 39,2 39,8 40,4 40,9 40,8 40,6 41 40,7 39,5 38,6 39,1 38,9 38,5 38,8 38,2 38,4

18 Gruppo di controllo 
Placebo 38,4 38,5 38,5 39,2 38,5 38,3 39,5 40,1 40,2 38,5 39,5 39,1 39,1 38,7 38,2 38,4

15 Gruppo di controllo 
Placebo 38,6 38,7 38,8 39,3 39,9 40,6 41,2 40,2 39,7 39,6 38,4 39,2 39,2 39 38,6 38,7




Grafico1

		T0		T0		T0		T0

		T3		T3		T3		T3

		T7		T7		T7		T7

		T10		T10		T10		T10

		T14		T14		T14		T14

		T17		T17		T17		T17

		T21		T21		T21		T21

		T24		T24		T24		T24

		T28		T28		T28		T28

		T31		T31		T31		T31



Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo challenge

28.3333333333

15

13.3333333333

0

26.6666666667

13.3333333333

15

0

266.6666666667

480

346.6666666667

0

373.3333333333

560

400

63.3333333333

360

720

346.6666666667

206.6666666667

346.6666666667

640

373.3333333333

320

253.3333333333

400

186.6666666667

160

306.6666666667

453.3333333333

240

306.6666666667

353.3333333333

506.6666666667

173.3333333333

226.6666666667

400

586.6666666667

320

320



vaccinazione temperature

		Temperatura corporea animali dopo vaccinazione												vaccinazione																														richiamo vaccino

														T0		T1		T2		T3		T4		T5		T6		T7		T8		T9		T10		T11		T12		T13		T14		T35		T36		T37		T38		T39		T40		T41		T42		T43		T44		T45		T46		T47		T48		T49

								Temperature pre-sperimentazione

		tipologia vaccino		N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		39.6		38.7		39.4		39.5		40.1		38.9		39		38.8		38.7		39.2		38.8		39.3		39		39.5		39		38.8		39		39.4		38.9		39.2		40.1		39.1		39.1		39.1		39.5		38.9		39		38.9		38.6		38.5		38.7		39		38.8

				2		IT067000107528		40		39.7		39.6		39.8		39.8		39.5		38.6		39.2		38.7		38.8		39.1		40.1		39.9		39.7		39.2		39.2		39.3		39.8		39.6		39.7		40.4		39.5		39.5		39.8		39.6		39.1		39		38.9		39		38.9		39		38.7		38.9

				3		IT067000107526		39.5		39.5		39.6		39.8		40.6		39.6		40.3		40.7		40		39.5		38.6		39.4		38.9		40.2		39.6		39.6		39.7		39.5		39.3		40.2		41.1		38.9		38.9		39.8		39		39.2		39.2		38.9		38.1		38.7		39		38.7		38.2

				6		IT067000107529		40		39.9		39.7		39.7		39.7		39.2		39.4		38.9		39		39		39.3		39.4		39.3		39.7		39.4		40		39.6		39.3		39.5		39.7		39.8		39.4		39.4		39.6		39.5		39.2		39.6		38.9		38.8		39		38.9		39.1		39.2

				23		IT067000103278								39.6		39.8		39.1		39.3		39		39		39.2		38.4		39.2		39.2		39.1		39.5		39.2		38.8		39.2		38.9		39.5		40.4		39.2		39.2		38.7		39.2		39.3		39.4		39.2		38.2		39		39.1		38.9		39

				24		IT067000103281								39.5		40.3		39.1		39.9		38.9		39		39		39.3		39.3		39		39.6		39.3		39.8		39.2		39.8		39.4		39.9		40		39.3		39.3		38.5		39		39.1		39.8		39.4		38.6		38.7		39		38.7		38.8

								39.6						39.7		40.1		39.2		39.4		39.3		39.1		39.1		38.9		39.5		39.2		39.6		39.3		39.4		39.3		39.5		39.3		39.7		40.3		39.2		39.2		39.3		39.3		39.1		39.3		39.0		38.6		38.8		39.0		38.9		38.8

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino BTVPUR® 8		4		IT067000092700								39.7		39.2		39		38		38.2		38.2		38.3		38.3		39		38.6		39		38.7		38.8		39		38.4		38.2		38.9		39.2		38.9		38.9		38.9		38.9		38.1		38.5		39		38.5		38.7		39		38.9		38.9

				5		IT067000107512								39.8		39.7		39.3		38.7		38.9		38.9		39.2		38.5		39.3		39		39.6		39.2		39		39		39.2		39.2		39.4		39.5		38.7		38.7		39.5		39.2		39		38.7		39		38.7		38.8		39		38.6		39

				19		IT067000093193		38.9		38.7		39		38.9		39.1		38.6		37.9		37.8		38.2		38.6		38.6		39.1		38.9		38.6		38		38		38.8		39.3		38.8		39.3		39.6		38.8		38.8		39.9		38.9		39.4		39.3		38.9		38.6		38.9		38.8		39.1		39

				20		IT067000084368		39.2		39		39.2		39.5		39.4		39.1		38.8		39		39		40.2		39.5		39.5		39.5		39		38.8		39		39.4		39		39.9		39.6		39.5		38.9		38.9		39.3		39.3		39.2		39.2		39.3		38.6		38.9		39.2		38.8		38.9

				21		IT067000093194		39		39.5		39.6		39.6		39.4		38.8		38.7		38.5		38.9		39		39.1		39.6		38.9		38.9		38.9		39.6		39.5		38.9		39.2		39.4		39.7		38.9		38.9		38.4		38.9		39.1		38.9		39.3		38.5		38.5		38.8		39		39.2

				22		IT067000103234		38.9		38.9		39.1		39.2		40.1		39		38.2		38.8		39		39		38.9		39.1		39.1		38.6		39.1		38.2		38		39		39		40.4		39.2		38.9		38.9		38.3		38.6		38.5		38.6		38.9		38.5		38.6		38.6		38.7		38.7

								39.1						39.5		39.5		39.0		38.4		38.5		38.7		39.1		38.8		39.3		39.0		39.0		38.8		38.8		39.0		39.0		39.1		39.5		39.5		38.9		38.9		39.1		39.0		38.9		38.9		39.1		38.6		38.7		38.9		38.9		39.0

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		7		IT067000103253		38.90		39.00		39.00		38.6		38.9		38.9		38.3		38.5		38.6		38.4		38.8		39.1		38.5		38.9		38.5		38.3		38.5		38.6		39		39.2		39.3		39.4		39.4		39.1		39.3		38.8		38.9		38.7		38.8		38.6		38.8		39.2		38.7

				8		IT067000092723		38.60		38.60		39.20		38.8		39		38		37.3		38.1		38.2		38.5		38		39.1		39		38.6		39.2		38.2		38.8		38.9		38.8		38.6		38.9		38.7		38.7		39.2		38.8		38.7		38.7		38.8		38.3		38.4		38.5		38.8		38.8

				9		IT067000092724		38.60		38.70		38.80		38.8		38.9		38.4		38		38.6		38.5		38.4		38		39		39		38.8		38.8		38.6		39.2		38.8		38.9		39.3		39.2		38.8		38.8		39.3		39		38.2		39		38.6		38.2		38.7		38.6		38.2		38.8

				10		IT067000103242		39.20		39.20		39.30		38.9		40.4		38.9		38.8		38.8		39		38.9		38.4		39.2		38.7		38.9		39		39.9		38.9		39		38.9		40		39.6		39		39		39.2		39.2		39.4		39.1		39		38.2		39		38.9		39.1		38.5

				11		IT067000103237		38.90		38.90		38.60		39.1		39.1		38.8		38.4		38.6		38.6		38.3		38.2		39		38.7		38.8		38.6		38.5		38.4		39		38.8		39		39.3		39.1		39.1		39.3		39		38.7		38.9		38.7		38.6		38.6		38.7		38.5		38.7

				17		IT067000107525								40		40.5		39.4		39.3		39.3		38.9		39.5		39.3		39.9		38.9		39.1		38.8		40		39.4		39.4		39.5		39.7		39.6		39.1		39.1		39.5		39.6		39.5		39.3		39.8		38.7		39.3		39		39		38.8

								38.9						39.0		39.5		38.7		38.4		38.7		38.6		38.7		38.5		39.2		38.8		38.9		38.8		38.9		38.9		39.0		39.0		39.3		39.3		39.0		39.0		39.3		39.2		38.9		39.0		38.9		38.5		38.8		38.8		38.8		38.7

				N° breve		n° matricola		21-Jul		22-Jul		23-Jul		24-Jul		25-Jul		26-Jul		27-Jul		28-Jul		29-Jul		30-Jul		31-Jul		1-Aug		2-Aug		3-Aug		4-Aug		5-Aug		6-Aug		7-Aug		28-Aug		29-Aug		30-Aug		31-Aug		1-Sep		2-Sep		3-Sep		4-Sep		5-Sep		6-Sep		7-Sep		8-Sep		9-Sep		10-Sep		11-Sep

		Placebo		12		IT067000107552								39.8		40.2		39.5		38.7		39.3		39		39		38.8		39		38.7		39.2		39		39		39.2		38.9		39.7		39.6		40.7		39.9		39.9		39.4		39.5		39.2		39.4		39		38.7		38.9		39		39.2		39.2

				13		IT067000093209		38.4		38.8		38.6		39.1		39.3		38.8		38		38.6		39.5		39.2		38.2		39.1		39		38.5		38.4		38.6		38.9		38.2		39.1		39.1		39.3		38.6		38.6		38.9		38.8		38.5		39		39		38.9		38.7		38.9		39		38.8

				14		IT067000103236		39		39.3		38.6		39		39.2		38.9		37.9		38.6		38.8		39.2		38.6		38.7		38.6		38.7		38.6		39.2		39.1		38.7		39		38.6		38.6		38.5		38.5		38.6		38.3		38.2		38.6		39		38.5		38.5		38.6		38.5		38.6

