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Oggigiorno il miele sta diventando un prodotto sempre piu apprezzato dai consu-
matori. Se da un lato devono essere utilizzati strumenti diversi per qualificare il
prodotto e informare il consumatore, dall’altro le caratteristiche del prodotto devo-
no essere piu standardizzate e controllate, partendo anche dalla corretta gestione dei
problemi sanitari nell’azienda apistica. Questo tema ¢ particolarmente sentito dagli
apicoltori italiani, che sempre pit necessitano di conoscenze tecniche specialisti-
che.

La ricerca, da parte sua, puo rappresentare il tramite per ridurre la distanza fra
chi produce miele e chi consuma, sviluppando una serie di strumenti conoscitivi
utili per un corretto uso e un efficace controllo delle patologie apistiche. E quindi
importante conoscere le varie patologie apistiche e le indicazioni tecniche, soprat-
tutto con riferimento alle innovazioni fornite dalla ricerca sperimentale. Nel presen-
te volume vengono affrontate, a un livello tecnico-scientifico, tutte le patologie
conosciute delle api e, piu in generale, le problematiche sanitarie dell’apicoltura:
dall’epidemiologia alla normativa, dalle avversita ambientali ai residui nei prodot-
ti dell’alveare.

Patologia e avversita dell’alveare ¢ un’opera completa ed esaustiva, con una
vasta e minuziosa raccolta di riferimenti normativi e documentazioni esemplifica-
tive e integrata da una attenta lettura interpretativa e suggerimenti applicativi. Le
indicazioni tecniche e i contributi scientifici rendono questo volume particolarmen-
te interessante anche dal punto di vista pratico.

Il volume rappresenta quindi un punto di riferimento indispensabile per guida-
re attraverso un ampio percorso procedurale coloro che vogliano approfondire i
numerosi aspetti della patologia delle api, con prospettive diverse e molteplici, tali
da raggiungere destinatari diversi: 1’apicoltore, il tecnico addetto all’assistenza
sanitaria, il veterinario, il naturalista, il ricercatore, lo studente.

Dott. Giuseppe Cacopardi

Direttore Generale

Direzione Generale dello Sviluppo Rurale

Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e Forestali



Negli ultimi decenni I’apicoltura & stata investita da un susseguirsi di emergenze
sanitarie che hanno condizionato pesantemente 1’esercizio dell’impresa apistica.
Nuove parassitosi si sono diffuse in conseguenza dei commerci e dei movimenti su
scala intercontinentale, mentre malattie infettive gia note si sono manifestate a un
livello di espansione e gravita inaspettato. Ma ¢ il quadro di fondo che ¢ mutato:
I’alterazione degli agroecosistemi nei paesi industrializzati crea un ambiente ina-
datto se non ostile alle api da miele, minacciandone la sopravvivenza stessa. I
recenti fenomeni di moria delle api, a cui i mezzi di informazione di massa hanno
dato grande risonanza, sono la testimonianza piu eclatante di un processo di decli-
no della salute delle api legato anche all’ambiente. Il benessere delle api come
riflesso della salubrita del territorio € un concetto che si ¢ ampiamente affermato,
anche tra i non addetti al settore.

A queste problematiche la ricerca, sia di base sia applicata, ha risposto con una fer-
tile produzione sperimentale che ha portato nuove importanti acquisizioni scienti-
fiche. Cosi diversi aspetti della patologia delle api sono stati oggetto di revisione:
I’eziologia, la patogenesi, le tecniche diagnostiche, gli strumenti di controllo. I fat-
tori responsabili di spopolamenti e mortalita degli alveari sono stati evidenziati
nella loro complessita e in questo contesto ¢ stato approfondito il ruolo degli avve-
lenamenti da pesticidi utilizzati in agricoltura. Si & fatto strada il concetto di multi-
fattorialita dei fenomeni patologici che colpiscono 1’alveare e conseguentemente &
stato promosso un approccio integrato nelle azioni di lotta.

Il trasferimento dei risultati della ricerca e delle nuove conoscenze che ne deri-
vano ¢ di fondamentale importanza per supportare il settore apistico nel processo
continuo di innovazione tecnica necessario per fronteggiare i problemi connessi
alle malattie e pill in generale alle avversita che colpiscono gli alveari.

Questo libro nasce dunque dall’esigenza di rendere disponibile al settore apisti-
co italiano un trattato sulla patologia delle api esaustivo e aggiornato. Mancava
infatti un’opera in lingua italiana che recepisse 1’evoluzione delle conoscenze degli
ultimi decenni in questa materia. L’iniziativa, inoltre, da seguito ad altre opere edi-
toriali nel campo della manualistica tecnico-scientifica che il CRA-API ha curato
negli ultimi anni.

vii



viii Prefazione

Il libro vuole essere una guida per conoscere e affrontare le malattie e le avver-
sita ambientali che deprimono la salute delle api. Vengono infatti descritti i nume-
rosi aspetti della patologia delle api, con prospettive diverse e molteplici, tali da
raggiungere destinatari diversi: 1’apicoltore, il naturalista, il ricercatore, il tecnico
addetto all’assistenza sanitaria, il veterinario, lo studente. Accanto alle nozioni pill
aggiornate sono fornite molte informazioni pratiche per la gestione sanitaria nell’a-
zienda apistica. La trattazione ¢ di livello scientifico, corredata pertanto da molti
riferimenti bibliografici, che indirizzano il lettore desideroso di approfondimenti.

E stato particolarmente curato 1’apparato iconografico e la ricchezza di figure e
di fotografie costituisce un valore aggiunto a supporto della trattazione dei vari
argomenti.

Al fine di garantire un adeguato approfondimento dei vari argomenti trattati, la
redazione dei capitoli del libro ¢ stata affidata a specialisti riconosciuti, che potes-
sero dare un contributo di conoscenze basate anche sull’esperienza diretta nel
campo della ricerca scientifica o della professione.

Il volume ¢ stato strutturato in modo tale da poter essere letto nella sua comple-
tezza, poiché ¢ stato seguito un ordine ragionato di presentazione dei concetti; nello
stesso tempo ogni capitolo ¢ completo e indipendente dagli altri, pur essendovi
logicamente collegato, in modo tale che possa essere letto e approfondito anche un
singolo argomento.

I primi capitoli sono di carattere introduttivo: dopo un excursus storico sulla
patologia delle api, si tratta della diffusione geografica e dell’impatto economico
delle malattie. Quindi vengono affrontati, a scopo propedeutico, concetti di epide-
miologia, profilassi e terapia, nella loro peculiare applicazione in apicoltura. Un
ampio capitolo ¢ dedicato alle difese naturali dell’alveare contro le malattie, met-
tendo in evidenza i meccanismi, sia individuali sia sociali, che ne stanno alla base
e dando spazio anche ad alcuni approfondimenti a livello fisiologico e biochimico.

Quindi, dal capitolo 3 al capitolo 8, si procede alla disamina delle malattie infet-
tive e parassitarie, suddivise per gruppi eziologici: batteri, virus, funghi, protozoi,
acari. Un paragrafo introduttivo per ciascuno di questi gruppi aiuta a inquadrare
I’argomento in un insieme unitario e coerente. Vengono trattati tutti gli aspetti delle
malattie, come 1’eziologia, la patogenesi, la diffusione, la diagnosi, gli strumenti di
prevenzione, terapia e sanificazione, fornendo lo stato delle conoscenze aggiorna-
to oltre che molte indicazioni di interesse pratico. Segue la trattazione delle classi
di animali predatori delle api, tradizionalmente definiti “i nemici delle api”: inset-
ti, anfibi, rettili, uccelli e mammiferi. Si ¢ voluto dedicare particolare cura a questa
parte, che spesso viene presentata in modo sommario nei manuali correnti, ma che
puo destare un interesse tutt’altro che marginale.

Il capitolo 11 ¢ interamente dedicato ai problemi di avvelenamento da parte dei
pesticidi impiegati in agricoltura. Si tratta di un tema di grande attualita e di sicuro
interesse, non solo per gli apicoltori ma anche per i veterinari e i tecnici incaricati
di eseguire accertamenti e controlli in campo. Infatti I’argomento viene affrontato
anche negli aspetti applicativi, che riguardano la diagnosi, il campionamento, la
valutazione, la prevenzione. L’avvelenamento causato dalle diverse categorie di
pesticidi viene collegato ai fenomeni di moria degli alveari che hanno drammatica-



Prefazione ix

mente caratterizzato I’ultimo decennio. Vengono pertanto spiegati i pericolosi effet-
ti sub-letali di alcune molecole, nonché le interazioni tra pesticidi e altri fattori
avversi che minano lo stato di salute delle api, come agenti patogeni, stress alimen-
tari e ambientali.

Il capitolo 12 ¢ dedicato ai problemi legati ai trattamenti farmacologici degli
alveari e mette in guardia sui pericoli associati all’uso di sostanze farmacologica-
mente attive, come la contaminazione del miele e degli altri prodotti dell’alveare e
la farmacoresistenza, fenomeno di cui I’apicoltura ha gia avuto esperienza.

Il capitolo 13 illustra i concetti di approccio integrato alla gestione sanitaria
degli alveari. Sulla scorta dei criteri che si sono affermati nella moderna zootecnia,
vengono proposti modelli applicativi per I’apicoltura, basati sulle buone pratiche di
gestione e sulla lotta integrata contro la varroasi.

L’ultima parte del libro ¢ un’ampia trattazione sulla normativa sanitaria in api-
coltura, particolarmente curata e completa dei testi delle disposizioni legislative.
Accanto alle norme di Polizia Veterinaria, a livello nazionale e comunitario, vengo-
no riportate le note del Ministero della Salute, che esprimono i nuovi orientamenti
riguardanti il controllo delle principali malattie delle api. Infine viene sviluppata la
normativa sull’impiego del farmaco e sui residui.

In sintesi, il volume propone una visione globale e integrata delle problemati-
che sanitarie delle api, con 1’auspicio che possa dare un contributo culturale signi-
ficativo al settore apistico italiano, al quale prioritariamente ¢ rivolto.

Emanuele Carpana e Marco Lodesani
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Marco Lodesani, Claudia Nassuato

1.1 Cenni storici sulle patologie delle api
Marco Lodesani

Il mondo delle api e dei loro prodotti ha caratterizzato estesamente la cultura
e la mitologia di tutta I’umanita nel corso della storia. Le api sono state osser-
vate e ammirate nei loro singolari costumi sociali; poeti, filosofi, politici e
religiosi ne hanno tratto insegnamenti, ispirazioni e riflessioni sui temi della
vita. L’uomo impard a ricavare il miele prima, e ad allevare le api poi, gia in
epoca preistorica, come rappresentato nelle pitture rupestri del Mesolitico in
Africa, India, Australia e Spagna (quest’ultima datata intorno al 7000 a.C.),
raffiguranti raccoglitori di miele arrampicarsi sugli alberi per raccogliere il
miele di colonie d’api, cosi come nelle illustrazioni realizzate tra il 2400 e il
600 a.C. in Egitto. Da cio0 si deduce che gli esseri umani hanno sempre avuto
un debole per le sostanze dolci e hanno sfidato spesso grandi pericoli per otte-
nere il “nettare degli dei”; per secoli, infatti, nel nostro Occidente, il miele ha
costituito la sola fonte di sostanza zuccherina realmente abbondante.

Api e miele sono anche stati spesso associati con la fertilita e sono numero-
se le attribuzioni simboliche che nelle epoche antiche riguardano questo insetto.
Il termine greco che designa 1’ape, melissa, appare pill volte nella mitologia
greca come nome proprio di ninfe e figure femminili e diviene inoltre appellati-
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vo stabile delle sacerdotesse in diversi culti (Demetra, Persefone, Artemide,
ecc.). Zeus viene talvolta chiamato “Melisseo” (uomo-ape), perché da piccolo
era stato nutrito dalle api di Creta, a cui aveva poi donato il colore aureo.

L’origine della conoscenza scientifica sul mondo delle api risale ad
Aristotele (300 a.C.), che in almeno tre opere importanti cita e studia le api. Il
filosofo greco fu I’unico a non credere al mito di Aristeo, cio¢ che le api nasce-
rebbero dalla decomposizione di un cadavere di toro o di bue. Si dovra tutta-
via aspettare il sedicesimo secolo per vedere invalidata questa speculazione.
Altro mito degli antichi, contestato da Aristotele, ¢ che: “il miele cade dall’al-
to. E il sudore del cielo, una specie di saliva degli astri” (Plinio). L’ape con-
tiene insomma, per gli antichi, il germe del divino. Virgilio nelle Georgiche
dice che le api “hanno una parte della mente divina e il respiro dell’etere”. Lo
stesso poeta, nell’Eneide, ritorna sul tema e vi aggiunge il concetto dell’im-
mortalita dell’anima, paragonando le anime che volano presso il Lete a sciami
di api ronzanti.

Il comportamento sociale della colonia d’api ha quindi da sempre affasci-
nato i suoi osservatori e sovente ¢ stato paragonato all’organizzazione della
societa umana, Questa analogia ha contribuito a rendere cosi popolare la socie-
ta delle api. Nel Medioevo tutta la realta veniva letta secondo una chiave alle-
gorica. Dunque, I’ape diventava una trasparente immagine di virtu, in partico-
lare per la sua operosita, che I’ha resa una degli animali piu rappresentati nel-
I’arte, nell’araldica e nell’illustrazione medievale. Laborioso, magico, impe-
netrabile, casto, simbolo di resurrezione, ideale di comunita, fertilita, divinita,
sono alcuni degli attributi piu frequentemente associati a questi insetti e al loro
modello di societa.

Da quando I’'uomo ha iniziato ad allevare le api e non pil a “cacciarle” per
ottenere il miele, e soprattutto pill recentemente con 1’avvento dell’apicoltura
razionale, ha dovuto fare i conti anche con le sue malattie e avversita. Alcune
di queste sono note sin dai tempi piu antichi: Aristotele, Virgilio e Plinio rico-
nobbero alcune malattie, senza tuttavia poterne indicare le cause. Fra i nemici
delle api sono citate le vespe, le cince, le rondini, il gruccione, le rane (che “le
afferrano al volo negli stagni quando vanno a bere”), i rospi, 1’orso, le lucer-
tole, i serpenti, ecc. Alcuni autori greci e latini, ripresi poi nel medioevo, accu-
savano il nettare primaverile dell’olmo, del tasso, del mandorlo e del corniolo
come alimenti che rendono le api particolarmente soggette ad ammalarsi. La
peste, citata sin dagli scritti di Aristotele (in Storia degli animali), era ben
conosciuta come la peggiore malattia, con la parola greca usata per designarla
che significa “ulcera roditrice”. Anche Columella, in Dell’Agricoltura, ¢ pro-
digo di consigli contro alcune avversita delle api. Per la tarma della cera con-
sigliava I’uso di una lanterna di bronzo che “in estate e in autunno, sul far della
sera, I’apicoltore la accendera e la porra di fronte all’apiario” stimolando, cosi,
le farfalle a uscire e a “bruciarsi le ali”.

Piu recentemente, un noto studioso francese del XVI secolo, Liébaut, nota
come a volte si producano, senza ragione, delle mortalita diffuse: “Le api por-
tano fuori i corpi delle vittime mentre le altre restano dentro, tristi, senza far
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rumore, come in un lutto pubblico”. Nello stesso secolo Jacobs, studioso tede-
sco, riconobbe 1’esistenza di una malattia (probabilmente la peste americana)
che poteva essere curata ritagliando tutti i favi, lasciando alla fame la colonia
per tre giorni e trasferendo poi le api in una nuova arnia e rimettendola nella
postazione occupata prima di tale trattamento.

Occorre aspettare il XVIII secolo perché i ricercatori comprendano alcuni
aspetti della complessita della biologia della colonia d’api e riconoscano alcu-
ne patologie che la affliggono in modo distintivo. Solo alla fine del XIX seco-
lo, grazie allo sviluppo delle scienze microbiologiche, si gettarono le basi
delle conoscenze odierne sull’eziologia delle piu diffuse patologie apistiche.
Gia nel 1882, Dzierzon riconobbe due tipi di malattie della covata: una meno
grave e curabile, I’altra maligna e incurabile (si trattava, con probabilita, di
peste europea e peste americana): scopri la patogenesi circa 2200 anni dopo
Aristotele che 1’aveva sospettata senza metterla in evidenza.

Fino alla meta del XIX secolo, ¢ possibile che la diffusione delle malattie
tendesse a rimanere circoscritta in un’area delimitata; nel corso dell’ultimo
secolo, invece, le patologie delle api si sono propagate, per svariati motivi, in
tutto il mondo. Fra le cause di tale condizione vi ¢ senz’altro I’impiego del
favo mobile che, nello spostamento da un alveare a un altro di covata, miele e
api e nella possibilita di trasportarle a distanza, distribuisce agenti patogeni. Si
puo quindi affermare che la diffusione delle malattie e dei parassiti delle api
sia assai facilitata dall’'uomo e dai metodi di conduzione sui quali si basa I’a-
picoltura moderna.

Per una chiara distinzione di alcuni agenti eziologici e 1’attribuzione delle
cause di mortalita occorre, tuttavia, aspettare 1’inizio del secolo scorso, quando
una grave moria di api nell’isola di Wight spinse numerosi studiosi di diverse
nazioni ad affrontare il problema, anche sotto differenti punti di vista e metodi;
il risultato fu quello di chiarire che 1’epizoozia era causata da due temutissime
malattie infestive delle api adulte — un protozoo parassita intestinale (Nosema
apis) e un acaro parassita delle trachee (Acarapis woodi) — la cui azione conco-
mitante nelle colonie aveva generato il temibile quadro patologico.

Nell’ultima decade, gli apicoltori hanno riferito un insolito indebolimento e
perdita di colonie, in particolare nei Paesi dell’Europa occidentale, fra cui
Francia, Belgio, Svizzera, Germania, Regno Unito, Paesi Bassi, Italia e Spagna.
In America del Nord, la perdita di colonie osservata a partire dal 2005 ¢ la mag-
giore mai registrata negli ultimi 50 anni. Scienziati americani hanno coniato il
termine “sindrome dello spopolamento degli alveari” (Colony Collapse
Disorder, CCD) per descrivere questo fenomeno. L’allarme degli operatori del
settore poi trasmesso ai mass media e all’opinione pubblica ha impresso una
significativa accelerata nello studio dei fattori — biotici e abiotici — supposti
responsabili dell’anomala mortalita. Tali fenomeni, registrati anche in Italia,
sono verosimilmente il risultato di un concorso di fattori, tra cui agrofarmaci,
cambiamenti del paesaggio vegetale, mutamenti del clima, parassiti e patogeni;
vari autori hanno ipotizzato che derivino dalle interazioni fra patogeni e altri
fattori di stress ambientali, soprattutto pesticidi.
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Molti progressi sono stati raggiunti, grazie alla diffusione delle tecniche
molecolari che consentono la rilevazione, 1’analisi, la manipolazione, I’ampli-
ficazione (PCR) e il clonaggio degli acidi nucleici, nel rilevamento, differen-
ziazione e quantificazione di molti agenti patogeni delle api. Tra i piu studiati
sono i virus. Finora sono stati identificati una ventina di virus responsabili di
infezione delle api mellifere e alcuni di essi (in particolare IAPV) sono ritenu-
ti coinvolti nei fenomeni di spopolamento degli alveari, che rientrano nella
nota sindrome CCD. Come conseguenza, anche il ruolo dell’acaro Varroa
destructor nell’induzione e nella trasmissione di infezioni virali & stato ogget-
to di numerosi studi e di sperimentazioni finalizzate a mettere a punto tecni-
che manipolative e di selezione per il contenimento dell’infestazione da parte
del parassita. E stato infatti dimostrato che elevati livelli di infestazione da
varroa determinano, oltre che danni diretti, effetti depressivi sulle difese
immunitarie delle api, tali da facilitare lo sviluppo di infezioni virali che pos-
sono portare al collasso le colonie.

Lo studio delle interazioni tra pesticidi (neonicotinoidi) e collasso delle
colonie ha permesso di creare e validare un modello interpretativo del fenome-
no delle mortalita, tale per cui alcuni principi attivi, interferendo con il siste-
ma immunitario dell’ape, possono indirettamente facilitare esplosioni virali
che possono rapidamente condurre a morte le colonie.

Anche la recente introduzione del microsporidio patogeno Nosema ceranae,
una nuova specie del genere Nosema, ¢ stata molto indagata, anche a livello di
interazioni (additive, antagonistiche, sinergiche) con altri patogeni, secondo un
approccio innovativo rispetto a quello dell’equivalenza: un patogeno = una
malattia. Lo studio delle interazioni fra diversi fattori (ambientali, genetici,
patologici, ecc.) ha sicuramente aiutato il processo di valutazione e di conoscen-
za dei complessi quadri sintomatologici sottesi alle citate mortalita.

