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Valutazione della SICUREZZA e RISPOSTA IMMUNITARIA

del protocollo vaccinale

Caratterizzazione della risposta IMMUNITARIA UMORALE specifica (FAC-RB51)
Boosior > Risposta umorale specifica che decresce nel tempo (coda vaccinale: bassi titoli FdAC-RB51)
legall —>| > Possibilita di individuare richiami vaccinali illegali in animali adulti

> No cross-reattivita con prove ufficiali (SAR e FdC classica)

Fisiologico (De Massis F. et al. Microorganisms. 2023 Aug 13;11(8):2078)

BRUCELLOSI

Recipracal of RB51-CFT Ab titer
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Caratterizzazione della RISPOSTA IMMUNITARIA cellulo-mediata in vitro (IFN-y) e in vivo (IDB brucellina)
> Persistenza della risposta cellulo-mediata a distanza di anni dimostrata in vitro ed in vivo

Owvv Occc

J 16 18/22 vaccinati
H IDB +ve
81,8% (CI 61,2%-92,5%)

E 3/4 vaccinati IDB —ve
H IEN-y +ve

H ccc
W v

[
B

vpg/ml
-
N

[
(=]

IFN

Skin thickness increase (mm)

|

incremento

Days post vaccination




Profilo CITOCHINICO e CHEMOCHINICO

stimolazione in vitro con B. abortus 2308 (inattivata con acetone 50%)

pre-challenge

BRUCELLOSI
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IMMUNOFENOTIPIZZAZIONE

delle sottopopolazioni linfocitarie
pre-challnege
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Il protocollo vaccinale autorizzato
protegge efficacemente gli animali adulti dall’infezione?

Challenge di animali
gravidi vaccinati

BRUCELLOSI
Valutazione sul campo dell’efficacia

del protocollo vaccinale

A BUFALO S oty gl Py ufficialmente autorizzato.
)} MEDITERRANEO ' - ]

Brucella spp.

i( 7~ Agente eziologico

& Py
- rLg della brucellosi

Vaccinazione

Bufala gravida vaccinata Parto

@Y

Prevenire 'aborto Ridurre la diffusione Limitare la diffusione
e la natimortalita l del patogeno durante il parto i attraverso la lattazione

OBIETTIVI DELLO STUDIO

Obiettivo

IZSAM 04/22RC
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Mat&Met
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TERAMDO
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Risposta immunitaria e Profilo citochinico
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A miidion 82 ou J v' Immunofenotipizzazione delle sottopopolazioni

linfocitarie B e T (focus su CD4, CD8, CD21, CD45R0)

BRUCELLOSI i i, — superntant Quantlfcatlon IFN-y
- = (ELISA)

Brucella abortus
Acetone inactivation (50%)

Luminex Bead  Luminex Assay Principle
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Risposta immunitaria cellulo-mediata

v Quantificazione delle citochine e chemiochine mediante tecnologia
Luminex xMAP
v Quantificazione y-INF in-vitro




FASE-1

TERAMO 6 animali vaccinati
« 6 vitelli vitali (1 parto distocico risolto,

ISTITUTO vitello normale)

ZOOPROFILATTICO

SPERIMENTALE : . .
DELLABRUZZO 2 animali controlli
E DEL MOLISE

“G. CAPORALE” - 1aborto

« 1vitello vitale

FASE-2

A animall vaccinati
. 2 vitelli vitali
« 2 nati-mortalita

A animali controlli

- 3 aborti
1vitello vitale




BRUCELLOSI

Agglutinazione %

SAR - Vaccinati post-challenge (pre-parto)
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i-ELISA - Vaccinati post-chellenge (pre-parto)
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BRUCELLOSI

VACCINATI

IFN-y 7 :attivazione dei macrofagi

IL-17A 7 attivazione precoce delle difese mucosali
IP-10 7: richiamo e mantenimento dei linfociti T
MCP-1 t: reclutamento di monociti/macrofagi

Rapida risposta cellulare di tipo Thi che favorisce il controllo
precoce della replicazione batterica

Citochina: IL.17A
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BRUCELLOSI

RS
Giorni post challenge

CONTROLLI
- IL-8: significativamente piu elevata a 14 giorni
- VEGF-A: significativamente piu elevato a 7 giorni

v

» Maggiore infiammazione locale » Compatibile con una minore
» Maggiore coinvolgimento tissutale capacita di controllo dell'infezione




FdC RB51 - Vaccinati post-challenge (pre-parto 1 - Controlli post-challenge (pre-parto)
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SAR - Vaccinati post-parto SAR - Controlli post-parto/aborto FdC - Vaccinati post-parto
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SAR madri vs vitelli FdC madri vs vitelli In Seguito all’assunzione del
H Bufale M Vitelli M Bufale M Vitelli # cut-off colo stro, i vitelli presentano

concentrazioni di anticorpi
i i specifici anti-Brucella fino a 4
. a8

volte superiori a quelle delle
madri, con positivita ai test
SAR e FdC che puo persistere
per circa un mese.