				15		IT067000091927		39.2		39.6		39.3		39.4		39.2		38.7		38.3		39		39		38.8		39		39.1		38.8		39		38.7		38.8		39.6		39.1		39		39.6		39.5		39		39		39.1		39.4		39.6		39.2		39.1		38.4		39.2		38.5		39.2		38.9

				16		IT067000091890		38.7		39		38.5		39.7		38.7		38.7		38.2		38.3		38.8		38.4		38.6		38.9		38.6		38.8		38.2		39.4		38.7		39		39.5		38.9		39		38.8		38.8		38.4		38.8		39		39		39		38.6		38.9		38.8		38.8		39.1

				18		IT067000092691		38.8		38.8		39		39.1		39.2		38.9		38.3		38.8		38.9		39		38.8		39.1		39		38.9		39.2		38.9		38.9		39.2		39		39.3		39.4		39		39		38.9		39		39		38.8		39		38.1		38.6		39		38.8		38.8

								38.9						39.4		39.3		38.9		38.2		38.8		39.0		38.9		38.7		39.0		38.8		38.9		38.7		39.0		39.1		38.9		39.2		39.2		39.4		39.0		39.0		38.9		39.0		38.9		39.0		39.0		38.5		38.8		38.8		38.9		38.9

								39.6

						Vaccino Bt merial		39.1

						Vaccino IZS Antigene diluito		38.9

						Gruppo di controllo Placebo		38.9





v. titoli sieroneutralizzanti

		Titoli sieroneutralizzanti dopo vaccinazione						vaccinazione												richiamo																challenge

								T0		T4		T10		T17		T24		T31		T35		T38		T45		T52		T59		T66		T73		T82		T94		T97		T101		T104		T108		T111		T115		T118		T122		T125		T129		132

								24-Jul		28-Jul		3-Aug		10-Aug		17-Aug		24-Aug		28-Aug		31-Aug		7-Sep		14-Sep		21-Sep		28-Sep																30564

				numero breve animale		numero di matricola		20338		20341		20796		21605		22022		22470		22867		22919		23727		24493		25240		25870		26629		27484		28849		29140		29432		29878		30136		30564		30829		31204		31433		31822		32018		32540

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		0		0		0		0		0		10		10		20		320		40		80		40		80		80		20		20		320		320		640		640		320		640		640		640

				2		IT067000107528		0		0		0		10		0		10		10		20		160		80		160		80		80		160		40		40		320		160		320		160		320		320		320		320

				3		IT067000107526		0		0		10		10		0		0		0		10		160		80		160		80		80		160		40		40		320		640		320		320		320		320		320		640

				6		IT067000107529		0		0		0		0		0		0		0		10		80		40		40		20		40		40		10		10		320		640		640		640		320		320		640		320

				23		IT067000103278		0		0		0		0		0		0		0		0		80		40		20		20		80		80		40		40		160		320		160		160		160		160		160		320

				24		IT067000103281		0		0		0		10		10		10		10		20		160		80		80		40		40		40		20		10		160		160		80		160		80		80		40		160

						media		0		0		2		5		2		5		5		13		160		60		90		47		67		93		28		27		267		373		360		347		253		307		353		400

		Vaccino BTVPUR® 8		4		IT067000092700		0		0		NON ES		0		0		10		10		0		80		20		40		20		20		20		10		10		640		640		1280		640		320		320		640		320

				5		IT067000107512		0		0		0		0		0		0		0		0		80		40		40		20		20		20		10		10		320		320		160		320		160		160		160		320

				19		IT067000093193		0		0		0		0		0		0		0		0		160		80		80		80		40		80		20		10		320		320		640		640		160		320		640		320

				20		IT067000084368		0		0		0		10		0		0		0		0		160		320		80		80		80		80		20		20		320		160		320		320		320		320		320		640

				21		IT067000093194		0		0		0		10		10		0		0		0		80		80		80		40		80		80		20		20		640		640		640		640		160		320		640		640

				22		IT067000103234		0		0		NON ES		10		0		0		0		0		160		80		80		40		40		40		10		10		640		1280		1280		1280		1280		1280		640		1280

						media		0		0		0		5		2		2		2		0		120		103		67		47		47		53		15		13		480		560		720		640		400		453		507		587

		Vaccino IZSAM BTV8 diluito		7		IT067000103253		0		0		NON ES		0		0		0		0		0		160		160		80		80		80		160		40		40		320		640		640		640		320		320		320		320

				8		IT067000092723		0		0		0		0		0		0		0		0		10		0		0		0		0		0		0		0		640		320		320		160		160		160		80		160

				9		IT067000092724		0		0		10		10		10		10		10		10		40		20		40		20		20		20		10		20		320		320		160		320		160		160		160		160

				10		IT067000103242		0		0		10		10		0		0		0		10		160		80		40		20		40		20		10		10		320		640		320		640		160		320		160		320

				11		IT067000103237		0		0		10		10		0		0		0		0		40		40		40		20		20		20		10		10		160		160		320		160		160		160		160		320

				17		IT067000107525		0		0		0		0		0		0		0		10		20		20		10		10		10		10		10		10		320		320		320		320		160		320		160		640

						media		0		0		6		5		2		2		2		5		72		53		35		25		28		38		13		15		347		400		347		373		187		240		173		320

		Placebo		12		IT067000107552		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		80		320		320		320		320		160		320

				13		IT067000093209		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		160		320		160		640		320		320

				14		IT067000103236		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		80		320		640		160		320		320		640

				15		IT067000091927		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		40		40		160		80		80		80		160

				16		IT067000091890		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		160		320		320		160		160		320		320

				18		IT067000092691		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		20		80		160		80		320		160		160

						media		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		63		207		320		160		307		227		320

								0.01		0.02		0.03		0.04		0.05		0.06		0.07		0.08		0.09		0.1		0.11		0.12		0.13		0.14		T0		T3		T7		T10		T14		T17		T21		T24		T28		T31

																																				0.01		0.02		0.03		0.04		0.05		0.06		0.07		0.08		0.09		0.1





ELISA 

		BT. Dott. Rossi del 20/07/15

		ELISA						20341		20796		21605		22022		22470		22867		22919		23727		24493		25240		25870		26629

		Vaccino IZSAM BTV8 12 x		1		IT067000107511		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				2		IT067000107528		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				3		IT067000107526		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				6		IT067000107529		NEG		POS		POS		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				23		IT067000103278		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				24		IT067000103281		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Vaccino Bt merial		4		IT067000092700		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				5		IT067000107512		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		POS		POS		POS		POS

				19		IT067000093193		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				20		IT067000084368		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				21		IT067000093194		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				22		IT067000103234		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Vaccino IZS Antigene diluito		7		IT067000103253		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				8		IT067000092723		NEG		POS		POS		NEG		POS		NEG		NEG		POS		POS		POS		POS		POS

				9		IT067000092724		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				10		IT067000103242		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				11		IT067000103237		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

				17		IT067000107525		NEG		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS		POS

		Gruppo di controllo Placebo		12		IT067000107552		POS		POS		POS		POS		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				13		IT067000093209		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				14		IT067000103236		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				15		IT067000091927		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				16		IT067000091890		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG

				18		IT067000092691		NEG		NEG		NEG		NEG		POS		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG		NEG



Partorita il 18/03/15
1 agnello -A117-



sn prechallenge

		T0		T0		T0		T0

		T4		T4		T4		T4

		T10		T10		T10		T10

		T17		T17		T17		T17

		T24		T24		T24		T24

		T31		T31		T31		T31

		T35		T35		T35		T35

		T38		T38		T38		T38

		T45		T45		T45		T45

		T52		T52		T52		T52

		T59		T59		T59		T59

		T66		T66		T66		T66

		T73		T73		T73		T73

		T82		T82		T82		T82

		T94		T94		T94		T94



richiamo

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo vaccinazione

0

0

0

0

0

0

0

0

1.6666666667

0

6

0

5

5

5

0

1.6666666667

1.6666666667

1.6666666667

0

5

1.6666666667

1.6666666667

0

5

1.6666666667

1.6666666667

0

13.3333333333

0

5

0

160

120

71.6666666667

0

60

103.3333333333

53.3333333333

0

90

66.6666666667

35

0

46.6666666667

46.6666666667

25

0

66.6666666667

46.6666666667

28.3333333333

0

93.3333333333

53.3333333333

38.3333333333

0

28.3333333333

15

13.3333333333

0



sn challenge

		T0		T0		T0		T0

		T3		T3		T3		T3

		T7		T7		T7		T7

		T10		T10		T10		T10

		T14		T14		T14		T14

		T17		T17		T17		T17

		T21		T21		T21		T21

		T24		T24		T24		T24

		T28		T28		T28		T28

		T31		T31		T31		T31



Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento titoli sieroneutralizzanti medi dopo challenge

28.3333333333

15

13.3333333333

0

26.6666666667

13.3333333333

15

0

266.6666666667

480

346.6666666667

0

373.3333333333

560

400

63.3333333333

360

720

346.6666666667

206.6666666667

346.6666666667

640

373.3333333333

320

253.3333333333

400

186.6666666667

160

306.6666666667

453.3333333333

240

306.6666666667

353.3333333333

506.6666666667

173.3333333333

226.6666666667

400

586.6666666667

320

320



Temperature post vaccinazione

		T0		T0		T0		T0

		T1		T1		T1		T1

		T2		T2		T2		T2

		T3		T3		T3		T3

		T4		T4		T4		T4

		T5		T5		T5		T5

		T6		T6		T6		T6

		T7		T7		T7		T7

		T8		T8		T8		T8

		T9		T9		T9		T9

		T10		T10		T10		T10

		T11		T11		T11		T11

		T12		T12		T12		T12

		T13		T13		T13		T13

		T14		T14		T14		T14

		T35		T35		T35		T35
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		T46		T46		T46		T46

		T47		T47		T47		T47

		T48		T48		T48		T48

		T49		T49		T49		T49



richiamo

Vaccino IZSAM BTV8 12 x

Vaccino BTVPUR® 8

Vaccino IZSAM BTV8 diluito

Placebo

Andamento temperature corporee medie dopo vaccinazione
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Foglio1

		