Oggi si ¢ affermato il concetto secondo il quale, almeno per le piu diffuse
malattie, I’obiettivo degli interventi umani non ¢ I’eradicazione vera e propria,
ma il controllo degli agenti patogeni entro limiti di attenzione, al di sotto dei
quali lo stato di salute degli alveari ¢ salvaguardato. Spesso le patologie con-
tagiose delle api assumono una diffusione a carattere endemico, con interessa-
mento, per lo meno a livello latente, di gran parte se non della totalita degli
alveari presenti in una determinata area. E auspicabile che in futuro la neces-
sitd primaria di tutelare la salute delle api e la salubrita del prodotti da esse
ricavati, spinga il settore — peraltro gia molto sensibile a queste tematiche —
verso I’implementazione di metodi di prevenzione e lotta diversi dall’interven-
to chimico, come la selezione di ceppi resistenti, 1’utilizzo di efficaci tecniche
di disinfezione e la diffusione di tecniche di lotta biotecnica.
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1.2 Diffusione geografica e impatto economico
delle principali malattie delle api

Marco Lodesani

1.2.1 Introduzione

Una caratteristica che accomuna le principali malattie delle api ¢ che esse ten-
dono ad assumere una diffusione endemica; in altre parole, gran parte degli
alveari di un determinato territorio ¢ interessata dalla presenza degli agenti
causali di malattia, almeno a livello latente o subclinico. L’eradicazione delle
malattie infettive o parassitarie ¢ pertanto particolarmente problematica, se
non impossibile. Questo & dovuto a una serie di fattori, tra i quali la facilita di
propagazione mediante le api, le tecniche apistiche e il commercio, la possibi-
lita di diffusione attraverso 1’attrezzatura di agenti microbici sporigeni (peste
americana, nosemosi, ascosferosi) e lo stretto rapporto tra i cicli biologici del-
I’ospite e del parassita (varroatosi).

Le malattie delle api, oltre che dipendere da uno o piu agenti eziologici
(batteri, virus, miceti, protozoi, acari), possono essere causate da alterazioni
fisiologiche a eziologia non ben definita, che solitamente insorgono a seguito
di condizioni ambientali particolari e sfavorevoli; come tali, non sono trasmis-
sibili in forma epidemica ma non per questo sono meno pericolose. Possono,
infatti, agire come concausa e in modalita interattiva con diversi altri fattori
ambientali, genetici e patologici, generando quadri sintomatologici complessi
e di difficile interpretazione.

Occorre anche ricordare che in una cosi popolosa e multiforme societa qual
¢ una colonia d’api, agisce un complesso sistema di fattori in grado di contra-
stare parassiti e patogeni in generale. Gia da parecchi decenni sono state
segnalate e studiate delle variazioni naturali tra colonia e colonia e tra colonie
di ceppi, razze e specie diverse nei riguardi della resistenza alle malattie.

In passato, la scarsa comprensione dei meccanismi di azione e dei molte-
plici modi nei quali gli agenti patogeni sfruttano il proprio ospite hanno osta-
colato lo sviluppo di strategie di controllo e di prevenzione sostenibili. Ancora
oggi, nonostante 1’enorme progresso testimoniato dal proliferare di pubblica-
zioni scientifiche relative alla patologia delle api, ¢’¢ un estremo bisogno di
azioni concertate da parte dei vari specialisti di tutte le aree di competenza,
biologica, tossicologica, genetica e ambientale, per spiegare le cause dell’au-
mento dei casi di mortalita che ha caratterizzato 1’ultimo decennio e per svi-
luppare strategie di prevenzione basate sulle nuove conoscenze e, soprattutto,
su un nuovo approccio che tenga conto delle interazioni (additive, antagonisti-
che, sinergiche) tra i diversi patogeni e i vari agenti ambientali di stress.
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1.2.2 Impatto economico in Italia, in Europa e nel mondo

L’importanza delle api quali impollinatori ¢ ben nota: secondo le stime
dell’Organizzazione delle Nazioni Unite per I’alimentazione e 1’agricoltura
(FAO), delle 100 specie di colture che forniscono il 90% di prodotti alimenta-
ri in tutto il mondo, 71 sono impollinate dalle api. Il valore economico dell’im-
pollinazione in agricoltura ¢ stimato essere 153 miliardi di Euro, che corri-
sponde a 1/10 del valore totale della produzione agricola mondiale [1]. In par-
ticolare, il 35% circa della produzione globale dei raccolti a fini alimentari
dipende dagli impollinatori [2]. Negli attuali modelli di agricoltura industria-
le, gran parte delle colture che richiedono 1I’impollinazione usufruiscono del
servizio fornito dagli apicoltori [3].

In Europa, la maggior parte delle specie coltivate (84%) dipende diretta-
mente dagli insetti impollinatori. Negli USA, almeno 130 diverse colture sono
impollinate dalle api, per un valore annuale di 9 miliardi di dollari.
Dall’impollinazione dipende un valore aggiunto dei raccolti pari a 15 miliardi
di dollari, in particolare per mandorle, piccoli frutti, frutta e ortaggi. Dei 2,4
milioni di colonie di api presenti negli USA, il solo raccolto delle mandorle in
California ne richiede 1,3 milioni.

In Italia, il 79% della produzione agricola ¢ beneficiata dall’impollinazio-
ne. Il Reddito Agricolo Diretto (RAD), calcolato sul 56% del Prodotto Lordo
Vendibile (PLV) del comparto agricolo del 1996, ¢ pari a 1.578,3 milioni di
Euro (1.233,8 per le sole api), con un contributo da parte di ogni singolo alvea-
re di circa 1.240 Euro [4].

Oltre ai citati benefici indiretti all’attivita agricola, le api contribuiscono
direttamente alla ricchezza e al benessere dell’'uomo grazie anche alla produ-
zione di miele, di prodotti alimentari ad azione nutraceutica (polline, gelatina
reale), della cera, della propoli, del veleno, nonché alla vendita di api regine,
di colonie, ecc. La PLV del settore apistico si aggira sui 25-30 milioni di Euro,
quindi ben poca cosa rispetto all’incremento del valore in agricoltura derivato
dal servizio di impollinazione. Si evince, pertanto, che il valore economico del
settore apistico vada ben oltre il reddito derivato dalla vendita dei prodotti del-
I’allevamento e la necessita di salvaguardia del settore.

Sulla base di comunicazioni e rapporti delle Associazioni apistiche, le per-
dite di alveari registrate in Italia nell’inverno 2007-2008 si aggirerebbero
attorno al 30-40% nel nord e al 10-30% nelle zone centrali e meridionali.
Queste indicazioni sono confermate dai dati ricavati da questionari anonimi
compilati da apicoltori, sintetizzati nella Tabella 1.1 [5]. Se si stima, quindi,
una perdita di 200.000 alveari, si deduce che la perdita economica per manca-
ta impollinazione si & aggirata sui 250 milioni di Euro.

Le analisi condotte da uno studio commissionato dall’Unione Europea, nel-
I’ambito del Progetto “ALARM?”, all’lstituto Nazionale della Ricerca
Agronomica (INRA) e al Centro Tedesco per le Ricerche Ambientali (UFZ)
riferiscono di una contrazione del 9,5% del valore globale dei prodotti comme-
stibili di derivazione agricola. Pil in particolare, il solo comparto ortofruttico-
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Tabella 1.1 Risultati ottenuti dall’elaborazione dei questionari anonimi distribuiti agli apicoltori nel-
le diverse regioni in anni differenti

Anno Regione Numero N.dicolonie N.dicolonie N.dicolonie N.dicolonie
di nella stagione morte in morte la troppo deboli
apicoltori attiva tardaestate primavera per essere

e autunno seguente produttive
2007-2008 Emilia Romagna 81 2460 935 (38%)
Veneto 200 3513 1299 (37%)

2008-2009 Emilia Romagna 119 10940 1443 (13%)
Emilia Romagna 199 12360 2930 (24%)
Marche 49% 4166 795 (19%)  638(15%) 385 (9%)
Lazio 26* 7644 130 2%) 1748 (23%) 234 (3%)
Veneto 166* 5057 1083 21%) 865(17%) 551 (11%)
Abruzzo 34* 3098 573(19%) 340 (11%) 227 (7%)

* I questionari utilizzati per le statistiche sono stati sviluppati dal gruppo di ricercatori afferenti al-
I’azione COST FA0803 “COLOSS” (prevention of honey bee COlony LOSSes)

lo registra una perdita produttiva di 50 miliardi di Euro/anno, mentre il com-
parto degli oli di semi evidenzia una perdita produttiva pari a 39 miliardi di
Euro/anno. Il totale del valore che 1’impollinazione delle api conferisce alle
coltivazioni di interesse alimentare in Europa ¢ valutato pari a 14,2 miliardi di
Euro/anno.

L’attivita apistica rappresenta, in ogni caso, un modello di sfruttamento
agricolo non distruttivo, con un impatto ambientale benefico, cosa che rende
I’apicoltura attivita agricola di elezione per le aree marginali e le zone protet-
te. Inoltre, la presenza stessa delle api ¢ indice di una corretta gestione del ter-
ritorio: I’ape ¢ di fatto un utile indicatore dello stato di salute dell’ambiente,
da cui dipende anche il grado di salubrita per I’'uomo. Il mantenimento della
biodiversita vegetale ¢ associato alla ricchezza di specie di insetti pronubi;
quindi, maggiore ¢ la biodiversita di pronubi, migliore ¢ lo stato di salute di
un territorio. A causa dello stretto legame tra gli impollinatori e la sicurezza
alimentare, qualsiasi problematica sanitaria e ambientale investa le api, cosi
come la perdita degli impollinatori selvatici, ¢ di crescente preoccupazione.
Anche se si sta ancora dibattendo il problema di quanto ci si trovi di fronte a
una crisi globale degli impollinatori [6, 7], non c’¢ dubbio che la popolazione
di molti insetti solitari, cosi come di altri Apoidei (soprattutto Megachilidi e
Bombi), sia in calo [7, 8]. Data la crescente dipendenza delle colture dall’im-
pollinazione nel Nord America e nell’Europa [3], il declino delle popolazioni
di Apis mellifera in queste regioni, registrato all’inizio del secolo, ¢ allarman-
te e ha generato un significativo aumento nello studio dei fattori — biotici e
abiotici — supposti responsabili dell’anomala mortalita. Studi recenti hanno
dimostrato il ruolo dei pesticidi in molti casi di spopolamento e mortalita e ’e-
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sposizione a queste sostanze chimiche ¢ stata associata con alcune alterazioni
nel comportamento sociale e nei meccanismi di difesa dai patogeni [9-11].

Anche I’espandersi delle monocolture, che mettono a rischio la biodiversi-
ta e distruggono gli ecosistemi naturali, contribuisce a creare un ambiente ino-
spitale. La disponibilita di piante differenti e, quindi, di una dieta variata,
basata su tipi diversi di fiori, & essenziale per la sopravvivenza delle api.
L’Unione Internazionale per la Conservazione della Natura (IUCN) stima che
in poche decine di anni piu di 20 mila piante da fiore scompariranno. A diffe-
renza delle api domestiche (Apis mellifera) che vengono almeno in parte accu-
dite dagli apicoltori — anche se non si puo certo affermare che siano animali
addomesticati — le altre specie di impollinatori selvatici hanno bisogno di un
habitat incontaminato per poter costruire le loro colonie, habitat che sono sem-
pre pil rari a causa dell’antropizzazione.

1.2.3 Commercio di api

Le valutazioni del rischio epidemiologico, stabilite dai dettami del diritto
internazionale, non tengono conto dell’eventuale introduzione di ceppi patoge-
ni diversi [12] o di diversi aplotipi dei parassiti [13] e non proteggono contro
I’introduzione di ceppi di patogeni potenzialmente piu virulenti, anche se gia
presenti nel paese importatore. La rilevazione di Acarapis woodi in Europa e
il suo precoce collegamento alla malattia dell’isola di Wight hanno portato il
governo federale degli Stati Uniti a un’azione di restrizione commerciale
(Honeybee Act, 1922). Questa legge ha avviato un lungo periodo di restrizio-
ni delle importazioni negli Stati Uniti dalla maggior parte degli altri paesi,
restrizione che ha comunque impedito 1’ingresso dell’acaro tracheale A. woodi
per oltre 66 anni. L’incremento del flusso commerciale mondiale, anche di
merci non apistiche, puo infatti essere un mezzo di introduzione accidentale di
nuovi parassiti e malattie. Ad esempio, il piccolo scarabeo dell’alveare,
Aethina tumida, ¢ probabilmente giunto negli Stati Uniti tramite una spedizio-
ne di agrumi importati dal Sudafrica [14].

1.2.4 Diffusione delle malattie

1.2.4.1 Malattie infettive

Da fonti storiche (vedere il capitolo 1.1), risulta evidente che le malattie pesto-
se dell’alveare erano presenti gia nell’antichita, cosi come probabilmente altri
stati patologici di scarsa rilevanza epidemiologica. Ciononostante, stando alle
piu recenti rilevazioni [15], certi paesi non hanno ufficializzato la presenza di
alcune fra le pit comuni affezioni. Un esempio per tutti ¢ la Repubblica
Dominicana che non ha ancora ufficializzato la presenza della peste america-
na; i sospetti nascono dal fatto che ad Haiti, che occupa una parte della stessa
isola occupata dalla Repubblica Dominicana, ¢ stata gia da tempo diagnostica-
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ta e dato il libero volo delle api e degli sciami da una parte all’altra dell’isola
¢ alquanto improbabile che una parte del territorio isolano ne sia indenne. Una
delle ragioni che rendono non definitivi e scarsamente attendibili i dati di
assenza di determinate malattie in alcune aree del pianeta — nonostante vi sia
il ragionevole sospetto della distribuzione cosmopolita, ad esempio, delle
patologie pestose — sta nella diversita delle normative che regolano la materia
nei rispettivi stati e nel tipo di apicoltura. La maggior parte dei paesi in cui non
risultano presenti alcune malattie, infatti, appartengono ad aree del pianeta
(Africa e stati ex URSS) relativamente alle quali scarseggiano informazioni
sullo stato dell’apicoltura.

La covata a sacco, la malattia virale piu studiata e con sintomatologia chia-
ra e distinta, ¢ molto diffusa, come le patologie batteriche, mentre altri agenti
virali, non strettamente associati alla varroa, appaiono meno presenti a causa
probabilmente di difficolta di diverso genere a livello di indagine epidemiolo-
gica e di diagnosi.

1.2.4.2 Nosema spp.

Nosema apis, che raramente porta a morte il suo ospite, ¢ capillarmente pre-
sente sia nelle naturali aree di distribuzione di A. mellifera (Africa, Europa,
Medio Oriente), sia in quelle in cui ¢ stata introdotta dall’uomo; le analisi
genetiche (sequenza del DNA) indicano, infatti, che questo microsporidio era
I’unico agente eziologico della nosemiasi nell’ape occidentale fino al 1990
[16]. Nell’estate del 2005, la presenza di N. ceranae ¢ stata confermata in
Spagna, per la prima volta al di fuori dell’areale di distribuzione naturale di A.
cerana, suo ospite naturale. Si ipotizza che N. ceranae abbia saltato la barrie-
ra di specie cerana-mellifera con relativa diffusione tra le colonie di A. melli-
fera, probabilmente a causa dell’incremento del commercio internazionale. Le
piu recenti indagini indicano una diffusione globale negli ultimi 15 anni [16],
con rilevazioni ufficiali in tutta Europa (Regno Unito e Repubblica d’Irlanda
inclusa), Nord e Sud America, Nord Africa e Australia. Per quanto riguarda
I’'Ttalia, i dati dell’ultimo Bollettino del progetto di monitoraggio apistico
nazionale BeeNet [17] confermano i dati degli anni precedenti, ossia 1’assen-
za di campioni positivi per N. apis e la presenza ubiquitaria della nuova spe-
cie in tutte le regioni italiane (Fig. 1.1).

1.2.4.3 Varroa destructor

L’acaro parassita Varroa destructor ¢ il pili dannoso parassita dell’alveare. Dal
suo ospite originale, Apis cerana, questo acaro si trasferi in colonie di Apis
mellifera importate in Asia. Solo allora ci si rese conto di quanto devastanti
fossero gli effetti sull’ape occidentale. Il passaggio del parassita da una specie
all’altra non avvenne istantaneamente, ma si pensa abbia interessato un perio-
do di 50-100 anni [18]. Da quel momento, I’acaro si & diffuso in tutto il mondo
ed ¢ diventato quasi cosmopolita nella distribuzione (Fig. 1.2). Non ¢ ancora
presente in Australia, ma gli esperti prevedono che vi entrera nel prossimo
futuro, perché negli ultimi anni si ¢ diffuso in paesi vicini — Nuova Zelanda e
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Papua Nuova Guinea — e il commercio con quei paesi, in passato, ¢ stato flo-
rido.

Quei paesi in cui non & ancora (ufficialmente) entrato mantengono rigoro-
si controlli e procedure per diminuire la probabilita di un’importazione acci-
dentale dell’acaro. In Australia ¢ in atto un severo programma di monitoraggio
(Queensland Beekeeper Mite Surveillance Project) che coinvolge un elevato
numero di apicoltori. E ben noto, infatti, che la diagnosi precoce ¢ 1’elemento
essenziale per evitare ingenti danni al patrimonio apistico e per contenere e
rallentare la diffusione del parassita.

1.2.4.4 Aethina tumida

La distribuzione di questo coleottero parassita & rappresentata in Figura 1.3.
La prima e unica segnalazione in Europa ¢ del 2004, in Portogallo, all’interno
di circa centoventi gabbiette di api regine provenienti dal Texas (USA).
Fortunatamente, il focolaio ¢ stato chiuso tempestivamente con successo. Da
recenti studi [19] basati sulla variabilita genetica di alcune regioni del DNA
mitocondriale di campioni del coleottero provenienti dagli USA, Australia,
Canada e Africa, suggerisce I’introduzione in Canada a partire dall’ Australia e
solo in un secondo momento dagli USA, mentre la popolazione presente in
Australia sembra di provenienza nord americana piu che africana.

1.2.4.5 Tropilaelaps spp.

Tropilaelaps clarae e T. mercedesae sono acari patogeni per Apis mellifera. La
loro diffusione ¢ limitata all’ Asia e all’Indonesia. Sino ad ora non sono giun-
te segnalazioni della loro presenza nei paesi dell’UE. In ogni caso, diversa-
mente dalla varroa, il Tropilaelaps non puo nutrirsi sulle api adulte perché
I’apparato boccale non ¢ adatto a penetrare la membrana del corpo delle api. A
causa di cio, un blocco di covata prolungato lo toglierebbe di mezzo senza
necessita di interventi chimici, quindi il Tropilaelaps sarebbe assai pericoloso
in Italia meridionale, mentre al nord i danni dovrebbero essere meno gravi.
Tuttavia, il parassita ¢ comparso anche in aree della Cina dove I’inverno ¢&
assai freddo e si ha certamente un blocco di covata per parecchi mesi; qualcu-
no ha ipotizzato che il parassita abbia degli ospiti alternativi, ma questi non
sono stati individuati.

1.3 Nozioni di epidemiologia, profilassi e terapia
Claudia Nassuato

L’ape mellifera puo essere colpita da diversi agenti infettivi e parassitari
(Tabella 1.2). Un aspetto determinante nella trasmissione delle infezioni e
delle parassitosi e nella loro evoluzione in forme patologiche, & rivestito dalla
peculiare struttura sociale dell’ape mellifera [21]. Vive in colonie all’interno
delle quali vi ¢ una precisa ripartizione dei compiti, atta a garantire lo svilup-
po e il sostentamento della famiglia e, ove necessario, ad attuare comporta-
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Fig. 1.1 Percentuale di campioni positivi a Nosema ceranae nel monitoraggio BeeNet relativo al-
I’autunno 2012. Nell’asse delle ascisse sono riportati i moduli regionali (indicati con la sigla del-
la regione, che puo avere piu di un modulo) nelle quali ¢ stato eseguito il monitoraggio [17]
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Fig. 1.2 Distribuzione dell’acaro varroa nel mondo al 2010 (aree in rosso) [20]

menti di difesa sociale nei confronti delle aggressioni esterne. Le colonie sono
organismi costituiti da tre caste: un’ape regina, diverse migliaia di api operaie
(da 15.000, nel periodo invernale, a 50.000 durante il periodo produttivo), e
poche centinaia di fuchi [22]. Un numero consistente di giovani api,trai3ei
12 giorni di vita, si occupa del nido di covata (api nutrici). Tra quelle con oltre
6 giorni di eta, una ventina ha il compito di accudire la regina pulendola e
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Tabella 1.2 Principali malattie delle api

Tipo di  Agente eziologico Nome comune/malattia Stadio colpito
patogeno
batteri Paenibacillus larvae peste americana® covata
Melissococcus plutonius peste europea® covata
virus DwWV malattia delle ali deformi api adulte
SBV covata a sacco covata
ABPV paralisi acuta api adulte
CBPV paralisi cronica api adulte
BQCV virus della cella reale nera covata
IAPV virus israeliano della paralisi acuta api adulte
KBV kashmir virus api adulte
protozoi Nosema apis nosemiasi (forma diarroica) api adulte
Nosema ceranae nosemiasi api adulte
Malphigamoeba mellificae amebiasi api adulte
Crithidia mellificae critidiosi api adulte
Leptomonas apis leptomonosi api adulte
funghi Ascosphaera apis ascosferosi/covata calcificata covata
Aspergillus flavus e fumigatus  aspergillosi/covata pietrificata covata
acari Varroa destructor varroatosi® covata
api adulte
Tropilaelaps clarae e acariosi*® covata
mercedesae
Acarapis woodi acariosi respiratoria® api adulte
coleotteri Aethina tumida piccolo scarabeo dell’alveare*° covata

* malattie esotiche soggette a notifica alla Commissione (Direttiva 82/894/CEE); ° lista OIE

nutrendola con la pappa reale secreta dalle ghiandole ipofaringee [23]. Altre
api, tra i 12 e i 17 giorni di vita, sono dedite alla costruzione dei favi (api
ceraiole), all’immagazzinamento delle scorte (api magazziniere) e alla rimo-
zione dei morti. Infine, le api piu vecchie provvedono alla salvaguardia della
colonia all’ingresso dell’arnia (api guardiane) prima di dedicarsi, in ultimo,
alla ricerca di fonti di sostentamento al di fuori dell’alveare (api esploratrici e
api bottinatrici). La sciamatura rappresenta la forma naturale e peculiare di
riproduzione delle colonie di api. Si verifica quando da una colonia, caratte-
rizzata da una notevole vitalita in termini di covata e di individui adulti, ha ori-
gine una nuova famiglia, costituita dalla vecchia regina, da un nucleo di api
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operaie e da pochi fuchi, che si allontanano dal proprio alveare lasciandovi una
nuova giovane regina. Da una famiglia possono originare piu famiglie, nel
qual caso sono guidate da nuove regine ancora vergini. Da ciascuna famiglia
madre, nell’ape europea, pud prodursi una media di 1,5 nuove colonie ogni
anno [24].

