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Studio delle principali citochine responsabili

del tipo di risposta immune Th1/Th2

in bovini vaccinati con Brucella abortus RB51

A. Polci, A. Leone & A. Di Provvido

Riassunto

Nel presente lavoro e stata sviluppata una
metodica RT-PCR real-time per valutare
I’espressione dell’interferone-gamma (IFIN-y)
e dell'interleuchina-4 (IL-4) in bovine vaccinate
con Brucella abortus RB51. Cellule
polimorfonucleate del sangue periferico
(PBMC) di manze vaccinate con B. abortus
RB51, sono state stimolate in vitro con lo stesso
antigene vaccinale e con un mitogeno generico
concanavalina A (ConA). I dati ottenuti
confermano che, anche nel bovino, la risposta
immune indotta dal ceppo RB51 e
preferenzialmente di tipo Th1: espressione
di IFN-y e assenza di espressione di IL-4.
Inoltre, le cellule PBMC, stimolate in vitro con
B. abortus RB51, esprimono valori di IFN-y
significativamente pit elevati nei bovini
vaccinati rispetto ai bovini non vaccinati.

Parole chiave

Brucella abortus RB51, RT-PCR Real-time,
IFN-y, IL-4, Th1/Th2, Citochine, Immunita
cellulo-mediata.

Introduzione

Brucella abortus RB51 & un ceppo mutante, rifampina
resistente, incapace di sintetizzare I'omopolimero di
N-formil-4-amino,4-6-dideossimannosio (catena-O)
normalmente presente nella parete lipopolisaccaridica
di Brucella spp. a morfologia liscia (S-LPS) (28). L'efficacia
e la sicurezza del ceppo RB51 come vaccino sono
state ampiamente documentate (8,9, 15, 19,26).
L'Unione Europea ha autorizzato per la prima
volta nel 2002 I'utilizzo del vaccino Brucella abortus
RB51 (RB51) per I'immunizzazione di bovine a
rischio di infezione con B. abortus (Decisione della
Commissione Europea 2002 /598 / CE del 15 luglio
2002) (12).

Il ceppo vaccinale RB51 non induce negli animali
vaccinati la produzione di anticorpi contro S-LPS
(30,34), risulta quindi impossibile discriminare
con le tecniche sierologiche previste dalla normativa
europea (30, 27) gli animali vaccinati da quelli
sani. Inoltre, altri autori riferiscono che il ceppo
vaccinale RB51 &€ comunque in grado di sintetizzare
porzioni parziali dell’antigene-O (11) e quindi
animali vaccinati con questo ceppo possono risultare
positivi o dare risposte ambigue con i convenzionali
tests sierologici (23), basati sulla rilevazione di
anticorpi IgG1 diretti contro epitopi presenti sul
S-LPS di Brucella sp. (3, 6, 17, 22). Infine, i bovini
infetti da B. abortus, anche se vaccinati con RB51,
reagiscono alle prove sierologiche classiche previste
dalla normativa europea (9).

E’ stato provato che I'immunita protettiva indotta
da B. abortus RB51 € principalmente di tipo cellulo-
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mediata (CMI) (4), con I'induzione di IFN-y ma
non di IL-4 (14, 37, 38, 39). Anche B. abortus & un
potente stimolatore dell'immunita cellulo-mediata
(13, 41) e l'attivazione dei macrofagi con IFN-y
risulta essere un importante fattore di controllo nei
confronti dell’infezione brucellare (5).

Le citochine giocano un ruolo importante nel
regolare la risposta immune; il tipo e le quantita
relative di espressione di queste molecole guidano
il sistema immune verso il tipo di risposta cellulo-
mediata (Th1) o verso il tipo di risposta umorale
(Th2) (21, 36).