Risultati  RT-qPCR post-challenge

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Vaccino IZSAM BTV8 12 x 0 0 0
Vaccino BTVPUR® 8 0 0* 1 0
Vaccino IZSAM BTV8 diluito 0 0 0
Placebo 0 0* 1 1* 2* 4* 6 2*

T9 T10 T14 T17 T21 T24 T28 T31 T35
Vaccino IZSAM BTV8 12 x 0 0 0 0 0 0 0 0
Vaccino BTVPUR® 8 0 0 0 0 0 0 0 0
Vaccino IZSAM BTV8 diluito 0 0 0 0 0 0 0 0
Placebo 1* 6 6 6 6 6 6 6 6



Analisi statistica

• Tutti i risultati sono stati valutati 
applicando l’analisi della varianza non 
parametrica (test di Kruskal-Wallis) 
per verificare le differenze tra gruppi



Conclusioni
• Le tre formulazioni vaccinali sono risultate tutte

egualmente efficaci, l’analisi dei dati infatti non ha
evidenziato differenze statisticamente significative tra i tre
gruppi di vaccinati

• Sono invece state evidenziate differenze statisticamente
significative tra i tre gruppi di vaccinati e il gruppo di
controllo

• I tre vaccini saggiati hanno superato i controlli in vivo per
il rilascio dei lotti



Quantificazione IL-4 e IFN-γ nel siero

• ELISA for Bovine IL-4 (Mabtech)

• ELISA for Bovine IFN-γ (Mabtech)

Cross-reazione tra IL-4 e IFN-γ bovini e ovini



Quantificazione IL-4 nel siero: risultati
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Quantificazione IFN-γ nel siero: risultati
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Quantificazione IL-4 e IFN- γ:
prova di stimolazione in vitro

Procedura
• Prelievo del sangue intero (anticoagulante eparina)
• Sangue dispensato in piastre 24 pz (2 repliche per  
ciascun animale)
• Effettuate 3 tipologie di saggi per ciascun animale: 
controllo positivo PHA-L 3 μg/ml, controllo negativo e 
stimolazione con BTV8 in toto 20 μg/ml
• Incubazione piastre per 24 h a 37°C (5%CO2)
• Centrifugazione a 600 g per 15 min al fine di 
raccogliere il plasma
• Quantificazione IL-4 e IFN-γ con kit Mabtech



Quantificazione IL-4: 
risultati prova di stimolazione in vitro
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Quantificazione IFN-ƴ: 
risultati prova di stimolazione in vitro
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Determinazione proteine totali 
lotti di vaccino BTV8

•Coomassie Plus Bradford Assay Kit (Thermo Scientific)

Vaccino Proteine (mg/ml)
Vaccino BTV8 IZSAM 12X 7,6
Vaccino BTV8 IZSAM diluito 1,1
Vaccino MERIAL ®BTVPUR AlSap™ 8 0,4
Placebo < 0,125 *

* Intervallo di concentrazione degli standard (BSA): 2,0 - 0,125 mg/ml



Produzione anticorpi monoclonali 
vs VP2-BTV8

Procedura
• Immunizzazione topi Balb/c di 6/8 settimane con rec-

VP2-BTV8 (GenScript) per via intraperitoneale
• Fusione splenociti murini con cellule di mieloma 

murino Sp2/O-Ag-14
• Selezione degli ibridomi secernenti mediante metodo 

della diluizione limite
• Coltura su larga scala degli ibridomi selezionati in 

DMEM + 20% siero fetale bovino
• Purificazione anticorpi mediante cromatografia di 

affinità



Caratterizzazione anticorpi monoclonali 
vs VP2-BTV8

Procedura
• Verifica specificità MAbs mediante ELISA indiretta 

verso i seguenti antigeni: virus BTV8 in toto, rec-VP7-
BTV2 (IZSAM) e virus BTV2 in toto

• Determinazione isotipo MAbs mediante kit 
commerciale (Mouse-Typer Isotyping Panel Kit –
BioRad)

• Determinazione dell’epitopo riconosciuto dai MAbs
mediante western blotting



Produzione anticorpi monoclonali 
vs VP2-BTV8: risultati

Prodotti 40 ibridomi 
secernenti MAb con isotipo IgG1 anti k

1: MAb 3E11E10
2: MAb 5G10B10
3: MAb 12F10G12

R = rec-VP2-BTV8
W = BTV8 in toto

WR R W R W

1 32

110 kDa

40 kDa



ELISA-sandwich per la quantificazione 
della proteina VP2-BTV8

Immagine tratta da: Mertens, P. P. C. (2002) Bluetongue Viruses In the Encyclopedia of Life Sciences. Macmillan .

BLUETONGUE VIRUS
Orbivirus (Reoviridae)

•dsRNA associato alle 
proteine VP1 (RNA-
dependent RNA polymerase), 
VP4 (capping enzyme 
including methyltransferase) 
e VP6 (RNA-dependent 
ATPase and helicase)

• VP3 e VP7 (proteina 
comune a tutti i sierotipi)

• VP2 e VP5 (outer capsid)

• 4 proteine non strutturali 
(NS1, NS2, NS3, NS4)

VP2 determina il sierotipo, è la proteina più 
variabile e il target principale degli anticorpi 
neutralizzanti.



ELISA-sandwich per la quantificazione 
della proteina VP2-BTV8

Procedura
• Attivazione piastra con IgG da siero di pecora positiva per BTV8 
(ON - TA in camera umida)
• Incubazione con rec-VP2-BTV8 (GenScript) alle concentrazioni 
da 25 μg/ml a 0.195 μg/ml per raddoppio (curva di calibrazione) 
e con vaccini BTV8 e placebo a differenti diluizioni (1 h 30 min a 
37°C  in agitazione) 
• Incubazione con MAb vs VP2-BTV8 (1 h a 37°C)
• Incubazione con secondario anti-mouse IgG-HRP (GE 
Healthcare)
• Incubazione con substrato cromogeno (TMB) (30 min a TA)
• Stop reazione con acido solforico 0.5N
• Lettura piastra a 450 nm



ELISA-sandwich per la quantificazione 
della proteina VP2-BTV8

Ottimizzazione ELISA con i 3 MAbs selezionati 
(3E11E10, 5G10B10, 12F10G12) 
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Capture 1

								MAb 5G10B10								MAb 12F10G12

				C1		C1		50		50		25		25		50		50		25		25

				C1		C1		25		25		12.5		12.5		25		25		12.5		12.5

				C1		C1		12.5		12.5		6.25		6.25		12.5		12.5		6.25		6.25

				C2		C2		6.25		6.25		3.125		3.125		6.25		6.25		3.125		3.125

				C3		C3		3.125		3.125		1.56		1.56		3.125		3.125		1.56		1.56

				C4		C4		1.56		1.56		0.78		0.78		1.56		1.56		0.78		0.78

				C5		C5		0.78		0.78		0.39		0.39		0.78		0.78		0.39		0.39

				C6		C6		0.39		0.39		0.195		0.195		0.39		0.39		0.195		0.195

								BTV8				recVP2				BTV8				recVP2

								MAb 3E11E10

				C1		C1		50		50		25		25

				C1		C1		25		25		12.5		12.5

				C1		C1		12.5		12.5		6.25		6.25

				C2		C2		6.25		6.25		3.125		3.125

				C3		C3		3.125		3.125		1.56		1.56

				C4		C4		1.56		1.56		0.78		0.78

				C5		C5		0.78		0.78		0.39		0.39

				C6		C6		0.39		0.39		0.195		0.195

								BTV8				recVP2

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine												C4		MAb 5G10B10 vs IgG ovine

				C2		Anti-mouse-IgG-HRP vs BTV8												C5		MAb 12F10G12 vs IgG ovine

				C3		Anti-mouse-IgG-HRP vs recVP2												C6		MAb 3E11E10 vs IgG ovine

				Attivazione 10 microgrammi/ml IgG ovine

				MAb X, Y e Z = uso alla concentrazione 10 microgrammi/ml

				Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:10000





Ctrl MAb-PAb

		

		MAb 12F10G12				1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

						1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

		MAb 5G10B10				1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

						1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

		MAb 3E11E10				1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

						1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

		IgG ovine vs BTV8				1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

						1:4		1:4		1:4		1:8		1:16		1:32		1:4		1:8		1:16		1:32		1:64

				VP2-BTV8		BTV8 Sch 1664/I		BTV8 cassette		BTV8 Sch 1664/I denaturato DTT								BTV8 Sch cassette denaturato DTT

		MAb 12F10G12		3.182		0.083		0.066		0.100		0.091		0.089		0.099		0.096		0.106		0.120		0.112		0.114

				3.101		0.079		0.052		0.105		0.097		0.097		0.090		0.078		0.101		0.105		0.121		0.112

		MAb 5G10B10		1.190		0.143		0.092		0.120		0.138		0.136		0.130		0.099		0.104		0.112		0.117		0.114

				1.124		0.108		0.086		0.127		0.149		0.129		0.126		0.096		0.103		0.114		0.118		0.116

		MAb 3E11E10		3.462		0.074		0.061		0.097		0.107		0.093		0.096		0.089		0.105		0.122		0.118		0.137

				3.498		0.068		0.054		0.117		0.119		0.124		0.080		0.080		0.112		0.135		0.141		0.133

		IgG ovine vs BTV8		2.059		0.475		0.191		0.518		0.622		0.649		0.708		0.475		0.602		0.607		0.507		0.535

				2.034		0.494		0.205		0.549		0.675		0.729		0.730		0.481		0.581		0.618		0.509		0.582

				VP2-BTV8		BTV8 Sch 1664/I		BTV8 cassette		BTV8 Sch 1664/I denaturato DTT								BTV8 Sch cassette denaturato DTT

		BTV8 Sch 1664/I				1:4		= 14,87 microgrammi/pz

		BTV8 cassette				1:4		= 80 microgrammi/pz





Capture 2

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON MAbs

						MAb 12F10G12				MAb 5G10B10				MAb 3E11E10

				C1		25		25		25		25		25		25		Conc. recVP2

				C1		12.5		12.5		12.5		12.5		12.5		12.5

				C1		6.25		6.25		6.25		6.25		6.25		6.25				Attivazione 20 microgrammi/ml di ogni MAb