1.3.1 Meccanismi di trasmissione delle malattie
nell’ape mellifera

Alcuni patogeni colpiscono la sola covata (Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius), altri le sole api adulte (Nosema spp.), oppure
entrambi gli stadi vitali (Varroa destructor, DWV) (Tabella 1.2). E possibile,
inoltre, distinguere una modalita di trasmissione di tipo verticale e una oriz-
zontale [24]; entrambe le modalita possono realizzarsi tra singoli individui
all’interno della colonia o tra colonie [22].

La trasmissione verticale si realizza quando 1’agente patogeno viene tra-
smesso da una generazione di api a un’altra. All’interno dell’alveare cio ha
luogo quando, durante 1’accoppiamento nel volo nuziale, 1’ape regina o i fuchi
trasmettono 1’agente patogeno alla propria progenie. A livello di colonia, la
trasmissione verticale si realizza attraverso il fenomeno della sciamatura [21].
I patogeni ospitati dalle api che lasciano 1’alveare perpetuano I’infezione nelle
colonie figlie. Inoltre, durante la sciamatura, il nuovo nucleo di api va alla
ricerca di una nuova casa che le ospiti. Pud accadere che si imbatta in un’ar-
nia abbandonata e vi si stabilisca. Un’arnia abbandonata potrebbe recare in sé
un’elevata carica infettante per la presenza, ad esempio, di spore di peste ame-
ricana, capaci di sopravvivere a lungo disperse all’interno di scaglie adese alle
pareti delle celle di covata, nella cera o nel miele e, in questo modo, la nuova
colonia potrebbe infettarsi. Va rammentato, tuttavia, che spesso un’infestazio-
ne si autolimita: ad esempio, colonie fortemente infestate da varroa tendono a
sciamare in misura minore.

Con trasmissione orizzontale s’intende la trasmissione tra api appartenen-
ti a una stessa generazione [25]. Ci0 accade sia tra un individuo e un altro
all’interno dello stesso alveare, sia tra colonie. Lo scambio di patogeni puo
avvenire per contatto diretto, come nel caso di Acarapis woodi, o per conta-
minazione del cibo manipolato e scambiato. Ad esempio, la trasmissione delle
spore di Paenibacillus larvae o di Ascosphaera apis alla covata avviene ad
opera delle api nutrici durante la nutrizione delle larve. Virus sono stati iso-
lati dall’intestino, dalle feci e in campioni di polline e miele [26]. Una via
d’infezione altamente efficiente & garantita dal fenomeno della trofallassi.
Attuata da api operaie e fuchi, consiste nello scambio di cibo rigurgitato dalla
borsa melaria, arricchito da enzimi secreti dalle ghiandole salivari e ipofarin-
gee, e consente la trasformazione del nettare in miele. Questo particolare
comportamento delle api consente, ad esempio, la trasmissione di Nosema
ceranae [27], di Paenibacillus larvae e di alcuni virus. Le api operaie che
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accudiscono la covata provvedono anche alla rimozione di larve morte, infet-
te o infestate (comportamento igienico delle api) [28] anche mediante canni-
balismo. Sebbene questo comportamento sia principalmente uno strumento di
difesa con il quale viene ridotta la carica infettante, esso puo talora rappre-
sentare anche una via di diffusione dei patogeni [21], in particolare se la
rimozione delle larve infette avviene dopo che il patogeno ha gia raggiunto lo
stadio di sviluppo infettante [29].

Tra colonie, la trasmissione orizzontale si realizza principalmente attraver-
so i fenomeni di deriva e di saccheggio. La deriva si verifica quando le api, di
ritorno dal volo, non fanno rientro al proprio alveare ma si dirigono verso altre
arnie. Interessa fuchi e api bottinatrici che abbiano difficolta di orientamento,
a causa d’infezioni, parassitosi o intossicazioni, ed ¢ favorita dalla presenza di
un numero elevato di arnie collocate a poca distanza le une dalle altre e dal-
I’assenza di segni distintivi [24]. Sebbene le api guardiane, all’ingresso del-
I’alveare, svolgano il rituale di riconoscimento, talora le api estranee vengono
ugualmente accolte dopo 1’offerta del nettare raccolto durante 1’attivita di bot-
tinatura. Cio consente 1’ingresso nella nuova colonia anche di eventuali pato-
geni recati dagli intrusi, come varroe presenti sul corpo.

In carenza di fonti nutritive avviene che colonie forti vadano in cerca di
riserve di miele e polline di altre colonie. Questo fenomeno, noto come sac-
cheggio, si realizza piu facilmente a carico di colonie deboli e, con molta pro-
babilita, affette da malattie. Rappresenta, pertanto, una via attraverso la quale
le colonie forti entrano in contatto con i patogeni [22]. Le api che hanno attua-
to il saccheggio possono contrarre infezioni o parassitosi: ad esempio, posso-
no essere infestate da varroe in fase foretica, oppure trasportare miele conta-
minato da Melissococcus plutonius, da spore di Paenibacillus larvae e di
Nosema spp., o miele recante residui di antibiotici.

Le api bottinatrici possono infettarsi anche durante I’attivita di raccolta
sulle sorgenti alimentari, quali fiori o acqua contaminata [21].

Anche alcune pratiche di allevamento possono favorire la trasmissione
orizzontale di patogeni. Tra queste, ad esempio, ¢ altamente rischioso lo scam-
bio o il riutilizzo di favi che possono essere infetti con spore di peste america-
na, Nosema spp., Ascosphaera apis o larve di Aethina tumida. Uno schiaccia-
mento accidentale di api infette durante la manipolazione dei telaini, pud com-
portare la contaminazione dei favi [30]. Lasciare i favi incustoditi ed esposti
puo indurre fenomeni di saccheggio o di sciamatura e propagare le infezioni e
le parassitosi. Gli apicoltori attuano pratiche di divisione e riunione delle
famiglie, che, rendendo omogenee le famiglie in termini numerici e di vitalita
[24], sfavoriscono sciamatura e saccheggio. Tuttavia, allo stesso tempo, pos-
sono rappresentare una via di trasmissione dei patogeni. Ad esempio, se la sud-
divisione delle famiglie determina uno squilibrio nella stratificazione per eta,
la distribuzione dei compiti si altera e cid pud comportare una riduzione nel
comportamento igienico di rimozione delle larve infette [22]. Non ultimo ¢ il
rischio di trasmissione dei patogeni a seguito dell’introduzione, spesso anche
a seguito di importazione da altri paesi o continenti, di regine, pacchi d’api o
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Fig. 1.3 Mappa della distribuzione di A. tumida nel mondo (al 2010). L’area nera rappresenta 1’a-
reale nativo di A. tumida (Africa sub-sahariana). Le zone grigie indicano popolazioni ben conso-
lidate negli Stati Uniti e in Australia. I cerchi numerati rappresentano eventi di dispersione distin-
te: 1) 1996, Carolina del sud, Stati Uniti; 2) 2001, Sydney, Australia; 3) 2006, Alberta, Canada; 4)
2008, Québec, Canada. La linea continua dall’ Africa agli Stati Uniti € quella ufficiale in quanto,
prima del 1996, il parassita non era mai stato segnalato al di fuori del suo areale originario [19]

miele [31] acquistati senza opportune garanzie sanitarie. Infine, la pratica del
nomadismo puo favorire la disseminazione di patogeni, ad esempio quando si
spostino alveari affetti da Paenibacillus larvae o dal coleottero Aethina tumi-
da [30].

La virulenza ¢ il grado con cui un agente esprime la propria patogenicita.
Per quanto spesso sia la conseguenza inevitabile della riproduzione del pato-
geno, ¢ funzionale all’agente patogeno fintanto che ne favorisce la trasmissio-
ne a nuovi ospiti. In generale, infatti, una virulenza troppo elevata porta rapi-
damente alla morte dell’ospite e pud compromettere le possibilita di trasmis-
sione dell’infezione. Tuttavia, anche in questo caso, va distinto il danno arre-
cato all’individuo dall’impatto sull’intera colonia. Ad esempio, il comporta-
mento igienico delle api, benché non riduca il danno prodotto dal
Paenibacillus larvae sugli individui, ¢ in grado di contenerne 1’impatto sulla
colonia perché diminuisce la carica batterica complessiva [24]. La virulenza,
che dipende dalle caratteristiche intrinseche del ceppo patogeno e dalla sua
dose infettante, ¢ strettamente connessa alle modalita di trasmissione dell’in-
fezione. In caso di trasmissione verticale ci si attende una virulenza moderata,
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in modo che la famiglia sia in grado di riprodursi efficientemente e passi 1’in-
fezione alle colonie figlie [22]. Ad esempio, I’acaro Acarapis woodi, la cui dif-
fusione avviene prevalentemente attraverso la sciamatura, raramente compro-
mette la vitalita della colonia, eccezion fatta per I’elevata mortalita a carico
delle api invernali. Allo stesso modo, il virus delle ali deformi (DWYV), in
grado di diffondere per via verticale, dalla regina e con il seme alla progenie
o attraverso la sciamatura, ¢ di ampio riscontro analitico in assenza di sinto-
matologia [25], dando origine a una sorta di “latenza”. La virulenza di un pato-
geno dipende anche dalle capacita difensive e di reazione dell’ospite: una per-
dita di api operaie, seppur ampia, puo essere compensata da una riserva di api
“a riposo” mobilitate in caso di necessita mascherando 1’effetto nocivo sulla
famiglia [24].

Nel caso di patogeni veicolati da vettori, poiché le possibilita di trasmissio-
ne del patogeno non dipendono piu dalla sopravvivenza e vitalita dell’ospite,
il livello di virulenza risulta piu elevato fino a condurre a mortalita la colonia.
Varroa si nutre dell’emolinfa delle larve e delle api adulte, causando uno stress
nutrizionale e uno stato di immunosoppressione e agisce come principale vet-
tore per la trasmissione di diversi virus. In particolare, Varroa destructor rap-
presenta un vettore biologico per il DWYV, che vi replica attivamente prima di
infettare le api e manifestarsi in forma clinica con la tipica sintomatologia
[25]. E stato ipotizzato che 1’azione sinergica tra Varroa destructor e DWV sia
capace di abbreviare la durata della vita delle api invernali e che sia alla base
dei meccanismi che determinano mortalita delle famiglie durante il periodo
invernale [32].

Una virulenza altrettanto elevata puo riscontrarsi in condizioni di ampia
disponibilita di ospiti da infettare o quando il patogeno ¢ in grado di produrre
forme di resistenza che sopravvivono a lungo anche in assenza dell’ospite. E
questo il caso dei ceppi piu aggressivi di Paenibacillus larvae che affliggono
la covata con mortalita elevata, determinando un forte indebolimento della
colonia. Infine, la virulenza, in genere, ¢ piuttosto elevata quando un patoge-
no entra in contatto con una popolazione per la prima volta, in assenza di un
periodo di adattamento parassita-ospite. Questo ¢ il fenomeno osservato a
seguito dell’introduzione di Varroa destructor nella popolazione di Apis mel-
lifera, caratterizzata da forte indebolimento delle famiglie. Ben diversi sono i
riscontri d’infestazione descritti nell’Apis cerana, specie originaria dell’Asia,
coevolutasi con varroa e in grado di rimuovere le femmine fertili di varroa dal
corpo delle compagne e di ucciderle [24]. Nell’ape cerana, inoltre, varroa ¢ in
grado di colpire esclusivamente la covata maschile, mentre nell’ape mellifera
sono affette indifferentemente covata femminile e maschile [33].

La virulenza espressa da un patogeno ¢ limitata dagli svariati meccanismi
di difesa che le api attuano a livello sia individuale sia di colonia. A livello
individuale € nota 1’azione di filtro esercitata dal proventricolo nei confronti
delle spore di Paenibacillus larvae. Le api operaie, inoltre, provvedono alla
pulizia, spulciandosi, del proprio corpo (self-grooming) e di quello delle api
compagne (allo-grooming) [28, 29], rimuovendo i parassiti. Per proteggere
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I’alveare, le api utilizzano la propoli, dotata di proprieta antibatteriche e anti-
micotiche, con cui non solo rivestono e riparano i favi di covata e sigillano
eventuali fessure, ma rivestono € mummificano morti e intrusi che non riesca-
no a rimuovere ed espellere all’esterno [30]. La sciamatura stessa rappresenta
per la famiglia un modo di alleggerire la carica batterica o parassitaria trami-
te il blocco naturale della covata e 1’allontanamento di parte degli individui
adulti della colonia [22, 24, 28].

Le api, oltre che da agenti infettivi e parassitari, sono attaccate da diversi
predatori tra insetti, come la Vespa velutina, anfibi, rettili € mammiferi, ma le
piu grandi minacce per la loro sopravvivenza sono la carenza di biodiversita e
di fonti alimentari legate all’agricoltura intensiva e 1’impiego indiscriminato
dei pesticidi cui le api sono marcatamente sensibili. La possibilita di contami-
nazione delle api ¢ stata dimostrata per neonicotinoidi e fungicidi attraverso
I’esposizione a polveri disperse dalle seminatrici pneumatiche durante la semi-
na di mais conciato. Residui sono stati riscontrati anche nel terreno, nel polli-
ne e nelle piante sviluppatesi da semi trattati con rischio di esposizione trami-
te guttazione [34]. Con Regolamento n. 485/2013 1’Unione Europea ha vieta-
to I’uso e la vendita di sementi conciate con prodotti fitosanitari contenenti le
sostanze attive clothianidin, thiamethoxam e imidacloprid [35]. Sono svariate,
tuttavia, le molecole ad oggi impiegate in agricoltura, che rappresentano un
rischio se utilizzate senza attenzione al loro potenziale tossico verso gli inset-
ti pronubi.

Agenti infettivi, parassitari, contaminanti e fattori ambientali, ancorché
talora responsabili di specifici quadri nosologici, concorrono a una rete com-
plessa di interazioni e meccanismi causali che portano all’insorgenza di episo-
di complessi di spopolamento e mortalita delle api.

1.3.2 Perdita delle colonie

Negli anni 2006-2007, negli Stati Uniti si sono registrati svariati casi di spo-
polamento in colonie di Apis mellifera. Tali episodi, inquadrati nella cosiddet-
ta “sindrome dello spopolamento degli alveari” o Colony Collapse Disorder
(CCD), risultavano caratterizzati da: rapida scomparsa (in giorni o settimane)
di api operaie in presenza di regina in un alveare altrimenti sano [21] senza api
morte nell’alveare o nelle aree circostanti, con un rapporto api nutrici/covata
alterato a favore della covata e in assenza di fenomeni di saccheggio. I livelli
di varroa e Nosema spp. riscontrati al momento del collasso della famiglia
erano contenuti entro quantita non in grado di causare danni economici né di
giustificare una diminuzione della popolazione di api. Le famiglie colpite da
CCD presentavano, in media, cariche virali elevate e presenza di coinfezioni,
in particolare con Nosema spp. Nella patogenesi della CCD sono state ipotiz-
zate, accanto a un ruolo di Varroa destructor, in grado di compromettere lo
stato immunitario e di veicolare I’ingresso di virus, responsabilita dei pestici-
di e contaminanti o di stati di carenza nutrizionale [36]. Questi episodi di CCD
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hanno, ad ogni modo, richiamato 1’attenzione della comunita scientifica por-
tando a svariate segnalazioni, in tutto il mondo, di perdita delle famiglie [37]
non ascrivibili alla CCD ma parimenti caratterizzate da quadri multifattoriali.

Lo studio delle sindromi multifattoriali, che difficilmente sono riproducibi-
li in laboratorio, si avvale degli strumenti forniti dall’epidemiologia.
L’epidemiologia ¢ tradizionalmente definita come lo studio della distribuzione
dei determinanti di malattia o di eventi associati allo stato di salute ai fini del
controllo delle malattie in popolazioni definite [38]. Essa indaga 1’esistenza e
la natura di eventuali associazioni tra evento patologico e cause di malattia o
fattori di rischio mettendo a confronto gruppi di popolazione caratterizzati da
livelli diversi di frequenza di malattia e di esposizione a possibili cause. La
natura di tali associazioni ¢ di norma complessa ed € multifattoriale: a una
causa possono corrispondere pill eventi e viceversa, a uno stesso evento pos-
sono concorrere piu concause. Tradizionalmente si distinguono cause necessa-
rie e cause sufficienti. Una causa necessaria ¢ un fattore senza il quale la
malattia non si manifesta. Una causa sufficiente ¢ un fattore in presenza del
quale si riscontra sempre la malattia. In verita, nella realta, esiste una rete
minima e necessaria di interazioni di diversi fattori che agiscono contestual-
mente o0 in sequenza, attraverso uno o pilt meccanismi causali che determina-
no l’insorgenza di malattia. Un episodio di malattia ¢ frutto dell’interazione
tra: 1) un agente eziologico dotato di una specifica capacita infettante e viru-
lenza; 2) un ospite, il cui livello di suscettibilita all’infezione & connesso allo
stato immunitario e al proprio patrimonio genetico; e 3) la capacita di altri fat-
tori ambientali di modificare e influenzare il rapporto agente patogeno-ospite.
Alcuni fattori concorrono in maniera sinergica con un effetto additivo, frutto
della somma dei singoli effetti, o moltiplicativo e cio¢ potenziato dall’intera-
zione. Altri fattori esercitano, invece, un effetto antagonista: si tratta dei cosid-
detti fattori di prevenzione che sono in grado di posporre il manifestarsi degli
episodi di malattia o di ridurne la frequenza nella popolazione. Nella realta,
comunque, ¢ complicato distinguere semplici associazioni da vere relazioni
causa-effetto. Un vero nesso di causalita, ad ogni modo, non pud esistere se
non ¢ rispettata la sequenza temporale: una causa deve necessariamente prece-
dere I’effetto [39]. In altre parole, I’esposizione alla causa deve precedere 1’in-
sorgenza della malattia.

In Italia, segnalazioni di perdita di colonie in primavera-estate sono state
principalmente ascritte a intossicazioni da pesticidi, mentre le morie invernali
sono state ricondotte a infestazioni da Varroa destructor e forme virali asso-
ciate [5]. A livello europeo, tra i fattori di rischio delle perdite invernali sono
state riportate coinfezioni di Varroa destructor, DWV [40] e virus della para-
lisi acuta (ABPV) [41]. A tutt’oggi si stanno indagando le possibili cause di
perdite delle colonie. Recentemente ¢ stata richiamata 1’attenzione dei ricerca-
tori sull’eventuale ruolo nelle morie di api svolto dai batteri endosimbionti dei
parassiti [42].

Per poter chiarire le cause e i fattori di rischio che determinano malattie,
perdite di colonie e spopolamenti e individuare misure preventive e di control-
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lo, riveste fondamentale importanza standardizzare i metodi di ricerca epide-
miologica e di raccolta dati da parte della comunita scientifica. Il network
internazionale COLOSS (COlony LOSSes) ¢ stato creato proprio con I’obiet-
tivo di coordinare gli sforzi dei ricercatori mirati a spiegare e prevenire gli epi-
sodi di perdita delle colonie [37]. Da questa attivita ¢ scaturito il BEE BOOK
(www.coloss.org/beebook) che si propone come uno standard per 1’attivita di
monitoraggio e la ricerca. Anche il report Bee mortality and bee surveillance
in Europe, pubblicato nel 2008 dall’Autorita Europea sulla Sicurezza
Alimentare (EFSA) su mandato della Commissione Europea, ha ammesso la
natura multifattoriale dei fenomeni di mortalita delle api e ha posto I’attenzio-
ne sulla necessita di armonizzazione dei sistemi di sorveglianza [43].

