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LE VIROSI DELLE API
E
LA DIAGNOSTICA MOLECOLARE

Antonella Cersini
IZSLT, D.O. Biotecnologie
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ULTERIORI VIRUS RECENTEMENTE SCOPERTI
PATOGENI PER LE API

Sono 2 Picomavirus-like, appartenenti alla famiglia
Dicistovirdae:

1) Aphid Lethal Paralysis Virus (ALPV)

2) Aphid Lethal Paralysis Virus Geppo Brooking (ALPV strain
Brooking)

+Un luingo tratto del loro genoma (4125 nucleotidi
comprendente la RARP, le sequenze IRES e le sequenze
codificanti per le proteine del capside) & caratterizzato da
una omologia di sequenza nucleotidica del’83% e da una
omologia i sequenza_amminoacidica dell89% con il
genoma del'ALPV depositato in GenBank
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ULTERIORI VIRUS
RECENTEMENTE SCOPERTI PATOGENI

Picomavius-iie, _appartenente alla  famiglia
Dicistroviridas: Big Sioux Aiver Virus (BSR)

« E considerato una nuova specie virale.
+Le sequenze codificanti la RARP e la IRES presentano,
na omologia di inoaci

rispettivamente, enza amminoacidica
el 78% e del 69% con il Rhopalosiphum Padi Virus (RNPV)
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ULTERIORI VIRUS
RECENTEMENTE SCOPERTI PATOGENI
PER LE API
« Due Plcomavirus-like, appartenenti alla famigia
Dicistrovirdas che sono:
1) Lake Sinai Virus ceppo 1(LSV1)
2) Lake Sinai Virus ceppo 2 (LSV2)

+LSV1 ed LSV2 presontano lo seguenti_omologie di
sequenza nucleotdica: &) 80% con la RARP del Chronic
Beo Paralysis Virus (CBPV); b) 20% con la ORF1 del
CBPV o c) 70% con le proteine del capside di Nudaurelia
Capensis beta-tetravirus
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ULTERIORI VIRUS
RECENTEMENTE SCOPERTI PATOGENI
PER LE API
“Un Picomavirus-iike, appartenente al genere Iflavius:
Varroa Destructor Virus ( VDV-1)

“ll VDV presenta sia una identita o sequenza
nucleotidica dell'84% con la RARp di Deformed Wing Virus.
(DWV) e di Kagugo Virus (KV) che una identita di sequenza
amminoacidica del 90% con le proteine strutiurali
(VP1,VP2,VP3 e VP4) & non struttural (elcasi, proteasi
RRp) di questi stessi due virus,



= VIRUS CON GENOMA
A ORGANIZZAZIONE BICISTRONICA

+ Acuto Bos Paralysi Vinus (ABPY)
+Black Queen Cell Virus (BQCY)
«Kashrie Bea Vius (KBY)

Genere Cripavirus
Famigla Dicisroviridse

+lsragl Acuto Paralysis Virus (18PV



- VIRUS CON GENOMA
A ORGANIZZAZIONE MONOCISTRONICA

cpnt o) pirsncars o,
o sum o
Poyn
|ET) I——

Genere Iflavirus,

un genere” floating” in
quanto non & stato
« Sacbrood Vius (SBY) assegnalo a nessuna
famiglia

«Deformed Wing Virus (DWY)



s« CBPV (Chronic Bee Paralysis Virus)

(A
3 (coPSV:
Chronic Bee Paralysis Satelte Virus)

8PV non b Incluso in nessuna famigla o gonero o pud ossere

+La Adfp di CBRY mosta una levata omalogia d sequenza con o RGRp
‘g0l mombl dol famigha doi Nodavridas o do Tombusiindao



= ABPV (Acute Bee Paralysis Virus)
iglia: Picomavirus-like

Genere: Cripavirus

Sintomi:
paralis, alterazione del comportamento
con carente accudimento della covata e
colore nerasro delfaddome  del torace.
a causa della perdita dei peli

2%



[ KBV (Kashmir Boe Virus)
== Supertamiglia: Picomavirus-iike
Famiglia: Dicistroviridae
Genere: Cripavirus

Sintomi:
tremori che progrediscono in_paralisi

‘causa della perdita de peli



1APV (Israeli Acute Paralysis Virus) .&*
Superfamiglia: Picomavirus-like
e

nere: Cripavirus

Sintoi:
‘annerimento delfaddome  del torace,

spasmi e more (s
prodotta in infezioni sperimental)
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BQCV (Black Queen Cell Virus) “@
‘Supertaiglia: Picomavirus-like
Famiglia: Dicistroviridae
Genere: Cripavirus