				C1		3.125		3.125		3.125		3.125		3.125		3.125

				C2		1.56		1.56		1.56		1.56		1.56		1.56				IgG ovine = uso alla concentrazione 20 microgrammi/ml

				C2		0.78		0.78		0.78		0.78		0.78		0.78

				C2		0.39		0.39		0.39		0.39		0.39		0.39				Anti-Sheep-IgG-HRP (Sigma) diluito 1:20000

				C2		0.195		0.195		0.195		0.195		0.195		0.195

						recVP2

				C1		Anti-sheep-IgG-HRP vs MAb

				C2		IgG ovine vs MAb

						MAb 12F10G12				MAb 5G10B10				MAb 3E11E10

				1.192		1.619		1.553		1.596		1.536		1.420		1.381

				1.007		1.427		1.449		1.452		1.406		1.315		1.264

				1.069		1.337		1.341		1.334		1.280		1.189		1.188

				1.024		1.181		1.236		1.228		1.248		1.111		1.079

				1.030		1.077		1.127		1.240		1.159		1.025		1.045

				1.011		1.036		1.031		1.236		1.170		1.002		0.925

				1.034		1.003		1.034		1.176		1.130		0.888		0.887

				1.043		1.027		1.047		1.266		1.243		0.923		0.957

						recVP2

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

						MAb 12F10G12				MAb 5G10B10				MAb 3E11E10

				C3		25		25		25		25		25		25		Conc. recVP2

				C3		12.5		12.5		12.5		12.5		12.5		12.5

				C4		6.25		6.25		6.25		6.25		6.25		6.25				Attivazione 20 microgrammi/ml IgG ovine

				C4		3.125		3.125		3.125		3.125		3.125		3.125

				C5		1.56		1.56		1.56		1.56		1.56		1.56				MAb 12F10G12, 5G10B10 e 3E11E10 = uso alla concentrazione 20 microgrammi/ml

				C5		0.78		0.78		0.78		0.78		0.78		0.78

				C6		0.39		0.39		0.39		0.39		0.39		0.39				Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C6		0.195		0.195		0.195		0.195		0.195		0.195

						recVP2

				C3		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C4		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				C5		MAbs 5G10B10 vs IgG ovine

				C6		MAbs 3E11E10 vs IgG ovine

						MAb 12F10G12				MAb 5G10B10				MAb 3E11E10

				0.154		2.926		2.695		0.871		0.823		2.475		2.610

				0.137		1.572		1.413		0.349		0.368		1.506		1.612

				0.169		0.807		0.792		0.195		0.192		0.831		0.902

				0.162		0.426		0.405		0.140		0.146		0.448		0.479

				0.149		0.276		0.265		0.163		0.159		0.249		0.295

				0.149		0.213		0.197		0.174		0.169		0.226		0.200

				0.137		0.198		0.178		0.140		0.137		0.156		0.182

				0.153		0.182		0.181		0.177		0.185		0.191		0.205

				Bk media		0.151

				Abs -Bk

						MAb 12F10G12				MAb 5G10B10				MAb 3E11E10

				0.003		2.775		2.544		0.720		0.672		2.324		2.459

				-0.014		1.421		1.262		0.198		0.217		1.355		1.461

				0.018		0.656		0.641		0.044		0.041		0.680		0.751

				0.011		0.275		0.254		-0.011		-0.005		0.297		0.328

				-0.002		0.125		0.114		0.012		0.008		0.098		0.144

				-0.002		0.062		0.046		0.023		0.018		0.075		0.049

				-0.014		0.047		0.027		-0.011		-0.014		0.005		0.031

				0.002		0.031		0.030		0.026		0.034		0.040		0.054

				VP2		12F10G12		5G10B10		3E11E10

				25		2.659		0.696		2.391

				12.5		1.341		0.207		1.408

				6.25		0.648		0.042		0.715

				3.125		0.264		-0.008		0.312

				1.56		0.119		0.010		0.121

				0.78		0.054		0.020		0.062

				0.39		0.037		-0.013		0.018

				0.195		0.030		0.030		0.047
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Grafico1 (2)
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12F10G12 y = 4,6734e-0,6855x
R2 = 0,9784

5G10B10 y = -0,2993Ln(x) + 0,5198
R2 = 0,758

3E11E10 y = 4,7434e-0,687x
R2 = 0,9282
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Capture 3

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				C3		25		25		25		25		Conc. recVP2

				C3		12.5		12.5		12.5		12.5

				C3		6.25		6.25		6.25		6.25				Attivazione 20 microgrammi/ml IgG ovine

				C3		3.125		3.125		3.125		3.125

				C4		1.56		1.56		1.56		1.56				MAb 12F10G12 e 3E11E10 = uso alla concentrazione 20 microgrammi/ml

				C4		0.78		0.78		0.78		0.78

				C5		0.39		0.39		0.39		0.39				Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C5		0.195		0.195		0.195		0.195

						recVP2

				C3		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C4		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				C5		MAbs 3E11E10 vs IgG ovine

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				0.101		0.652		0.593		0.576		0.564				No saturazione

				0.088		0.279		0.247		0.245		0.238

				0.111		0.176		0.179		0.150		0.153				Incubazione MAbs statica

				0.099		0.138		0.137		0.127		0.122

				0.125		0.131		0.123		0.123		0.114

				0.110		0.110		0.113		0.128		0.126

				0.115		0.110		0.120		0.111		0.104

				0.128		0.136		0.126		0.138		0.154

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				0.133		0.664		0.515		0.554		0.555				No saturazione

				0.084		0.263		0.242		0.223		0.261

				0.101		0.199		0.179		0.156		0.152				Incubazione MAbs in agitazione

				0.092		0.124		0.134		0.119		0.120

				0.115		0.124		0.126		0.113		0.111

				0.111		0.103		0.121		0.113		0.113

				0.093		0.107		0.104		0.097		0.101

				0.106		0.118		0.128		0.135		0.140

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				0.105		0.928		0.751		0.795		0.863				Saturazione

				0.099		0.364		0.307		0.332		0.351

				0.105		0.224		0.221		0.197		0.202				Incubazione MAbs statica

				0.094		0.149		0.153		0.132		0.145

				0.124		0.128		0.140		0.127		0.131

				0.121		0.111		0.134		0.112		0.133

				0.101		0.104		0.117		0.111		0.110

				0.104		0.117		0.141		0.144		0.137

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				0.102		2.768		2.564		2.795		2.874				Saturazione

				0.092		1.357		1.142		1.350		1.351

				0.102		0.560		0.471		0.567		0.590				Incubazione MAbs in agitazione

				0.093		0.228		0.213		0.243		0.318

				0.119		0.159		0.124		0.147		0.148

				0.148		0.112		0.111		0.127		0.133

				0.106		0.106		0.105		0.101		0.100

				0.117		0.133		0.124		0.138		0.140

				Bk media		0.110

				-0.008		2.658		2.454		2.685		2.764

				-0.018		1.247		1.032		1.240		1.241

				-0.008		0.450		0.361		0.457		0.480

				-0.017		0.118		0.103		0.133		0.208

				0.009		0.049		0.014		0.037		0.038

				0.038		0.002		0.001		0.017		0.023

				-0.004		-0.004		-0.005		-0.009		-0.010

				0.007		0.023		0.014		0.028		0.030

				Abs -Bk

						MAb 12F10G12				MAb 3E11E10

				-0.008		2.658		2.454		2.685		2.764

				-0.018		1.247		1.032		1.240		1.241

				-0.008		0.450		0.361		0.457		0.480

				-0.017		0.118		0.103		0.133		0.208

				0.009		0.049		0.014		0.037		0.038

				0.038		0.002		0.001		0.017		0.023

				-0.004		-0.004		-0.005		-0.009		-0.010

				0.007		0.023		0.014		0.028		0.030

				VP2		12F10G12		3E11E10								VP2		12F10G12 13/10/2015		12F10G12 15/10/2015		VP2		3E11E10 13/10/2015		3E11E10 15/10/2016

				25		2.556		2.725								25		2.659		2.556		25		2.391		2.725

				12.5		1.140		1.241								12.5		1.341		1.140		12.5		1.408		1.241

				6.25		0.406		0.469								6.25		0.648		0.406		6.25		0.715		0.469

				3.125		0.111		0.171								3.125		0.264		0.111		3.125		0.312		0.171

				1.56		0.032		0.038								1.56		0.119		0.032		1.56		0.121		0.038

				0.78		0.002		0.020								0.78		0.054		0.002		0.78		0.062		0.020

				0.39		-0.004		-0.009								0.39		0.037		-0.004		0.39		0.018		-0.009

				0.195		0.019		0.029								0.195		0.030		0.019		0.195		0.047		0.029
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Abs 450 nm

2.39125

2.724625

1.40775

1.240625

0.71525

0.468625

0.31225

0.170625

0.12075

0.037625

0.06175

0.020125

0.01775

-0.009375

0.04675

0.029125



Grafico2

		25		25

		12.5		12.5

		6.25		6.25

		3.125		3.125

		1.56		1.56

		0.78		0.78

		0.39		0.39

		0.195		0.195



MAb 12F10G12
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Abs 450 nm
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Capture 4

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

						MAb 12F10G12						MAb 12F10G12

				C1		25		25		C1		25		25		BTV8 tq

				C1		12.5		12.5		C1		12.5		12.5		1:2

				C1		6.25		6.25		C1		6.25		6.25		1:4				Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		C1		3.125		3.125		1:8

				C2		1.56		1.56		C2		1.56		1.56		1:16				MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		C2		0.78		0.78		1:32

				C2		0.39		0.39		C2		0.39		0.39		1:64				Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		C2		0.195		0.195		1:128

				100 μl/pz						50 μl/pz

				VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP						VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