Nel 2012 ¢ stato avviato a livello europeo, su adesione volontaria di 17
Stati Membri, un progetto pilota di sorveglianza finanziato dalla Commissione
Europea e coordinato dal Laboratorio di referenza europeo per la salute delle
api, attivato nell’aprile 2011 a Sophia Antipolis, Francia. Il progetto, cui par-
tecipa anche I’Italia, si propone di stimare la mortalita delle colonie, i livelli
di prevalenza delle principali malattie e di individuare i fattori di rischio alla
base dell’estinzione delle famiglie. Presupposti di tale studio epidemiologico,
che mira a raccogliere dati accurati e confrontabili, sono una terminologia con-
divisa, in particolare per il concetto di mortalita delle famiglie durante il perio-
do invernale e nella stagione produttiva e in caso di malattia, e 1’armonizza-
zione dei protocolli di campionamento e delle metodiche di analisi di labora-
torio [44].

1.3.3 Profilassi e terapia

L’Organizzazione Mondiale per la salute Animale (OIE) ha stilato delle linee
guida per il controllo ufficiale delle malattie delle api ritenute necessarie per
il controllo delle malattie endemiche e per garantire la sicurezza degli scambi
internazionali di api, loro prodotti e attrezzatura apistica nei confronti delle
malattie esotiche [45].

In ciascuno Stato Membro dovrebbe esistere un’anagrafe ufficiale degli
apiari presenti sul territorio, imprescindibile per attuare un sistema di sorve-
glianza ufficiale permanente. Le informazioni, da registrarsi con cadenza
annuale, dovrebbero consistere nella localizzazione delle postazioni, stanziali
e nomadi, anche mediante coordinate geografiche, nel corrispondente numero
medio di colonie e nei dati anagrafici dell’apicoltore. Il sistema di sorveglian-
za ufficiale permanente, coordinato dall’ Autorita Veterinaria, dovrebbe preve-
dere:

- visite annuali su un campione di apiari proporzionato al rischio dell’area,
nel periodo pil indicato per il riscontro delle malattie e eventuali ulteriori
visite in occasione di spostamenti o operazioni commerciali a rischio per la
diffusione delle malattie;

- laraccolta di campioni ufficiali per la diagnosi delle malattie;
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- eventuali trattamenti sulle colonie e misure di sanificazione efficaci (puli-
zia, disinfezione o disinfestazione), inclusa la distruzione, preferibilmente
con il fuoco, di colonie e attrezzature, per assicurare 1’eradicazione di qual-
siasi focolaio di malattia.

Il commercio internazionale, inoltre, dovrebbe essere consentito ad apiari
riconosciuti da parte dell’ Autorita Veterinaria a seguito di visite e campiona-
menti ufficiali favorevoli effettuati con almeno cadenza annuale, e dichiarati
indenni dalle malattie della lista OIE sulla base di campionamenti periodici.
Gli apicoltori dovrebbero avere 1’obbligo:

- di notifica all’ Autorita competente in caso di sospetto delle malattie della
lista nel proprio apiario o in apiari epidemiologicamente collegati;

- di introdurre in apiario esclusivamente api, attrezzature o prodotti prove-
nienti da apiari con uguale stato sanitario certificato dall’ Autorita compe-
tente o sottoposto a procedura di risanamento;

- di assicurare la protezione nei confronti di contaminazioni esterne, in par-
ticolare negli scambi di regine e accompagnatrici e effettuare campiona-
menti durante il periodo di allevamento e di spedizione, con cadenza men-
sile, per il controllo ufficiale.

In aggiunta ai sistemi di sorveglianza ufficiali, per contrastare la diffusio-
ne delle malattie ¢ fondamentale che gli apicoltori mettano in atto le cosiddet-
te buone pratiche apistiche [22]. Questo approccio consiste nell’identificare i
possibili pericoli in grado di compromettere la salute delle api, la sicurezza e
qualita del miele e la produttivita, nel definire in termini qualitativi I’entita del
danno potenzialmente arrecato e, infine, nell’attuare delle pratiche di alleva-
mento mirate e adeguate per la prevenzione e il controllo di ciascun pericolo.
Ad esempio, tra le buone pratiche apistiche rientrano 1’identificazione delle
arnie e il loro posizionamento in un luogo adeguato, I’ispezione periodica
degli alveari, la selezione dei fornitori, I’applicazione dei prodotti anti-varroa
con modi e tempi coordinati con gli apiari siti nell’area per evitare le reinfe-
stazioni, la garanzia di un apporto nutritivo adeguato, il bilanciamento delle
colonie [23], la sostituzione periodica dei favi, ottenuta rimuovendo dai telai-
ni i vecchi favi e applicando nuovi fogli cerei sui quali le api costruiranno le
nuove cellette in modo da eliminare spore o parassiti che vi possono sopravvi-
vere [24] e la pulizia e disinfezione delle attrezzature. In merito alle procedu-
re di disinfezione, ¢ necessario tener conto dello spettro di azione dei disinfet-
tanti, del livello di concentrazione efficace, delle modalita e dei tempi minimi
di applicazione, della resistenza del patogeno. I virus, in genere, sono molto
resistenti ai disinfettanti; una volta rimossi i detriti dell’alveare ed eliminati
col fuoco si pud procedere alla sanificazione delle attrezzature con sostanze
ossidanti. I batteri, invece, nella forma vegetativa sono generalmente suscetti-
bili ai disinfettanti, mentre le spore possono essere distrutte con una soluzio-
ne al 5% di soda caustica a 80°C o impiegata in miscela con 1’ipoclorito di
sodio. I funghi, infine, sono sensibili alle alte temperature e alla maggior parte
dei disinfettanti [46]. Il Codice dello OIE, nel capitolo dedicato alla peste
americana, riporta, tra le modalita per la disinfezione delle attrezzature ogget-
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to di importazione, in aggiunta all’ipoclorito di sodio all’1%, anche I’irraggia-
mento con raggi gamma (10 kGy) o I'immersione in paraffina a 160°C (nel
solo caso del legno) [45].

L’apicoltore, inoltre, in qualita di produttore primario di alimenti per I’uo-
mo, & responsabile della sicurezza dei prodotti immessi sul mercato. E tenuto,
pertanto, a proteggere il prodotto da possibili contaminazioni, comprese quel-
le da residui di medicinali attraverso un utilizzo corretto di medicinali autoriz-
zati e una puntuale registrazione dei prodotti impiegati; deve tenere conto di
eventuali risultati di laboratorio di rilevanza per la salute umana, applicare
procedure di pulizia e sanificazione adeguate e, infine, attuare misure corretti-
ve appropriate a seguito di riscontro di problematiche sanitarie [47, 48].

Tra il 2002 e il 2013 sono state molteplici le segnalazioni ufficiali al
Sistema Rapido di Allerta per gli alimenti e i mangimi (RASFF) di residui di
cloramfenicolo, tetracicline e ossitetracicline, streptomicina, sulfadiazina e
sulfatiazolo e metaboliti dei nitrofurani non solo in miele di importazione, in
particolare dalla Cina, ma anche in miele di origine comunitaria [49]. L’uso
indiscriminato degli antibiotici favorisce 1’insorgere di episodi di farmacoresi-
stenza, spuntando le armi per la lotta alle malattie e vanificando gli sforzi dei
sistemi di controllo. Ad esempio, all’impiego intensivo, avvenuto in alcuni
paesi, delle tetracicline per il controllo della peste americana, ¢ conseguito il
riscontro di ceppi resistenti a tetracicline e ossitetracicline [50]. A sfavore del-
I’impiego di antibiotici, inoltre, vi ¢ 1’incapacita di un effettivo controllo della
diffusione di peste americana o nosemiasi, poiché i patogeni non vengono eli-
minati ma la loro presenza viene mascherata annullandone la sintomatologia
[23]. La fumagillina, che alle concentrazioni di impiego indicate dal fornitore
¢ effettivamente in grado di contrastare il Nosema spp., a concentrazioni resi-
duali, come potrebbe avvenire in un alveare a distanza dal trattamento princi-
pale, sortisce un effetto di aumento della produzione di spore da parte di
Nosema ceranae [51]. L’impiego di antibiotici in apicoltura in Europa ¢ attual-
mente vietato e non sono previsti limiti massimi residuali [52].

Negli ultimi anni, gli acaricidi di sintesi pill in uso contro Varroa destruc-
tor sono stati il pesticida organofosforato coumaphos, il piretroidi tau-fluvali-
nate e I’amitraz. Si tratta di sostanze lipofiliche che tendono ad accumularsi
nella cera. Sono noti i fenomeni di resistenza al tau-fluvalinate e al coumaphos
[53]. La resistenza agli acaricidi della varroa rappresenta un problema dram-
matico per 1’apicoltura ed & stata posta in relazione con le perdite di colonie
diffuse a livello mondiale. Per ridurre I’impatto di tali perdite, ¢ essenziale una
pronta evidenziazione della popolazione di varroa resistente e la disponibilita
di metodi diagnostici affidabili per testare la suscettibilita dell’acaro varroa a
diversi acaricidi. Inoltre, ¢ necessario continuare a condurre ricerche per indi-
viduare nuove sostanze varroacide [33] che non diano luogo al problema dei
residui nel miele e che non abbiano ripercussioni nocive sulle api, come inve-
ce accade per i pesticidi [24]. L’eradicazione della varroa non ¢ un obiettivo
perseguibile; si tratta oramai di una malattia a distribuzione ubiquitaria che
puo essere soltanto tenuta sotto controllo. Tale controllo pud essere garantito
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Tabella 1.3 Medicinali veterinari autorizzati per le api in Italia

Denominazione Principio Forma farmaceutica/ LMR
attivo-componenti modalita di
somministrazione
Apibioxal acido ossalico polvere, gocciolatura, non richiesto
sublimazione, assenza
di covata
Apistan tau-fluvalinate strisce non richiesto
Api Life Var timolo, mentolo, tavolette non richiesto

ess.eucalipto, canfora

Apivar amitraz strisce, assenza di covata 200 ppb

(Reg 37/2010)
Apiguard timolo gel non richiesto
Thymovar timolo strisce non richiesto

associando 1I’impiego razionale di acaricidi, opportunamente alternati per limi-
tare i fenomeni di resistenza, a pratiche apistiche che riducano la carica paras-
sitaria come il blocco di covata o attraverso la selezione genetica di linee natu-
ralmente resistenti. A livello di alveare, I’obiettivo € di contenere 1’infestazio-
ne entro il livello critico che determina perdite economiche all’apicoltore [33].

L’ Agenzia europea per i medicinali (EMA) ha redatto delle raccomandazio-
ni per lo sviluppo di nuovi trattamenti anti-varroa [54]. Queste linee guida pro-
muovono lo sviluppo di “metodi alternativi di controllo della varroa”, basati
su misure biotecniche di rimozione fisica del parassita in associazione all’im-
piego giudizioso di acidi organici e olii essenziali quali acido ossalico, acido
formico, acido lattico e timolo, le cui caratteristiche sono buona efficacia,
basso rischio di residui e compatibilita. Questi prodotti, tuttavia, risentono di
notevole variabilita di efficacia a causa della sensibilita alla temperatura
ambientale, allo scarto ridotto tra la dose letale per il parassita e la tossicita per
I’ospite e all’impegno e attenzione d’uso che impongono all’apicoltore [28]. I
medicinali veterinari attualmente autorizzati in Italia per le api sono acaricidi
da impiegarsi in assenza di melario, esenti dall’obbligo di ricetta medico vete-
rinaria (Tabella 1.3).

Una delle possibilita di lotta alla varroa che i ricercatori stanno approfonden-
do ¢ quella di selezionare linee di api naturalmente resistenti [24, 28]. Questa
possibilita nasce dall’osservazione di cio che avviene in natura: fuchi diversi
sono caratterizzati da un patrimonio di geni che determinano una diversa resi-
stenza alle malattie, variando da un elevato livello di tolleranza a uno stato di
totale suscettibilita [55]. Le api operaie figlie dello stesso padre sono provviste
di elevata somiglianza genetica [24]. Pertanto, I’accoppiamento della regina con
una media di 12 fuchi garantisce una sufficiente eterogeneita genetica della
colonia aumentandone, nel complesso, le chance di sopravvivenza [55].
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Alcuni riscontri suggeriscono, inoltre, che esiste maggiore tolleranza alle
malattie e allo stress in ceppi indigeni, meglio adattati alle condizioni ambien-
tali del luogo di origine [56]. Attraverso le pill recenti metodiche di laborato-
rio, pertanto, i ricercatori stanno cercando di individuare marker genetici di
tratti di resistenza ereditabili in base ai quali operare la selezione di individui
resistenti alle diverse malattie.

Tra le nuove prospettive di lotta vi sono, infine, strumenti di controllo bio-
logico quali feromoni e ormoni, in grado di interferire con le capacita ripro-
duttive e la crescita dell’acaro, o patogeni, predatori o antagonisti del parassi-
ta come alcuni funghi appartenenti al genere Beauveria [57].
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2.1 Difese individuali e immunita sociale
David Baracchi, Stefano Turillazzi

2.1.1 Introduzione

2.1.1.1 Lasocialita e le malattie

Le malattie possono influire seriamente sulla sopravvivenza e sul successo
riproduttivo degli organismi viventi e rappresentano un potente agente di sele-
zione naturale. La crescente consapevolezza dello stretto rapporto che intercor-
re tra socialita e malattie ha portato negli ultimi anni a un interesse sempre piu
vivo da parte della comunita scientifica e a interrogativi di tipo generale su que-
sto affascinante argomento della biologia: che ruolo ricopre la socialita nell’e-
voluzione della resistenza alle malattie? L’alta densita di individui, spesso asso-
ciata alle colonie di insetti sociali, le rende piu suscettibili alle infezioni e alla
trasmissione di patogeni? La vita di gruppo ¢ in grado di offrire nuovi mecca-
nismi di cooperazione che permettono di abbassare il rischio di incorrere in
malattie ed epidemie? Le conoscenze fino ad oggi acquisite suggeriscono che
la socialita sia generalmente associata a una maggiore esposizione ai patogeni
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e al rischio di epidemie [1, 2]. Le cause primarie sono da ricercarsi soprattutto
in fattori intrinseci alla socialita stessa, quali 1’alta densita di popolazione, il
frequente contatto fisico tra i compagni di nido e la ridotta variabilita genetica
[2-4]. Nonostante ci0, gli imenotteri sociali (api, vespe e formiche) e le termi-
ti hanno avuto un enorme successo in tutti gli ecosistemi a conferma di effica-
ci strategie e meccanismi di difesa evoluti nei confronti di numerosi agenti
patogeni. Studi recenti hanno di fatto dimostrato che il comportamento sociale
puo, in alcuni casi, anche essere associato a una riduzione del carico parassita-
rio a causa di risposte immunitarie densita-dipendenti o strategie difensive col-
lettive [S, 6]. La socialita permette, infatti, di acquisire un alto grado di prote-
zione contro i parassiti a livello di colonia, con difese comportamentali rese
possibili solamente grazie alla collaborazione di tutti i membri del gruppo
[5-7]. 1l fatto che la socialita porti da un lato all’aumento del rischio di trasmis-
sione di malattie e, dall’altro, a nuove strategie difensive non rappresenta una
contraddizione ma ¢ una diretta conseguenza delle dinamiche coevolutive che
si instaurano ogni volta che un parassita incontra il suo ospite. Continui adatta-
menti e contro-adattamenti derivanti dalla corsa agli armamenti tra ospite e
parassita vengono, infatti, messi continuamente in atto da entrambe le parti in
un sistema evolutivo costantemente in equilibrio [8].

2.1.1.2 L'ape e le sue strategie difensive

Le colonie di api, con le loro riserve di miele e polline, I’elevata massa di cova-
ta e di api adulte, sono obiettivi fortemente remunerativi per molti predatori e
patogeni. La temperatura costante e relativamente elevata e gli alti livelli di
umidita mantenuti in un nido di api rendono la colonia stessa un ambiente per-
fetto per I’incubazione di microrganismi come protozoi, funghi, batteri e virus.
In risposta, le api hanno evoluto numerosi adattamenti fisiologici e comporta-
mentali per ridurre al minimo 1’aumento del rischio di infezioni e malattie epi-
demiche [9]. Come tutti gli animali vertebrati e invertebrati, le singole api di
tutte le eta e caste posseggono meccanismi individuali fisiologici € immunolo-
gici per limitare 1’impatto deleterio dei microorganismi patogeni [10-12].
Questi meccanismi coinvolgono sia un aumento della “resistenza” che della
“tolleranza” ai diversi agenti patogeni. La “resistenza” alle infezioni, definita
come la capacita di opporsi al processo infettivo, ¢ raggiunta mediate 1’innal-
zamento di barriere meccaniche, chimiche e fisiologiche (prima linea di difesa)
o mediante 1’attivazione di risposte di difesa appropriate una volta che I’infe-
zione ¢ avvenuta (seconda linea di difesa). La “tolleranza” agli agenti patoge-
ni, definita come la capacita dell’ospite di sopportare lo sviluppo del patogeno
senza subire danni apprezzabili, ¢ raggiunta compensando i costi energetici o il
danno tissutale causato dai patogeni o dalla risposta immunitaria stessa dell’a-
pe. Chiaramente, quando un insetto, come la singola ape, vive all’interno di un
sistema sociale, ¢ in grado di mettere in atto e sfruttare sia le difese individua-
li che quelle collettive, creando i presupposti per una selezione che agisce
simultaneamente a entrambi questi livelli [13].
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2.1.2 Ledifese individuali

2.1.2.1 Genetica

Recenti dati ottenuti dal genoma dell’ape hanno dimostrato che essa possiede
un minor numero di geni coinvolti nella risposta immunitaria (in tutte le sue
fasi, dal riconoscimento del patogeno alla produzione dei peptidi antimicrobi-
ci) rispetto a specie solitarie come Anopheles gambiae e Drosophila melanoga-
ster [14]. Per esempio, I’ape ha la meta delle proteine adibite al riconoscimen-
to dei peptidoglicani rispetto a D. melanogaster, A. gambiae, e Tribolium casta-
neum [10, 14] e possiede un solo gene proPO (precursore molecolare fonda-
mentale per la risposta immunitaria) rispetto ai nove di A. gambiae e ai tre di
D. melanogaster [10]. Anche se I’ape presenta gli stessi pathways metabolici
implicati nella risposta immunitaria (Toll, IMD JAK/STAT, e JNK), questi per-
corsi sembrano essere ridotti e semplificati rispetto ad alcune specie solitarie
[10, 14]. Questa ridotta flessibilita delle capacita dell’ape di riconoscere e resi-
stere ai patogeni (almeno a livello molecolare) potrebbe essere spiegata dal
fatto che le api compensano tale lacuna mediante meccanismi di difesa collet-
tiva che emergono a livello di colonia [7, 9]. Negli insetti sociali la genetica
influenza le difese immunitarie non solo a livello genomico ma anche a livello
di variabilita coloniale. Esistono numerose evidenze che la variabilita genetica
coloniale contribuisce alla resistenza verso i parassiti in bombi e api [15-17].
Le api regine si accoppiano con una media di 13 fuchi e tra le varie ipotesi uti-
lizzate per spiegare questa poliandria estrema, la pill accreditata ¢ quella che
una maggior variabilita genetica ai loci per la resistenza alle malattie portereb-
be a una diminuzione della suscettibilita alle malattie stesse [3, 4, 16, 17]. Ad
esempio, Tarpy [16] e Seeley e Tarpy [17] hanno trovato che le colonie di A.
mellifera le cui regine erano state inseminate artificialmente con pili maschi
erano in grado di resistere meglio alle infezioni di Ascosphaera apis (agente
eziologico della covata calcificata) e di Paenibacillus larvae (agente eziologi-
co della peste americana).

2.1.2.2 Barriere meccaniche e secrezioni antisettiche

La prima linea di difesa della singola ape ¢ costituita da barriere meccaniche.
Queste barriere sono rappresentate dal tegumento (formato dall’interno verso
I’esterno dalla membrana basale, I’epidermide, la cuticola e uno strato epicu-
ticolare composto principalmente da cere, lipidi e peptidi derivanti dal vele-
no), e dagli strati epiteliari interni (intestino) che prevengono 1’adesione e la
penetrazione di agenti estranei nel corpo dell’insetto. Oltre a questa difesa
esterna, una seconda linea di “resistenza” dell’insetto € costituita da inibitori
fisiologici in grado di indurre cambiamenti nel pH e in altri parametri meta-
bolici nell’intestino dell’insetto e/o da secrezioni ghiandolari (in particolare,
le secrezioni delle ghiandole ipofaringee, mandibolari, salivari e della ghian-
dola del veleno) in grado di produrre sostanze chimiche battericide e fungici-
de. Ad esempio, il peptide royalisina, di cui ¢ nota I’attivita antifungina e
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antibatterica (nei confronti di Paenibacillus larvae) [18, 19], ¢ stato isolato e
caratterizzato dalla pappa reale delle api e il suo mRNA ¢ stato ritrovato nelle
ghiandole ipofaringee, in quelle mandibolari e nelle ghiandole salivari toraci-
che delle operaie [19].

