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Rabbit Haemorrhagic Disease Virus

GENOME: SS-RNA, positive sense

Capside: 90 dimeri di VP60 

Elevata variabilità genetica e antigenica



Vaccini biotecnologici per la MEV

• Vaccino vivo “biotecnologico” (Nobivac Plus), costituito da virus della Myxomatosi attenuato in 
laboratorio che esprime la VP60 sia di RHDV (strain 009) che di RHDV2 (strain MK1899, 2012). Il 
gene vp60 è stato clonato nel gene M011L (anti-apoptotico) del Myxoma virus (genoma 160kb). 

vp60

Cameron et al. 1999

RT-PCR diagnos.ca

b     c      v          Mk

2200bp

500bp



Virus-Like Particles (VLPs)

• Geometria ben definita e con 
strutture di superficie ripetute e 
ordinate 

• Conservazione della 
conformazione antigenica nativa 

• Sicuri, in quanto sono molecole 
assolutamente non infettive e 
non replicanti (nessun genoma)

• Maggiore stabilità in condizioni 
ambientali estreme rispetto agli 
antigeni solubili

• Possono essere utilizzati come 
vettori per la presentazione di 
antigeni diversi

E. Crisci 2012

«VLPs are a form of subunit vaccine consisting of self-assembling
shells derived from virus capsid proteins» (Donaldson et al.; 2015)



Vantaggi e limi+ dei differen+ sistemi di espressione

Cellule procariote

Cellule eucariote



Vantaggi vaccini a VLPs



Espressione eterologa di VLPs di RHDV

• Escherichia coli (Boga et al.; 1994)

• Saccharomyces cerevisiae (Boga et al.; 1997)

• Piante (Castanon et al.; 1999)

• Cellule di mammifero utilizzando poxvirus ricombinanti 
(Bertagnoli et al.; 1996)

• Cellule di insetti infettate mediante il sistema baculovirus (Perez-
Filgueira et al.; 2007)

Le VLPs inducono un’ elevata risposta immunitaria sia di tipo 
umorale che cellulare



RHDV VLPs



Espressione di una proteina ricombinante mediante il 
sistema baculovirus in cellule di insetto



“Al fine di ridurre i cos. associa. alla produzione, la nostra strategia è stata quella di

generare VLPs chimeriche contenen. le proteine VP60 dei due siero.pi o>enu. dalla co-

infezione delle pupae di inse>o con due baculovirus ricombinan. che esprimono una delle due

proteine del capsid (RHDV and RHDV2)”

Settembre 2021



Construction of recombinant Baculoviruses and expression
in Trichoplusia ni Pupae

Fig. 1. Schematic CrisBio-based recombinant subunit vaccine production process described in 
9 steps, from insect rearing and pupae production to recombinant protein extraction and 
purification. Step 1: Chrysalises production in disposable insect rearing boxes. Step 2:
elimination of silk from chrysalises. Step 3 and 4: Pick & place of pupae into RFID-labeled
plastic trays. Step 5: recombinant baculovirus generation. Step 6: automated pupae
inoculation with the recombinant baculovirus. Step 7: Infected pupae incubation. Step 8:
infected pupae harvesting and freezing. Step 9: recombinant protein purification.

Escribano et al.; 2020

1) RHDV GI.1 AST89
2) RHDV2 GI.2 Nav10/11



Expression of VP60 Proteins and VLP Conformation

Figure 1. Expression of protein VP60 from RHDV GI.1 (isolate AST89) and RHDV GI.2 (isolate N11)
in T. ni pupae by two different recombinant baculoviruses, and VLP formation by infecting the pupae
with individual baculovirus or co-infecting with both vectors. (A) SDS-PAGE gels resolving the
extracts from infected pupae with individual baculovirus and stained by Coomassie blue 
(B) A 3-D model of the hypothetic conformation of the resulting VLP after infection with individual recombinant 
baculovirus and the resulting VLPs after co-infecting with both vectors. Representative electron micrographs of purified 
VLPs resulting from the infection with individual baculovirus or after a co-infection (chimeric)
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Chimeric VLPs Protect Rabbits against a Lethal Challenge 
with RHDV GI.1 and RHDV GI.2 viruses

Challenge after 7d

Antibodies anti-RHDV

Surviving animals



Nuovo vaccino biotecnologico per 
RHDV/RHDV2 

L’EMA ha autorizzato un vaccino basato sulle VLPs prodotte 
con la tecnologia CrisBio in pupae di Trichoplusia ni:

§ Vaccino bivalente

§ VP60 di RHDV, ceppo Ast89

§ VP60 di RHDV2, ceppo N11 
§ Adiuvante, idrossido di alluminio
§ Eccipienti, tiomersale



Grazie per l’a+enzione!


