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Family Apidae

® Honey bees (genus mellifera) represent a small
fraction of the 20,000 known species of bees. And yet
they are used widely in agricultures

® Bumble Bee (genus Bombus) - 250 species in

Northern Hemisphere - genus «
® Orchid Bee; Euglossine — 200 species ‘*
® Carpenter Bee (genus Xylocopa) 500 species

® Stingless Bee
® Megachilidae - 100 species
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Honeybee pathogens

HYMENOPTERA

MITES Vespa velutina (Asian hornet) FUNGI ] _
Acarapis woodi (Acariosis) Nosema apis (Nosemosis)

Varroa destructor (Varroasis) Nosema ceranae (Nosemosis)
Tropilaelaps clareae Ascosphaera apis (Chalkbrood)
Aspergillus flavus (Stonebrood)

ss RNA (+)
Dicistroviridae

COLEOPTERA
Aethina tumid
(Small hive bee::e)\

VIRUSES —— ¥
ABPYV (Acute bee paralysis virus)
BQCYV (Black queen cell virus)
CBPV (Chronic bee paralysis virus)

) DIPTERA

g ¥4
7 / Braula caeca (Bee louse)

: \—\_\ PROTOZOA

Malpighamoeba mellificae

' \ (Amibiasis)
- N

. . BACTERIA )

DWV (Deformed wing virus) I .

: - Paenibacillus larvae (American Foulbrood) « Crithidia mellificae
IAPV (Israeli acute paralysis virus) Meli lutonius (E Foulbrood . Varma destructor « Mablohamosh
KBV (Kashmir bee virus) e ::soc;ccq; p u'onfus (European Foulbrood) « ThopWaelaos 500 falpighamoeba
SBV (Sacbrood virus) aenibacilius alver o * Acarapis wood
SBPV (Slow bee paralysis virus) Enterococcus faecalis Associative

i ents

o toudy wing virus) LePiDoPTERA e oemors |
BVX (Virus X Galleria mellonella . . h . + Cryptic species
BVY EVi rus Y: Achroea grisella Pseudomonas apiseptica (Septicemia) +Novel introductions

Spiroplasma apis (Spiroplasmosis)
Spiroplasma melliferum (Spiroplasmosis)
anses ‘,

FV (Filamentous virus)

Chauzat, 2011

TRENDS in Microbioloav

Evans, 2011
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L’ape da miele: Apis mellifera
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Arnie: cavita fornite dall’uomo

Non confondere ARNIA (cavita
artificiale) con ALVEARE (arnia
contenente una colonia d’api)
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.. «mroomposizione della colonia

IN AGRICOLTLRA

UNITA

DI RICERCA

DI APICOLTURA
E BACHICOLTURA

= Miele
= Polline
= Cera
= Propoli
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Casta del riproduttori

Regina poliandrica: 8-16 fuchi
| fuchi muoiono
Accoppiamento in volo

Un solo volo in tutta la vita (2-5 anni)
" Fuchi prodotti per partenogenesi arrenotoca
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Casta delle operaie

POLIETISMO: un’eta diversa per una funzione diversa

FATTORI ETA FATTORI
AMBIENTALI APE INTERNI

U

MODIFICAZIONI FISIOLOGICHE
Sviluppo ghiandole, proteine emolinfa, ecc.

4
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DISTRIBUZIONE

= Barriere geografiche fra
Apis mellifera e A. cerana

= Equilibrio con patogeni e
parassiti rispettivi (es.: A.
cerana e varroa-tollerante)

= Le api europee sono state
favorite (piu produttive)

= Contatto con nuovi
patogeni e parassiti: N S
- Varroa destructor Google
- Nosema ceranae (forse) S —.



http://www.cra-api.it/online/index.php

CR[\/ Apis mellifera attraversa

CON C IO PER ARIC[RCA

DA ‘i\I I o c e a n o
RRRRRRRRR d
AAAAAAAAAAAA 4
E BACHICOLTURA
% ‘
"
L’ £
i
A
5
-

e

1080 Kas
" { 2

1839

Tie &) ,

“&’13 J | : .1 g0

1857 ' g
1842
s
V‘”

\ ) .=
- ey
AN g
iy - -

1956: inizio dell’africanizzazione
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AR By
AN

MASCHIO
FEMMINA
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Vari stadi

g 2

Da Nannelli
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Ciclo biologico

Mustrated by B. Alexander

i TR clf
2. Ingresso nella

1. Warroa feconda :
cella disopercolata

sull'ape adulta

10. Fase foretica:
distribuzione fra le api

s

3. Inserimento
sotto |a [arva

4. Uscita delle fermmine
adulte (madre e figlie)
allo sfarfallamento dell'ape

4. Alimentazione
con ['emalinfa

2. Deposizione: maschile
B0 ore dopo l'opercolatura,

6. Sviluppo dalle e i 30 ore

uova di protoninfe
& deutoninfe

T. Maschio e fermmina adulti
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¢/ Dinamica di popolazione

Number of mites

10000 .
¥
9000 + !
10 000 varroe '
8000 MORTE DELLA COLONIA N
7000 + ,
5000 . PRODUZIONE
'ﬁ
4000 + .
X
3000 100 varroe -
2000 + .
Assenza di covata v
1000 + M- . s oL s oI L_e" Elaborazione: A. Nanetti
I el . . . . . . . . .
348 3009 a0 2911 2912 28 2702 2803 2804 2805 e XO7
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- «p SlNtomi della varroosi
- SPOLIAZIONE