																Ag Virolog		Ag 1664/I				25

						MAb 12F10G12				MAb 12F10G12												20

				0.103		1.694		1.796		0.089		1.395		1.445		0.175		0.218				15

				0.094		0.886		0.939		0.078		0.669		0.74		0.117		0.172				10

				0.105		0.502		0.511		0.081		0.461		0.398		0.117		0.148				5

				0.102		0.265		0.278		0.079		0.224		0.227		0.122		0.126				2.5

				0.127		0.198		0.201		0.103		0.161		0.177		0.123		0.120				1.25

				0.117		0.151		0.219		0.119		0.17		0.168		0.11		0.109				0.625

				0.103		0.135		0.127		0.096		0.115		0.119		0.095		0.116

				0.118		0.132		0.127		0.131		0.153		0.144		0.108		0.112

				100 μl/pz						50 μl/pz

				VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP						VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

				Media 100 μl/pz				0.109				Media 50 μl/pz				0.097

				SD				0.011				SD				0.020

				CV%				10.0				CV%				20.2

				ABS - Bk												Ag Virolog		Ag 1664/I

						MAb 12F10G12				MAb 12F10G12

				-0.006		1.585		1.687		-0.008		1.298		1.348		0.078		0.121

				-0.015		0.777		0.830		-0.019		0.572		0.643		0.020		0.075

				-0.004		0.393		0.402		-0.016		0.364		0.301		0.020		0.051

				-0.007		0.156		0.169		-0.018		0.127		0.130		0.025		0.029

				0.018		0.089		0.092		0.006		0.064		0.080		0.026		0.023

				0.008		0.042		0.110		0.022		0.073		0.071		0.013		0.012

				-0.006		0.026		0.018		-0.001		0.018		0.022		-0.002		0.019

				0.009		0.023		0.018		0.034		0.056		0.047		0.011		0.015

				100 μl/pz						50 μl/pz

				VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP						VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

				VP2		100 μl/pz		50 μl/pz

				25		1.636		1.323

				12.5		0.804		0.608

				6.25		0.398		0.333

				3.125		0.163		0.129

				1.56		0.091		0.072

				0.78		0.076		0.072

				0.39		0.022		0.020

				0.195		0.021		0.052
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Capture 5

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				1664/I conc		1664/I mirella		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				C1		25		25		TQ		TQ		TQ		TQ		TQ		25		25

				C1		12.5		12.5		1:2		1:2		1:2		1:2		1:2		20		20

				C1		6.25		6.25		1:4		1:4		1:4		1:4		1:4		15		15		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:8		1:8		1:8		1:8		1:8		10		10

				C2		1.56		1.56		1:16		1:16		1:16		1:16		1:16		5		5		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:32		1:32		1:32		1:32		1:32		2.5		2.5

				C2		0.39		0.39		1:64		1:64		1:64		1:64		1:64		1.25		1.25		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:128		1:128		1:128		1:128		1:128		0.625		0.625

				100 μl/pz VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				1664/I conc		1664/I mirella		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				0.109		2.792		2.819		0.226		0.215		0.394		0.252		0.229		2.923

				0.101		1.963		1.973		0.398		0.242		0.342		0.187		0.134		2.607		2.359

				0.117		1.078		1.056		0.463		0.461		0.376		0.179		0.123		1.922		1.887

				0.127		0.468		0.421		0.447		0.476		0.253		0.144		0.115		1.486		1.557

				0.141		0.245		0.246		0.605		0.567		0.227		0.125		0.107		0.723		0.706

				0.131		0.168		0.168		0.518		0.486		0.233		0.103		0.098		0.325		0.377

				0.117		0.152		0.15		0.43		0.363		0.168		0.093		0.092		0.192		0.181

				0.143		0.151		0.149		0.382		0.309		0.171		0.109		0.106		0.171		0.188

				100 μl/pz VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

				Bk		0.123

				ABS - Bk

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				1664/I conc		1664/I mirella		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				-0.014		2.669		2.696		0.103		0.092		0.271		0.129		0.106		2.800

				-0.022		1.840		1.850		0.275		0.119		0.219		0.064		0.011		2.484		2.236

				-0.006		0.955		0.933		0.340		0.338		0.253		0.056		-0.000		1.799		1.764

				0.004		0.345		0.298		0.324		0.353		0.130		0.021		-0.008		1.363		1.434

				0.018		0.122		0.123		0.482		0.444		0.104		0.002		-0.016		0.600		0.583

				0.008		0.045		0.045		0.395		0.363		0.110		-0.020		-0.025		0.202		0.254

				-0.006		0.029		0.027		0.307		0.240		0.045		-0.030		-0.031		0.069		0.058

				0.020		0.028		0.026		0.259		0.186		0.048		-0.014		-0.017		0.048		0.065

				100 μl/pz VP2, MAb, Anti-Mouse-IgG-HRP

						STD1		STD2

				25		2.682		2.800		25						0.097

				12.5		1.845		2.360		20						0.197

				6.25		0.944		1.781		15						0.339

				3.125		0.321		1.398		10						0.338

				1.56		0.122		0.591		5						0.463

				0.78		0.045		0.228		2.5						0.379

				0.39		0.028		0.063		1.25						0.273

				0.195		0.027		0.056		0.625						0.222

																						1.44576576

																						0.3728		1.31072752

																						0.13503824		0.3674754958

				y = 0,0932x2 - 1,2024x + 3,7869

				R2 = 0,9903
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STD

Conc. rec-VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

DO 450 nm

CURVA STANDARD
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STD1

Concentrazione VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

OD 450 nm
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STD 2

Concentrazione VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

OD 450 nm

y = -0,4304x + 3,0965
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Standard VP2-BTV8

Conc. VP2-BTV8 (μg/ml)
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rec-VP2-BTV8 diluita in PBST

rec-VP2-BTV8 diluita in PBS + 0,1% Triton X-100

Concentrazione rec-VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

DO 450 nm

CURVA STANDARD

2.83625

0.75825

1.70275

0.82125

0.86175

0.75825

0.23025

0.22925

0.06125

0.24025

0.01975

0.06625

-0.02125

0.01025

-0.001

-0.19475



Capture 6

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				C1		25		25		1:2		1:2		TQ		TQ		Merial 1:256		TQ		TQ		TQ		25

				C1		12.5		12.5		1:4		1:4		Merial 1:2						1:2		1:2		1:2		12.5

				C1		6.25		6.25		1:8		1:8		Merial 1:4				Merial 1:512		1:4		1:4		1:4		6.25		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:16		1:16		Merial 1:8						1:8		1:8		1:8		3.125

				C2		1.56		1.56		1:32		1:32		Merial 1:16				Merial 1:1024		1:16		1:16		1:16		1.56		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:64		1:64		Merial 1:32						1:32		1:32		1:32		0.78

				C2		0.39		0.39		1:128		1:128		Merial 1:64				Merial 1:2048		1:64		1:64		1:64		0.39		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:256		1:256		Merial 1:128						1:128		1:128		1:128		0.195

				Diluizione Ag in PBST										Diluizione Ag in PBS + 0,1% Triton X-100

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine												Ag in PBST

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine												Ag in PBS + 0,1% Triton X-100

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				0.138		2.992		2.944		0.247		0.349		0.269		0.245		0.192		0.248		0.161		0.143		0.890

				0.106		1.823		1.846		0.387		0.261		0.299		0.343		0.148		0.146		0.139		0.104		0.953

				0.116		0.963		1.024		0.453		0.198		0.349		0.436		0.150		0.102		0.127		0.097		0.890

				0.114		0.357		0.367		0.540		0.183		0.425		0.366		0.188		0.105		0.109		0.087		0.361

				0.116		0.190		0.196		0.549		0.178		0.290		0.283		0.141		0.112		0.113		0.114		0.372

				0.175		0.133		0.170		0.243		0.190		0.265		0.238		0.133		0.118		0.122		0.124		0.198

				0.104		0.104		0.117		0.293		0.133		0.295		0.298		0.116		0.112		0.092		0.100		0.142

				0.185		0.463		0.411		-0.107		-0.117		-0.106		0.468		0.400		0.356		-0.088		-0.075		-0.063

				Diluizione Ag in PBST										Diluizione Ag in PBS + 0,1% Triton X-100

				Media Bk		0.132

				Abs - Bk

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		Merial		1664/I 12x + ultrac		1664/I ultracen		BTV8 vivo		VP2-BTV8

				0.006		2.860		2.812		0.115		0.217		0.137		0.113		0.060		0.116		0.029		0.011		0.758

				-0.026		1.691		1.714		0.255		0.129		0.167		0.211		0.016		0.014		0.007		-0.028		0.821

				-0.016		0.831		0.892		0.321		0.066		0.217		0.304		0.018		-0.030		-0.005		-0.035		0.758

				-0.018		0.225		0.235		0.408		0.051		0.293		0.234		0.056		-0.027		-0.023		-0.045		0.229

				-0.016		0.058		0.064		0.417		0.046		0.158		0.151		0.009		-0.020		-0.019		-0.018		0.240

				0.043		0.001		0.038		0.111		0.058		0.133		0.106		0.001		-0.014		-0.010		-0.008		0.066

				-0.028		-0.028		-0.015		0.161		0.001		0.163		0.166		-0.016		-0.020		-0.040		-0.032		0.010

				0.053		0.331		0.279		-0.239		-0.249		-0.238		0.336		0.268		0.224		-0.220		-0.207		-0.195

				Diluizione Ag in PBST										Diluizione Ag in PBS + 0,1% Triton X-100

																0.189

				STD												0.261

				Conc		OD		OD								0.264

				25		2.836		0.758								0.155

				12.5		1.703		0.821								0.120

				6.25		0.862		0.758								0.165

				3.125		0.230		0.229								0.049

				1.56		0.061		0.240								0.038

				0.78		0.020		0.066

				0.39		-0.021		0.010

				0.195		-0.001		-0.195

								Triton X-100





Capture 7

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl				BTV8 vivo		BTV8 vivo + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen		1664/I ultracen + 1% Sarkosyl

				C1		25		25		1:2				1:2				1:2		1:2		1:2		1:2

				C1		12.5		12.5		1:4				1:4				1:4		1:4		1:4		1:4

				C1		6.25		6.25		1:8				1:8				1:8		1:8		1:8		1:8				Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:16				1:16				1:16		1:16		1:16		1:16

