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Verifica dell’efficacia dei metodi sierologici nella cinetica anticorpale in 
animali da laboratorio utilizzati come modello alternativo nello studio 
del Morbo Coitale Maligno (MCM) e della risposta cellulo-mediata in 

cavie vaccinate con il virus della Peste Equina (PE).
(Progetto: IZSAM 07/11 RC)



Titolo del Progetto

Impiego di modelli sperimentali alternativi, in
animali da laboratorio, per lo sviluppo di nuovi
protocolli e strumenti diagnostici e vaccinali, per il
controllo di: Pleuropolmonite Contagiosa Bovina,
Morbo Coitale Maligno e Peste Equina.



Obiettivo del Progetto
Sviluppare un modello sperimentale sul coniglio, da
impiegare in alternativa al cavallo, per la messa a
punto
• di metodi diagnostici di laboratorio (FDC, ELISA, WB)
• di campo (skin test)
in grado di rilevare la riposta umorale e cellulo
mediata indotta da T. equiperdum.

Morbo Coitale Maligno



Morbo Coitale Maligno

• Agente eziologico: Trypanosoma equiperdum;
• Sintomi clinici e lesioni anatomo-patologiche non sempre

evidenziabili;
• Diagnosi diretta non esclude gli infetti a causa del ridotti

numero di parassiti presenti nel tessuto/sangue;
• Cross-reattività con altre specie del genere Trypanozoon;
• Capacità del patogeno di replicare nel coniglio.



1. ANIMALI: Autorizzazione ministeriale all’utilizzo
di cavie e conigli per l’esecuzione della prova di
non-tossicità, non-sensibilizzazione e di attività.

Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi

9 conigli: per la produzione del T. equi. OVI 
6 conigli: prova di non-sensibilizzazione
2 cavie: prova di non-tossicità
9 conigli: prova di attività
9 conigli (+1 riserva): controllo negativo prova di attività



Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi

2. Sensibilizzazione dei conigli

• Amplificazione T. equiperdum ceppo OVI nei conigli (inoculati
per via scrotale);

• Asportazione dello scroto e recupero del materiale edematoso;
• Omogeneizzazione e diluizione in PBS, ottenuti circa 104

epimastigoti/ml;
• Iniezione di una dose di 1ml di omogenato per coniglio.



Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi

3. Produzione dell’antigene Trypanosomina per le
prove di skin test

• sangue di ratto infetto con T. equi. OVI con il 90% di epimastigoti;
• lavaggi in PBS mediante centrifugazione;
• pellet congelato/scongelato in azoto liquido fino a lisi completa;
• lisato filtrato con filtri da 0,8µm, 0,45µm, 0,22µm in sterilità;
• dosaggio proteico [1,4-2mg/ml].
(Torriceli Souza Thè et al. 2013)



4.1 Fissazione Del Complemento
Sviluppata per la specie coniglio e utilizzata come saggio 
di riferimento per l’ELISA e l’Immunowestern blotting.

Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi

4. Sviluppo saggi sierologici per evidenziare riposta
umorale vs T. equiperdum



Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi

4.2 ELISA
• Attivazione piastre con T. equi. OVI [80ng/ml];
• Saturazione PBS-Tween 20 0,05% + BSA 1%;
• Siero coniglio 1:100 (T0-T7-T14-T21-T28-T35);
• Anti-IgG di coniglio 1:30000;
• Lettura spettrofotometro 450nm.

PP=
(DO campione-DO controllo negativo)

(DO controllo positivo-DO controllo negativo)
X 100



4.3 Immunowestern blotting
• SDS-PAGE 12% Bis Tris gel con T. equi. OVI

4,5µg/pozzetto;
• Saturazione PBS-Tween 20 0,05% + latte scremato

5%;
• Incubazione overnignt 4°C con siero coniglio 1:5000

(T0-T7-T14-T21-T28-T35);
• Anti-IgG di coniglio 1:3000.
• Lettura in ECL
(Luciani et al. 2013)

Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi



5. Skin test:
• Depilate 2 aree rettangolari 3x9cm;
• Suddivise in 3 quadrati;
• 3 quadrati inoculata la Trypanosomina (0,2ml);
• 3 quadrati soluzione fisiologica (0,2ml).

Reazione Positiva: diametro compreso tra 8-25mm.

Morbo Coitale Maligno
Materiali e Metodi



ANIMALI
• Prova di non-tossicità: esito conforme
• Prova di non-sensibilizzazione: esito conforme   

FISSAZIONE DEL COMPLEMENTO 
Controlli negativi= FDC neg.
Conigli sensibilizzati= FDC pos. a partire da T7

Morbo Coitale Maligno
Risultati 



Morbo Coitale Maligno
Risultati ELISA

PP dei conigli infettati con Trypanosomina vs conigli controllo
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Morbo Coitale Maligno
Risultati Immunowestern blotting

Gruppo di Controllo

Gruppo Conigli Immunizzati (n.6)



Morbo Coitale Maligno
Risultati Skin Test



• Trypanosomina non tossico, non sensibilizzante, in grado
di produrre una reazione cutanea apprezzabile (diametro
tra 8-25mm);

• Per la sensibilizzazione può essere utilizzata una
concentrazione di Ag vivo inferiore a 104

epimastigoti/ml/scroto;
• Risposta anticorpale valutata in ELISA e Immunowestern

blotting e FDC sovrapponibile al cavallo.