Agglutinazione %

BRUCELLOSI i ﬁ
o ||

7 1

>3
Giornipost-parto Giornipost-parto

i-ELISA madri vs vitelli c-ELISA madri vs vitelli Ai test ELISA BRC i vitelli
W Bufale M Vitelli ¥ cut-off W Bufale M Vitelli # cut-off rimangono pOSitiVi per
oltre 4 settimane

e e L T T I prelievi effettuati all’et\a
di 8 mesi sono risultati
“ negativi a tutte le prove
(SAR, FdC, i-ELISA e c-
. ELISA)

Giornipost-parto Giornipost-parto

Tutti i campioni di latte analizzati a partire dal colostro e fino a 4-6 settimane
(LATTE MATURO) post-parto sono risultati costantemente positivi.
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L'identificazione dei L'esposizione puo avvenire
BRUCELLOS| vitelli a rischio basata anche attraverso colostro e
esclusivamente sulla latte di altre femmine
madre puo essere infette presenti nel gruppo
insufficiente. parto.

Sfruttando I"immunita colostrale e saggiando i vitelli entro il 1°
mese di vita con test sierologici per BRC possiamo cambiare
prospettiva e target:

» Non solo figli di madre infetta, ma in generale vitelli esposti a latte
di animali infetti, indipendentemente dalla correlazione genetica.
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SAR - Vaccinati post-challenge (pre-parto)
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BRUCELLOSI

1-ELISA - Vaccinati post-chellenge (pre-parto) i-ELISA - Controlli post-challenge (pre-parto)
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Risultati post-challenge (fase 2):
immunita cellulo-mediata (IFN-vy)

Risposta cellulo- mediata (INF-y response) post-challenge (fase 1)
Controlli vs Vaccinati (stimoli brucellina)

0O brucellin vaccinated [J brucellin CTRL

BRUCELLOSI

IFN-y pg/ml

14
Days post challenge

Risposta cellulo- mediata (INF-y response) post-challenge (fase 1)
Controlli vs Vaccinati (stimoli: B. abortus 2308)

0O Ag2308 vaccinated [J Ag2308 CTRL

IFN-y pg/ml

14
Days post challenge

IFN-y pg/ml

Risposta cellulo-mediata (INF-y response) post-challenge (fase 2)
Controlli vs Vaccinati (stimolo brucellina)

O brucellin vaccinated [J brucellin CTRL
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Days post challenge

IFN-y pg/ml
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Risposta cellulo-mediata (INF-y response) post-challenge (fase 2)
Controlli vs Vaccinati (stimolo B. abortus 2308)

[J Ag2308 CTRL [J Ag2308 vaccinated
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I1 protocollo vaccinale autorizzato in Italia:

| ] F C . .
| / Conclusioni FASE 1

/

BRUCELLOSI

Conferisce un’immunita che permane per almeno 4 anni dalla vaccinazione.
Protegge gli animali dalla sintomatologia ma non dall’infezione.

Previene / riduce il rilascio del patogeno a seguito di infezione (parto, latte), riducendo
la pressione infettiva in corso di focolaio. Gli animali vaccinati si infettano ma non
amplificano la trasmissione.

In caso di infezione, la vaccinazione influenza la risposta anticorpale ai test sierologici
classici SAR e FdC in termini di durata (piu breve) e titoli anticorpali (piu bassi/negativi).
Necessario integrare utilizzo di piu test sierologici (ELISA)

Conclusioni FASE 2

Dopo 5 anni: il vaccino sembra perdere di efficacia

> Nati-mortalita nei vaccinati;

> riposta umorale ritardata;

> risposta cellulo-mediata (INF-y) meno intensa e piu tardiva.




Conclusioni FASE 2
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¢ Booster :
/ > RB51 (vivo attenuato) non sicuro in eta adulta in termini di
sanita pubblica e animale.
BRUCELLOS| > B. abortus inattivato in acetone: sembra capace di attivare sia la

risposta immunitaria innata che quella adattativa ex vivo.

» Mantiene I’architettura strutturale e
I’esposizione degli epitopi
antigenici;
» possibilita di lavorare in sicurezza

ACETONE

Potenziale impiego come vaccino inattivato per richiamo in animali adulti, inclusi
- animali gravidi e in lattazione, precedentemente vaccinati con ceppi vivi attenuati.

1ZS.1T



CReNBuf

d Technologies of Water Buffalo Farming and Productions

> 1ZSAM 09/13 RC
} 1ZSAM 09/19 RC

A\

» 1ZSAM 04/22 RC

Un grazie speciale
alla Dott.ssa Maysa Serpa Gongalves

Grazie alla
Dott.ssa Giulia Cugini
(dottoranda UNITE)




	Analisi della Risposta Immunitaria di Bufali Vaccinati con RB51 �PRE- e POST-CHALLENGE
	Diapositiva numero 2
	Diapositiva numero 3
	Diapositiva numero 4
	Diapositiva numero 5
	Mat&Met
	Diapositiva numero 7
	FASE-1
	Diapositiva numero 9
	Diapositiva numero 10
	Diapositiva numero 11
	Diapositiva numero 12
	Diapositiva numero 13
	Diapositiva numero 14
	Diapositiva numero 15
	Immunità materna: madri infette vs vitelli
	Diapositiva numero 17
	Diapositiva numero 18
	Diapositiva numero 19
	Risultati post-challenge (fase 2):�immunità cellulo-mediata (IFN-g)
	Conclusioni FASE 1
	Diapositiva numero 22
	Diapositiva numero 23