				C2		1.56		1.56		1:32				1:32				1:32		1:32		1:32		1:32				MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:64				1:64				1:64		1:64		1:64		1:64

				C2		0.39		0.39		1:128				1:128				1:128		1:128		1:128		1:128				Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:256				1:256				1:256		1:256		1:256		1:256

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl				BTV8 vivo		BTV8 vivo + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen		1664/I ultracen + 1% Sarkosyl

				0.496		3.607		3.560		0.501		0.500		1.772		2.162		0.199		0.139		0.299		0.696

				0.483		3.112		3.062		0.713		0.587		1.894		1.834		0.164		0.124		0.282		0.407

				0.488		2.215		2.120		0.790		0.720		0.932		0.828		0.158		0.141		0.237		0.342

				0.523		1.156		1.086		0.625		0.591		0.712		0.679		0.139		0.156		0.196		0.233

				0.533		0.550		0.508		0.507		0.552		0.700		0.662		0.142		0.157		0.180		0.229

				0.630		0.340		0.510		0.454		0.571		0.615		0.536		0.163		0.149		0.188		0.224

				0.527		0.262		0.238		0.494		0.510		0.530		0.445		0.135		0.169		0.162		0.186

				0.518		0.261		0.239		0.382		0.372		0.422		0.378		0.155		0.170		0.203		0.224

				Media Bk		0.525

				STD

				Conc		OD

				25		3.584

				12.5		3.087

				6.25		2.168

				3.125		1.121

				1.56		0.529

				0.78		0.425

				0.39		0.250

				0.195		0.250





Capture 8

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen		1664/I ultracen + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen 12X		1664/I ultracen 12X + 1% Sarkosyl

				C1		25		25		1:2		1:512		1:32		TQ		TQ		TQ		TQ		C1		C1

				C1		12.5		12.5		1:4		1:1024		1:64		1:2		1:2		1:2		1:2		C1		C1

				C1		6.25		6.25		1:8		1:2048		1:128		1:4		1:4		1:4		1:4		C1		C1		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:16		1:4096		1:256		1:8		1:8		1:8		1:8		C1		C1

				C2		1.56		1.56		1:32		1:2		1:512		1:16		1:16		1:16		1:16		C2		C2		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:64		1:4		1:1024		1:32		1:32		1:32		1:32		C2		C2

				C2		0.39		0.39		1:128		1:8		1:2048		1:64		1:64		1:64		1:64		C2		C2		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:256		1:16		1:4096		1:128		1:128		1:128		1:128		C2		C2

												Merial + 1% Sarkosyl

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen		1664/I ultracen + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen 12X		1664/I ultracen 12X + 1% Sarkosyl

				0.198		3.551		3.492		0.500		0.336		0.656		0.383		0.493		0.599		0.516		0.158		0.159

				0.181		3.162		3.133		0.560		0.274		0.642		0.305		0.309		0.589		0.452		0.157		0.159

				0.186		2.421		2.449		0.624		0.230		0.563		0.273		0.224		0.442		0.523		0.162		0.158

				0.178		1.388		1.351		0.589		0.215		0.459		0.229		0.212		0.386		0.445		0.155		0.163

				0.230		0.634		0.615		0.563		2.754		0.362		0.207		0.224		0.336		0.385		0.204		0.214

				0.221		0.375		0.355		0.649		2.374		0.362		0.196		0.194		0.311		0.356		0.230		0.237

				0.225		0.285		0.267		0.494		1.075		0.237		0.176		0.180		0.266		0.281		0.209		0.217

				0.278		0.295		0.269		0.419		0.939		0.266		0.192		0.188		0.246		0.296		0.250		0.266

												Merial + 1% Sarkosyl

				Media Bk C1				0.168

				Media Bk C2				0.232

				Media Bk C1+C2				0.200

				Abs - Bk

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen		1664/I ultracen + 1% Sarkosyl		1664/I ultracen 12X		1664/I ultracen 12X + 1% Sarkosyl

				-0.002		3.351		3.292		0.300		0.136		0.456		0.183		0.293		0.399		0.316		-0.042		-0.041

				-0.019		2.962		2.933		0.360		0.074		0.442		0.105		0.109		0.389		0.252		-0.043		-0.041

				-0.014		2.221		2.249		0.424		0.030		0.363		0.073		0.024		0.242		0.323		-0.038		-0.042

				-0.022		1.188		1.151		0.389		0.015		0.259		0.029		0.012		0.186		0.245		-0.045		-0.037

				0.030		0.434		0.415		0.363		2.554		0.162		0.007		0.024		0.136		0.185		0.004		0.014

				0.021		0.175		0.155		0.449		2.174		0.162		-0.004		-0.006		0.111		0.156		0.030		0.037

				0.025		0.085		0.067		0.294		0.875		0.037		-0.024		-0.020		0.066		0.081		0.009		0.017

				0.078		0.095		0.069		0.219		0.739		0.066		-0.008		-0.012		0.046		0.096		0.050		0.066

				STD

				Conc		OD

				25		3.322

				12.5		2.948

				6.25		2.235

				3.125		1.170

				1.56		0.425

				0.78		0.165

				0.39		0.076

				0.195		0.082
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Standard VP2-BTV8

Conc. VP2-BTV8

OD 450 nm

3.5835
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STD

Concentrazione rec-VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

DO 450 nm

CURVA STANDARD
Prova ELISA-capture con antigeni trattati con Sarkosyl
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Capture 9

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato				Vaccino IZSAM conc + Sarkosyl		Vaccino IZSAM diluito				Vaccino IZSAM dil + Sarkosyl

				C1		25		25		TQ		1:256		1:16		TQ		1:256		1:16		TQ		1:256		1:16

				C1		12.5		12.5		1:2		1:512		1:32		1:2		1:512		1:32		1:2		1:512		1:32

				C1		6.25		6.25		1:4		1:1024		1:64		1:4		1:1024		1:64		1:4		1:1024		1:64		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:8		1:2048		1:128		1:8		1:2048		1:128		1:8		1:2048		1:128

				C2		1.56		1.56		1:16		TQ		1:256		1:16		TQ		1:256		1:16		TQ		1:256		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:32		1:2		1:512		1:32		1:2		1:512		1:32		1:2		1:512

				C2		0.39		0.39		1:64		1:4		1:1024		1:64		1:4		1:1024		1:64		1:4		1:1024		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:128		1:8		1:2048		1:128		1:8		1:2048		1:128		1:8		1:2048

				C1		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				C2		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				PIASTRA 1                                                               MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato				Vaccino IZSAM conc + Sarkosyl		Vaccino IZSAM diluito				Vaccino IZSAM dil + Sarkosyl

				0.190		3.578		3.488		0.570		0.473		0.851		0.440		0.201		0.340		0.297		0.223		0.225

				0.183		2.766		2.663		0.541		0.351		0.782		0.397		0.194		0.205		0.254		0.221		0.219

				0.182		1.851		1.608		0.571		0.281		0.706		0.326		0.183		0.190		0.215		0.200		0.195

				0.187		0.989		0.832		0.642		0.256		0.651		0.249		0.187		0.188		0.232		0.193		0.210

				0.213		0.528		0.453		0.674		0.826		0.485		0.225		0.329		0.177		0.218		0.318		0.218

				0.188		0.358		0.335		0.604		2.663		0.439		0.230		0.324		0.185		0.239		0.285		0.232

				0.173		0.281		0.276		0.555		2.732		0.293		0.191		0.302		0.173		0.212		0.243		0.208

				0.214		0.258		0.261		0.521		1.220		0.295		0.211		0.369		0.183		0.261		0.266		0.267

				Media Bk C1				0.186

				Media Bk C2				0.197

				Media Bk C1+C2				0.191

				PIASTRA 2                                                               MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Merial				Merial + 1% Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato				Vaccino IZSAM conc + Sarkosyl		Vaccino IZSAM diluito				Vaccino IZSAM dil + Sarkosyl

				0.195		3.756		3.675		0.531		0.494		0.999		0.419		0.193		0.316		0.279		0.210		0.249

				0.181		3.279		3.266		0.507		0.326		0.793		0.436		0.188		0.224		0.242		0.206		0.227

				0.200		2.523		2.450		0.592		0.265		0.715		0.292		0.187		0.207		0.243		0.214		0.203

				0.195		1.509		1.356		0.529		0.235		0.602		0.252		0.185		0.195		0.217		0.196		0.221

				0.201		0.675		0.629		0.605		0.850		0.405		0.219		0.362		0.202		0.232		0.277		0.224

				0.188		0.394		0.388		0.580		3.214		0.388		0.195		0.337		0.184		0.250		0.293		0.240

				0.190		0.302		0.313		0.556		2.196		0.262		0.191		0.338		0.193		0.242		0.232		0.219

				0.210		0.280		0.288		0.533		1.248		0.308		0.213		0.368		0.196		0.250		0.271		0.257

				Media Bk C1				0.193

				Media Bk C2				0.197

				Media Bk C1+C2				0.195

				ABS - Bk				Piastra 1

				-0.001		3.387		3.297		0.379		0.282		0.660		0.249		0.010		0.149		0.106		0.032		0.034

				-0.008		2.575		2.472		0.350		0.160		0.591		0.206		0.003		0.014		0.063		0.030		0.028

				-0.009		1.660		1.417		0.380		0.090		0.515		0.135		-0.008		-0.001		0.024		0.009		0.004

				-0.004		0.798		0.641		0.451		0.065		0.460		0.058		-0.004		-0.003		0.041		0.002		0.019

				0.022		0.337		0.262		0.483		0.635		0.294		0.034		0.138		-0.014		0.027		0.127		0.027

				-0.003		0.167		0.144		0.413		2.472		0.248		0.039		0.133		-0.006		0.048		0.094		0.041

				-0.018		0.090		0.085		0.364		2.541		0.102		-0.000		0.111		-0.018		0.021		0.052		0.017

				0.023		0.067		0.070		0.330		1.029		0.104		0.020		0.178		-0.008		0.070		0.075		0.076