Il tipo cellulare Th1 produce principalmente
interleuchina 2 (IL-2), interferone gamma (IFN-y),
fattore di necrosi tumorale (TNF-a) e IL-12, mentre
lalinea cellulare Th2 produce IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.
In particolare IFN-y e IL-4 vengono considerati i
principali markers discriminanti tra la risposta
immune di tipo Th1 e quella di tipo Th2 (7, 20).
In questo lavoro abbiamo sviluppato un metodo
RT-PCR real-time per valutare le differenze di
espressione genica di IFN-y e IL-4 in cellule PBMC
di bovini non vaccinati e vaccinati con RB51.

Materiali e metodi
Animali

Le prove sono state condotte su quindici manze
di razza frisona provenienti da un allevamento
ufficialmente indenne da brucellosi, tenute in
ambiente protetto da eventuali introduzioni di
Brucella sp. Dieci manze sono state vaccinate, per
via sottocutanea (s.c.) con 2 ml di B. abortus RB51
(5x10°/ml) (26) e 5 inoculate via s.c. con 2 ml di
soluzione fisiologica (gruppo di controllo).
Colture cellulari e stimolazione in vitro

Da ogni animale sono stati prelevati 10 ml di
sangue in acido etil-diamminico-tetracetico (EDTA).
Le cellule PBMC sono state isolate mediante
centrifugazione in gradiente di densita attraverso
Ficoll-Hypaque (densita 1083, Sigma) (18). Le

cellule sono state contate dopo colorazione con
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trypan blue (TB) utilizzando una camera di Burker
e quindi risospese in terreno RPMI con I’aggiunta
di glutammina (1%), penicillina 100 UI/ml,
streptomicina 100 yg/ml, gentamicina 5 ug/ml,
nistatina 50 UI/ml e siero fetale bovino 10 % (FBS)
(18).

Le cellule, ottenute da ogni campione di sangue,
sono state poste in coltura in piastre da 48 pozzetti
(2 x 10° cellule per pozzetto) e incubate a 37 °C
al 5 % di CO, (10) con ConA (10 yg/ml; Sigma) o
B. abortus RB51 (rapporto 100 a 1, B. abortus RB51
vs PBMC) o con solo RPMI per il controllo negativo.
Le cellule sono state raccolte a 6, 9, 12 e 24 ore
post-stimolazione (p.s.) e processate per 'estrazione
di RNA.

Estrazione di RNA

Dopo allontanamento del terreno di crescita, 'RINA
totale e stato estratto dal lisato cellulare utilizzando
RNeasy mini kit (Qiagen), quindi trattato con
RNase-Free DNase Set 50 (Qiagen) per la digestione
del DNA genomico (gDNA), secondo le indicazioni
fornite dalla ditta produttrice, ed eluito in 50 ul
di acqua RNase-free.

Primers e Probe TagMan

I primers e il probe TagMan per IL-4 bovina sono
stati disegnati utilizzando il software Primer
Express (Applied Biosystems) sulla sequenza
del gene per la interleuchina-4 bovina (GeneBank,
codice di accesso AH003241). Primers e probe
sono stati disegnati sulla regione individuata
da due esoni consecutivi del gene in modo da
rendere piu specifica I'amplificazione del mRNA
per IL-4. Per la gliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi (GAPDH) e per IFN-y bovine si
sono utilizzati i primers e probes TagMan
pubblicati da Leutenegger et al. (18). Ogni probe
¢ marcato all’estremita 5” con il reporter FAM
(6-carbossifluorosceina) e all’estremita 3 con
il quencher TAMRA (6-carbossitetrametil-rodamina)
ed e bloccato all’estremita 3” per prevenire
I'estensione operata dalla polimerasi AmpliTaq
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Tabella |
Sequenze degli oligonucleotidi utilizzati

Nome Primer Sequenza (5-3') Probe Sequenza del Probe (5-3)

GAPDH GAPDH.463f GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA GAPDH.48%p ATACCCTCAAGATTG
GAPDH.582r CCCTCCACGATGCCAAAGCT TCAGCAATGCCTCCT

IFN-y IFN.287f TGGATATCATCAAGCAAGACATGTT IFN.378p GGAATTTGAATCAGC
IFN.12.737r GGTCTCAGTTIGCAGGTICTIGG CAGATCATCCACC

IL-4 IL-4f CCATGGACACAAGTGTGATATTACC CGCTGAACATCCTCAC
IL-4r TACAGCAGCTCCATGCATG IL-4p AACGAGAAAG

Gold. Tutti i primer e probe sono stati sintetizzati
da Applied Biosystems (Tabella I).