= Api adulte malformate
e disvitall

s Mortalita di covata
In vari stadi

s Depauperamento
della colonia

s Abbandono del nido

ESTINZIONE
della :
COLONIA A. Nanetti

e
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Bologna, dicembre

Mortalita vs infestazione

r=0,71

—
L'infestazione e
molto variabile

Dati: A. Nanetti

Bassa correlazione
Infestazione vs mortalita
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Svizzera, ottobre
Mortalita vs infestazione

r=0,85

taegl. Milbenfall Oktober

20 54 148 403 1096 2981

500
Anzahl Varroa Kontrollbehandlung

Milbenfall und Nachkontrolle. Die Grafik zeigt das Verhiltnis zwischen dem tiglichen natiirlichen
Milbenfall im Oktober (nach Amcisensiurcbchandlungen) und dem Behandlungsmilbenfall
(Wintermilbenpopulation) nach zwei Kontrollbehandlungen mit Perizin im November/Dezember
(r =085, n = 90). Mit Hilfe des natiirlichen Milbenfalls kdnnen somit Vélker, bei denen die
Ameisensiurc ungeniigend gewirkt hat, eruiert werden. Volker mit mehrals 1 Varroa pro Tagsind im
November mit Perizin oder Milchsiure noch cinmal zu behandeln.
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N/ Infestazione vs mortalita
¢ a =
Lw( Basse infestazioni -> basse cadute
Basse cadute -> ??

Valore diagnostico dellarilevazione della mortalita naturale delle varroe

2500
y= 11?’57)( + 227,83 Predittore scadente
1 R? = 0,5654
2000
X ]
S ,
3 1500
Z ]
2 1000 Bologna, agosto
E i - \ - -
3 | Mortalita vs infestazione
500 1
] r= 0,75
4
O T T T T 1 T T T T 1 T T T 1 1
0 5 10 15 20

Mortalita naturale pre-trattamento (varroe/giorno)

Dati: A. Nanetti
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‘{ s/ Contrariamente a quanto si crede...

... la mortalita naturale delle varroe

e un cattivo stimatore del livello
d’'infestazione dei singoli alveari.
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Sostanze Residuo marcatore Specie animale LMR Tessuti campione Altre disposizioni Classificazione terapeutica
farmacologicamente {conformemente
attive all’articolo 14,

paragrafo 7, del
regolamento (CE)
n. 470/2009)

Acido ossalico NON PERTINENTE | Api LMR non NON PERTINENTE NESSUNA Agenti antinfettivi
richiesto
Amitraz Somma di amitraz e Api 200 pe/ke Miele Agenti antiparassitari/ A genti attivi
dei metaboliti che contro gli ectoparassiti

contengono la
frazione 2,4-DMA,

indicata come
amitraz
. Cumafos Cumafos Api 100 pa/ke Miele NESSUNA Agenti aljtipamssnarp*gxgemi attivi
contro gli ectoparassiti
Flumetrina NON PERTINENTE | Api LMR non NON PERTINENTE NESSUNA Apenti antiparassitari/A genti attivi
* richiesto contro gli ectoparassiti
Tau fluvalinato NON PERTINENTE | Api LMR non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA
richiesto
Timolo NON PERTINENTE | Tutte le specie da LMR non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA
produzione alimentare richiesto
Mentolo NON PERTINENTE | Tutte le specie da LMR non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA
produzione alimentare richiesto
Canfora NON PERTINENTE | Tutte le specie da LMR non NON PERTINENTE Esclusivamente NESSUNA
produzione alimentare richiesto per uso esierno
Eucaliptolo NON PERTINENTE | Tutte le specie da LMR non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA
produzione alimentare richiesto
Acido lattico NON PERTINENTE | Tutte le specie da LMR non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA
* produzione alimentare richiesto
Acido formico Non applicabile Tutte le specie da LME non NON PERTINENTE NESSUNA NESSUNA

* produzione alimentare richiesto
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- Formulatl In strisce

DI APICOLTURA
E BACHICOLTURA

Apivar (amitraz)

Efficaciain piena
stagione: 70 - 80%

Apistan (tau-fluvalinato)

Farmacoresistenza: efficacia
variabile
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4 somministrazioni 2 somministrazioni 2 somministrazioni
intervallo 1 settimana intervallo 2 settimane intervallo 3-4 settimane
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L’acido ossalico e naturale