La ghiandola del veleno, nelle api cosi come in altri imenotteri aculeati, ¢
stata recentemente indicata come la pit importante fonte di sostanze antimicro-
biche [20]. L’applicazione di veleno sulla superficie del corpo come mezzo di
protezione contro i patogeni ¢ stata studiata nelle formiche [21], nelle vespe
[22-24] e in quattro specie di api da miele [25, 26]. Il veleno di ape ¢ compo-
sto da un ampio spettro di molecole, che spaziano da ammine biogene a pepti-
di e proteine la cui struttura e funzione sono stati in gran parte determinati.
Melittina, apamina e MCD sono i principali composti della frazione peptidica
del veleno e ci sono numerose riprove sperimentali che, sebbene 1’apamina
manchi di proprieta antisettiche [27], la melittina possiede una forte attivita
antimicrobica e antivirale [20]. Inoltre, il fatto che ’MDC di altri artropodi
mostri attivita antifungina e antimicrobica suggerisce che anche quello dell’a-
pe possieda proprietd analoghe [20]. La presenza di peptidi del veleno sulla
cuticola di almeno quattro specie di api puo essere spiegato con la spalmatura
del veleno sulla cuticola mediante 1’auto-grooming. Questo concorda con la
totale assenza dei peptidi del veleno sulla cuticola dei fuchi di A. melliferae A.
cerana [25, 26].

2.1.2.3 Il sistema immunitario dell’ape

La linea di difesa che entra in gioco quando le prime barriere vengono violate
¢ rappresentata dalla risposta cellulare e da quella umorale. La prima si riferi-
sce a risposte coordinate di diverse sottopopolazioni di emociti (cellule presen-
ti nell’emolinfa) che sono in grado di riconoscere, fagocitare e neutralizzare
corpi estranei, mentre la seconda comporta la sintesi, indotta direttamente dalle
infezioni, di peptidi antimicrobici e proteine a partire dalle riserve di grasso
presenti nel corpo dell’insetto (corpi grassi) e, in maniera minore, dalle stesse
cellule emocitarie.

Sistema cellulare

L’immunita cellulare ¢ presente in tutti gli invertebrati. Quattro tipi di emociti
sono comuni a tutti gli insetti: i proemociti (le cellule staminali che possono
differenziarsi in altri tipi di emociti), i granulociti, i plasmociti e i lamellociti
[28]. 11 conteggio totale degli emociti viene generalmente utilizzato come misu-
ra indiretta dell’immunocompetenza cellulare di un individuo [11]. Il numero
basale di emociti correla positivamente con la capacita di incapsulamento [29],
con I’attivita della fenolossidasi [30] e con la resistenza ai parassitoidi [31]. I
granulociti rilasciano fattori chemiotattici nell’emolinfa per attirare i plasmato-
citi e giocano un ruolo importante nella coagulazione dell’emolinfa, nella gua-
rigione delle ferite e nei processi immunitari quali la formazione di noduli e
I’incapsulamento, sia nell’adulto che nella larva [32]. I plasmociti sono gli
omologhi funzionali dei macrofagi dei vertebrati e possono fagocitare piccoli
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corpi estranei (come batteri e lieviti) e aderire e contrassegnare quelli pitl gran-
di come corpi non-self. Quando ’emolinfa viene infettata da una grande quan-
tita di batteri o spore funginee, gli emociti producono noduli. Entro pochi minu-
ti dall’infezione i batteri vengono aggregati e neutralizzati grazie all’interven-
to dei granulociti. Successivamente, i plasmociti si aggregano formando intor-
no all’aggregato uno strato di cellule necrotiche e melanizzate e cellule batteri-
che morte che vengono racchiuse all’interno di un nodulo sclerotizzato [32]. In
molti insetti, grossi corpi estranei come larve e uova di parassitoidi evocano
una risposta cellulare nota come incapsulamento, un processo analogo a quello
sopra descritto, ma di dimensioni pil rilevanti, che produce una grossa struttu-
ra melanizzata in seguito alla differenziazione dei plasmociti in lamellociti. Nel
giro di 24 ore circa queste cellule specializzate e appiattite si attaccano al corpo
estraneo e lo incapsulano, producendo uno strato duro di melanina attorno ad
esso. La capacita di incapsulare un corpo estraneo correla positivamente con la
resistenza dell’insetto alle infezioni virali [33], ai parassiti [34] e ai parassitoi-
di [35].

Nel caso specifico dell’ape esiste un marcato polietismo temporale, in cui il
passaggio da nutrice a bottinatrice ¢ associato a un marcato declino nell’immu-
nita: un aumento sistemico dell’ormone giovanile induce la morte degli emoci-
ti attraverso picnosi nucleare [36, 37]. Questa reazione a cascata termina con
una drammatica perdita di emociti e, con essi, di tutte le importanti funzioni
immunologiche che essi ricoprono quali la fagocitosi, 1’incapsulamento, la
nodulazione, e la riparazione delle ferite [38]. Inoltre, le cellule immunitarie
producono anche peptidi antibatterici, e contengono la maggior parte dell’enzi-
ma che regola la fenolossidasi (PO, vedi di seguito) e i passaggi cruciali nella
risposta immunitaria di melanizzazione [39].

Sistema umorale

Come per I'immunita cellulare, i processi immunitari umorali dell’ape sono
simili a quelli degli altri invertebrati non sociali. L’immunita umorale ¢ deter-
minata dalla componente antimicrobica non cellulare dell’emolinfa e la rispo-
sta immunitaria ¢ indotta dalle ferite o dalla presenza di patogeni all’interno del
corpo [10]. Una stima indiretta dell’immunocompetenza umorale puo essere
effettuata mediante la quantificazione dei corpi grassi. Il grasso corporeo degli
insetti & funzionalmente analogo al fegato dei vertebrati e produce molte delle
proteine coinvolte nella difesa dai patogeni. L’ape possiede quattro pathways
molecolari principali e interconnessi tra di loro: Toll, IMD Jak/STAT, e JNK
(Fig. 2.1) [10]. Questi percorsi sono costituiti da proteine che riconoscono gli
antigeni dei parassiti, proteine che modulano e amplificano il segnale di rico-
noscimento e proteine effettrici o metaboliti direttamente coinvolti con I’inibi-
zione dei parassiti stessi. Le vie metaboliche attivate portano al rilascio di fat-
tori che inducono la trascrizione di geni che codificano per peptidi antimicro-
bici o altri effettori, come quelli coinvolti nella melanizzazione (pathway della
PO, vedi in seguito). Nell’emolinfa dell’ape sono stati identificati almeno 4
peptidi antimicrobici (apidecina, abaecina, hymenoptaecina e defensina) che
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Fig. 2.1 Pathways molecolari proposti per Apis mellifera: Toll, IMD Jak/STAT, e JNK. I nomi nei
riquadri fanno riferimento a quelli di Drosophila melanogaster, mentre i nomi in italico si riferi-
scono a geni sovraespressi in A. mellifera in seguito a un’infezione. Modificato con autorizzazio-
ne da [10]

sono prodotti da emociti e corpi grassi in risposta al riconoscimento di varie
classi di microbi. Alcune proteine antimicrobiche sono poco selettive nella loro
attivita e sono efficaci contro molti batteri. Al contrario, altre proteine presen-
tano un’alta selettivita mediata dalla specificita di legame con classi di moleco-
le tipiche dei patogeni stessi come i peptidoglicani batterici o i residui di beta-
glucano dei funghi.

E stato recentemente dimostrato che il sistema immunitario di apidi
(Bombus terrestris) ¢ in grado di rispondere in modo specifico a patogeni
incontrati in precedenza, conferendo protezione verso successive esposizioni
agli stessi per oltre tre settimane [40]. Sempre nei bombi (B. terrestris) & stato
dimostrato che le regine artificialmente infettate con lipopolisaccaridi (LPS)
batterici sono in grado di trasmettere verticalmente alle figlie una maggiore
competenza immunitaria [41]. Queste scoperte potrebbero aprire le porte alla
possibilita di sviluppare vaccini anche per insetti.

Il pathway della fenolossidasi (PO) ¢ una componente centrale della rispo-
sta immunitaria nell’emolinfa degli insetti connessa con i pathways molecolari
sopracitati. Sebbene la PO svolga un ruolo importante nell’immunocompeten-
za cellulare, essa puo funzionare come proteina immunitaria umorale indipen-
dente. La PO viene prodotta quando il suo precursore (proPO) & attivato in
risposta a un qualsiasi stimolo prodotto da un patogeno. La PO agisce ossidan-
do i derivati della tirosina per formare chinoni tossici (battericidi) che vengono
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poi polimerizzati in melanina (proteina che indurisce e si oscura intorno a un
corpo estraneo permettendone 1’isolamento dall’emolinfa). Esiste una relazione
ben documentata tra I’attivita della PO e la resistenza degli insetti ai virus [42],
ai batteri [43], ai funghi [44], ai parassiti [45] e ai parassitoidi [42].

2.1.2.4 Simbionti intestinali (microbiota)

L’intestino degli insetti rappresenta un ambiente ottimale per la colonizzazione
microbica, e i batteri dell’intestino forniscono potenzialmente molti benefici
per i loro ospiti, in particolare per il metabolismo del cibo e per la difesa da
patogeni [46]. Sebbene un ostacolo all’evoluzione di un’intima associazione tra
insetti € microrganismi intestinali sia la mancanza di vie di trasmissione verti-
cale tra gli individui, gli insetti sociali rappresentano un’eccezione proprio gra-
zie alla vita di gruppo. Nell’ape, i batteri simbionti dell’intestino posteriore
degli adulti sono acquisiti nei primissimi giorni dopo lo sfarfallamento, grazie
alle interazioni tra i vari individui della colonia [47].

Studi indipendenti dei profili di comunita batteriche, basati su sequenze di
rRNA 16S, mostrano che le operaie di A. mellifera e di alcune specie di Bombus
ospitano un numero consistente di microrganismi intestinali distintivi che non
si ritrovano nelle api solitarie [48]. Questo microbiota ¢ costituito da almeno
otto filotipi distinti: tre Gram-positivi (due Firmicutes collocabili all’interno
dei Lactobacillus e un Bifidobacterium) e cinque Gram-negativi (due o-proteo-
batteri, un P-proteobacterium, due y-proteobatteri strettamente affini) [47].
Queste specie costituiscono pilt del 99% di tutte le sequenze batteriche rilevate
negli intestini di api provenienti da diverse colonie e diverse aree geografiche
[49], suggerendo uno stretto e duraturo rapporto di coevoluzione mutualistica
con i loro ospiti. Inoltre, il sequenziamento del metagenoma del microbiota
intestinale delle api ha rilevato un notevole grado di diversita genetica all’in-
terno di queste poche specie batteriche intestinali [46]. L’analisi suggerisce che
le diverse specie batteriche abbiano acquisito specifiche abilitd che avvantag-
giano direttamente 1’ospite (critiche, per esempio, per difendere 1’ape da altri
patogeni oppure per la digestione dei carboidrati e la degradazione della parete
dei pollini) che sono state selezionate in seguito alla stretta relazione simbion-
tica instaurata con 1’ospite stesso [47]. I batteri endogeni ritrovati nelle api
hanno inoltre dimostrato di essere in grado di inibire la crescita del fungo
Ascosphaera apis (covata calcificata) e del batterio Paenibacillus larvae (peste
americana) [50].

2.1.3 Ledifese di gruppo

2.1.3.1 Il superorganismo e I'immunita sociale

L’analogia tra colonie di insetti sociali e organismi pluricellulari fu proposta
per la prima volta da Morton Wheeler [51] che conio il termine superorganismo
per indicare una colonia di insetti. L’approccio di Wheeler si basava essenzial-
mente su evidenti similitudini (parallelismi funzionali) tra molte delle caratte-
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ristiche proprie dei due tipi di organizzazione biologica. Per esempio, i singoli
membri di una colonia venivano equiparati alle cellule di un organismo pluri-
cellulare, i sessuati alle cellule della linea germinale, i feromoni agli ormoni e
cosi via (Fig. 2.2). A questo approccio se ne ¢ aggiunto, in seguito, uno di tipo
evolutivo che ha riconosciuto come la selezione delle colonie di insetti euso-
ciali avvenga primariamente a livello di gruppo e che la risoluzione dei proble-
mi sia prevalentemente collettiva [52].

Le societa di insetti e gli organismi pluricellulari devono far fronte alla stes-
sa intensa pressione selettiva di parassiti e patogeni [53] e presentano una serie
di analogie negli adattamenti che hanno evoluto per affrontare questa sfida
[13]. Sia gli individui che la societa hanno bisogno di rilevare e reagire in
maniera appropriata a un parassita e/o patogeno invasore, e questi compiti sono
svolti dal sistema immunitario umorale e cellulare negli organismi pluricellu-
lari e dai membri del gruppo nelle societa [13]. L’idea chiave ¢ che, agendo col-
lettivamente, gli individui di una colonia possano allestire una difesa piu effi-
ciente caratterizzata da proprieta emergenti. Questa difesa immunitaria sociale
include numerosi meccanismi: molti aumentano la prevenzione della trasmis-
sione delle malattie limitando, allo stesso tempo, 1’accesso a individui alieni;
altri sono attivati una volta che i patogeni abbiano invaso la colonia. In ogni
caso, il fattore comune a questi meccanismi di difesa ¢ che sono tutti basati su
comportamenti altruistici o su azioni collettive che arrecano beneficio prima-
riamente alla colonia e solo raramente all’individuo che le compie [7]. Di con-
seguenza, il sistema di immunita sociale puo essere compreso soltanto come un
adattamento a livello di colonia.

2.1.3.2 L'alveare come superorganismo

Per quanto riguarda le api da miele, ’idea di considerare 1’alveare come un
superorganismo ¢ stata largamente accettata, ribadita e riveduta in alcuni testi
recenti come quelli di Moritz e Southwick [54], Tautz [55] e Seeley [56]. Le
difese di un alveare nei confronti di un’ampia gamma di predatori, parassiti e
patogeni sono state oggetto di innumerevoli ricerche, ma ¢ solo recentemente
che si € cominciato a considerare certi fenomeni vedendoli in un’ottica integra-
ta di risposta a livello coloniale piuttosto che di reazioni di una sommatoria di
singoli individui [9, 12]. Nel caso delle difese sociali, &€ importante distinguere
tra difese preventive, atte a impedire 1’ingresso di parassiti o patogeni all’inter-
no del nido e difese curative, messe in atto quando i parassiti o patogeni siano
gia riusciti a penetrare all’interno della colonia.

2.1.3.3 Difese preventive

Uso di secrezioni e sostanze chimiche come cordone sanitario

Una delle prime difese collettive della colonia ¢ rappresentata dall’uso di
secrezioni con attivita antimicrobica prodotte dai membri della colonia o rac-
colte dall’ambiente. Numerose specie di api spesso disinfettano i materiali del
loro nido con propoli [57] ed ¢ stato recentemente dimostrato che le colonie di
A. mellifera aumentano il tasso di foraggiamento per la raccolta di resine in
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seguito all’infezione del fungo Ascophaera apis (covata calcificata) [58]. Non
¢ pertanto da escludere che 1’uso di queste sostanze (secrete o raccolte) possa
aumentare in caso di altre gravi patologie della colonia come quelle dovute a
Paenibacillus, Nosema o a svariate virosi.

Come ¢ stato spiegato nel paragrafo 2.1.2.2, nel veleno degli imenotteri
aculeati sono presenti numerosi composti con attivita antimicrobica [20]. I
veleno dell’ape non fa eccezione e il 50% del peso secco della secrezione ¢
costituito da melittina (peptide antimicrobico). Questo peptide ¢ facilmente
reperibile sulla superficie del corpo delle api operaie e sulla cera del nido, ed ¢
stato ipotizzato che costituisca un’ulteriore difesa chimica contro i microorga-
nismi [25, 26]. In particolare, specie che nidificano in cavita e che potrebbero
essere esposte a un numero maggiore di patogeni, come A. mellifera e A. cera-
na, presentano una maggior quantita di veleno sulla cera dei favi rispetto a spe-
cie che costruiscono il favo all’aperto, come A. andreniformis e A. dorsata [26].
La funzione e 1’utilizzo del veleno vanno dunque oltre lo stereotipo classico di
difesa contro i predatori, rappresentando un ottimo esempio di immunita socia-
le, e il nido, almeno in A. mellifera e A. cerana, rappresenta un medium dove il
veleno agisce come antisettico [26].

Riconoscimento di individui malati o parassitati all’'entrata dell’alveare

Le api guardiane rappresentano il primo filtro per prevenire 1’ingresso di pato-
geni e parassiti dentro I’alveare. Questi individui sono abili nel discriminare
individui “diversi” e sono in grado di impedire loro I’entrata nell’alveare.
Questa capacita ¢ gia stata osservata in api guardiane in grado di respingere
individui affetti da paralisi cronica (indotta dal virus CBP) [59]. Ma, mentre ¢ ben
noto che le guardiane respingono api provenienti da altri alveari grazie al profilo
degli idrocarburi presenti sulla loro cuticola [60], non € ancora certo se specifi-
che particolarita del profilo medino anche il riconoscimento di individui malati o
parassitati provenienti dall’esterno. Cid rimane, tuttavia, altamente probabile, in
quanto gli idrocarburi cuticolari sono effettivamente alla base della discrimina-
zione della prole e degli adulti infetti all’interno dell’alveare [59-63].

Immunita e organizzazione sociale

L’organizzazione coloniale negli insetti sociali ¢ stata modellata principalmen-
te da fattori legati all’ottimizzazione ergonomica [64] ma, poiché essa puo inte-
ragire con numerose variabili epidemiologiche, ne ¢ stata evidenziata I’impor-
tanza anche per la difesa dalle malattie infettive [4, 7]. Dato che i patogeni pos-
sono diffondersi sia direttamente, a causa della vicinanza spaziale e dei contat-
ti fisici, che indirettamente, attraverso la condivisione della superficie del nido
[65], ¢ stato recentemente proposto che, all’interno delle colonie, il tasso dei
contatti tra i vari membri sia regolato e limitato al massimo (immunita da orga-
nizzazione) [7, 66]. I primi risultati di uno studio ancora in corso (Baracchi,
unpublished) mostrano come questo modello teorico sia effettivamente valido
nel caso dell’ape e come una colonia di api sia altamente strutturata in compar-
timenti sia su scala sociale (rete di interazione) che su scala spaziale (uso dello
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Fig. 2.2 Parallelismi funzionali tra una generica colonia di insetti sociali e un organismo pluricel-
lulare

spazio sul favo) (Fig. 2.3). Le bottinatrici, pill esposte ai patogeni ambientali,
sono ai margini della rete sociale e confinate alla periferia del favo, mentre il
nucleo della rete ¢ formato da giovani api e dalla regina, la quale ¢ completa-
mente circondata da api giovanissime e schermata da quelle pili anziane. Da
questo punto di vista, ¢ interessante notare che se le operaie nutrici contraggono
un’infezione da Nosema interrompono immediatamente la cura per la regina e
iniziano a bottinare, riducendo la probabilita di infettare altre nutrici e la regi-
na stessa [67]. Inoltre, operaie bottinatrici che per ragioni di tipo ergonomico
interrompono la loro attivita di bottinamento e tornano a svolgere attivita all’in-
terno del nido vanno anche incontro a una reversione dell’immunosenescenza,
riacquistando una discreta immunocompetenza [68].

2.1.3.4 Difese curative

Strategie collettive di comportamento

La febbre sociale nelle api da miele messa in atto contro il fungo Ascosphaera
apis & uno dei comportamenti collettivi antisettici (sensu [9]) pil caratteristici
[69]. 11 fungo A. apis necessita di un lieve decremento della temperatura media
della covata per potersi sviluppare all’interno della larva e causarne la morte.
Tuttavia, il piccolo incremento della temperatura del favo di circa 0,56 °C (che
rappresenta il 20% del range di temperatura standard del favo di covata) indot-
to dalle operaie in risposta all’infestazione ¢ in grado di limitare lo sviluppo
della malattia [69].
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Fig. 2.3 In alto, interazioni tra regina, api nutrici, api di eta intermedia e bottinatrici in una colo-
nia di Apis mellifera ligustica. In basso, area del favo (di un singolo telaietto) maggiormente fre-
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di dottorato, dato non ancora pubblicato

Il comportamento di grooming, un’accurata pulizia del proprio corpo (auto-
grooming) o del corpo di una compagna di nido (allo-grooming), ¢ un altro
importante meccanismo di difesa nei confronti di ectoparassiti diffuso in Apis
e in vari insetti sociali. L’allo-grooming rappresenta un importante tratto com-
portamentale teso a limitare I’infestazione da varroa all’interno delle colonie
dell’ape orientale (A. cerana), ospite originario di questo acaro. Nonostante
questo comportamento sia presente anche in A. mellifera, la sua efficacia nel
prevenire le infestazioni da varroa & tuttora in discussione [70]. E stato sugge-
rito che I’inefficacia del comportamento di allo-grooming in A. mellifera sia
dovuta principalmente all’incapacita degli individui “igienisti” di rimuovere
I’acaro con le proprie mandibole [71], oltre che al ridotto numero di individui
per colonia specializzati in questo compito.

Il comportamento igienico [63, 72-74] e da becchino [75] sono altri tipi
specifici di comportamento con cui le api da miele individuano e rimuovono dal
nido la prole immatura malata o parassitata da varroa, adulti affetti dal virus
delle ali deformi (DWYV) e i cadaveri di api morte. Questi specifici comporta-
menti vanno distinti dal comportamento di rimozione dei rifiuti che viene
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mostrato dalle api allo scopo di tenere pulito il favo [75]. Un comportamento
altruistico estremo, forse unico nel regno animale, ¢ inoltre rappresentato da
una forma di suicidio adattativo che ¢ stata documentata in diversi insetti socia-
li e nell’ape (A. mellifera), dove operaie malate si allontanano volontariamente
dalla colonia senza far piu ritorno [76].