Real-time TagMan RT-PCR one-step

per la quantificazione delle citochine

Le reazioni di RT-PCR (Reverse trascriptase-
polymerase chain reaction) per ogni citochina e
per il GAPDH (housekeeping-gene) sono state
effettuate in tubi separati su piastra per PCR
real-time a 96 pozzetti (Applied Biosystems). Le
reazioni di trascrittasi inversa e di amplificazione
del cDNA sono state eseguite in un’unica fase.
Ogni reazione di RT-PCR conteneva, in un volume
finale di 25 pl, 1 pl di RNA (circa 10-50 ng),
400 nM di ogni primer, 80 nM del probe TagMan,
12.5 pl di “one-step” RT-PCR Mastermix e 0,625 ul
di Multiscribe (Applied Biosystems).

Le reazioni di RT-PCR sono state realizzate con
ABI Prism 7700 alle seguenti condizioni: 30 min. a
48 °C per la reazione di RT, 10 min. a 95 °C per
I'attivazione della AmpliTaq Gold e 50 cicli di 15 sec.
a95°Ce1min.a60°C.

Tabella ll

Quantificazione relativa delle citochine

L'espressione genica di IFN-y e IL-4 & stata calcolata
mediante quantizzazione relativa; tale metodo
compara il ciclo soglia (Ct) della citochina del
campione di interesse con il Ct generato da un
campione di riferimento chiamato “calibratore”
(PBMC non stimolate). L'espressione delle
interleuchine testate & stata normalizzata rispetto
all’espressione del GAPDH mediante il valore del
ACt (“Ctinterleuchina” meno “Ct Gapdh”). E’ stato
calcolato quindi il AACt come differenza tra i valori
di ACt per i PBMCs stimolati e i valori di ACt dei
rispettivi PBMCs non stimolati. Infine, la differenza
relativa di espressione delle interleuchine tra le
cellule stimolate con ConA o B. abortus RB51 e le
rispettive cellule non stimolate & stata calcolata
applicando la formula 2*". Questa formula e
applicabile solo se la reazione di amplificazione
per le citochine analizzate risulta identica a quella
del housekeeping-gene e se i livelli di espressione

di quest’ultimo non sono soggetti a variazioni

Valori medi di CT per I'espressione della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH), misurafi,
nelle cellule polimorfonucleate di sangue periferico bovino (PBMCs), alle differenti condizioni

sperimentali
Tempo 6h 92h 12h 24 h
PBMCs non stim. 23.660.66 23.71£0.67 26.33+2.60 26.32+3.51
PBMCs stim. con ConA 23.52+0.56 23.18+0.65 24.37+2.31 23.06+4.55
PBCMs stim. con Brucella aborfus RB51 24.40£.50 24.23+0.30 23.61+1.80 24.11+£2.20
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Figura 1

Grafico del Log della quantitd di RNA totale rispetto al ACt calcolato per gliceraldeide-fosfato-
deidrogenasi (GAPDH) ed ognuno dei geni considerati.
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Figura 2

Cinetica dell’espressione genica di IFN-y e IL-4
in PBMC di bovino stimolate con ConA.
RNA ¢ stato estratto dalla cellule PBMC stimolate e
non stimolate dopo 6, 9, 12 e 24 ore. | risultati sono
espressi come n-volte incremento dell’espressione di
IFN-y o IL-4 nelle cellule stimolate con ConA rispetto
alle cellule non-stimolate

significative legate alle condizioni sperimentali.
Abbiamo effettuato la reazione di RT-PCR su sei
diluizioni scalari di RNA estratto dai PBMCs stimolati
con ConA ed abbiamo verificato, per ognuna delle
interleuchine testate, che I'efficienza della reazione
di amplificazione & approssimativamente identica
a quella del GAPDH (Fig. 1).

