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LA MALATTIA EMORRAGICA DEL CERVO

 Inserita nella lista OIE – dal 2008

 Possibile introduzione in Europa 

 PRESENZA DEL VETTORE competente

 MALATTIA INFETTIVA NON CONTAGIOSA

 ARBOVIROSI  Culicoides spp.

 Famiglia Reoviridae genere Orbivirus

 Conosciuta a partire dal 1955 in America (New Jersey e Michigan, USA)

 Dal 2006 nel bacino del Mediterraneo nel bovino



DIAGNOSI CLINICA NON ATTENDIBILE

 Isolamento virale (KC e Vero cells)
 SANGUE CON EDTA

 ORGANI (MILZA, LINFONODI)

 Rilevamento genoma virale
 Real-Time RT-PCR sul segmento 10 EHDV-BT

 Real-Time RT-PCR sul segmento 2  SIEROTIPI

 Rilevamento anticorpi (10-14 day p.i.)

 Siero-neutralizzazione

 ELISA competitiva

LA MALATTIA EMORRAGICA DEL CERVO

DIAGNOSI



SCOPO DEL PROGETTO

 ELISA competitiva «Home-made»

 Generazione Virus Like Particles (VLPs) 



FASI DI SVILUPPO DELLA C-ELISA 
 Capside a doppio strato composto da 4 proteine strutturali

→ capside interno VP3 e VP7  
→ capside esterno VP2 e VP5 

 Altamente conservata tra i sierotipi 

(identità aminoacidica 98-99%)

 Antigenicamente specifica tra gli Orbivirus



FASI DI SVILUPPO DELLA C-ELISA 

CLONAGGIO 
PROTEINA 

VIRALE VP7 

GENERAZIONE 
DEL 

BACULOVIRUS 
RICOMBINANTE

SVILUPPO 
c-ELISA 

"HOME-MADE"



CLONAGGIO PROTEINA VIRALE VP7

1. Retro-trascrizione ed amplificazione

del dsRNA virale di EHDV-6

2. Reazione di ligasi in vettore

3. Trasformazione delle cellule
batteriche competenti

(E.coli XL 10 GOLD )

4. Identificazione dei ricombinanti
batterici

5. Sequenziamento del DNA plasmidico

Vettore plamidico
pENTR™/D-TOPO®

Gene VP7

Reazione di LIGASI

Trasformazione in E. Coli XGOLD

Selezione e purificazione 
DNA plasmidico



GENERAZIONE DEL BACULOVIRUS RICOMBINANTE

GIORNO 0

GIORNO 7

TRASFEZIONE

1. Reazione di 
ricombinazione

2. Trasfezione

3. Amplificazione stock 
virale e titolazione



GENERAZIONE DEL BACULOVIRUS RICOMBINANTE

4. Controllo              
dell’espressione proteica

 Western Blot
 Immunofluorescenza

5. Purificazione tramite 
Cromatografia per 
affinità

WESTERN BLOT IFI

VP7

Nichel

VP7 
purificata

VP7



PROTEINA RICOMBINANTE 
NON PURIFICATA

= PELLET CELLULARE GREZZO
INFETTATO CON IL 
BACULOVIRUS 
RICOMBINANTE



4. Analisi dell’espressione 
proteica
 SDS-PAGE
 Western Blot
 Immunofluorescenza

SVILUPPO C-ELISA "HOME-MADE"

 Ottimizzazione 
del metodo

 Campioni di    
sieri esaminati

Totale 275



4. Analisi dell’espressione 
proteica
 SDS-PAGE
 Western Blot
 Immunofluorescenza

SVILUPPO C-ELISA "HOME-MADE"

 Controllo della cross-
reattività (BTV - AHSV)

 Calcolo dei parametri 
diagnostici
 CUT-OFF = valore soglia

 SENBILITÀ = veri positivi/infetti

 SPECIFICITÀ = veri negativi/sani

 ACCURATEZZA = diagnosi corretta

Dispensazione di 
ciascun campione 

di siero in esame

Dispensazione di 
anticorpo 

monoclonale 
ANTI-VP7-HRP

Dispensazione del 
substrato 

cromogeno (TMB)

1

Coating dei 
pozzetti

con antigene 
r-VP7

CURVA ROC DEL SAGGIO ELISA «HOME-MADE»

84,1% 93,1%96,9%



4. Analisi dell’espressione 
proteica
 SDS-PAGE
 Western Blot
 Immunofluorescenza

SVILUPPO C-ELISA "HOME-MADE"

 Calcolo dell’indice di 
concordanza con ELISA 
commerciale per EHDV 

(K Cohen)

CONFRONTO TRA ELISA “HOME MADE” ED ELISA COMMERCIALE

1. Riconoscimento dei sierotipi di referenza

2. Campioni discordanti = totale 19

FN

FP



PUNTI DI FORZA VS PUNTI DI DEBOLEZZA

 Assenza di steps di purificazione

 Facilità/Rapidità nella 
produzione dell’antigene 
ricombinante

 Assenza di cross-reattività con 
BTV e AHSV

 Metodo rapido di screening 
anticorpale

 Antigene “GREZZO”

 Ottimizzazione dell’espressione 
dell’antigene ricombinate e 
sua purificazione

 Difficoltà nel reperimento dei 
campioni di siero
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