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Can we predict emergence and spread of
Culicoides-borne arboviruses in Europe

according to genetic drivers of vector
o . i i ity?
e ilwa COMpetence and virome diversity:
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Scopo e partner del progetto
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CuliOme Sampling

® WP 1,2 & 3: Vector competence |

m C. obsoletus/C. scoticus
sampling points
M C. imicola sampling points
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* Indagini di viromica (WP3)

Studi di
competenza Attivita di campo | ’
vettoriale J |

L Attivita di
Indagini di laboratorio
viromica T —————




DS
N e !
SSuTEmmN

Attivita di campo
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e Selezione dei siti di
cattura
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0016397-08/07/2016-DGSAF-DGSAF-P

22 Autorizzazione al trasferimento di
%. » J% y"éé N. prot. DGSAF in Doespa/PEC C. i m i C O I a

DIREZIONE GENERALE DELLA SANITA' ANDMALE E DET FARMACT

VETERINARI
Ufficio I = Ceniro Nazionale di lotta ed emergenza coniro le malattio animali -
Units conirale di orisi
Registro - Classif-
c.a. Dott. Giovanni Savini
Direttore Sanitario
Istituto Zooprofilattico
Sperimentale Abruzzo e Molise
‘G.Caporale’

e, p.c. Ufficio 8 DGSAF sede

Oggetto: trasporto Culicoides imicola.

In relazione all’'oggetto, in particolare facendo seguito alla nota prot. 10999 del 24 giugno
us. pervenuta da codesto Istituto, si informa che il trasporto dei Culicoides tmicola nell’ambito
del progetto ANIHWA gia autorizzato e finanziato dallo scrivente Ministero, deve essere
effettuato, oltreché negli appositi contenitori e tenendo conto della salvaguardia degli
invertebrati di cui trattasi, anche attraverso I'adozione delle misure atte ad evitare la possibile
diffusione di infezioni virali.

Pertanto si autorizza il trasferimento dei predetti contenitori presso i laboratori di
entomologia di codesto Istituto.

L'occasione € gradita per inviare cordiali saluti.

IL DIRETTORE GENERALE
F.to dott. Silvio Borrello”
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C. obsoletus/scoticus — siti di cattura
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C. imicola - siti di cattura
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C. imicola - siti di cattura
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SRS studi di competenza vettoriale

Metodo cattura — insetti vivi

* 4-7 trappole luce UV del tipo Blacklight per azienda

e Accese circa un’ora prima del tramonto e in
funzione per 2-3 giorni
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e Dal 07.06.2016 al 05.10.2016 sono state eseguite
16 notti di cattura di Culicoides vivi

Culicoides recuperati
in Cardbox 64 mm
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* mantenuti per 2 giorni in fase di
acclimatamento con soluzione di saccarosio

al 10%, seguiti da 1 giorno di digiuno forzato y
e 25°C, 70%>HR>40%
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Isolati virali:
e BTV2, ceppo 2000TE8341
Sardegna 2000

e BTV4, ceppo 2014TE31172
Puglia 2014
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BTV2: 1 passaggio su uova embrionate di pollo
3 passaggi su linee cellulari VERO

BTV4: 1 passaggio su linea cellulare KC
3 passaggi su linee cellulari VERO

La dose infettante TCID50/ml é stata
determinata dopo il terzo passaggio
sulle cellule VERO, utilizzando |a
formula di Reed e Muench

La sospensione virale e stata quindi
diluita in MEM medium 1:10
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\, preparazione sangue infetto

Sospensione virale diluita 1:5 con sangue
di bovino o pecora defibrinato

TITOLO VIRALE | TITOLO VIRALE
SIEROTIPO MINIMO MASSIMO

1075,30 1076,54

_ 1015,01 1076,14 )‘

Titolazione su cellule VERO, utilizzando la
formula di Reed e Muench
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i) infezione orale
GIORNO 4

e alimentazione su membrana
(Parafilm) tramite apparecchio
Hemotek (sangue a 37°C)
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e dischetti di cotone imbevuto.di.
sangue, per 45-60 miauti;|




e alcuniinsetti ingorgati sono
stati uccisi e trasferiti in 300ml
soluzione tampone fosfato
antibiotato;

e testatiper BTVaTO

e restantiinsetti: 25°C,
70%>HR>40% per 10 giorni,
soluzione di saccarosio al 10%

e 10 dpi, tuttii Culicoides §
sopravvissuti al periodo di
incubazione sono stati uccisi
 Dissezione per ogni singolo insetto

di testa e torace/addome
o Testa e torace/addome conservati in provette distintesa