+Sintomi: colpisceesclusivamente le
larve delle api regine determinando
Tannerimento sia_delle forme larvali
che delle pareti delle celle reall con
conseguente morte

« Linfezione delle larve awviene tramite
ralmentazione con pappa  reale
contaminata




SBV (Sacbrood Virus)
lia: Picomavirus-like
viridae

Genere: [flavirus

I quadro_sintomatologico i evidenzia

aspotio _ sacciforme  (dowto  alla
flidificazione del  corpo,  mentre
tequmento rimane integro). Le larve
woiono nel momento in cui vengono
estratte dalle celle dalle nutrici




DWV (Deformed Wing Virus) %,
Superfamiglia: Picomavirus-like
Famiglia: Iflaviridae
ilavirus

* Sintomi: gravi_deformazioni a
carico delle al,ridotte dimensioni
del corpo, aspettativa di vita

molto breve

« Nelle infezioni _asintomatiche,
WV & localizzato nelladdome,
nel torace e nelle_ ghiandole
ipofaringee .

« Nelle infezioni sintomatiche, o
DWV & localizzato nel cervello



@55 _ cBPV (Chronic Bee Paralysis Virus) ‘w{g5-
== " Supertamiglia: Picomavirus-like
Famiglia: Non classificato
Genere: Non classificato
+5i possono distingusra 2 sindromi bon distne in base alle
carattrisich geneticho dlle api:
mal dela foresta’, o api non sono in grado i volare, sono
remalanti o tondono a raggrupparsi davani ale amie dove
muciono

«“mal nero’, le api sono nere - 3

a causa dela perdia doi peli, 4
Sono In grado. i volare ed 7/ \
hanno  piccole  dmension.

Rapidamente  subentrano
tremori e morte
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DIAGNOSI DELLE VIROSI DELLE API

« Virus non coltivabili in vitro: impossibile
isolamento virale

* Microscopia _elettronica: utile come
tecnica di screening ma non consente
lidentificazione  della  specie _virale

quando sono_ disponibili sieri
T i virus)

* Tecniche molecolari PCR (Polymerase
Chain Reaction): alta sensibilita e
specificita



DIAGNOSI DELLE VIROST &
DELLE API

Tipologia Conpioni:
= api adulte: vive, morte, agonizzanti ﬂ
® covata a differenti stadi di crescita |

* larve non opercolate di 2-3 ¢ 5-6 giori di vita

* larve opercalate - prof

~

 api allo sfarfallamento
Svares =

Congelare ¢ conservare i campioni a -20'C fino lfanaisi
+Tnviare adeguate e conplete informazioni anarnestiche



FASI DI LAVORAZIONE

Preparazione dellestratto virale dalle api (10 api), dalle
larve e dalle pupe

« Estrazione dellANA mediante kit commerciale (QlAamp

Viral RNA Mini Kit)
Sintesi del DNA copia (cDNA)

Amplificazione (PCR) con i primers specifici per e virosi
saminate.

Eletiroforesi n el di agarosio dei prodotti di PCR
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I DALL'ESTRATTO VIRALE DILUITO

ESTRAZIONE DELL'RNA TOTALE

Ratturs chimica delle mambrane plasmatche &
ol capaiaa wrale " SDS s 3 actropit
outier AVL) + Carior A

Legame dlfRA totse slla matice af gel di
i, Oikamp spin coumn
8000 rpmpor 1 minuto

Primo tavagalo

——  guantscono
protine residut o del sai

Siice 22 2 Ler AVE « 000 rm o




& SINTESI DEL cDNA &

La sintesi del cDNA
consiste in una

BNA (DNA copia)
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SINTESI DEL cDNA

+ La sintesi del cDNA sfrutta [utiizzo dei random primers
(primers cositt da soli 6 nucleotidi) che si appaiano in
maniera aspecifica alle molecole di RNA & singolo
flamento

+ Aumenta enormemente la sensibiita diagnostica in

quanto permette di amplificare in numerose copie di
‘cDNA un numero ridotto di genomni virali

Kt inplogale: Hgh Capacly cONA Roverse
Transcription (Applied Biosystems)