Inoltre i valori medi di espressione del GAPDH
nelle diverse condizioni sperimentali non sono
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Figura 3

Cinetica dell’espressione genica del IFN-y in
PBMC di bovino stimolate con B. abortus RB51.
RNA ¢ stato estratto dalla cellule PBMC stimolate e
non stimolate dopo 6, 9, 12 e 24 ore. | risultati sono
espressi come n-volte incremento dell’espressione di
IFN-y nelle cellule stimolate con B. abortus RBS1
rispetto alle cellule non-stimolate

soggetti a variazioni significative come mostrato
dai dati riportati nella Tabella II.

Risultati

In seguito alla stimolazione in vitro delle cellule
PBMC con ConA, sia IFN-y che IL-4 mostrano un
massimo di espressione genica a 6 ore post
stimolazione (p.s.), con livelli medi rispettivamente
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Figura 4

Espressione genica di IFN-y e IL-4 in cellule
polimorfonucleate di sangue periferico (PBMC)
stimolate in vifro con B. aborfus RB51 per 6 ore.
| valori di espressione di IFN-y risultano significativamente
piu elevati nei bovini vaccinati con B. abortus RB51
rispetto al gruppo di confrollo (p<0.05)
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Figura 5

Espressione genica di IFN-y e IL-4 in cellule
polimorfonucleate disangue periferico (PBMC)
stimolate in vifro con B. aborfus RB51 per 9 ore.
| valori di espressione di IFN-y risulfano significativamente
piU elevati nei bovini vaccinati B. abortus rispetto al
gruppo di controllo (p<0.05)

di 90 volte e 37 volte pit alti dei valori medi trovati
nelle cellule non stimolate (Fig. 2). L'IFN-y nei
PBMCs stimolati con B. abortus RB51 mostra un
analogo profilo temporale con valore di espressione
medio 22 volte piti alto rispetto alle cellule non
stimolate dopo 6 ore (Fig. 3); mentre non abbiamo
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Figura é

Espressione genica di IFN-y e IL-4 in cellule
polimorfonucleate di sangue periferico (PBMC)
stimolate in vitro con ConA per 6 ore.

| valori di espressione genica di IFN-y e IL-4 fra gli animali
vaccinati con Brucella abortus RBS1 ed il gruppo di
controllo, non risultano significativamente differenti

rilevato alcuna espressione genica per IL-4 (dati
non mostrati).

Abbiamo analizzato I’espressione dell’IFN-y e
della IL-4 nei bovini vaccinati con B. abortus RB51
nelle cellule PBMC stimolate in vitro per 6 e 9 ore
con lo stesso antigene vaccinale. I valori di
espressione dell’IFN-y nel gruppo vaccinato
risultano essere maggiori di 22 volte dopo 6 ore
di stimolazione (Fig. 4) e di 15 volte dopo 9 ore
di stimolazione rispetto al gruppo di controllo
(non vaccinati) (Fig. 5).

Il confronto dei valori di espressione genica ottenuti,
elaborati con il test T di Mann-Whitney, restituisce
una differenza statisticamente significativa (p<0.05)
tra il gruppo di controllo e gli animali vaccinati;
mentre non si hanno differenze significative dopo
12 e 24 ore di stimolazione. Non risulta espressione
genica della IL-4 nelle cellule PBMC stimolate con
B. abortus RB51.

Nelle cellule PBMC stimolate con ConA per 6 ore
la media dei valori di espressione genica per IFN-y
e IL-4 risulta essere pit1 elevata se riferita alle stesse
cellule trattate con RB51 (Fig. 6), tuttavia non risultano
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Figura 7

Espressione genica di IFN-y e IL-4 in cellule
polimorfonucleate di sangue periferico (PBMC)
stimolate in vitro con ConA per 9 ore.

| valori di espressione genica di IFN-y e IL-4 fra gli animali
vaccinati con Brucella abortus e il gruppo di controllo,
non risultano signficativamente differenti

differenze significative tra il gruppo di controllo
e gli animali vaccinati. Analogamente non si
hanno differenze significative tra i due gruppi
dopo 9 ore di stimolazione con ConA (Fig. 7).