-80°C fino all’analisi virologica
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BTV 4 Alimentati con Hemotek Alimentati con cotone
SPECIE SITO INGORGATI NUMERO FEEDING 0 10 | INGORGATI NUMERO FEEDING O 10
TOTALE  RATE (%) dpi dpi TOTALE RATE (%) dpi dpi
o Sardegna ’
Culicoides imicola . 1107 2,03 3 330 2078 15,88 10 258
Bari Sardo
o Calabria
Culicoides imicola ) 2586 0,00 0 0 275 1632 16,79 15 275
Isola di Capo
Rizzuto
BTV 4 Alimentati con Hemotek Alimentati con cotone
SPECIE SITO INGORGATI NUMERO FEEDING 0 10 ' INGORGATI NUMERO FEEDING O 10
TOTALE RATE (%) dpi dpi TOTALE RATE (%) dpi dpi
Culicoides Lazio 229 752 30,45 11 187
obsoletus/scoticus .
Isoletta di
Arce
o Abruzzo
Culicoides 0,05 0 566 3923 14,43 1 190
. Teramo
obsoletus/scoticus
o Puglia
Culicoides . 25 343 7,29 2 22
. Carpino
obsoletus/scoticus




		BTV 4

		Alimentati con Hemotek 

		Alimentati con cotone



		SPECIE

		SITO

		INGORGATI

		 NUMERO

TOTALE

		FEEDING RATE (%)

		0 dpi

		10 dpi

		INGORGATI

		NUMERO

TOTALE

		FEEDING RATE (%)

		0 dpi

		10 dpi



		

Culicoides imicola

		Sardegna

Bari Sardo



		

1107

		

54471

		

2,03

		

35

		

359

		

330

		

2078

		

15,88

		

10

		

258



		

Culicoides imicola

		Calabria

Isola di Capo Rizzuto

		

0

		

2586

		

0,00

		

0

		

0

		

275

		

1632

		

16,79

		

15

		

275








		BTV 4

		Alimentati con Hemotek

		Alimentati con cotone



		SPECIE

		SITO

		INGORGATI

		NUMERO

TOTALE

		FEEDING RATE (%)

		0 dpi

		10 dpi

		INGORGATI

		NUMERO

TOTALE

		FEEDING RATE (%)

		0 dpi

		10 dpi



		Culicoides obsoletus/scoticus

		Lazio

Isoletta di Arce



		

		

		

		

		

		229

		752

		30,45

		11

		187



		

Culicoides obsoletus/scoticus

		Abruzzo

Teramo



		

5

		

9139

		

0,05

		

0

		

4

		

566

		

3923

		

14,43

		

16

		

190



		

Culicoides obsoletus/scoticus

		Puglia

Carpino



		

		

		

		

		

		

25

		

343

		

7,29

		

2

		

22








IZSAM c.caporaLE

s, TERAMO °
3 Inf le BTV2
i) nrezione oraie
SRR
BTV 2 Alimentati con Hemotek Alimentati con cotone
SPECIE SITO INGORGATI NUMERO FEEDING O 10 INGORGATI NUMERO FEEDING O 10
TOTALE  RATE dpi dpi TOTALE  RATE (%) dpi dpi
(%)
Sardegna Y
Culicoides . g 719 1,00 21 3032 10,13 14 | 228
o Bari Sardo
imicola
Calabria o \a
Culicoides . 0 2426 13,73 12 | 220
e Isola di Capo Om‘
imicola .
Rizzuto ‘
C. \'4
BTV 2 ‘ Alimentati con cotone
SPECIE mo iU [ INGORGATI NUMERO FEEDING O 10
e - dpi dpi TOTALE RATE (%) dpi| dpi
(%)
Culicoides Le 162 516 31,40 11| 75
obsoletus/scoticus
Isole
Arce
Abruzzo
Culicoides T 4 0,10 447 4589 9,74 15| 22
) eramo E|
obsoletus/scoticus
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e Analisi virologiche — risultati parziali
Teste positive T10:

BTV2:212/1032

98.58% C. imicola
1.42% C. obsoletus/scoticus

BTV4:271/1295

98.89% C. imicola
1.11% C. obsoletus/scoticus
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Metodo cattura — insetti morti
-3 trappole luce UV del tipo Blacklight per azienda

e Accese un’ora prima del tramonto

indagini di viromica

e 1 cattura al mese
e 23 catture da giugno ad ottobre 2016
soluzione RNAlater + detergente

Al mattino seguente recupero del
campione e conservazione a +4 °C
per trasporto in laboratorio
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Attivita di laboratorio
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indagini di viromica
Identificazione morfologica e preparazione dei pools

e Campioni filtrati e conservati in soluzione di etanolo al 70% a -20°C

Culicoides riposti su un piano refrigerato e identificati allo

stereomicroscopio

Maschi e femmine appartenenti alle specie C. obsoletus/scoticus

e C. imicola raggruppati separatamente

e
a -20°C
in etanolo al 96%

Per ogni campione, 600 femmine (min. 100) eccetto ingorg#
gravide riunite in un singolo pool, conservate

maschi ritrovati nel campione raggruppati e conservati in pools alle

stesse condizioni
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pools per analisi di viromica

Bari Sardo

C. imicola Culicoides Pulicaris C. dewulfi Nubeculosus Altre specie Totale
obsoletus/scoticus complex complex
12/07/2016 7800 11 154 0 0 22 7987

24/08/2016 5247 0 46 0 0 256 5549
13/09/2016 36025 0 330 0 0 220 36575
4" 27/10/2016 20536 34 603 0 0 33 21206