@@zs_ AVPLFICAZIONE (PCR) CONIPRINERS
o SPEOO PERLE WROS ESAMNATE S

L
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1 ilodi PG vina rpstuto molt vots (anch 40) & & ogn cico a
‘oncenirazione dolla sequenza del virus csaminata racioppia, per
i al termine Galutmo cicl 5 awanno mikard: o cop tela
sequenza viralo analzz




AMPLIFICAZIONE (PCR) CON | PRIMERS
SPECIFICI PER LE VIROS| ESAMINATE

v

* Le derse reazioni di ampliicazione (PCR) vengono
effetuateutiizzando il Kit Platinum® DNA Polymerase
(invitrogen)

+ Lo stampo nela reazione di PCR & cosiuito dal cONA

« 1 primers impiegati sono specifici per la sequenza virale da.
care

+ Le ampliicazioni seguono lutte uno stesso shema: 94T
per 7 minut sequit da 40 cicli costuit da 94T per 1
minuto, 55C (54T per IAPV) per 1 minuto, 72C per 1
minuto e infine 72C per 10 minut

%



TARGET AMPLIFICATI MEDIANTE PCR

8PV protena VP2
DWV:  proteina VP2

‘CBPV: a ANA dopendent ANA polymerase (R0Rp)
'BACY: i ANA dependent ANA polymerase gens (ReRp)
KBV 1a ANA dapandent ANA polymerasa gons (R4RP)

188V: a protsna VP2

SVB:a proeina VP2



ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO DEI
PRODOTTI DI PCR

+Lelettroforesi & un metodo molto semplice e rapido per
separare ed identiicare | frammenti di DNA in base al loro
peso molecolare

*La localizzazione del DNA nel gel & Geterminata

m Inc.)

molecole di DNA producendo una fluorescenza r0sso-

arancio quando viene colpito da radiazioni ultiaviolette
m)



ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
PER ABPV E CBPV

ABPV CcBPV




" ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
P

owv 1pv




ELETTROFORESI IN GEL DI AGAROSIO
PERBCV E SBV




ELETTROFORESI IN GEL
DI AGAROSIO PER KBV




CONTROLLO ESTRAZIONE: %r
B-ACTINA DELLE API

+ Viens affetuata una razion
a1 PCR con | primers speci
pora pactina dolo api

R por la fractina
permetts di capira s
S18P 4 restazions dolANA totlo sia
£ ) rinogritdogradazions
JrANA

©) 1a prosenzarassonza o



CONTROLLO DI AMPLIFICAZIONE {35
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" APPLICAZIONI DELLA DIAGNOSTICA
MOLECOLARE PER LE VIROSI DELLE API

+ Rete di monitoraggio regionale APENET TOSCANA: &
inserita el “Progeto biennale di monitoraggio sullo stato.
di salute delle api (APENET nazionale)” & comprende |
moduil di Firenze, Siena, Arezzo (a partire da giugno.
2009) e Lucea ( partire da giugno 2010)

+Ognuno di questi 4 moduli & costitito da 5 apiari.
Giascun apiario & formato da 10 alveari, per un totale di
50 alveari
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APPLICAZIONI DELLA DIAGNOSTICA
MOLECOLARE PER LE VIROSI DELLE API

«Rete di monitoraggio nazionale APEPARK: & una indagine
sula moria delle api in 5 aree naturali protette (Parco
Nazionale delle Dolomiti Bellunesi-Veneto, Parco dei Gessi
dei Calanchi dell/Abadessa-Emila Romagna,
Parco di Migliarino San Rossore Massacciuccoli
‘oscana Riserva Naturale Statale del Litorale Romano-
Lazio e Parco dei Monti Simbruin-Lazio)
*Gii apiari selezionati sono posti in 2 diverse zone per
ciascuna delle 5 aree natural protetie: a) una zona a ridotta

*Gii apiari sono stati controllati 4 volte/anno a partire da
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APPLICAZIONI DELLA DIAGNOSTICA
MOLECOLARE PER LE VIROSI DELLE API

« Progetto “Spopolamento e Morte degli alvearr” in cui
vengono segnalati ed esaminati gli apiari dove si
manitestano fenomeni di spopolamento e morte delle api

« Finora sono stati segnalati 14 episodi di spopolamento.
ra il 2009 ed i 2011
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APPLICAZIONI DELLA DIAGNOSTICA
MOLECOLARE PER LE VIROSI DELLE API
P ———
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« Tutti gi alveari di queste 66 aziende apistiche sono stati
controllatlnei mesi estivi nel corso del 2010

« Campion di routine



GRAZIE PER L’ATTENZIONE