Largamente presente nel mondo
biologico e negli aliment
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SR
{ &
’ 250 Ve
Broken column: _
] [ 761.4 mg/kg
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._lagrum |tarass |giraso | .. .. |eucali castag |metcal asfod |rodod | lavan |corbez rosma | medic | .. .
- acacia| °. tiglio cardo colza . timo |abete | erica
Concentrazione i aco le pto no fa elo |endro| da | zolo | rino a
naturale (mg/kg) 33 | 195 | 296 | 315 | 365 | 490 | 55,6 | 91,1 |270,8 | 158 | 225 | 22,6 | 25,0 | 25,2 | 384 | 45,7 | 545 | 1011 | 7614

4

Py,

E un componente naturale
del miele
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TRATTAMENTO INVERNALE
Goccliolamento

jCONCENTRAZIONI

= zucchero: 60%
= AO:; 4.2%

DOSE

= 5 ml per favo con api
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CRAs TRATTAMENTO INVERNALE

IN AGRICOLTLRA

Sublimazione

= Riscaldare 2g e fumigare
s Laborioso e rischioso

s Richiede un riscaldatore
(pirolisi)
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G

Api-Bioxal: modalita d’uso

Bioxal

Formulato acaricida in polvere solubile per arnia per api

Sciogliere il contenuto di
una busta da 35g in 500
ml di sciroppo

3to 886 mg. Eccipientizgba 1,0 0.

llifera).
Indicazioni: trattamento oosi (Varroa destructor, parassita di Apis mellifera) in assenza
di covata.
Posologia e Modalita’ di wutilizzo: sequendo le modality indicate in etichetta sdogliers
completamente il contenuto dell'intera confezione da 35g di AP-Bioxal in 500 ml di una soluzione
aoquosa (1:1) acqua e saccarosio.

1l trattamenta con un’unica somministrazicne deve essere fatto gocciclando la soluzione sugli alveari
con apposita siringa, nella dose di 5 ml per favoftelaina occupato dalle api.

Tempo di Attesa Miele: zero giorni

Consigli di corretta somministrazione: non superare |e dosi consigliate.

Controindicazioni: utilizzare il prodotto soltante in periodi in cui vi & una diminuzione o assenza di
covata oppure in seguito ad un blocco di covata indotte in mado artifidale.

Reazioni avverse: la colonia subisce un disturbo durante il trattamento. Se si hanno notizie di
qualsiasi effetto grave o altri effetti nen citati in questa foglio, informare un veterinario.

Precauzioni particolari per la conservazione: tenere lontano dallz portata e dalla vista dei
bambini. Conservare la conferione a temperatura ambiente al riparo dalla luce solare diretta
Conservare |2 polvere nella confezione originale.

Avvertenze spediali: effetiuare i trattamenti in assenza di melario. Non usare il prodotto durante
la produzione ma prima o dopo il relativo raccolto del miele. Tutte le amie dello stesso apiario devano
essere trattate simultaneamente per evitare il saccheggio. Evitare il disturbo dell'amia. A causa di una
possibile dermatite da contatto e irmitazione della pelle e degli occhi dovute al pH del prodotto, evitare
il contatto diretto con la pelle e gli occhi. Maneggiare il prodotto indossando guanti impermeabili ed
usuali dispositivi di protezione. Dopo I'applicazione lavare le mani ed il materiale a contatio con la
soluziene con acqua e sapene. In caso di contatto con la pelle lavare accuratamente 13 parte con acqua
& sapane. In czso di contatto con gli occhi, sdacquare accuratamente con bbondante acqua comente
ed awisare un medico. Non inalare. Non usare contemporaneamente con altri farmad acaricidi.
Societa’ Sponsor, responsabile della sperimentazi

CHEMICALS LAIF srl

Ve dell'Artigiznato n® 13, 35010 Vigonza (PD), italy

Tel. +39 049 626281 — Fax +39 049 628501 e-mail: info@chemicalslaifit

"SOLO PER USO SPERIMENTALE"

Codice identificative della sperimentazione: Api-Bioxal 001
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per 25 gg

DI APICOLTURA
E BACHICOLTURA
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Imiezioni virall im
Apis melliera

> Almeno 19 di tipi virali identificati dal 1963

> Quasi esclusivamente virus RNA+

> Molto comuni le infezioni multiple e inapparents
» Colpiscono tutti gli stadi di sviluppo dell'ape

> Effetti diversi per tipo e intensita con scarsi indicatori
sintomatologici

> Evoluzione dipendente dal contesto (altre patologie, fattori
ambientali ...)


http://www.cra-api.it/online/index.php

CRA- 0 )