Discussione

La vaccinazione con B. abortus RB51 conferisce
protezione nei confronti di infezioni patogene sia
nel topo (16, 31, 33, 35) che nel bovino (19, 25, 26,
32). La protezione indotta dalla vaccinazione con
B. abortus RB51 si basa principalmente sull'immunita
cellulo-mediata, mentre la risposta immune umorale
assume un ruolo meno importante (16, 31, 35).
dati del nostro lavoro: espressione di IFN-y e
assenza d’espressione della IL-4 nelle cellule PBMC
stimolate in vitro con B. abortus RB51, sia nei bovini
vaccinati che nel gruppo di controllo, confermano
che I'antigene induce principalmente la produzione
di citochine del tipo Th1 e concordano con le conclusioni
trovate da altri autori (2, 4, 29, 40). Inoltre, il confronto
dei dati, tra gli animali vaccinati con B. abortus

RB51 ed il gruppo di controllo (animali non vaccinati
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ed indenni da brucellosi), evidenzia valori di espressione
di IFN-y significativamente pit1 elevati negli animali
vaccinati.

Dai dati di un precedente studio condotto sul topo
(27) risulta che negli animali vaccinati con B. abortus
RB51 gli splenociti stimolati in vitro, con lo stesso
antigene vaccinale o con B. abortus 2308, producono
IFN-y ma non sintetizzano IL-4. Per contro, dopo
infezione degli animali con B. abortus 2308, gli
splenociti stimolati i vitro sintetizzano anche IL-4,
sia nei topi vaccinati che nel gruppo dei non vaccinati.
Inoltre, la sintesi di IFN-y risulta essere
significativamente pit1 precoce nelle cellule derivate
dai topi vaccinati con B. abortus RB51 rispetto ai
non vaccinati.

Se consideriamo assieme i dati ottenuti dal
nostro lavoro e quelli ottenuti da Pasquali et al.
(27), sembra plausibile ipotizzare che la
produzione di IL-4, negli splenociti o PBMC
stimolati in vitro con B. abortus RB51, sia
strettamente correlata all'infezione degli animali
con il ceppo virulento B. abortus 2308; mentre
non si avrebbe produzione di IL-4 negli animali
solo vaccinati.

Attualmente, gli unici due test capaci di individuare
ibovini vaccinati con B. abortus RB51 sono il test
dot-blot (24) e la fissazione del complemento con
antigene specifico RB51 (FAC-RB51) (1). II test
dot-blot riesce ad individuare il titolo anticorpale
fino a 8 settimane post-vaccinazione; purtroppo,
pur essendo altamente specifico per i bovini
vaccinati con 10" CFU (unita formanti colonia)
di B. abortus RB51, non ¢ in grado di individuare
gli animali vaccinati con una dose inferiore
(10° CFU di RB51). Mentre la FAC-RB51 riesce
ad individuare con alta specificita fino a
18 settimane post-vaccinazione i bovini
immunizzati con ambedue le dosi di B. abortus
RB51 (1).

Poiché, come risulta dai nostri dati, esiste una
differenza significativa di espressione di IFN-y
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tra i bovini vaccinati e quelli non vaccinati,
ancora sei mesi dopo la vaccinazione, la metodica
qui utilizzata potrebbe rivelarsi anche uno
strumento utile per discriminare tra bovini sani
e bovini immunizzati con B. abortus RB51; in
particolare in quei casi in cui gli animali vaccinati
diano risposte ambigue nei convenzionali test
sierologici (23). Per contro, il ritrovamento di espressione
di IL-4 dopo il test starebbe a indicare la probabile
interazione degli animali con il ceppo virulento B.
abortus 2308, indipendentemente dal fatto che essi siano
stati vaccinati o meno con B. abortus RB51.
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