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Perché studiare la biologia di SRLV

 Non tutti sono uguali

 Metodi di diagnosi e controllo diversificati

 Alcuni (es. E1) modulano l’attività patogena di 
altri (es. B1)

Da Bertoni
IVV Berna



metodi

 In vitro

– Isolamento

– RT-activity

– LTR activity

– Entry assay

 In vivo

– Indice clinico e istopatologico

– Carica provirale

– Genetica dell’ospite



Isolamento virale: metodo 1 (animale sintomatico)

 Espianti di tessuto

– Polmone (e LN Med)

– Mammella (e LN Sm)

– Membrana sinoviale

– Plesso corioideo

– Milza

 Passaggi settimanali

– Colorazione giemsa x CPE



CAEV-TO 1/89: espianto di sinovia da capra artritica



 

  Pi1(S) 

 It-169(S) 
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 It-128(S) 

 CAE V-CO 

 Pisa-88(G) 
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 TO-1-89(G) 
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 EV1  
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 ClayCenter(S) 

 k1514  

 SAOVV 

 It-561(S) 
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 BIV 
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0,1  

Metodo 1: isolamenti 1985-1993 

Italian sheep isolates (B2)

Italian goat isolates (B1)

Sheep isolates

Europei

Nord Am

Africani
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Isolamento virale: metodo 2 (animale asintomatico PCR+)

 L’esempio di Roccaverano

– Espianti da tutti i tessuti

– CPE negativo

– PCR positiva solo su milza

Fibroblasti feto capra
4 settimane p.i.
4 passaggi
ICC mouse anti rP25

Macrofagi capra
5 giorni p.i.
ICC mouse anti rP25



Isolamento virale: metodo 3 (animale asintomatico siero+)

 Espianto da milza (biopsia ecoguidata)

– RT activity ad ogni passaggio (vedi oltre)

– Passaggio nella stessa fiasca

– Se il segnale RT diminuisce passaggio su            
BDM (blood derived macrophage)

– Concentrazione su amicon

– NGS



Serology

Spleen 
explant

Rt activity 
and CPE

Supernatant

Concentration 

RNA 
extraction 

cDNA

NGS

Methods



BDM time laps



L’esempio di A8 (ceppo Elisabetta)



Sample Serology
genotyping

CPE

1 A/B ✔

2 A/B ✖

3 A ✖

4 A ✖

5 A/B ✖

6 E ✔

7 A/B ✖

9 A ✔

10 B ✔

14 A/B ✔

16 B ✔

17 B ✔

38 A ✔

VDA A ✖



Sample Serology
genotyping

CPE RT activity

1 A/B ✔ 

2 A/B ✖ 

3 A ✖ 

4 A ✖ 

5 A/B ✖ 

6 E ✔ 

7 A/B ✖ 

9 A ✔ 

10 B ✔ 

14 A/B ✔ 

16 B ✔ 

17 B ✔ 

38 A ✔ 

VDA A ✖ 
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RT activity metodo colorimetrico

Misura l’attività enzimatica specifica
della trascrittasi inversa, presente in
ogni retrovirus
Utile in primo isolamento per verificare la 
presenza di particelle virali nel surnatante
Utile in prove di cinetica per valutare la 
permissività di diversi substrati cellulari



Growth Curve RT activity plotted against TCID50 
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RT activity metodo molecolare
SG-PERT (SYBR Green Product Enhanced RT assay)
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LTR attività del promotore virale
 Clonaggio del promotore virale (U3) nel vettore pCAT basic

 Trasfezione sulla linea cellulare

 Quantificazione CAT mediante ELISA

 Espressione relativa rispetto al promotore SV40



Promoter region U3



Viral promoter is active in all cell
types tested





 Produzione di particelle pseudovirali

– Non competenti per la replicazione

– Espressione intracellulare di un marcatore

– Pseudotipi con differenti geni env

– Consente di definire la presenza di idonei recettori 
per l’ingresso del virus

Entry assay
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Entry assay

Cellula permissiva Cellula non permissiva

infection

AP stain

24h



Co-transfection 
pCAEV gag/pol AP
pCMV-env (Roccaverano)
pCMV-env (CAEV)
pCMV-env (Seui)

HEK- 293T

40h
RTactivity pos Entry assay

72h)

Fix and stain

AP foci

MVV su PCOCAEV su MS

293-AP293



Titer of  viral pseudotypes  (focus-forming units/ml)



In vivo

 Flock BL (Strain E1) Flock TA (strain B1)

1.
4
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7
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8
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9

Taccone vs Blengio

 Two Sample t-test
p-value = 0.04

mean of x mean of y 

1.601115  1.532695

Arthritic index TA vs BL



Indice istopatologico

Deubelbeiss et. Al.



experimental infection

A

B
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T0 T133 T550

4 months 1.1 years

IT IA

strain

Roccaverano  

strain

CAEV Cork





results

 Challenge virus proviral load

– TaqMan qRealTime gag



conclusioni

 Proprietà biologiche

– Tipi cellulari (prevalentemente meccanismi di entrata)

 Studio delle proprietà biologiche non applicabile 
in routine (analisi al macello)

 Utile per programmare strategie eradicative

– Es. Svizzera, Bolzano 


