|ZSAM G.cAPORALE
TERAMO PROGETTO DI RICERCA:

Studio dei determinanti di virulenza e sviluppo di una
strategia DIVA per il controllo dei virus della malattia
emorragica del cervo

SVILUPPO DI UN
ELISA COMPETITIVA
PER LA DIAGNOSI
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FEDERICA PI1ZZURRO REPARTO DI VIROLOGIA E COLTURE CELLULARI
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LA MALATTIA EMORRAGICA DEL CERVO

.I\/IALATTIA 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

. Inserita nella lista OIE — dal 2008

. Possibile introduzione in Europa

- PRESENZA DEL VETTORE competente
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DIAGNOSI CLINICA NON ATTENDIBILE

v |solamento virale (KC e Vero cells)

= SANGUE CON EDTA
= ORGANI (MILZA, LINFONODI)

v Rilevamento genoma virale

» Real-Time RT-PCR sul segmento 10 - EHDV-BT
» Real-Time RT-PCR sul segmento 2 - SIEROTIPI

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

= Siero-neutralizzazione

= ELISA competitiva

T, e LA MALATTIA EMORRAGICA DEL CERVO

DIAGNOSI
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®  ELISA competitiva «<cHome-made»

®  Generazione Virus Like Particles (VLPS)
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FASI DI SVILUPPO DELLA C-ELISA
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v Capside a doppio strato composto da 4 proteine strutturali

— capside interno VP3 e VP7
— capside esterno VP2 e VPS5

v' Altamente conservata tra i sierotipi
"J 7 (identita aminoacidica 98-99%)

v Antigenicamente specifica tra gli Orbivirus

Segment 4
VP4 =
Segment 8
Segment 5 = N2 =

NS1 =

' Segment 9
Segment 6 — W6 —. y
ment 3 "h' VP6ia)
Seg Leaky‘f;dnning._“ lm

Segment 7 :
— W Segment 10
— NS3 —
NS3ia)

Leaky scanning
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CLONAGGIO
PROTEINA

VIRALE VP7

FASI DI SVILUPPO DELLA C-ELISA

GENERAZIONE
DEL
BACULOVIRUS

RICOMBINANTE/

SVILUPPO
C-ELISA
"HOME-MADE"
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Retro-trascrizione ed amplificazione

del dsRNA virale di EHDV-6
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Vettore plamidico Gene VP7
PENTR™/D-TOPQO®

Trasformazione delle cellule
batteriche competenti O
(E.coli XL 10 GOLD )

Reazione di ligasi in vettore

Reazione di LIGASI

Identificazione dei ricombinanti Trasformazione in E. Coli XGOLD

batterici

47 Selezione e purificazione

Sequenziamento del DNA plasmidico DNA plasmidico
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o (GENERAZIONE DEL BACULOVIRUS RICOMBINANTE
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GIORNO 0

Reazione di
ricombinazione
virale e titolazione

Trasfezione
3. Amplificazione stock

- o

GIORNO 7

TRASFEZIONE
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M CtCell Pellet
Sf9 VP7

4. Controllo 55 —
dell’espressione proteica

= Western Blot 35 — — =W

= Immunofluorescenza

WESTERN BLOT IFI

!
o \/P7 ’
: VP7
_L— purificata

5. Purificazione tramite

Cromatografia per

affinita @
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Ottimizzazione
del metodo

Campioni di

sieri esaminati

Totale 275

SVILUPPO C-ELISA "HOME-MADE"

Adsorbimento Overnight a TA Overnight a 1 ora a 37
ANTIGENE 5°Cx2°C 4°C +2°C °C
HETEEEINE [F 25 TA per 30 minuti TA per 1 ora TA per 2 ore

la saturazione

Dilvizione d’uso
dell’anticorpo
monoclonale

1:100 1:500 1:100

Dilvizione d’uso
dei campioni di m 1:2 1:16 1:32 1:64 1:128

siero

Type of sera  Total Origin Animal species, number
number
Positive sera 82 74 Field sera Cattle 15
Sheep
Impala 22
Dromedary 1

8 Positive reference  Cattle
sera

Negative sera 193 193  Field sera Cattle 64
Sheep 107
Impala 19

Dromedary 3
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Controllo della cross-
reattivita (BTV - AHSV)
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Wash
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Coating dei Dispensazione di Dispensazione di Dispensazione del
Calcolo dei parametri pozzetti ciascun campione anticorpo substrato
. __ con antigene disiero in esame monoclonale cromogeno (TMB)
diagnostici r-VP7 ANTI-VP7-HRP
CUT-OFF = valore soglia
A L _ = 0,543
SENBILITA = veri positivi/infetti
SPECIFICITA = veri negativi/sani . D =y i
ACCURATEZZA = diagnosi corretta e - — o
84,1% 96,9%  con 93,1%
Sensibilita Specificita Accur

CURVA ROC DEL SAGGIO ELISA «<HOME-MADE»
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Calcolo dell’indice di
concordanza con ELISA

commerciale per EHDV
(K Cohen)

1. Riconoscimento dei sierotipi di referenza

2. Campioni discordanti = totale 19

SVILUPPO C-ELISA "HOME-MADE"

ELISA commerciale

positivi Negativi totale
ELISA positivi 69 Q&) FP| 75
rlome- negativi @ N 187 200
maden
totale 82 193 275

CONFRONTO TRA ELISA “HOME MADE” ED ELISA COMMERCIA




,‘f‘%mMUNTl DI FORZA vs PUNTI DI DEBOLEZZA

PUNTI D! DEBOLE'I.7.A

v’ Assenza di steps di purificazione v Antigene “GREZZO”

Facilita/Rapidita nella
produzione dell’antigene
ricombinante

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

Assenza di cross-reattivita con

v’ Difficolta nel reperimento dei
BTV e AHSV

campioni di siero

Metodo rapido di screening
anticorpale
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