				ABS - Bk				Piastra 2

				0.000		3.561		3.480		0.336		0.299		0.804		0.224		-0.002		0.121		0.084		0.015		0.054

				-0.014		3.084		3.071		0.312		0.131		0.598		0.241		-0.007		0.029		0.047		0.011		0.032

				0.005		2.328		2.255		0.397		0.070		0.520		0.097		-0.008		0.012		0.048		0.019		0.008

				0.000		1.314		1.161		0.334		0.040		0.407		0.057		-0.010		0.000		0.022		0.001		0.026

				0.006		0.480		0.434		0.410		0.655		0.210		0.024		0.167		0.007		0.037		0.082		0.029

				-0.007		0.199		0.193		0.385		3.019		0.193		0.000		0.142		-0.011		0.055		0.098		0.045

				-0.005		0.107		0.118		0.361		2.001		0.067		-0.004		0.143		-0.002		0.047		0.037		0.024

				0.015		0.085		0.093		0.338		1.053		0.113		0.018		0.173		0.001		0.055		0.076		0.062

				STD

				Conc		OD P1		OD P2

				25		3.342		3.521

				12.5		2.523		3.078

				6.25		1.538		2.292

				3.125		0.719		1.238

				1.56		0.299		0.457

				0.78		0.155		0.196

				0.39		0.087		0.113

				0.195		0.068		0.089
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Standard Piastra 1

Standard piastra 2

Conc. rec-VP2-BTV8 (microgrammi/ml)

OD 450 nm

PIASTRA 1  y = 0,0971x2 - 1,3458x + 4,6724
R2 = 0,9942

PIASTRA 2  y = 0,0745x2 - 1,2174x + 4,9503
R2 = 0,974

3.34175

3.5205

2.52325

3.0775

1.53825

2.2915

0.71925

1.2375

0.29925

0.457

0.15525

0.196

0.08725

0.1125

0.06825

0.089



Capture 10

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl				Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Merial

				C1		25		25		1:2 nt		1:256		1:2 nt		1:256		1:2 nt		1:256		1:2		C1		C1

				C1		12.5		12.5		1:2		1:512		1:2		1:512		1:2		1:512		1:4		C1		C1

				C1		6.25		6.25		1:4		1:1024		1:4		1:1024		1:4		1:1024		C1		C1		C1		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:8		1:2048		1:8		1:2048		1:8		1:2048		C1		C1		C1

				C2		1.56		1.56		1:16		1:4096		1:16		1:4096		1:16		1:4096		C2		C2		C2		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:32		1:8192		1:32		1:8192		1:32		1:8192		C2		C2		C2

				C2		0.39		0.39		1:64		1:16384		1:64		1:16384		1:64		1:16384		C2		C2		C2		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:128		1:32768		1:128		1:32768		1:128		1:32768		C2		C2		C2

				C1		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				C2		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				PIASTRA 1   (100 microlitri/pz reagenti)                                                            MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl				Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Merial

				0.117		3.336		3.390		0.155		0.113		0.401		0.186		0.222		0.111		1.788		0.136		0.157

				0.117		2.553		2.697		0.077		0.093		0.156		0.090		0.133		0.090		0.707		0.130		0.141

				0.111		1.540		1.578		0.083		0.113		0.280		0.102		0.150		0.108		0.138		0.139		0.136

				0.107		0.711		0.734		0.111		0.099		0.205		0.128		0.129		0.107		0.110		0.131		0.143

				0.112		0.310		0.288		0.232		0.110		0.277		0.091		0.094		0.106		0.118		0.136		0.140

				0.107		0.183		0.190		0.224		0.120		0.164		0.093		0.085		0.103		0.127		0.137		0.145

				0.094		0.142		0.157		0.240		0.103		0.122		0.094		0.087		0.115		0.110		0.110		0.122

				0.126		0.149		0.175		0.162		0.178		0.182		0.112		0.164		0.123		0.145		0.165		0.157

				Media Bk C1				0.130

				Media Bk C2				0.128

				Media Bk C1+C2				0.129

				ABS - Bk

				-0.012		3.207		3.261		0.026		-0.016		0.272		0.057		0.093		-0.018		1.659		0.007		0.028

				-0.012		2.424		2.568		-0.052		-0.036		0.027		-0.039		0.004		-0.039		0.578		0.001		0.012

				-0.018		1.411		1.449		-0.046		-0.016		0.151		-0.027		0.021		-0.021		0.009		0.010		0.007

				-0.022		0.582		0.605		-0.018		-0.030		0.076		-0.001		0.000		-0.022		-0.019		0.002		0.014

				-0.017		0.181		0.159		0.103		-0.019		0.148		-0.038		-0.035		-0.023		-0.011		0.007		0.011

				-0.022		0.054		0.061		0.095		-0.009		0.035		-0.036		-0.044		-0.026		-0.002		0.008		0.016

				-0.035		0.013		0.028		0.111		-0.026		-0.007		-0.035		-0.042		-0.014		-0.019		-0.019		-0.007

				-0.003		0.020		0.046		0.033		0.049		0.053		-0.017		0.035		-0.006		0.016		0.036		0.028

				PIASTRA 2   (50 microlitri/pz reagenti)                                                               MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl				Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Merial

				0.117		2.360		2.276		0.119		0.080		0.263		0.107		0.153		0.088		0.921		0.109		0.120

				0.098		1.622		1.523		0.078		0.079		0.176		0.077		0.118		0.076		0.549		0.111		0.116

				0.104		0.896		0.880		0.078		0.085		0.157		0.098		0.126		0.090		0.110		0.119		0.123

				0.099		0.422		0.497		0.094		0.078		0.184		0.083		0.100		0.090		0.107		0.117		0.121

				0.100		0.245		0.260		0.172		0.093		0.181		0.089		0.097		0.096		0.117		0.114		0.121

				0.088		0.163		0.172		0.201		0.110		0.143		0.084		0.090		0.095		0.144		0.133		0.148

				0.083		0.132		0.144		0.177		0.097		0.115		0.092		0.089		0.101		0.113		0.121		0.139

				0.104		0.142		0.163		0.143		0.132		0.151		0.122		0.131		0.134		0.167		0.161		0.179

				Media Bk C1				0.105

				Media Bk C2				0.094

				Media Bk C1+C2				0.099

				ABS - Bk

				0.018		2.261		2.177		0.020		-0.019		0.164		0.008		0.054		-0.011		0.822		0.010		0.021

				-0.001		1.523		1.424		-0.021		-0.020		0.077		-0.022		0.019		-0.023		0.450		0.012		0.017

				0.005		0.797		0.781		-0.021		-0.014		0.058		-0.001		0.027		-0.009		0.011		0.020		0.024

				-0.000		0.323		0.398		-0.005		-0.021		0.085		-0.016		0.001		-0.009		0.008		0.018		0.022

				0.001		0.146		0.161		0.073		-0.006		0.082		-0.010		-0.002		-0.003		0.018		0.015		0.022

				-0.011		0.064		0.073		0.102		0.011		0.044		-0.015		-0.009		-0.004		0.045		0.034		0.049

				-0.016		0.033		0.045		0.078		-0.002		0.016		-0.007		-0.010		0.002		0.014		0.022		0.040

				0.005		0.043		0.064		0.044		0.033		0.052		0.023		0.032		0.035		0.068		0.062		0.080

				STD

				Conc		OD 100		OD 50

				25		3.234		2.219

				12.5		2.496		1.473

				6.25		1.430		0.789

				3.125		0.594		0.360

				1.56		0.170		0.153

				0.78		0.058		0.068

				0.39		0.021		0.039

				0.195		0.033		0.053
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Capture 11

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Sch 1664/I ultracentrifugato				VP2-BTV8 + Sarkosyl

				C1		25		25		1:2 nt		1:2 nt		1:512		1:2 nt		1:512		1:4 nt		1:1024		25		Merial 1:2

				C1		12.5		12.5		1:4		1:4		1:1024		1:4		1:1024		1:8		1:2048		12.5		C1

				C1		6.25		6.25		1:8		1:8		1:2048		1:8		1:2048		1:16		1:4096		6.25		C1		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				C1		3.125		3.125		1:16		1:16		1:4096		1:16		1:4096		1:32		1:8192		3.125		C1

				C2		1.56		1.56		1:32		1:32		1:8192		1:32		1:8192		1:64		1:16384		1.56		C2		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				C2		0.78		0.78		1:64		1:64		1:16384		1:64		1:16384		1:128		1:32768		0.78		C2

				C2		0.39		0.39		1:128		1:128		1:32768		1:128		1:32768		1:256		1:65536		0.39		C2		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				C2		0.195		0.195		1:256		1:256		1:65536		1:256		1:65536		1:512		1:131072		0.195		C2

				C1		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				C2		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				PIASTRA 1                                                           MAb 12F10G12

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Sch 1664/I ultracentrifugato				VP2-BTV8 + Sarkosyl

				0.208		3.767		3.716		0.180		0.395		0.114		0.197		0.118		0.250		0.110		1.637		0.456

				0.178		3.444		3.445		0.138		0.229		0.098		0.149		0.104		0.434		0.101		1.343		0.163

				0.180		2.866		2.690		0.128		0.187		0.096		0.146		0.115		0.284		0.101		1.000		0.160

				0.169		1.710		1.568		0.132		0.242		0.096		0.139		0.110		0.182		0.107		0.713		0.160

				0.148		0.783		0.694		0.155		0.197		0.112		0.122		0.117		0.159		0.123		0.449		0.147

				0.142		0.425		0.439		0.203		0.198		0.126		0.117		0.114		0.118		0.135		0.314		0.167

				0.146		0.277		0.266		0.234		0.140		0.115		0.107		0.112		0.119		0.118		0.197		0.148

				0.168		0.250		0.235		0.104		0.158		0.150		0.110		0.127		0.116		0.165		0.235		0.190

				Media Bk C1				0.174

				Media Bk C2				0.157

				Media Bk C1+C2				0.165

				ABS - Bk

				0.043		3.602		3.551		0.015		0.230		-0.051		0.032		-0.047		0.085		-0.055		1.472		0.291