CONSIGLEY PER LA RICERCA
E LAGPERIMENTAZNMNE
IN AGRICOLTURA

CRA-API

LINITA DI RICERCA
[l ARICOLTURA E BACHICOLTURA

Vactor-borne transmission
Foodborne transmission
Fecal-oral fransmission

Vertical transmission
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENE

i , .
t Harizontal transmission

Transmission pathways of viruses in honey bees
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Coefficient Density Froteins

Virus namsa Capsid Siza (rm) S0 in Cse3 (kDa
Filamentous virus (FY) Elipsoidal 450 x 150 MO 1.28 13-70"
Chronic bee paralysis virus [CBPY)  Anisometric mgf;m 80 to 130 133 235
Chronic bae paralysis virus Minuts
associated particles (CBPVA) somatric 1 4 148 1
Cloudy wing virus {CWV) 49 138 18
Acute bes paralyais virus (ABPY) 30 160 1.37 24, 33, 35
Black quean call virus [BQCV) 151 134 6, 29, 32, 34
Desfior mead wing virus (DWV) 165 1.37 27, 45, 46™
Kashmir bea virus (KBY) IS0 e ic 172 1.37 25, 33'.%‘

40, 44
Sacbrood virus (5BY) 160 135 26,28, 3
Slow bee paralysis virus [SBPYV) 176 1.37 27,29, 46
Baa Virus X (BVX) 35 187 1.355 22

BaaVirus Y (BVY) 187 1.347 30
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«diagnosi sintomatologica attendibile
sprovoca mortalita della covata
sinfezione asintomatica delle api adulte

strasmissione per via alimentare (diretta o
mediata dal polline)



== 580 v dell covala  saece

e NS 1) L O AL OLOG

Mortalita delle pro-pupae con
formazione del sacchetto e scaglie

a) Larve infette (liquido)

b) Larve sane
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LINITA DI RICERCA
[l ARICOLTURA E BACHICOLTURA

]

*Unica patologia che colpisce le api
adulte con 2 differenti sintomatologie
(sierologicamente indistinguibili.. 2°
agente???)

«Effetti sulle colonie
*Indebolimento
*Collasso

*Perdite invernali

*Chiara correlazione tra livelli di
infezione e sintomatologia e



S35 OO virus della paralis eroniea

CRA-API

LINITA DI RICERCA

B gl 6 0 1

Paralisi (‘mal della foresta’)

Api tremanti, incapaci di
volare, cluster di api.
Addome rigonfio.

Ali divaricate

4 AN COLLASSO




S5 OB vinas della paralisl cronies

CRA-API

LINITA DI RICERCA

e Slnelrome el 1pe 2

Mal nero

Api glabre con
’addome lucido e
scuro, tremanti e, in
fase tardiva, incapaci
di volare
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CRA-API

LINITA DI RICERCA

Per iniezione nell’emolinfa (presente anche in larve e pupe)

Per contatto
Per ingestione (cibo, feci; presente anche in polline e feci)

Attraverso I'ape regina (verticale)?

Contributo Varroa incerto
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Incidenza del virus correlata ad alta densita di api:
* cattive condizioni meteo (abrasioni)

* troppe colonie rispetto alle risorse nettarifere

Andamento stagionale:

oa
BO 4
70
60 4
50 4
40 -
30 4
20 A
10 -
1]

OAGID neg
W AGID pos

hNumber of aplaries
with trowbbes redated 1o CBP

Spring Summer Auturmn Winter

Faucon & Ribeire, 2004



CR% 13V vins della paralish acuta

CRA-API

LINITA DI RICERCA
[l ARICOLTURA E BACHICOLTURA

 le femmine adulte di Varroa sono
vettore (Wiegers, 1986) - inoculo in
emolinfa

* trasmissione alle larve giovani per
via alimentare

* mancano evidenze che il virus si
replichi in Varroa

*Diffuso in Europa ma non molto
frequente, forte andamento
stagionale

Sintomatologia di difficile diagnosi:
mortalita api e larve, effetti subclinici
comportamentali e longevita.
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2= [P vins el «a p«aur«aﬂ SH @@@@

Bakonyi et al., 2002

Infezione diffusa
a livello latente Apiaries Colonies

With Whithout i o in 12 apiaries
protiams probisms collapsad apiary  without probisms

=
Positive 7 a 5 L4428
Megative 1 4 5 23 3% 23, 228

Fishar factorial tast P =003 (N5 P=0.04; 0:01; 004 0 3
Varroa destructor

2 [ata correspond 1o spring 1990, swtwemn 1889, spring 2000, autumn 2000 respectively.

ottivazion®

Infezione manifesta ||‘ Collasso
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CRA-API ________
LINITA DI RICERCA = DCV Adult
12 APICOLTURA E BACHICOLTLIRA lﬂ ﬁ{_]. b =
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= infezione larve di regina e piu S 201
raramente larve di operaia C
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= Infezione api adulte