Il contesto piu significativo per tutti questi comportamenti ¢ presumibil-
mente la prevenzione della trasmissione di malattie all’intera colonia. La rimo-
zione di api infette puo essere intesa solo come un adattamento a livello di colo-
nia, poiché gli agenti patogeni possono diffondersi rapidamente attraverso di
essa e devastarla [4, 9]. Le api igieniste devono essere considerate come ele-
menti del sistema immunitario sociale dell’alveare e la loro esistenza rafforza
sicuramente 1’idea che una colonia di api debba essere considerata come un
superorganismo integrato che rappresenta un’unita di selezione indipendente.

2.2 Recenti acquisizioni sui meccanismi molecolari di difesa
contro le infezioni batteriche

Antonio Felicioli

2.2.1 Lafenolossidasi e la glucosio ossidasi

Il sistema immunitario innato dell’Apis mellifera ha iniziato a interessare gli
scienziati a partire dagli anni ’60, quando studiosi come White [77] indagaro-
no alcuni enzimi che avevano proprieta antibatteriche nel miele (inibina). In
particolare, sono stati individuati due enzimi, la fenolossidasi e la glucosio
ossidasi. La prima rappresenta, insieme agli emociti, parte dell’immunita inna-
ta dell’ape. La fenolossidasi ¢ presente sotto forma di un proenzima, la profe-
nolossidasi, che viene attivato tramite una serino-proteinasi, I’o-chimotripsina
[78]. Essa catalizza il processo attraverso il quale la tirosina viene convertita in
melanina [79]. La melanina partecipa ai processi di incapsulamento e formazio-
ne di noduli in risposta ai patogeni [80]. Le larve di ape hanno bassi livelli di
attivita fenolossidasica [81], mentre nella fase di pupa ne sussiste un incremen-
to, poiché la fenolossidasi contribuisce alla formazione della cuticola [78, 82].
In funzione dell’eta, la fenolossidasi subisce delle variazioni nelle api adulte:
nelle api operaie aumenta raggiungendo un plateau nella prima settimana di vita
da adulto, nelle api regine aumenta al crescere dell’eta, mentre nei fuchi dimi-
nuisce lentamente [83]. Infine, 1’attivita fenolossidasica subisce delle variazio-
ni anche in seguito a somministrazione di diete differenti [84]. La glucosio
ossidasi, invece, ha un ruolo nell’immunita sociale del superorganismo ape
[84]. Essa ¢ secreta dalle ghiandole ipofaringeali e la sua massima produzione
avviene a 6-12 giorni di vita da immagine [85, 86]. Anche D’attivita glucosio
ossidasica subisce delle variazioni in seguito a somministrazione di diete diffe-
renti [84]. La glucosio ossidasi ¢ presente nel miele [87] e nella gelatina reale
[85, 88]. Questo enzima, come descritto nell’A. mellifera da Schepartz e Subers
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[89], ¢ coinvolto nella reazione in cui il D-glucosio, in presenza di ossigeno e
acqua, produce acido gluconico e perossido di idrogeno. Il prodotto iniziale
dell’ossidazione del glucosio €& il glucono-d-lattone, che risulta un inibitore
competitivo della glucosio ossidasi [90] anche se idrolizza spontaneamente in
acido gluconico [91]. Sia I’acido gluconico che il perossido di idrogeno contri-
buiscono alla disinfezione della colonia e alla prevenzione di eventuali conta-
minazioni di patogeni e diffusioni di malattie [84]. L’acido gluconico risulta

I’acido pil rappresentato nel miele [92].

2.2.2 Api, pesti e proteine

L’A. mellifera & soggetta a gravi infezioni batteriche e, tra queste, la peste euro-
pea e la peste americana. La peste europea ¢ causata dal Melissococcus pluto-
nius, un batterio Gram positivo, non sporigeno ma che possiede la capsula,
risultando cosi molto resistente alle avversita ambientali. La peste americana ha
come agente eziologico il Paenibacillus larvae, un batterio Gram positivo, spo-
rigeno e anaerobio facoltativo (Fig. 2.4).

Sia il M. plutonius che il P. larvae causano malattie molto contagiose della
covata. Mentre per la peste europea ¢ in parte risolvibile mediante le buone pra-
tiche di conduzione apistica, la peste americana ¢ una malattia con obbligo di
denuncia e attualmente 1’unica soluzione adottata ¢ quella della distruzione per
mezzo del fuoco dell’intera famiglia di api e del materiale contaminato. Per que-
sto motivo, grande attenzione suscitano la messa a punto di tecniche diagnosti-
che precoci e ricerche volte alla comprensione dei meccanismi molecolari sulla
patogenesi del P. larvae e delle difese naturali adottate dall’A. mellifera contro
di esso. Anttinez et al. [93] hanno dimostrato la presenza di una metalloproteasi
nelle forme vegetative, sulla superficie della spora di P. larvae e nel secreto
emesso nel mezzo di coltura. Questa proteina ¢ prodotta in vivo durante I’infe-
zione delle larve d’ape ed ¢ capace di idrolizzare le proteine del latte, suggeren-
do che possa essere coinvolta nella degradazione larvale. Con I’uso di un model-
lo sperimentale sono state individuate 10 proteine (coinvolte nella trascrizione,
traduzione, metabolismo, sviluppo cellulare, trasporto, ripiegamento proteico,
degradazione di polisaccaridi e motilita) secrete dal P. larvae che risultano alta-
mente tossiche e immunogeniche quando le larve vengono esposte ad esse [94].
Antinez et al. [95] hanno identificato un potenziale fattore di virulenza secreto
dal P. larvae, I’enolasi. Poppinga et al. [96] hanno identificato nel genoma i geni
codificanti per una proteina spIA S-layer, probabilmente anch’essa coinvolta nei
processi di virulenza. Per quanto riguarda, invece, la risposta immunitaria inna-
ta di tipo individuale da parte delle api, studiando larve sane di 5 giorni e cam-
pioni infettati da P. larvae, Chan et al. [97] hanno osservato un incremento dei
livelli di profenolossidasi, lisozima e imenoptaceina nei campioni infettati.
Inoltre, il gene per I’abeacina mostra una significativa up-regulation 24 ore dopo
inoculazione orale con P. larvae, precisamente quando il batterio supera 1’epite-
lio dell’intestino dell’ape [98].
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Spivak e Reuter [99] hanno dimostrato che colonie di api selezionate per
comportamenti igienici hanno maggiore resistenza alla peste americana. Alcuni
costituenti della propoli (flavonoidi, pinocembrina, 3-O-acetil pinobanksina,
caffeati) sono risultati attivi contro il P. larvae [100, 101].

2.2.3 Attivita della fenolossidasi, della glucosio ossidasi e
di alcune proteinasi in api sane e infette da P. Jarvae

Dal 2010, nel laboratorio di Biochimica delle api del Dipartimento di Scienze
Veterinarie dell’Universita di Pisa, nell’ambito del progetto nazionale APE-
NET, sono state condotte indagini biochimiche volte all’individuazione di
nuovi indicatori di benessere per 1’ape. In particolare, queste indagini, utiliz-
zando tecniche proteomiche e mediante I’utilizzo di un apiario sperimentale
allestito all’uopo, si sono rivolte all’attivita della fenolossidasi, della glucosio
ossidasi e proteinasica in larve sane e infette da P. larvae. Alcuni risultati otte-
nuti indicano la presenza di una risposta immunitaria innata sia individuale che
sociale da parte delle larve di ape all’infezione da P. larvae. Le larve, oggetto
dell’indagine, sono state campionate per peso diverso corrispondente a eta
diversa (Fig. 2.5) (larve di 0,01 g, larve di 0,05 g, larve di 0,1 g, prepupe e
pupe) provenienti da famiglie sane dell’apiario sperimentale e da famiglie
malate con sintomi di peste americana conclamata e provenienti da un apiario
di un apicoltore che, a seguito dell’obbligata denuncia dello stesso alla ASL di
competenza, ¢ stato distrutto. Le larve e le pupe cosi ottenute sono state sotto-
poste alle misure dell’attivita fenolossidasica e glucosio ossidasica. In tutti i
campioni ¢ presente una differenza significativa di attivita fenolossidasica tra i
campioni di controllo e i campioni provenienti da telai infettati dal P. larvae,
con una generale diminuzione di attivita fenolossidasica nei campioni infetti
(Fig. 2.6). Per quanto riguarda la glucosio ossidasi, dall’istogramma di Figura
2.7 si osserva una differenza significativa di attivita glucosio ossidasica tra i
campioni di controllo e i campioni provenienti da telai infettati dal P. larvae.
Nei campioni di larva provenienti da telaio infettato si evidenzia, nelle larve
molto piccole (0,01 g), una minore attivita glucosio ossidasica rispetto ai cam-
pioni di controllo per poi avere un andamento opposto nelle larve grandi (0,1 g).

Gli stessi campioni larvali e pupali sono stati analizzati anche mediante elet-
troforesi per attivita, cosi da mettere in risalto le differenze nell’attivita protei-
nasica generale tra individui sani e infetti. I risultati riportati in Figura 2.8
mostrano come 1’infezione nelle larve coincida con una diversa attivita protei-
nasica (presenza di bande bianche ad altezze diverse) nelle larve piccole e
medie e che le differenze in parte si annullano nelle larve grandi. Gli stessi
esperimenti, condotti in presenza di inibitori di proteinasi mirati, ha consentito
di relegare le differenze nell’attivita proteinasica rilevata tra campioni sani e
infetti alla famiglia delle serino/cisteino proteinasi. I campioni di prepupa sana
e di prepupa proveniente da favo infetto da P. larvae sono stati studiati anche
attraverso delle zimografie bidimensionali (Fig. 2.9). Nel campione sano sono
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Fig. 2.4 Paenibacillus larvae al
microscopio (100x) con colorazione
Gram (fotografia Simona Sagona)

Fig. 2.5 Metodo per la collezione
delle larve di ape mellifica in
base alle dimensioni e al peso:

in a ¢ visibile I’uso dell’acqua
corrente per estrarre le larve
dalle cellette disopercolate senza
ucciderle e danneggiarle;

in b visione d’insieme delle larve
raccolte e dislocate in modo
crescente per grandezza
(fotografia di Simona Sagona)
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Fig. 2.6 Attivita glucosio ossidasica in termini di molarita di H>O» prodotta in campioni di larve,
prepupe e pupe infette e sane (TO, T120 sono i tempi di lettura allo spettrofotometro in minuti)
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Fig. 2.7 Attivita fenolossidasica in termini di mg/ml di melanina prodotta in campioni di larve,
prepupe e pupe infette e sane (TO, T10 sono i tempi di lettura allo spettrofotometro in minuti)
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Fig. 2.9 Zimografie bidimensionali di prepupa sana (sinistra) e prepupa infetta da P. larvae
(destra). 1 diversi spot sono indicati con la lettera P, la barra in alto indica il gradiente di pH uti-
lizzato e i valori a lato indicano la massa molecolare
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risultati degli spot proteinasici non presenti nel campione di prepupa infetto.
Queste proteinasi sono state nominate P1, P2, P3, P4. Solo P4 ¢ presente anche
nel campione infetto ma presenta un’attivita proteinasica nettamente inferiore
rispetto all’attivita proteinasica della P4 del campione sano.

Il prosieguo di questo tipo di indagini potrebbe consentire la delineazione di
nuove pratiche apistiche che risultino vantaggiose per il contenimento di malat-
tie batteriche senza adulterare i prodotti finali delle api. L’estensione dell’im-
piego della glucosio ossidasi dell’ape all’intera famiglia anche mediante 1’ali-
mentazione, cosi come I’amplificazione dell’attivita di batteri simbionti e
secernenti glucosio ossidasi, potranno in futuro forse dare un contributo di tipo
“nutraceutico” al contenimento di alcune infezioni batteriche delle api che sia
compatibile sia col benessere delle api che con la qualita dei prodotti apistici.
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3.1 Introduzione
Ignazio Floris

I batteri sono microrganismi unicellulari dotati di parete cellulare che conferi-
sce loro una certa rigidita e una forma caratteristica, presentano una struttura
nucleare piuttosto semplificata, tanto da essere definiti “procarioti” per distin-
guerli dagli “eucarioti” come i funghi e altri organismi pi complessi. Le
dimensioni sono solitamente dell’ordine di pochi micrometri, ma possono
variare da circa 0,2 ym dei micoplasmi fino a 250 ym in lunghezza di alcune
spirochete. Anche la forma ¢ variabile e puo essere ricondotta a due morfologie
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fondamentali: a bastoncino (bacilli) e a sfera (cocchi). I bacilli, a loro volta,
possono assumere forme diverse, ricurve a virgola (es. Vibrio cholerae), a elica
(es. Campylobacter jejuni), ecc.

I batteri rappresentano tra le prime forme di vita apparse sulla Terra e hanno
colonizzato la maggior parte degli habitat: vivono nel suolo, nell’acqua, nelle
sorgenti calde acide, nelle scorie radioattive e negli strati profondi della crosta
terrestre nonché in altri organismi viventi (piante e animali). Ci sono in media
un miliardo di cellule batteriche in un grammo di terreno e circa 10 milioni in
un millilitro di acqua dolce. Si stimano altresi 5x103° batteri sulla Terra, pari a
una biomassa che supera quella di tutte le piante e gli animali. Dal punto di
vista ecologico, sono importanti nei cicli della materia, nella fissazione dell’a-
zoto dall’atmosfera, nei processi di decomposizione della sostanza organica,
forniscono i nutrienti per sostenere la vita anche in ambienti particolarmente
ostili, convertendo composti disciolti quali I’idrogeno solforato e il metano in
energia, grazie alla loro estrema adattabilita. Sono fondamentali nell’industria
alimentare (lattiero-casearia, delle carni, dei vegetali conservati), nel tratta-
mento delle acque reflue, nei processi industriali di estrazione di metalli, nel
recupero alla produttivita di aree marginali, nel settore delle biotecnologie e in
quello farmaceutico. La maggior parte dei batteri non sono stati ancora caratte-
rizzati e solo una parte delle specie possono essere coltivate in laboratorio.

Ci sono piu cellule batteriche nell’organismo umano di quanto non vi siano
cellule umane nel corpo, con un gran numero di batteri soprattutto sulla pelle
(circa un miliardo di UFC) e nell’intestino, dove sono state classificate circa
500 specie diverse. La maggior parte di questi batteri sono resi inoffensivi dal
sistema immunitario, alcuni sono benefici (batteri probiotici), altri sono pato-
geni e possono provocare gravi malattie infettive, tra le quali il colera, 1’antra-
ce, la salmonellosi, la listeriosi, la tubercolosi. I batteri producono anche la
maggior parte degli antibiotici oggi impiegati contro le infezioni microbiche
negli animali, inclusi gli insetti, e nelle piante. L’ impiego indiscriminato degli
antibiotici ha causato la selezione di microrganismi resistenti (soprattutto quan-
do i determinanti genici sono trasmissibili) che talvolta non consentono 1’effet-
tivo controllo delle infezioni batteriche; un problema, quest’ultimo, che investe
anche le batteriosi delle api [1]. Sono state identificate un centinaio di specie
potenzialmente dannose agli insetti (entomopatogene), appartenenti a tre gran-
di famiglie: Bacillaceae, Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae.

Alcune di queste specie, come il Bacillus thuringiensis (Bt), vengono da
tempo impiegate con successo nella lotta microbiologica agli insetti nocivi e
sono alla base di alcune importanti manipolazioni genetiche di piante coltivate
per indurre resistenza contro i fitofagi (es. il mais Bt resistente alla Piralide). Il
Bt e le piante transgeniche rappresentano una delle tematiche emergenti anche
in riferimento alle api per la valutazione dei loro effetti sulle comunita micro-
biche intestinali. Negli insetti target (es. larve di lepidotteri, incluse le tarme
della cera), la tossina Bt, dopo I’ingestione, forma pori nelle cellule epiteliali
intestinali e, di conseguenza, distrugge la funzionalita intestinale. Altre protei-
ne, usate per proteggere le piante da insetti infestanti, come gli inibitori di pro-
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teasi (PI), sono note per influenzare la digestione delle proteine, bloccando le
proteasi e riducendo la capacita digestiva dell’insetto.

Molte piante sono state manipolate con successo per la produzione di inibi-
tori della proteasi, ed ¢ stato dimostrato che riducono la crescita e la sopravvi-
venza di una vasta gamma di insetti parassiti quando vengono aggiunte al loro
cibo. Gli studi finora condotti per valutare I’impatto delle piante transgeniche
sulle api non hanno rivelato effetti negativi delle Bt-tossine, mentre si € registra-
to un aumento della mortalita quando le api sono state alimentate con alte con-
centrazioni di proteasi di tipo serina, ad esempio 1’inibitore della tripsina di soia
Kunitz (SBTI) [2]. Poiché sia la tossina Bt che SBTI influenzano i processi di
digestione degli insetti sensibili, si ipotizza che le comunita batteriche intestina-
li possano essere indirettamente colpite, alterando la fisiologia dell’intestino. Di
conseguenza, il microbiota pud essere un indicatore che mostra i cambiamenti
quando vengono ingerite quantita subletali di prodotti transgenici.

Tra le specie di batteri che causano malattie gravi agli insetti utili annoveria-
mo i pill temibili patogeni delle api, come gli agenti della peste americana
(Paenibacillus larvae) e della peste europea (Melissococcus plutonius) [3].
Queste malattie sono le piu studiate rispetto ad altre batteriosi delle api, anche per
il loro forte impatto economico sull’apicoltura. La denominazione generica di
peste ¢ stata utilizzata fino al 1906. Poi, nell’introduzione alla famosa pubblica-
zione di White [4] sui batteri nell’apiario sono stati utilizzati per la prima volta i
termini “peste europea” e “peste americana”’, mettendo comunque in chiaro che
la denominazione non si riferisce alla distribuzione geografica delle malattie, ma
alle aree dove sono state inizialmente indagate dal punto di vista scientifico [5].

Finora la maggior parte degli studi si sono concentrati su questi agenti di
malattie [6], mentre molta meno enfasi ¢ stata data ai batteri non patogeni e alla
loro potenziale azione benefica per le singole api o 1’intera colonia. Oggi vi ¢
una crescente consapevolezza dell’importanza della comunitd microbica inte-
stinale (microbiota) per la salute e lo sviluppo ontogenetico delle api [7]. Gli
animali che vivono in comunita sociali, infatti, ospitano una flora intestinale
caratteristica e importante per la nutrizione e la difesa dai patogeni. Il recente
sviluppo dei metodi molecolari offre la possibilita di analizzare le comunita
microbiche nel loro complesso (metagenomica).

Studi applicati al tratto intestinale delle api (Apis mellifera) hanno eviden-
ziato una comunita microbica distintiva seppure composta da un limitato set
specie-specifico. Sequenziando il metagenoma del microbiota intestinale delle
api ¢ stato perd riscontrato, inaspettatamente, un notevole grado di diversita
genetica all’interno delle poche specie batteriche rilevate, suggerendo la pre-
senza di ceppi batterici con distinte capacita funzionali legate a differenti inte-
razioni con I’ospite: dalla formazione di biofilm al metabolismo dei carboidra-
ti, alla degradazione della pectina, ecc., evidenziando specializzazioni di nic-
chia e funzioni che possono essere strategiche dal punto di vista immunitario e
per 'utilizzo dei nutrienti. L’associazione e la coevoluzione di questi simbion-
ti con i loro ospiti potrebbe essere alla base della diversificazione genetica e
funzionale di questi batteri ape-specifici [8].
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Fig. 3.1 Batteri del
genere Lactobacillus
osservati al microsco-
pio elettronico a scan-
sione (foto Universita
di Sassari,
Dipartimento di
Agraria, Sezione di
Microbiologia
generale e applicata)
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Studi piu mirati hanno indagato diversita, specificita dell’ospite e modalita
di trasmissione di alcune delle specie di batteri intestinali pitt comuni di api e
bombi, come Snodgrassella alvi e Gilliamella apicola, evidenziando il ruolo
che la socialita puo svolgere nella trasmissione verticale e aprendo alla possi-
bilita di una coevoluzione, o almeno di una stretta associazione, dei batteri inte-
stinali con i loro ospiti [9]. Nei confronti di Paenibacillus larve & stata anche
valutata la potenziale azione antagonistica di batteri lattici (LAB) (Fig. 3.1)
isolati da alimenti fermentati e utilizzati come probiotici. Inoltre, & stata valu-
tata la capacita dei LAB di indurre 1’espressione di geni di peptidi antimicrobi-
ci. Diversi ceppi di batteri lattici, identificati come Enterococcus sp., Weissella
sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., ma anche isolati di Bacillus subti-
lis, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus, B. megaterium, Brevibacillus late-
rosporus sono stati selezionati per le loro capacita di attivazione immunitaria
nelle api o per la loro potenziale azione di biocontrollo, utile per impedire lo
sviluppo delle malattie batteriche [6, 10, 11].