Totale 69608 45 1133 0 0 531 71317

Altre specie: 54 C. paolae, 31 C. circumscriptus, 446 altro

Sito di cattura = Data di cattura Specie No. Culicoides

Bari Sardo 12/07/2016 C. imicola 600 @
Bari Sardo 12/07/2016 C. imicola 6d

Bari Sardo 24/08/2016 C. imicola 600 @

Bari Sardo 24/08/2016 C. imicola 524

Bari Sardo 13/09/2016 C. imicola 600 @
1 Bari Sardo 13/09/2016 C. imicola 1o

2 _ Bari Sardo 27/10/2016 _ C. imicola 600 ?
M - Bari Sardo 27/10/2016 C. imicola 43
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pools per analisi di viromica

Culicoides Pulicaris C. dewulfi Nubeculosus Altre specie  Totale
imicola obsoletus/scoticus complex complex
27/07/2016 1225 11 76 0 0 165 1477
8430 0 196 0 23 506 9155
413 2 27 0 0 96 538
3483 5 32 0 0 16 3536

783

13551

Sito di cattura Data di cattura Specie  No. Culicoides
Isola di Capo Rizzuto 27/07/2016 C. imicola 600 @
Isola di Capo Rizzuto 27/07/2016 C. imicola 324
-'E{Lé?‘éam (U Isola di Capo Rizzuto 30/08/2016 C. imicola 600 @
Isola di Capo Rizzuto 30/08/2016 C. imicola 103 &
Isola di Capo Rizzuto 22/09/2016 C. imicola 389 @
: Isola di Capo Rizzuto 22/09/2016 C. imicola 13 &
DL . Isola di Capo Rizzuto 20/10/2016 | C.imicola | 6009
) Isola di Capo Rizzuto 20/10/2016 C. imicola 354
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entificazione di specie e preparazione
pools per analisi di viromica

C. imicola  Culicoides obsoletus/scoticus  Pulicaris complex C. dewulfi Nubeculosus complex  Altre specie  Totale

0 2266 55 0 0 77 2398
0 4065 104 0 0 88 4257
0 4681 37 0 0 326 5044
0 8786 0 0 0 0 8786
1 20/10/2016 | 0 2115 48 3 0 32 2198

0 21913 244 3 0 523 22683

Altre specie: 261 C. circumscriptus, 125 C. flavipulicaris, 13 Odibilis group, 47 altro

Sito cattura Data cattura Specie No. Culicoides

Teramo 15/06/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 600 @

Teramo 15/06/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 70
R - Teramo 15/07/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 600 @
:".F-i;‘érs’?"‘”‘“”’ > Teramo 09/08/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 600 @
' Teramo 07/09/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 600 @
Teramo 20/10/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 600 @

Teramo 20/10/2016 Culicoides obsoletus/scoticus 1g




Identificazione di specie e preparazione

- pools per analisi di viromica

C. imicola Culicoides obsoletus/scoticus Pulicaris complex  C. dewulfi Nubeculosus complex Altre specie  Totale
08/07/2016 0 3565 43 37 0 241 3886

02/08/2016 0 364 9 4 0 26 403
02/08/2016 0 193 3 4 0 8 208
09/09/2016 0 1364 18 10 0 292 1684
05/10/2016 0 747 19 0 0 36 802

Totale 6233 92 55 6983

® C.imicola
_ Obsoletus complex

Sito cattura  Data cattura No. Culicoides
Isoletta di Arce |08/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 600 @
céom Isoletta di Arce |08/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 6d
Isoletta di Arce |02/08/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 5339
Isoletta di Arce |09/09/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 600 @
Isoletta di Arce |05/10/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 600 @




Identificazione di specie e preparazione
pools per analisi di viromica

Carpino

@® C imicola
' Obsoletus con

C. Culicoides obsoletus/scoticus  Pulicaris C. Nubeculosus Altre Totale
imicola complex ~ dewulfi complex specie

0 234 0 0 0 3 237

28/06/2016 0 35 1 0 0 10 46

1 0 10 0 0 0 10
. ™G 0 72 7 2 0 29 110
oA 0 18 9 0 0 64 91
MR < . 0 369 17 2 0 106 494

Altre specie: 45 C. circumscriptus, 33 C. paolae, 22 Odibilis group, 6 altro

-

Lucera

“ C. imicola  Culicoides obsoletus/scoticus Pulicaris C Nubeculosus Altre Totale
complex dewulfi complex specie
28/07/2016 0 7 10 0 34 43 94
] 28/07/2016 0 24 0 0 3 2 29
3% b 28/07/2016 0 16 10 0 94 24 144
2 = 0 47 20 69 267

Altre specie: 49 C. circumscriptus, 20 Odibilis group

Sito cattura Data cattura Specie No. Culicoides
Carpino 10/06/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 160 @
Carpino 10/06/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 15 &
Carpino 28/06/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 33¢
Carpino 29/06/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 8¢
Carpino 21/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 60 @
Carpino 21/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 3¢q

Lucera 28/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 42 Q
Lucera 28/07/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 34
Carpino 04/08/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 139
Carpino 04/08/2016 | Culicoides obsoletus/scoticus 1
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