(asintomatiche) in associazione
con la nosemiasi

Tentcheva, 2002

= Infezione mediante ingestione di
spore di N.apis (Bailey et al, 1983),
segue il ciclo di incidenza annuale
della nosemiasi (N.apis)

= amplificazione effetti nosemiasi:
riduzione longevita, mortalita
colonie svernanti, problemi * possibile trasmissione verticale regina 2>

allevamento regine larve (Chen et al., 2006)

: -studi recenti ne dimostrano la presenza
anche in V.destructor (Chantawannakul,
2006) anche se la sua trasmissione ne e

largamente indipendente
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« Ali deformi e ridotta dimensione delle api
emergenti, dovuti al virus e non a Varroa (Allen &
Ball, 1996; Genersh, 2006)

* strettamente associato a V.destructor (Ball
1989; Nordstrom 1999), principale vettore
(Tentcheva 2004)

« alcune evidenze di replicazione in Varroa

» molto frequente, pressoche ubiquitario in
Europa
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Infezione diffusa £
a livello latente 4
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Varroa destructor g
u -l
. e non-daeformed non-deformed daeformed
attivaZ|On Varroa fras infested with Varroa

Infezione manifesta

Impatto elevato sulle colonie!
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LINITA DI RICERCA

= glniommaiologia

> mortalita pupe
> api nascenti deformi (*)

> affetti subclinici sulle api adulte
(longevita)

> (*) la deformita pare associata
alla presenza del virus nel
capo dell’ape (Yue, 2005)

N\

ovarie

L SIniSSione | | H H

eggs larvae pupae bees

deformed
winged T

bee \/
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LINITA DI RICERCA
[l ARICOLTURA E BACHICOLTURA

= Poco comune, infezione asintomatica negli
adulti, confondibile con ABPV

s Infezione attivata dalla varroa

= possibilita di spopolamento e collasso
colonie a fine stagione

= In laboratorio api adulte muoiono a 12 giorni
dall’'infezione, dopo 2-3 giorni di paralisi del
primo paio di zampe

= Andamento antitetico rispetto a sviluppo

covata (Ball, 1997).
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LINITA DI RICERCA
DI APICOLTURA E BACHICOLTURA

= Infezione normalmente inapparente in api e
covata

= molto virulento in laboratorio
= asscociazione con Varroa destructor
= effetti patologici in campo non ben chiariti

USA: sindrome da acari = associazione
con varroasi

NZ: KBV associato con nosema o peste
europea

Europa: mortalita invernali non
chiaramente attribuite a KBV. Isolato in
Germania, Francia, Spagna e
Lussemburgo e UK

Sierologicamente e geneticamente parente
di ABPV

- Bassa prevalenza in Europa



CRA- n W
o PR s ek ol vl et

LINITA DI RICERCA
[l ARICOLTURA E BACHICOLTURA

Sierologicamente e geneticamente parente
di KVB (e ABPV)

Rapida mortalita negli adulti
Apparentemente assente negli stadi larvali

Sintomatologia analoga ad ABPV (il nome
gli deriva dalla prima evidenza, legata a
mortalita verificatesi in Israele, Maori, 2007)

Bassa prevalenza in Europa

= Associazione significativa con la sindrome
CCD (colony collapse disorder) - smentital!
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LINITA DI RICERCA
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= associato alla nosemiasi di cui puo amplificare gl
effetti, concorre alla mortalita delle colonie

A 8 s ffAman9so

= associato alla nosemiasi, senza effetti patologici

= Unico a dsDNA
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LINITA DI RICERCA
DI APICOLTURA E BACHICOLTURA
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= Infezione intestino api vecchie
(soprattutto invernali), spesso in
associazione con I'amebiasi, di cui
condivide la via di trasmissione

= a sviluppo lento, potenzialmente
dannoso solo per le api svernanti,
con effetti di riduzione della durata
di vita e indebolimento delle colonie
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oG s alala all opaeing

= Mmolto diffuso, soprattutto a livello latente

= Infezione di api adulte e larve (via alimentare)

= Non e associato a effetti patologici particolari, ma si
Ipotizza il suo concorso in casi di indebolimento e
collasso di colonie infette
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= ABV virus Arkansas
solo negli USA; azione non definita

= BPV picornavirus di Berkeley
solo negli USA; azione non definita

= EBV virus egiziano
azione non definita

s CPVA virus satellite del CPV
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Metodi diagnostici diversi per
sensibilita e specificita

« Microscopia elettronica

B
l.g“ S

*2a%

* Metodi immunologici

* Metodi molecolari
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*Qualsiasi saggio diagnostico idealmente deve essere:

*SENSIBILE - per poter fare una diagnosi prima di vedere i
sintomi!