Gli stress biotici e abiotici possono causare sulle api un impoverimento
della microflora intestinale (disbiosi) e rappresentare un indicatore sensibile di
alterazione della fisiologia intestinale, aprendo la strada a vari patogeni e paras-
siti [12]. Questo aspetto ¢ senz’altro da tenere in debita considerazione anche
tra le cause che concorrono, a livello globale, al collasso delle colonie di api.
Infine, una recente ipotesi ha riguardato la possibilita che le api raccolgano
direttamente sui fiori bottinati batteri benefici per la salute umana [13]. I batte-
ri provenienti dai fiori si ritrovano in diverse parti anatomiche delle api, nelle
larve e nel miele di diversi tipi, e sono rappresentati essenzialmente dai generi
Lactobacillus e Bifidobacterium. E emerso che le api e la nuova microflora
LAB si sono evoluti in reciproca dipendenza 1’una dall’altra, suggerendo addi-
rittura che il miele possa essere considerato un prodotto fermentato a causa del
coinvolgimento di tali batteri lattici nella sua elaborazione.
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3.2 Peste americana
Emanuele Carpana, Stefano Bassi

3.2.1 Introduzione

3.2.1.1 Cenni storici

Sin dai tempi antichi ¢ nota una condizione patologica della covata delle api
mellifere caratterizzata dalla decomposizione delle larve e dall’emanazione di
odori sgradevoli. La prima segnalazione documentata viene attribuita ad
Aristotele (quarto secolo a.C.), che descrive nella sua Storia degli animali una
situazione patologica dell’alveare accompagnata dall’emanazione di un cattivo
odore. Nel 1769 il naturalista tedesco Schirach conid il termine “foulbrood”
[4], che pud essere tradotto letteralmente in “covata disgustosa” e che equivale
alla sindrome conosciuta nell’apicoltura italiana come “peste”. Verso la fine del
diciannovesimo secolo, la nascente scienza microbiologica forni gli strumenti
per indagare sugli agenti causali delle manifestazioni morbose della covata
descritte fino ad allora in modo del tutto sommario. Cosi, nel 1885 in
Inghilterra, Cheshire e Cheyne determinarono 1’agente eziologico di una parti-
colare forma di peste e lo chiamarono Bacillus alvei [14]. Ma questa scoperta
non esauriva certo la casistica sintomatologica delle piu diffuse manifestazioni
patologiche della covata e divenne presto chiaro che il termine “peste” fosse
riferibile ad almeno due distinte malattie. Infatti, all’inizio del Novecento 1’a-
mericano White isold il batterio responsabile di un’altra nota manifestazione
patologica a carico delle larve e 1o nomino Bacillus larvae [4, 15]. La malattia,
descritta con precisione dallo stesso autore, fu chiamata “American foulbrood”
(peste americana), mentre alla situazione patologica cui si riferivano gli ingle-
si Cheshire e Cheyne due decenni prima fu riservato il nome di “European foul-
brood” (peste europea). Occorre, a questo proposito, precisare che i nomi con
cui sono tuttora conosciute le due principali malattie batteriche delle api non
sono indicativi della loro distribuzione geografica, bensi dei continenti dove ne
furono identificati gli agenti eziologici.

Dalla prima descrizione di White fino ai giorni nostri, la peste americana ¢
stata oggetto di numerosi studi. La classificazione dell’agente eziologico ¢ stata
piu volte revisionata e la denominazione attuale del batterio ¢ Paenibacillus
larvae [16]. Nel tempo sono stati approfonditi diversi aspetti della patogenesi e
dell’epidemiologia, cosi come sono stati messi a punto nuovi metodi e strate-
gie di profilassi. Tuttavia, I’impatto economico della peste americana ¢ tenden-
zialmente cresciuto di pari passo con lo sviluppo dell’apicoltura professionale
e intensiva.

3.2.1.2 Generalita e diffusione

La peste americana (AFB) ¢ una grave e diffusa malattia delle api mellifere,
sostenuta dal batterio Gram+ e sporigeno Paenibacillus larvae [16], che colpi-
sce gli stadi larvali delle api, ma ¢ in grado di produrre effetti letali sull’intera
colonia. Essa rappresenta a tutt’oggi uno dei principali problemi di patologia
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apistica ed ¢ causa di perdite economiche considerevoli per gli apicoltori di
tutto il mondo. L’infezione si trasmette mediante le spore che, per le loro carat-
teristiche di resistenza, rimangono vitali per un tempo indefinito nel materiale
apistico da esse contaminato, rendendo molto probabili le recidive. La diffusio-
ne dell’infezione all’interno di un apiario e fra apiari o persino fra paesi diver-
si ¢ facilitata dalle pratiche apistiche che sono alla base dell’apicoltura moder-
na, quali lo scambio di materiale tra alveari, la gestione di numerosi alveari in
un’area ristretta o la commercializzazione anche su scala mondiale di api e
miele [17, 18].

Le variabili climatiche e stagionali non incidono in maniera importante sulla
prevalenza e sull’andamento della malattia. La peste americana ¢ di conseguen-
za largamente diffusa, interessando la maggior parte dei paesi di tutti i conti-
nenti, eccezion fatta per alcune regioni tropicali, dell’ Africa e dell’ Asia [19].

Nel Sud America il problema della peste americana ¢ relativamente recente:
il batterio responsabile ¢ stato isolato per la prima volta nel 1980 da miele
argentino e il primo focolaio ¢ stato registrato in Argentina nel 1989 [17].

La peste americana ¢ compresa nell’elenco delle malattie denunciabili
secondo la World Organisation for Animal Health (OIE), ed ¢ considerata
malattia rilevante dal punto di vista socio-economico e sanitario, oltre che
significativa nel commercio internazionale di animali e di produzioni animali.

A causa della virulenza e della contagiosita dell’infezione, nella maggior
parte dei paesi la peste americana ¢ soggetta a denuncia e, in linea generale, le
autorita sanitarie ritengono che il sistema di controllo piu efficace per prevenir-
ne la diffusione sia I’incenerimento degli alveari colpiti e la sterilizzazione del-
I’attrezzatura contaminata. Solo in alcuni paesi extraeuropei ¢ consentito il
ricorso ad antibiotici, anche se queste sostanze non sono risolutive ai fini della
guarigione, dal momento che la loro azione si limita a mascherare i sintomi
della malattia senza intaccare la vitalita delle spore, ostacolando quindi la pos-
sibilita di contrastare efficacemente la diffusione dell’infezione.

3.2.2 Patogenesi

Il batterio Paenibacillus larvae produce endospore particolarmente resistenti
che sono 1'unica forma infettante di questo microrganismo. Solo gli stadi larva-
li possono essere infettati, assumendo le spore attraverso il cibo contaminato.
La suscettibilita all’infezione diminuisce con I’eta della larva: prove di infezio-
ne sperimentale hanno dimostrato che essa ¢ massima tra le 12 e le 36 ore dalla
schiusa dell’uovo, quando I’ingestione di circa 10 spore costituisce la dose leta-
le 50% (LDsp), ovvero la dose che, somministrata in una sola volta, uccide il
50% degli individui [18]. Oltre le 48 ore di etd non si osserva piu relazione tra
dose e mortalita e le larve acquisiscono una resistenza sempre maggiore, fino
al punto che possono essere infettate solo con 1’ingestione di milioni di spore
[20, 21].
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Le spore, una volta ingerite con 1’alimento contaminato, raggiungono il
mesointestino, dove germinano circa 12 ore dopo [22].

Fino a un recente passato, si riteneva che le forme vegetative di P. larvae
penetrassero attraverso 1’epitelio intestinale dopo la germinazione, iniziando a
proliferare solo dopo aver invaso I’emocele [20], dando cosi origine a un’infe-
zione setticemica. Oggi, sulla base delle recenti ricerche di Yue e collaboratori
[22], basate su tecniche di biologia molecolare, si sa che il batterio colonizza il
mesointestino e vi prolifera in maniera massiva prima di attraversarne la pare-
te, comportandosi cosi come un commensale che si nutre delle sostanze alimen-
tari ingerite dalla larva. Solo in un secondo momento, le cellule batteriche, che
hanno oramai colonizzato 1’intestino, attraversano la membrana peritrofica e
attaccano I’epitelio intestinale fino a invadere I’emocele e a proliferare nell’e-
molinfa. Segue la degradazione dei tessuti e la decomposizione dei resti della
larva fino alla formazione di una caratteristica massa di colore bruno cioccola-
to, di consistenza semifluida e collosa, che corrisponde allo stadio “filamento-
so” (Fig. 3.2). Il batterio produce enzimi proteolitici la cui attivitd permette la
penetrazione attraverso la parete intestinale e la conseguente invasione e distru-
zione dei tessuti dell’ospite [18]. Le proteasi agiscono anche come immunosop-
pressori in quanto capaci di distruggere alcune molecole antibatteriche induci-
bili del sistema immunitario umorale dell’insetto, come le apidecine [17, 23].

Allo stadio filamentoso segue un processo di disseccamento dei resti larva-
li che porta alla formazione di una scaglia di consistenza dura, che aderisce in
maniera tenace alla parete inferiore della cella [20].

Alla luce delle recenti acquisizioni, I’eta in cui la larva infetta muore ¢
molto variabile. Studi basati su prove biologiche di esposizione al patogeno
eseguite in laboratorio dimostrano che la mortalita delle larve infette inizia gia
2-3 giorni dopo I’infezione, ossia ancora nella fase di alimentazione e in cella
aperta, per poi proseguire nelle fasi successive all’opercolatura (larva che fila
il bozzolo, propupa e pupa) [24].

Il tempo impiegato dal batterio per uccidere le larve esprime il suo grado di
virulenza ed ¢ piuttosto variabile. Tale caratteristica ¢ genotipo-specifica. Il
tempo necessario per uccidere tutte le larve che muoiono a seguito dell’infezio-
ne (LT1oo) varia da 5-7 giorni, nel caso dei ceppi pil virulenti, a 12—13 giorni,
nel caso dei ceppi meno virulenti. Anche il numero di spore ingerite influenza
la rapidita con cui le larve infette muoiono [25].

A livello sintomatologico, i rilevamenti pil significativi a fini diagnostici
riguardano gli stadi dopo 1’opercolatura: le alterazioni di colore a carico delle
larve infette diventano ben visibili trai 10 e i 15 giorni dalla schiusa dell’uovo
e sono relative soprattutto a propupe e pupe [20].

Alla fase vegetativa del batterio, che porta alla decomposizione della larva,
segue la sporulazione. La maggior parte delle spore si forma nelle larve 11 gior-
ni dopo la schiusa dell’uovo, in quantita di circa 2500 milioni per individuo, il
che corrisponde a un notevole potenziale infettivo. Le api operaie difficilmen-
te riescono a rimuovere il materiale contagioso costituito dalle larve di consi-
stenza molto viscosa nello stadio filamentoso e dalle scaglie fortemente aderen-
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Fig. 3.2 La consistenza collosa e “filante” della larva decomposta consente la prova dello stecchi-
no per la diagnosi in campo della peste americana: introducendo nella cella uno stecchino ed estraen-
dolo lentamente vi rimane attaccato un filamento che puo superare i 2 cm di lunghezza. (foto di
Stefano Bassi, Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna)

ti alle pareti delle celle. Nel tentativo di rimuovere questi materiali, esse si con-
taminano con le spore finendo per diffonderle nell’alveare e per trasmetterle
con il cibo alle giovani larve. Dotate di elevata resistenza alle avversita ambien-
tali, le spore possono rimanere infettanti per decenni nel materiale contamina-
to e per questo sono responsabili delle frequenti recidive che caratterizzano la
malattia [17]. Le caratteristiche di resistenza e durata delle spore, unitamente
all’enorme quantita con cui vengono prodotte nell’alveare infetto, sono fattori
che rendono conto dell’elevata contagiosita della peste americana, nonché delle
difficolta che si incontrano nel suo controllo. Il meccanismo patogenetico si
collega a quello epidemiologico e P. larvae pud essere visto come un “killer
obbligato”: deve uccidere necessariamente I’ospite che infetta affinché la con-
seguente disgregazione dei tessuti larvali permetta la liberazione delle spore
nell’ambiente circostante e, quindi, la propagazione dell’infezione [18].

3.2.3 Eziologia

3.2.3.1 Caratteristiche generali

Paenibacillus larvae ¢ un batterio Gram+, sporigeno, anaerobio facoltativo. Le
forme vegetative sono mobili, a forma di bastoncino, e piuttosto variabili come
dimensione (0,5-0,6 pm x 1,5-6 um); si presentano in forme singole, in cate-
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ne o filamenti (Fig. 3.3). Produce endospore di forma ovale e di dimensioni pari
acirca 0,6 x 1,3 pm (Fig. 3.4) [17, 26].

Come gia detto, solo le spore possono indurre 1’infezione nelle larve. Dotate
di elevata resistenza alle alte temperature, al disseccamento e ai disinfettanti
chimici in genere, le spore possono sopravvivere per molti anni nei materiali e
nei prodotti dell’alveare [17, 20]. Le prove di sopravvivenza di maggior durata
hanno dimostrato che le spore sono capaci di germinare anche dopo 35 anni di
permanenza nelle scaglie [27].

3.2.3.2 Classificazione di Paenibacillus larvae

Il batterio responsabile della peste americana fu identificato e descritto per la
prima volta da White nei primi anni del secolo scorso [4]. Basandosi sulla mor-
fologia delle cellule batteriche e sulla capacita di produrre endospore, White
chiamo il batterio Bacillus larvae. Nel 1950, Katznelson descrisse un altro
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bacillo sporigeno isolato da larve morte che si trasformavano in scaglie di con-
sistenza polverosa e lo classifico come Bacillus pulvifaciens [28]. Ma 1’ associa-
zione tra questo batterio e la rara “malattia della covata polverosa” venne pre-
sto messa in dubbio dallo stesso scopritore. A fronte di due soli casi documen-
tati di isolamento di B. pulvifaciens da larve polverizzate [28, 29], la questione
della patogenicita e della virulenza del batterio rimase irrisolta per piu di 50
anni [18].

Quando le tecniche analitiche di genetica molecolare si affermarono nella
tassonomia batterica, il genere Bacillus si mostr0 assai eterogeneo dal punto di
vista filogenetico; di conseguenza, Bacillus larvae e Bacillus pulvifaciens ven-
nero attribuiti al nuovo genere Paenibacillus e riclassificati come Paenibacillus
larvae e Paenibacillus pulvifaciens [30]. Studi successivi evidenziarono un ele-
vato grado di omologia genetica tra i due batteri, che vennero cosi classificati
come due sottospecie appartenenti alla medesima specie: Paenibacillus larvae
subsp. larvae e Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens [26].

La presenza delle due sottospecie era giustificata dal fatto che i due batteri
possedevano caratteristiche fenotipiche differenti e davano luogo a due patolo-
gie ritenute diverse tra loro.

Ma nel 2006 un lavoro svolto da Genersch e collaboratori [16], riguardante
uno studio comparato delle caratteristiche fenotipiche e genetiche di numerosi
ceppi delle due sottospecie nonché prove di infezione sperimentale, porto alla
conclusione che i due batteri davano luogo a una malattia con le stesse caratte-
ristiche e che il livello di omologia genetica era tale da non giustificare I’esi-
stenza di due sottospecie. Anche le differenze a livello fenotipico (caratteri col-
turali, morfologia delle spore, fermentazione dei carboidrati, ecc.) vennero rite-
nute insufficienti per giustificare il mantenimento delle due sottospecie.

A seguito dei risultati ottenuti da Genersch e collaboratori si giunse alla
classificazione accettata oggi, che vede il riconoscimento dell’unica specie
Paenibacillus larvae, senza differenziazione in sottospecie. Di conseguenza,
ammettendo 1’identita di P. [. larvae e P. l. pulvifaciens, la covata polverosa
scompare dalla lista delle malattie delle api ufficialmente riconosciute.

La specie P. larvae presenta una certa eterogeneita a livello fenotipico, ma
solo con I’ausilio di metodi molecolari ¢ stato possibile realizzare una tipizza-
zione intraspecifica coerente. In particolare la genotipizzazione, eseguita
mediante repetitive element PCR (rep-PCR) con impiego di enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC) primers, permette di identificare quattro
genotipi, denominati ERIC I, ERIC II, ERIC III e ERIC 1V, tutti egualmente
patogeni per le larve ma con diversa virulenza [24].

3.2.3.3 Genotipi e virulenza

L’applicazione del suddetto metodo molecolare a ceppi di riferimento come a
ceppi di campo di P. larvae ha consentito di discriminare 4 genotipi corrispon-
denti, in termini analitici, ad altrettanti pattern elettroforetici. I genotipi ERIC
I e II corrispondono alla ex sottospecie P. [. larvae, mentre la ex sottospecie P.
[. pulvifaciens si identifica ora nei genotipi Il e IV [16].



3 Malattie batteriche 59

ERIC I ¢ considerato il genotipo classico di P. larvae ed ¢ responsabile della
peste americana nella forma pil tipica dal punto di vista sintomatologico ed
epidemiologico. Studi epidemiologici dimostrano che ERIC I pud essere isola-
to frequentemente in Europa e in America, mentre ERIC II sembra essere limi-
tato all’Europa. In Italia, I’indagine di Bassi e collaboratori ha consentito 1’iso-
lamento e la caratterizzazione di entrambi i genotipi [31].

ERIC III e IV invece non sono rinvenuti in campo da decenni e la loro pato-
genicita & stata dimostrata solo nelle infezioni sperimentali in laboratorio. In
pratica, ERIC I e II sono i principali genotipi di P. larvae [18] e solo a questi
due si fara riferimento nel prosieguo della trattazione.

Molto importante dal punto di vista diagnostico ¢ il diverso grado di viru-
lenza riscontrato nei diversi genotipi. Da prove di infezione sperimentale in
laboratorio, risulta che ERIC I richiede circa 12—13 giorni per provocare la
morte di tutte le larve infette (LT100). Ci0 significa che, in condizioni naturali,
una percentuale elevata di larve (quasi la meta) muore dopo I’impupamento e
ha la possibilita di trasformarsi nella tipica forma collosa e filante e infine in
una scaglia, dando origine quindi a sintomi ben riconoscibili.

Gli altri tre genotipi risultano pill virulenti e provocano la mortalita del
100% delle larve dopo 5—7 giorni dall’infezione. Di conseguenza, gli individui
infetti muoiono prevalentemente nello stadio larvale, prima dell’impupamento
e, non avendo ancora acquisito la consistenza viscosa, possono essere rimossi
dalle api adulte con relativa facilita. Le larve morte con lesioni tipiche sono in
numero molto ridotto; pertanto, il quadro clinico che ne risulta non ¢ ben defi-
nito come nel caso di infezione da ceppi ERIC I [18, 24].

Il grado di virulenza espresso a livello individuale, cio¢ nelle singole larve,
¢ correlato negativamente con quello manifestato a livello di intera colonia;
infatti, I’attivita di rimozione delle larve morte espletata dalle api adulte (com-
portamento igienico) ¢ pill intensa ed efficace sulla covata morta in stadio diso-
percolato, condizione quest’ultima prevalente in caso di peste americana pro-
vocata da ceppi ERIC II [32]. Inoltre, la rimozione precoce delle larve morte,
prima cio¢ della formazione delle spore, ¢ un meccanismo di difesa a livello
sociale che ostacola in modo efficiente la trasmissione e, quindi, lo sviluppo
della malattia all’interno dell’alveare [33].

Si comprende facilmente come le differenze a livello di virulenza tra i diver-
si genotipi di P. larvae abbiano importanti riflessi sul piano epidemiologico.
Infatti, la probabilita di sviluppo e di propagazione della peste americana
dipende prima di tutto dal numero di spore prodotte. Piu larve muoiono dopo
I’impupamento, pitl spore vengono prodotte, e pit rapida ¢ la diffusione dell’in-
fezione all’interno dell’alveare e tra alveari. Secondo questo concetto, il geno-
tipo ERIC I, oltre a produrre sintomi piu evidenti e quindi piu facilmente rile-
vabili al controllo clinico, risulterebbe quello piu trasmissibile.

La Tabella 3.1 riassume le principali caratteristiche, in relazione alla viru-
lenza, dei genotipi ERIC I e II che, in condizioni naturali, risultano i responsa-
bili dei focolai di peste americana.

La virulenza puo essere valutata anche determinando, mediante prove bio-
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Tabella 3.1 Caratteristiche distintive dei due genotipi prevalentemente responsabili dei focolai di
peste americana, in relazione alla loro azione patogena

Genotipo ERIC I ERIC I1
Tempo necessario per 1’uccisione delle larve infette (LT100) 12-13 ggcirca  5-7 gg circa
Grado di virulenza di P. larvae a livello di larve Basso Elevato
Grado di virulenza di P. larvae a livello di colonia Elevato Basso
Percentuale di larve morte dopo 1’opercolatura Elevata Bassa
Rimozione delle larve infette Ridotta Intensa
Sintomi tipici (larve filanti) Evidenti Poco evidenti
Produzione di spore Forte Ridotta
Diffusione all’interno della colonia Rapida Lenta

logiche di laboratorio, la concentrazione di spore di P. larvae necessaria a pro-
vocare la malattia e la morte della larva. E stato dimostrato che questo parame-
tro ¢ notevolmente influenzato dalle differenze ceppo-specifiche. Infatti, la
LDsg ¢ risultata variare con un fattore pari a 10 tra i diversi ceppi del batterio.
In altre parole, per raggiungere lo stesso livello di mortalita, per i ceppi piu
virulenti ¢ sufficiente una concentrazione di spore nella dieta larvale circa 10
volte inferiore rispetto ai ceppi meno virulenti [24].