Morbo Coitale Maligno
Conclusioni



Peste Equina

Obiettivo del Progetto
Valutare la risposta anticorpale e cellulo mediata in cavie
inoculate con vaccino inattivato PE5.

• Malattia non contagiosa, trasmessa da artropodi vettori
genere Culicoides;

• Agente eziologico: African horse virus genere Orbivirus
famiglia Reoviridae, 9 sierotipi;

• Esistono in commercio vaccini vivi attenuati (VVA) prodotti
in Sud Africa da OBP (Ondestepoort Biological Product):
problemi di reversione della virulenza e sviluppo forma
subclinica.



Peste Equina
Materiali e Metodi

Studio preliminare su animali vaccinati e controlli
2 gruppi da 4 cavie, inoculati rispettivamente:
• Prodotto 2 (Vaccino inattivato PE5 con Ag diluito 1:5);
• Prodotto 4 (Placebo per vaccino diluito 1:5);
A T35 secondo inoculo.
Eseguiti prelievi T0, T35, T58:
• ELISA;
• SN;
• Immunostimolazione in vitro (24h-37°C + 5%CO2/ PE5 107 TCID50) per IL-4 e INF-γ
• (kit commerciali)



Peste Equina
Materiali e Metodi

Studio completo con vaccini inattivati PE5 a
differenti concentrazioni di antigene:
1. Vaccino con Ag concentrato;
2. Vaccino con Ag diluito 1:5;
3. Placebo per vaccino 1;
4. Placebo per vaccino 2 diluito 1:5;
5. Soluzione Fisiologica

• 5 gruppi da 9 cavie inoculate con 0,5ml di ciascuna
formulazione (1-2-3-4-5);

• Prelievo di sangue T0-T14-T58 (pool).



RISPOSTA UMORALE

Peste Equina
Risultati

TEMPO T0 T35* T58

VACCINATI
(Vaccino Ag 
diluito 1:5)

1 Negativo Positivo Positivo

2 Negativo Positivo Positivo

3 Negativo Positivo Positivo

4 Negativo Positivo Positivo

CONTROLLO
(Placebo 4)

5 Negativo Negativo Negativo

6 Negativo Negativo Negativo

7 Negativo Negativo Negativo

8 Negativo Negativo †

Fase2: Risposta anticorpale PE determinata in ELISA 
*somministrazione dose richiamo

TEMPO T0 T35* T58

VACCINATI
(Vaccino Ag 
diluito 1:5)

1 0 0 80

2 0 0 20

3 0 0 80

4 0 0 20

CONTROLLO
(Placebo 4)

5 0 0 0

6 0 0 0

7 0 0 0

8 0 0 0

Fase 2: Andamento dei titoli SN dopo vaccinazione 
*somministrazione dose richiamo

Studio preliminare su animali vaccinati e controlli
• T35 Ab rilevati in ELISA ma non in SN;
• T58 (dopo 2° dose) Ab rilevabili in animali vaccinati sia in ELISA che in SN (titoli 1:20 – 1:80).

Studio completo con vaccini inattivati PE5 a differenti concentrazioni di antigene
• T14 animali vaccinati con Ag concentrato positivi in ELISA

• T35 animali vaccinati con Ag concentrato e diluito positivi in ELISA
• T58 animali vaccinati con Ag concentrato e diluito positivi in SN



Peste Equina
Risultati

RISPOSTA CELLULO MEDIATA
• Recupero di un quantitativo di sangue

esiguo da cavie non sufficiente per la
messa su di un saggio in vitro di attivazione
linfocitaria;

• È importante considerare la reazione dei
singoli soggetti sperimentali.



• Cavia valido modello predittivo della immunogenicità dei
vaccini di PE;

• Negli animali vaccinati con Ag diluito 1:5 gli Ab sono
rilevabili in SN dopo 58gg con titolo pari a 1:50, in ELISA
risposta rilevabile a 35gg;

• Negli animali vaccinati con Ag concentrato gli Ab sono
rilevabili in ELISA a 14gg, correlazione [Ag] e risposta
immunitaria;

• Risposta cellulo-mediata: i dati ottenuti non hanno
permessso di avere informazioni circa l’andamento di IL-4
e INF-γ.

Peste Equina
Conclusioni



GRAZIE PER L’ATTENZIONE
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