*SPECIFICO - evitare falsi positivi e falsi negativi

*RIPETIBILE - anche con minime variazioni di
ambiente/protocollo

*UNIVERSALE - diagnosi possibile ad ogni stadio del ciclo
vitale dell’ospite

*SEMPLICE -> ridurre le variabili riduce la possibilta di errore

*‘RAPIDO - diagnosi in poco tempo per consentire intervento
tempestivo

ECONOMICO - per giustificare costi/benefici e per
praticarlo su larga scala
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* microscopia elettronica (particelle con
diametro 10-100*10-°m);

« utile per classificazione morfologica
(soprattutto per nuovi virus)

* piu accurata diagnosi tessuto-specifica

e evidenzia fenomeni di inclusione,
proprieta di cristallizzazione..
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* Profilo proteico virale: le proteine
(capside + nucleoproteine) sono le
unita funzionali costruite a partire dal
genoma del virus stesso.

 Analisi sierologiche: un ospite colpito
da un antigene genera anticorpi
specifici e specifiche classi di
immunogloguline.

» Microscopia + Sierologia -
Immunoistochimica

» ELISA: saggi immunologici enzimatici
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CRA-API

criticita generali

2 APICOLTURA E BACHICOLTUIRA

*Scelta matrice:
*Api, Larve, miele, polline, cera, Api intere/teste (??)

*Prelievo campione:
*Mantenere lo status quo sino al processamento (api vive)
Alternativamente, congelate vive e mantenute congelate

*Se non possibile conservare in soluzioni sature di Sal
caortopici, onde prevenire degradazione acidi nucleici

Processamento:

*Qualita ed integrita del RNA (DNA) di partenza



CRA- Analist molecolar

E LA GPERIMENTAZKRE
IN AGRICOLTURA

cran Pralisi Qualitative (/s

2 APICOLTURA E BACHICOLTUIRA

==
/ 0
o 6 70
,’;/ R
, P‘ w
e i ‘lx}{; g 4§
A "C/ : 1
YA MR 2
| Rad 0

.‘ 0 ...
e ] .10

g

Polymerase

60 6 66 72 % 8 o 8 L
Temperature, °C




CRA- Analist molecolart

GGGGGGGGG

ceec Nl | L /s QU e

 impossibile allevare colture pure di Virus

« difficolta ad ottenere standard quantitativi
* gia in uso standard per DWV (grazie 1ZS Prof. Lavazza)

« ambito Beenet - sviluppo standard per altri virus (IZS-PD Dr.ssa Granato)

5000 Total RNA

mndicazioni su presenza

e sul livello di infestazione

Fluorescence (norm)

~| Slope =-3.291 ;
r =-09996 | |
Eff. =101.3%

50 - e ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle Number
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Virology and

the Honey
Bee

http://ec.europa.eu/research/agriculture/pdf/virology and the honey bee.pdf
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= Individui
= Operaie
= regine
= [fuchi]
= Organo bersaglio
= Ventricolo

NOSEMOSI

Ventricolo (o mesointestino) € 'organo bersaglio
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Ventricolo biancastro e rilassato

 AMMALATO
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= gonfiore addominale
= diarrea (generalmente)
= inabilita al volo

= Mmortalita precoce
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s diarrea a macchie

= mortalitd invernale

= ripresa primaverile scadente
= disequilibrio api/covata e vecchie/giovani
= produzione di miele scarsa
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R o [y ginario
presunto & Apis cerana

= Ampliamento della
distribuzione delle
sottospecie europee

= Contatto con api
asiatiche e con i loro
patogeni
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Forti perdite nel 2004 e nel 2005
Spopolamento asintomatico senza mortalita evidente
Anche In aree temperate
Escluse cause ambientali (fitofarmaci)
Diffusa positivita per nosemosi dei campioni di api
= 13% nel 1999

= 90% del 2004 (su 3000 focolai)
= 97% nel 2005

= Individuato Nosema ceranae in Europa
= salto d'ospite da Apis cerana (?)

= prima identificazione in Europa
= autorizzazione temporanea della fumagillina in Spagna (decaduta)
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Spore di Nosema spp. a confronto

|
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he Sy’
v X

e AV A: Nosema ceranae

B: Nosema apis

Fig. 3. Sections of spores of Nosema ceranae (A) and Nosema apis (B).
D = diplokarya; PF = polar flament coils (arrows). Bars = 0.5 um.
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N. ceranae agente della CCD?

Fig. 2. Weakened honeybee colony with an evident disappearance
of most of adult bees, lack of attention to the brood, reduced
colony vigour, without any apparent pathological or toxicological
problem (no crawling bees, no death bees or dysentery evidenced
by the presence of faecal spots in the hive).

Table 1. Bee pathogens, main fype of stored pollen and presence of micropollutants in affected apiaries (summarized results).