				0.013		3.279		3.280		-0.027		0.064		-0.067		-0.016		-0.061		0.269		-0.064		1.178		-0.002

				0.015		2.701		2.525		-0.037		0.022		-0.069		-0.019		-0.050		0.119		-0.064		0.835		-0.005

				0.004		1.545		1.403		-0.033		0.077		-0.069		-0.026		-0.055		0.017		-0.058		0.548		-0.005

				-0.017		0.618		0.529		-0.010		0.032		-0.053		-0.043		-0.048		-0.006		-0.042		0.284		-0.018

				-0.023		0.260		0.274		0.038		0.033		-0.039		-0.048		-0.051		-0.047		-0.030		0.149		0.002

				-0.019		0.112		0.101		0.069		-0.025		-0.050		-0.058		-0.053		-0.046		-0.047		0.032		-0.017

				0.003		0.085		0.070		-0.061		-0.007		-0.015		-0.055		-0.038		-0.049		0.000		0.070		0.025

				PIASTRA 2                          MAb 6C5F4C7-HRP vs VP7-BTV lotto 89 (1:100000)

						VP2-BTV8				Placebo + Sarkosyl		Vaccino IZSAM concentrato + Sarkosyl				Vaccino IZSAM diluito + Sarkosyl				Sch 1664/I ultracentrifugato				VP2-BTV8 + Sarkosyl

				0.077		0.139		0.137		0.049		0.922		0.05		0.196		0.065		0.536		0.053		0.074		0.502

				0.066		0.081		0.081		0.046		0.332		0.043		0.084		0.047		0.687		0.046		0.057		0.053

				0.07		0.062		0.062		0.044		0.191		0.046		0.066		0.054		0.346		0.046		0.049		0.051

				0.064		0.053		0.055		0.045		0.118		0.044		0.056		0.049		0.221		0.047		0.051		0.056

				0.067		0.06		0.055		0.059		0.094		0.057		0.058		0.054		0.118		0.059		0.061		0.067

				0.065		0.046		0.046		0.078		0.092		0.074		0.047		0.047		0.078		0.08		0.076		0.087

				0.058		0.049		0.052		0.071		0.062		0.052		0.047		0.048		0.064		0.057		0.055		0.067

				0.068		0.064		0.059		0.112		0.09		0.094		0.057		0.061		0.062		0.094		0.094		0.101

				STD

				Conc		OD STD in PBST		OD STD in PBS + 1% Sarkosyl

				25		3.577		1.472

				12.5		3.280		1.178

				6.25		2.613		0.835

				3.125		1.474		0.548

				1.56		0.574		0.284

				0.78		0.267		0.149

				0.39		0.107		0.032

				0.195		0.078		0.070
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STD diluito in PBST
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Capture 12

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

				VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I								VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I

				25		25		Tq		Tq		1:256		1:256		25		25		Tq		Tq		1:256		1:256

				12.5		12.5		1:2		1:2		1:512		1:512		12.5		12.5		1:2		1:2		1:512		1:512

				6.25		6.25		1:4		1:4		1:1024		1:1024		6.25		6.25		1:4		1:4		1:1024		1:1024		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				3.125		3.125		1:8		1:8		1:2048		1:2048		3.125		3.125		1:8		1:8		1:2048		1:2048

				1.56		1.56		1:16		1:16		Bk		Bk		1.56		1.56		1:16		1:16		Bk		Bk		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				0.78		0.78		1:32		1:32		Bk		Bk		0.78		0.78		1:32		1:32		Bk		Bk

				0.39		0.39		1:64		1:64		Bk		Bk		0.39		0.39		1:64		1:64		Bk		Bk		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				0.195		0.195		1:128		1:128		Bk		Bk		0.195		0.195		1:128		1:128		Bk		Bk

				TMB (Sigma)												TMB (Surmodics)

				Bk		IgG ovine + MAbs 12F10G12 + Anti-mouse-IgG-HRP

				VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I								VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I

				0.419		0.376		0.449		0.458		0.170		0.161		0.301		0.327		0.429		0.424		0.152		0.165

				0.404		0.340		0.365		0.385		0.152		0.139		0.269		0.276		0.342		0.336		0.145		0.151

				0.386		0.330		0.363		0.354		0.152		0.144		0.255		0.265		0.313		0.306		0.141		0.144

				0.303		0.254		0.306		0.299		0.155		0.149		0.214		0.215		0.263		0.272		0.134		0.147

				0.272		0.248		0.269		0.268		0.161		0.152		0.204		0.204		0.230		0.233		0.145		0.155

				0.239		0.212		0.222		0.245		0.175		0.170		0.181		0.177		0.189		0.221		0.165		0.179

				0.226		0.201		0.196		0.199		0.152		0.147		0.167		0.164		0.166		0.174		0.137		0.150

				0.226		0.214		0.192		0.239		0.209		0.205		0.171		0.169		0.166		0.217		0.202		0.208

				TMB (Sigma)												TMB (Surmodics)





Capture 13

				ATTIVAZIONE PIASTRA CON IgG OVINE

				MAb 12F10G12

				VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I								VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I

				25		25		Tq		Tq		1:256		1:256		25		25		Tq		Tq		1:256		1:256

				12.5		12.5		1:2		1:2		1:512		1:512		12.5		12.5		1:2		1:2		1:512		1:512

				6.25		6.25		1:4		1:4		1:1024		1:1024		6.25		6.25		1:4		1:4		1:1024		1:1024		Attivazione 20 μg/ml IgG ovine (100 microlitri/pz)

				3.125		3.125		1:8		1:8		1:2048		1:2048		3.125		3.125		1:8		1:8		1:2048		1:2048

				1.56		1.56		1:16		1:16		C1		C1		1.56		1.56		1:16		1:16		C1		C1		MAb 12F10G12 = uso alla concentrazione 20 μg/ml

				0.78		0.78		1:32		1:32		C1		C1		0.78		0.78		1:32		1:32		C1		C1

				0.39		0.39		1:64		1:64		C2		C2		0.39		0.39		1:64		1:64		C2		C2		Anti-mouse-IgG-HRP (GE Healthcare) diluito 1:8000

				0.195		0.195		1:128		1:128		C2		C2		0.195		0.195		1:128		1:128		C2		C2

				Piastra 1												Piastra 2

				C1		MAbs 12F10G12 vs IgG ovine

				C2		Anti-mouse-IgG-HRP vs IgG ovine

				VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I								VP2-BTV8				Ag BTV8 Sch 1849/I

				0.419		0.376		0.449		0.458		0.170		0.161		0.301		0.327		0.429		0.424		0.152		0.165

				0.404		0.340		0.365		0.385		0.152		0.139		0.269		0.276		0.342		0.336		0.145		0.151

				0.386		0.330		0.363		0.354		0.152		0.144		0.255		0.265		0.313		0.306		0.141		0.144

				0.303		0.254		0.306		0.299		0.155		0.149		0.214		0.215		0.263		0.272		0.134		0.147

				0.272		0.248		0.269		0.268		0.161		0.152		0.204		0.204		0.230		0.233		0.145		0.155

				0.239		0.212		0.222		0.245		0.175		0.170		0.181		0.177		0.189		0.221		0.165		0.179

				0.226		0.201		0.196		0.199		0.152		0.147		0.167		0.164		0.166		0.174		0.137		0.150

				0.226		0.214		0.192		0.239		0.209		0.205		0.171		0.169		0.166		0.217		0.202		0.208

				Piastra 1												Piastra 2







ELISA-sandwich per la quantificazione 
della proteina VP2-BTV8

Scelto MAb 12F10G12

Trattamento campioni:

• aggiunta di Sarkosyl 1%

• Incubazione a 25°C per 2 h in agitazione (700 rpm)

• Incubazione overnight a 4°C (no agitazione)

L’utilizzo del Sarkosyl aumenta
la sensibilità del test ELISA



ELISA-sandwich per la quantificazione 
della proteina VP2-BTV8: risultati

Vaccino VP2-BTV8 (μg/ml)
Vaccino BTV8 IZSAM 12X 9,8
Vaccino BTV8 IZSAM diluito 0,8
Vaccino MERIAL ®BTVPUR AlSap™ 8 575
Placebo < 0,195 *

* Intervallo di concentrazione degli standard (rec-VP2-BTV8): 25 μg/ml a 0.195 
μg/ml 



Conclusioni  (I)

• Quantificazione IL-4 e IFN-γ da siero: nessuna
differenza significativa tra i gruppi testati

• Quantificazione IL-4 (stimolazione in vitro): nessuna
differenza significativa tra i gruppi testati (eccetto T75
in cui placebo < vaccinati)

• Quantificazione IFN-γ (stimolazione in vitro):
differenza significativa tra il gruppo dei vaccinati e
placebo (p<0,05), ma nessuna differenza significativa
tra i vaccinati



Conclusioni  (II)

• Risultati discordanti tra quantità di proteine totali e
quantità di VP2-BTV8 per le 3 tipologie di vaccino
BTV8

• Quantificazione VP2-BTV8 probabilmente influenzata
da:
Differenza nel metodo di produzione dei vaccini testati
Differenza nella tipologia di adiuvante
Differente grado di purezza delle preparazioni vaccinali

• L’utilizzo del Sarkosyl sembra migliorare l’esposizione
della proteina VP2



Conclusioni  (III)

Quantificazione IFN-γ da siero (stimolazione in
vitro): metodo idoneo a valutare la risposta cellulo-
mediata, in aggiunta alla SN virale (valutazione
risposta anticorpale)

Sperimentazione vaccino inattivato in allevamento
Prelievi periodici di sangue
No challenge – no isolamento e abbattimento animali
Valutazione IFN-γ e SN in laboratorio
Confronto risultati con quelli di lotti precedenti

s-ELISA-VP2-BTV8: utilizzo per confrontare differenti
lotti di vaccino (dopo miglioramento della metodica)



Ringraziamo i colleghi dei seguenti reparti: 
Vaccini Virali, Virologia, Sierologia, Statistica e GIS
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