Bee pathogens Micropollutants in stored pollen Main type of pollen in stored pollen
Apiary Main pathogens Virus Pestficide Mean (ug kg™ Toxicity to bees Taxon %
1 N. ceranae DWWV Fluvalinate® 125 (s.d. 96.1) VNT® Castanea 84 (s.d. 3.1)
z-chlorfenvinphos 16 (s.d. 8.3) HT" Rubus 6 (s.d. 0.4)
Leguninoseae 5 (s.d. 1.1)
2 M. ceranae Mo Fluvalinate® 225 (s.d. 119) VNT® Cruciferae 60 (s.d. 28.1)
Cichoricideae 20 (s.d. 19.5)
Lavandula latifolia 15 (s.d. 3)

M. Higes et al., 2009
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= Colonie durante il collasso
= equilibrio api/covata alterato
= alta proporzione di api giovani
= regina presente
= alimentazione di sostegno inefficace

= Colonie gia collassate
= Spesso (quasi) completa assenza di api
= resti di covata opercolata

= scorte di miele e polline presenti
= Non saccheggiate
= trascurate da tarme della cera e da Aethina tumida

CCD Working Group in the US. Meeting January 17th, 2007
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v T Terminologia
“e7 adi specie del patogeno, sintomatologia,

patogenesi, evoluzione stagionale, gravita dei
danni ecc.

= N. apis => Nosemosi tipo A
= N. ceranae => Nosemosi tipo C

Affermazione condivisa al workshop Coloss
“Nosema disease”, Guadalajara (Spagna), ottobre 2009
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Hinistero della Salute
DGSA

A

Mnistonn e ol

0017114-P-01/10/2011
DIPARTIMENTO DELLA SANITA’ PUBBLICA VETERINARIA, DELLA SICUREZZA

N . o
94886291
ALIMENTARE E DEGL] ORGANI COLLEGIALI PER LA TUTELA DELLA SALUTE

5
DIREZIONE GENERALE DELLA SANITA’ ANIMALE E DEI FARMACI VETERINART  Regioni e Province autonome

Ufficio I ex DGSA - Sanita animale ed anagrafi: . I
Viale Girgio Ribatia, 5 - 00144 Rona Assessorati alla sanita

Servizi veterinari
e.p.c.

RegiS“'(_)-ClﬂSSifi Centre di referenza per le malattie
Allegati: delle api
1ZS -Padova

OGGETTO: Regolamento di polizia veterinaria- misure per nosemiasi.

Premesso quanto sopra questa Direzione ritiene che le misure previste dal RPV per la nosemiasi
siano da applicarsi solo nei casi di Nosema apis clinicamente manifesta e non nei casi di Nosema ceranae.
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Peste americana (Paenibacillus |.larvae)
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Contagio e trasmissione

Tra-colonie |
: Intra-colonia
- deriva vello di o
: - livello di contaminazione
- saccheggio

api nutrici (% larve infette)
- spore nel miele
- resistenza larve
- comportamento igienico

- Materiale contaminante
- Focolai nella zona
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Conoscenza della
malattia

Visite periodiche
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Raggi gamma come mezzo di Q{*ﬁ

_ disinfezione - . . .
Ragqgl ionizzantli VA
—Efficaci contro tutti g!i agenti infettivi
—Molto penetranti

—Non alterano il materiale . .
Raggi gamma ad alta energia

—Non lasci -esidui : . . . .
o sl i e (emessi da cobalto 60 o cesio 137; sorgenti radioattive

— Adatti all i i il iali . . . T . .
vt ala bomnea 1 it § matosiah prodotte in reattori nucleari commerciali; hanno un’emivita
in particolare dei favi e della cera .

piuttosto lunga

e Fattori limitanti ’impiego

Bl e lumi di trattamento: 120 x 100 x 200 cm

—Costi: trattamento e trasporto

— Aspetti organizzativi € normativi 'Sagglo da 12,5 d 25 kG ray
—Non posscno essere impiegati per il . .
miele PP istor 150-200 € per 20 arnie+220 favi o 65 mel

—Pregiudizi del consumatore

ratteristiche organolettiche dei cibi &€ solitamente minimo
per aosi 1IN0 a 7,5 Ksray. Gl alimenti non diventano radioattivi, tuttavia non sempre
sopportano l'irradiazione senza modificazioni della qualita. Le carni ad elevato contenuto di
grasso possono sviluppare odori sgradevoli; I'albume d'uovo puo diventare lattescente e
liquido; le ostriche irradiate possono morire e questo accorcia sostanzialmente la loro vita

commerciale



Regolamento di Polizia Veterinaria
(DPR 8 febbraio 1954 n. 320)

Guazzetta uIﬁche n. 142 del 24 giugno 1954

TITOLO II
Norme sanitarie speciali contro le malattie infettive e diffusive degli animali

Capo XXIX - Malattie delle api



RPV (DPR 320/54)

Articolo 154

Nei casi di malattie delle api (peste europea, peste americana, nosemiasi ed acariasi) il
sindaco, ricevuta la denuncia, dispone i seguenti provvedimenti:

a) divieto di lasciare a portata delle api il miele, i favi e qualsiasi materiale possibile
veicolo di contagio;

b) divieto di rimuovere, vendere o comunque alienare o di occultare le api, le arnie, gli
attrezzi ed il materiale in genere degli apiari infetti o sospetti;

¢) divieto di asportare il miele e la cera se non sottoposti ad appropriata sterilizzazione;
d) chiusura delle arnie vuote;

¢) divieto di rinnovare o di immettere nuove famiglie nell'apiario infetto prima che i
relativi impianti siano stati disinfettati.

Sono da considerare sospetti tutti gli apiari situati nel raggio di volo delle api, calcolato in
almeno 3 chilometri dall'apiario infetto.



RPV (DPR 320/54)

Strategie di controllo della p.a.

Articolo 155

A complemento dei provvedimenti indicati nel precedente articolo, nei casi di peste
curopea o americana puo essere ordinata la distruzione delle famiglie delle arnie infette.
Le api cosi uccise nonché i favi ed i bugni villici che hanno contenuto covate o resti di
larve devono essere bruciati, i favi privi di covata fusi, le arnie e gli attrezzi disinfettati. 11
terreno circostante deve essere vangato o disinfettato.

Se la malattia ¢ allo stadio iniziale possono essere consentiti opportuni trattamenti
curativi. L'apiario trattato deve essere tenuto in osservazione e sottoposto ad esami di
controllo sino a risanamento accertato.

Uso di antibiotici: il RPV ammette ancora il ricorso ad opportuni trattamenti curativi,
quando invece si é visto che 'uso di antibiotici NON risulta efficace e crea interferenze
nella gestione degli eventuali focolai (falsi negativi).



D.L.vo 16 marzo 2006, n.158

Attuazione della direttiva 2003/74/CE, concernente il divieto diutilizzazione di
talune sostanze ad azione ormonica, tireostatica e delle sostanze beta-agoniste
nelle produzioni animali.

Art. 1

g) trattamento illecito: l'utilizzazione di sostanze o prodotti non
autorizzati, ovvero di sostanze o prodotti autorizzati, a fini o a
condizioni diversi da quelli previsti dalle disposizioni vigenti;

h) sostanze o prodotti non autorizzati: sostanze o prodotti, compresi
| medicinali, la cui somministrazione ad un animale ¢ vietata;

) sostanze o prodotti autorizzati: sostanze o prodotti, compresi |
medicinali, la cui somministrazione ad un animale non ¢ vietata;

) residuo: residuo di sostanze ad azione farmacologica, di loro prodotti
di trasformazione, nonché di altre sostanze che sitrasmettono

al prodotti animali e che possono essere nocivi per la salute
umana;
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CONTROL OF AMERICAN FOULBROOD BY THE SHAKING METHOD

Henrik Hansen & Camilla J. Bradsgaard
Danish Institure of Agricultural Sciences, Research Group Entomology, Research Centre
Flakkebjerg, DK-4200 Slagelse, Denmark
Tel.: +45 58 11 34 31, Fax: + 45 38 11 33 05, E-mail:henrik.hansen@agrsci.dk

Abstract
In a Danish apiary 15 bee colonies were fed honey containing 1.0x10° P. 1. larvae spores and
examined for two beekeeping seasons. 43 days afier the spore feeding, 12 of the colonies
showed clinical symptoms of American foulbrood (AFB). Only these 12 colonies were then
rreated with the shaking method. After the shaking method was carried out a major reduction
in the number of spores in the honey of the treated colonies was seen. The number of spores
were reduced to a level at which they did not provoke further clinical symptoms of AFB. Even
though all colonies were fed the same number of spores 20% of the colonies never showed
clinicat—srmptoms. 1hese colonies were able to reduce the number of spores M The—heuay
within one season to a level that was equal to the treated colonies. In Denmark, the shaking
tethod has been used successfully for the past 90 years.

Key words: American foulbrood / Paenibacillus larvae larvae / shaking method / honey bees /
Apis mellifera
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Melissococcus plutonius
Bacterium eurydice
Bacillus laterosporus
Paenibacillus alvei
Enterococcus faecalis
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Da: Bailey and Ball, 1991



Melissococcus plutonius

Figure 3.2 Light field view of Gram stained M. pluton LGS-A-5 (S. Doughty 2003).
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ASCOSFERQOSI (covata calcificata)

Malattia fungina della covata
Ascosphaera (Pericystis) apis

Piu frequente in primavera, secondaria
ad altri stressori, se la temperatura del
nido non viene mantenuta.

Ha optimum termico inferiore alla
temperatura del nido normale.

Generalmente non grave, tende a
risolvere spontaneamente in estate

Sempre meno frequente, forse per |
cambi climatici



Le scaglie gessose

Ingerito, compete per il cibo con la larva,
che muore di fame

Colonizza poi il corpo, trasformandolo in
una massa di aspetto gessoso

Profilassi: rimozione di materiale infetto,
risoluzione dello stressore primario,
mantenimento della temperatura
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