La genotipizzazione batterica ha importanti riflessi applicativi. E utile negli
studi epidemiologici condotti allo scopo di individuare la fonte di infezione, sco-
prire la relazione esistente tra singoli focolai, riconoscere ceppi particolarmente
virulenti e, infine, monitorare i programmi di lotta contro la peste americana.

3.2.4 Diagnosi

3.2.4.1 Sintomatologia e diagnosi in campo

I sintomi tipici della peste americana, riferibili in particolare al genotipo ERIC
I, possono essere rilevati nel corso delle ispezioni degli alveari senza particola-
ri difficolta. Le manifestazioni cliniche appaiono ben evidenti solo quando la
mortalitd interessa in modo consistente la covata opercolata, con alterazioni
progressive che riguardano gli stadi di larva e di pupa, come illustrato nelle
Figure 3.5 ¢ 3.6 [34].

In realta, come gia detto nella trattazione della patogenesi, la mortalita
della covata inizia alcuni giorni prima dell’opercolatura delle celle ma, in tal
caso, le larve vengono in gran parte rimosse dalle api operaie, sfuggendo cosi
al controllo diagnostico visivo. La mortalita precoce delle larve ¢ prevalente nel
caso di infezione da genotipo ERIC II, ragion per cui tale infezione viene dia-
gnosticata con maggiore difficolta (Tabella 3.1) [18].

La prima valutazione visiva ¢ quella del favo nel suo complesso. La covata
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appare irregolarmente distribuita in celle aperte e celle opercolate, producendo
un aspetto a mosaico nei casi di malattia in stato avanzato (Fig. 3.7). Le celle
aperte, infatti, possono contenere le larve morte ridotte a scaglie oppure sono
vuote a seguito della rimozione della covata infetta da parte delle api operaie.
Scendendo nel particolare, si osservano opercoli di colore scuro, umidicci,
infossati, di spessore ridotto, spesso forati e lacerati a causa dell’azione delle
api che tentano di ripulire le celle (Fig. 3.8) [17, 35].

Dal favo appestato emana un odore fetido caratteristico, paragonato alla
vecchia colla da falegname. Esaminando 1’interno delle celle ¢ possibile verifi-
care le alterazioni di colore e di forma che le larve morte hanno subito. Dopo
la morte, la larva assume un colore bianco sporco, che diventa giallino e quin-
di, dopo 1-2 settimane, bruno. Nel frattempo, i tessuti diventano soffici, acquo-
si e il tegumento si rompe facilmente. Con il passare del tempo la larva si ridu-
ce di volume, abbassandosi sempre piu verso il fondo della cella (Figg. 3.5, 3.6)
finché, a 3—4 settimane dalla morte, assume un colore bruno cioccolata molto
peculiare (Figg. 3.9, 3.10) e quella consistenza semifluida, viscosa e filamento-
sa che costituisce un noto elemento diagnostico: se in tale massa si immerge
uno stecchino, estraendolo lentamente vi rimane attaccato un lungo filamento
(Fig. 3.2). Segue un graduale disseccamento e, dopo circa 6 settimane, la tra-
sformazione finale in un residuo, la scaglia, di colore molto scuro (Figg. 3.5,
3.6). Le scaglie giacciono lungo la parete inferiore della cella, alla quale resta-
no tenacemente adese, tanto da non poter essere facilmente rimosse. Esse sono
facilmente visibili per il loro colore scuro nei favi nuovi, mentre sono poco
distinguibili nei favi vecchi. Spesso, della pupa morta & possibile osservare la
proboscide che rimane estesa verso la parete superiore della cella durante le fasi
di putrefazione e disseccamento del corpo, dividendo cosi anteriormente 1’ aper-
tura della cella medesima a mo’ di filamento (Figg. 3.6, 3.11). Questo aspetto
sintomatologico ¢ ritenuto un indicatore abbastanza attendibile della peste ame-
ricana [35].

La diagnosi clinica, effettuata durante i controlli in campo, si basa essen-
zialmente sul riconoscimento delle lesioni sopra descritte e ha un valore pre-
suntivo, per quanto attendibile. Il pitt delle volte si tratta di riconoscere la
malattia in uno stadio relativamente precoce, quando ancora poche celle pre-
sentano alterazioni macroscopiche. In tal caso, ¢ importante ispezionare atten-
tamente il favo per individuare le celle con opercoli scuri, infossati o con pic-
coli fori e, infine, verificare al loro interno 1’aspetto e la consistenza delle larve.

Si ribadisce, inoltre, 1’esistenza di casi non ben caratterizzati sotto il profi-
lo sintomatologico, in particolare quelli legati alle infezioni con particolari
ceppi del genotipo ERIC II. E possibile, in questi casi, riscontrare sintomi ati-
pici come i seguenti:

- gli opercoli delle celle non diventano scuri;

- le larve degenerate sono di colore bruno chiaro o grigio, di consistenza pill
acquosa e con scarsa tendenza a formare filamenti;

- le scaglie sono di colore bruno o grigio e si possono rimuovere dalle celle
con facilita;
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Fig. 3.5 Trasformazioni progressi-
ve della larva morta per peste
americana, nello stadio di propu-
pa, fino alla formazione della sca-
glia (da [34])

Fig. 3.6 Trasformazioni progres-
sive della pupa morta per peste
americana, fino alla formazione
della scaglia (da [34])
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Fig. 3.7 Favo con covata colpita da peste americana (foto di Stefano Bassi, Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna)

Fig. 3.8 Particolari di covata con sintomi di peste americana: sono evidenti gli opercoli depressi
e forati

- sono presenti larve bianche o grigie morte nelle celle disopercolate.

Inoltre, I’infezione in uno stadio ancora iniziale puod, come gia detto, sfuggire al
controllo ispettivo a causa della rimozione delle larve infette effettuata dalle api.

A sostegno della diagnosi formulata sulla base dell’esame clinico, sono oggi
disponibili kit diagnostici basati su tecniche immunologiche. Di semplice e
rapido utilizzo anche in campo, questi strumenti presentano elevata specificita
e, per questo, sono adatti alla diagnosi di conferma della malattia, se applicati
a larve interessate dai sintomi [36].



64 I Floris et al.

" Fig. 3.9 Particolare di covata con sintomi
di peste americana. Si nota una larva in
b 1 stato di avanzata decomposizione (foto di

‘1; Gianluca Paganelli, Istituto
JO

Zooprofilattico Sperimentale della
. Lombardia e del’Emilia Romagna)

.} Fig.3.10 Propupa nello stadio caratteriz-
' zato dal colore bruno e dalla tipica consi-
s stenza collosa

"f‘f-’ TR o - e oL . al % &

Fig. 3.11 Pupa morta per peste americana, vista di profilo (a) e dall’apertura delle cella (b). Si
nota la sottile proboscide estesa verso la parete superiore della cella
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3.2.4.2 Diagnosi di laboratorio

La conferma definitiva della diagnosi di campo puo essere ottenuta mediante
I’esame di laboratorio di campioni di covata (favi o porzioni di favo). La pro-
cedura di routine prevede 1’esame visivo e olfattivo del campione per rileva-
re gli elementi sintomatologici e, quindi, I’esame al microscopio ottico fina-
lizzato a verificare la presenza delle spore di P. larvae nelle larve in decom-
posizione.

3.2.4.3 Esame microscopico
Su un vetrino da microscopia si stende, diluendo con acqua sterile, una idonea
quantita di materiale prelevato da larve o pupe in stadio filamentoso, oppure gia
ridotte a scaglie [17, 37, 38]. Tale substrato contiene una grande quantita di
spore, quasi in coltura pura. La microscopia a contrasto di fase, a 400 ingran-
dimenti, consente di valutare bene forma e dimensione delle spore, che appaio-
no come corpuscoli ovali, rifrangenti, della dimensione di circa 0,6 x 1,3 um
(Fig. 3.4). E possibile evidenziare meglio le spore mediante colorazione del
preparato con carbol-fucsina oppure con nigrosina, osservandole poi con obiet-
tivo a immersione in olio, a 1000 ingrandimenti. Le spore appaiono luminose
con il contorno color amaranto nel primo caso e chiare su sfondo scuro nel
secondo. Utilizzando la tecnica del vetrino a goccia pendente si possono osser-
vare i tipici movimenti Browniani delle spore di P. larvae, fenomeno non
comune agli altri bacilli dell’alveare. Nel caso di campionamento di larve infet-
te di eta inferiore ai 10 giorni, ¢ possibile osservare anche alcune forme vege-
tative e, talora, le caratteristiche formazioni a treccia dovute alla coalescenza
dei flagelli peritrichi di pit cellule (Fig. 3.12). Questa peculiarita ¢ ritenuta
valida per I’identificazione univoca di P. larvae.

Normalmente 1’esame microscopico ¢ sufficiente ai fini della conferma dia-
gnostica, anche se ¢ sempre bene procedere all’esame colturale e alla successi-
va identificazione degli isolati.

3.2.4.4 Esame colturale

P. larvae ¢ un batterio esigente dal punto di vista delle condizioni nutrizionali
e richiede terreni ricchi di sostanze azotate e fattori vitaminici [38]. I terreni di
coltura impiegati oggigiorno permettono di isolare questo microrganismo con
una certa facilita. Possono essere utilizzate preparazioni commerciali di uso
generico nei laboratori clinici: agar cuore-cervello con supplemento di tiamina
(Brain Heart Infusion + Tiamina, BHIT, oppure agar sangue, Columbia agar
base addizionato di sangue defibrinato di ovino, bovino o equino). Ma i risul-
tati migliori, soprattutto nel rapporto di germinazione delle spore, si ottengono
con terreni specificatamente studiati, il piu utilizzato dei quali ¢ MYPGP agar
(composizione per litro: Mueller-Hinton broth 10 g, estratto di lievito 15 g,
K>HPO4 3 g, glucosio 2 g, sodio-piruvato 1 g, agar 20 g). Si preparano sospen-
sioni in acqua sterile di larve o pupe, possibilmente in stadio filamentoso o di
scaglia. Tali sospensioni, ricche di spore, vanno riscaldate a 80 °C per 10-15
minuti allo scopo di uccidere tutte le forme vegetative dei microrganismi e in
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seguito seminate sulla superficie di piastre Petri contenenti il terreno di coltu-
ra. Le piastre vengono incubate a 34-37 °C e preferibilmente, ma non necessa-
riamente, in atmosfera arricchita con 5-10% di COg, in quanto le condizioni di
microaerofilia facilitano la germinazione delle spore. Generalmente, dopo 2
giorni di incubazione compaiono le prime colonie.

3.2.4.5 Identificazione di P. larvae

L’identificazione di specie dei ceppi che presentano colonie sospette ha lo
scopo di confermare in maniera definitiva la presenza del patogeno. Pud ren-
dersi opportuna anche un’identificazione a livello intraspecifico per accertare il
genotipo di appartenenza dei ceppi isolati, mediante 1’impiego di idonee tecni-
che molecolari [18, 24, 31, 38-40].

L’aspetto morfologico delle colonie di P. larvae pud variare leggermente in
base al terreno utilizzato per 1’isolamento. Ma le differenze pil evidenti sono
legate al genotipo e riguardano sia 1’aspetto che la pigmentazione delle colonie.
Quelle del genotipo ERIC I sono di colore bianco-grigiastro o beige, opache o
traslucide, a volte diafane e quasi trasparenti, con superficie piatta, granulosa,
asciutta e margine moderatamente irregolare (Fig. 3.13a); quelle del genotipo
ERIC II hanno una pigmentazione arancione di intensita variabile, superficie
liscia e leggermente ombelicata, non sono mai trasparenti e presentano general-
mente un margine netto (Fig. 3.13b).

L’esame microscopico dopo colorazione di Gram consente di evidenziare
forme vegetative Gram positive e caratterizzate dal punto di vista morfologico
come descritto nel paragrafo sull’eziologia (Fig. 3.3).

Il profilo fenotipico di P. larvae pud essere completato da alcuni test biochi-
mici di importanza diagnostica, utili a differenziare P. larvae dagli altri bacilli
sporigeni presenti nell’alveare. Le colonie cresciute sul terreno colturale posso-
no essere sottoposte al test della catalasi, verso il quale P. larvae risponde nega-
tivamente, a differenza della maggior parte degli altri bacilli sporigeni (generi
Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus).

La capacita di fermentare alcuni carboidrati con produzione di acidi puo
essere utile, entro certi limiti, per differenziare i due genotipi: il genotipo ERIC
I si distingue dagli altri tre genotipi ERIC perché fermenta la salicina ma non il
mannitolo e viceversa [18]. A questo proposito, sono disponibili kit commercia-
li che consentono di ottenere un profilo completo di P. larvae relativamente
all’acidificazione dei carboidrati [38].

Recentemente sono stati sviluppati diversi metodi molecolari basati sulla
PCR per I’identificazione di P. larvae, ma con applicazioni generalmente limi-
tate alla ricerca.

Infine, vanno annoverate le tecniche immunologiche, come immunofluore-
scenza ed ELISA. Tali metodiche si sono dimostrate adatte ad applicazioni di rou-
tine, per I’identificazione di ceppi batterici isolati mediante esame colturale o per
la conferma diagnostica in campioni di larve con segni clinici di malattia [38].
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3.2.4.6 Diagnosiindiretta

Fig. 3.12 Foto al microsco-
pio ottico di forme vegetati-
ve di Paenibacillus larvae,
tra le quali sono visibili le
tipiche trecce ciliari forma-
tesi per coalescenza dei fla-
gelli peritrichi di piu cellule

Fig.3.13 Colonie di
Paenibacillus larvae di
genotipo ERIC I (a) e ERIC
II (b), isolate su terreno
MYPGP (a foto di
Emanuele Carpana, CRA-
API Unita di ricerca di api-
coltura e bachicoltura;

b foto di Gianluca Rugna,
Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della
Lombardia e dell’Emilia
Romagna)

La diagnosi clinica ¢ spesso tardiva e, con ogni probabilita, quando la malattia
viene diagnosticata si ¢ gia diffusa all’interno dell’apiario o ad altri apiari.
Inoltre, I’ispezione clinica degli alveari puo essere particolarmente laboriosa e
dispendiosa, soprattutto se interessa grossi impianti apistici oppure se ¢ appli-
cata nel contesto del monitoraggio del territorio. Occorre tener presente, infine,
che gli stadi iniziali di malattia, caratterizzati da scarsa sintomatologia, spesso
non vengono rilevati con I’esame visivo; allo stesso modo, possono sfuggire
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all’ispezione le forme atipiche sotto il profilo sintomatologico, di cui si ¢ gia
detto precedentemente.

La diagnosi indiretta, invece, non ¢ finalizzata alla ricerca dei sintomi della
malattia ma alla determinazione del livello di contaminazione da spore in
matrici dell’alveare come api adulte, miele, cera, che fungono cosi da indicato-
ri della presenza dell’infezione anche in alveari asintomatici. E infatti noto che
la peste americana pud persistere negli alveari in forma endemica anche per
molti anni senza determinare manifestazioni cliniche [41].

L’indagine diagnostica preclinica ¢ applicabile nel contesto di piani di
monitoraggio della peste americana organizzati a livello aziendale o territoria-
le, con il fine di mettere in atto appropriate misure di profilassi. L’efficacia di
un metodo di diagnosi preclinica si basa soprattutto sul valore predittivo, ovve-
ro sulla valutazione del rischio di sviluppo della malattia sulla base della cari-
ca di spore presenti.

L’utilita di questo tipo di indagine a scopo preventivo € oggi generalmente
riconosciuta e sono disponibili per i laboratori metodi standard, basati sulle tra-
dizionali tecniche microbiologiche e, piu recentemente, sulla tecnologia della
PCR, finalizzati alla determinazione quantitativa del carico di spore in campio-
ni di api adulte e di prodotti dell’alveare quali il miele, il polline, la cera e i
detriti raccolti sul fondo dell’arnia [38—40].

Il miele ¢ I’indicatore che & stato utilizzato con maggiore frequenza
[42—47]. Ma ¢ con la ricerca delle spore in campioni di api che si ottengono
migliori risultati sotto il profilo della sensibilita e del valore predittivo del
risultato analitico [48-50].

Un metodo introdotto recentemente consiste nella determinazione del grado
di contaminazione da spore nei detriti cerosi raccolti sul fondo dell’alveare [51,
52]. Il vantaggio di questo metodo ¢ che non richiede 1’apertura degli alveari e
i campionamenti si possono eseguire anche nel periodo invernale, consentendo
cosi di controllare lo stato dell’infezione prima dell’inizio della stagione attiva.

Le procedure di laboratorio di routine per la ricerca delle spore nelle diver-
se matrici si basano generalmente sulle tecniche microbiologiche tradizionali.
Considerando che si tratta di metodi diagnostici quantitativi, & importante
garantire la massima riproducibilita dei risultati, mediante la standardizzazione
delle procedure previste nelle diverse fasi, a partire dal campionamento.

La prima fase analitica prevede 1’omogeneizzazione del campione con tecni-
che diverse in dipendenza della tipologia del medesimo. Segue il trattamento ter-
mico dell’omogenato finalizzato all’uccisione dei microrganismi non sporigeni,
che in seguito potrebbero svilupparsi sul terreno colturale rendendo difficoltosa
la lettura dell’esame. A questo riguardo, dalla letteratura non si ricavano tempe-
rature e tempi di trattamento termico univoci ma, in linea di massima, si propon-
gono in alternativa due condizioni estreme: 80 °C per 10—15 minuti e 95 °C per
3-5 minuti. Si preparano quindi appropriate diluizioni che, in aliquote precise,
vengono distribuite sul mezzo di coltura solido (si veda il paragrafo relativo all’e-
same colturale). In considerazione del fatto che i materiali prelevati dagli alveari
sono comunemente contaminati da diverse specie di batteri sporigeni, per limita-
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re la loro crescita si consiglia di addizionare al terreno antibiotici come acido
nalidissico e acido pipemidico. Inoltre, nei casi in cui 1’isolamento di P. larvae
sia disturbato dalla presenza di funghi nel campione, lo sviluppo di questi ultimi
puo essere inibito mediante 1’aggiunta al terreno di amfotericina B. Le piastre
vengono incubate alla temperatura di 34-37 °C per 7 giorni, in atmosfera arric-
chita con 5-10% di CO». Dal conteggio delle colonie tipiche, conoscendo i fatto-
ri di diluizione e il volume delle aliquote inoculate, ¢ possibile calcolare le unita
formanti colonia (UFC) per unita di campione (ad esempio, per grammo di miele,
per ape, ecc.). Occorre sottolineare che in condizioni di laboratorio, nei substrati
colturali solidi il rapporto di germinazione delle spore ¢ piuttosto ridotto, media-
mente 5—-10% del totale con oscillazioni tra lo 0,5 e il 20%, in funzione del terre-
no impiegato e delle differenze nella capacita di crescita dei diversi ceppi di P.
larvae presenti nei campioni. L’esame colturale tende quindi a sottostimare,
anche in maniera considerevole, il numero di spore effettivamente presenti, limi-
tando 1’attendibilita del dato numerico ottenuto [5S3]. Questo limite puo, in linea
teorica, essere superato dagli attuali metodi molecolari basati sulla PCR quanti-
tativa, ma ancora non sono stati validati protocolli analitici standardizzati che
garantiscano la necessaria riproducibilita [54].

Il rapporto di germinazione delle spore nel substrato colturale varia in
dipendenza del genotipo ERIC. E noto, inoltre, che ceppi diversi hanno una
diversa sensibilita rispetto al trattamento termico previsto dai protocolli anali-
tici per decontaminare il campione dalle forme vegetative [53]. Di conseguen-
za, i due genotipi piu diffusi ERIC I e ERIC II non vengono rivelati nella stes-
sa proporzione con I’esame colturale. Inoltre, come detto in precedenza, le infe-
zioni determinate dal genotipo ERIC II spesso vengono sottostimate a livello di
esame clinico e, di conseguenza, il risultato degli esami di laboratorio pud per-
dere di attendibilita predittiva. Da queste considerazioni emerge 1’opportunita
di introdurre, al fine di una pil corretta interpretazione dei risultati, I’identifi-
cazione del genotipo dei ceppi di P. larvae via via isolati nel contesto delle
indagini precliniche.

Il discorso sull’applicazione dei metodi di diagnosi indiretta sara ripreso piu
avanti, nell’ambito della profilassi della peste americana.

3.2.5 Epidemiologia

3.2,5.1 Epidemiologia nell’alveare

La fonte primaria di infezione ¢ naturalmente la larva morta, i cui tessuti si
sono trasformati in un ammasso di spore. Le api operaie nel tentativo, il pill
delle volte vano, di asportare dalle celle questo materiale di consistenza visco-
sa finiscono per imbrattarsene il corpo e per contaminare il contenuto della
borsa melaria. Inevitabilmente le api spargono meccanicamente il materiale
contagioso tutt’intorno: sulle superfici in legno all’interno dell’arnia, sui favi,
nel miele, nel polline e anche nel cibo somministrato alle giovani larve suscet-
tibili all’infezione [35].
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L’infezione viene trasmessa alle larve giovani allorquando la concentrazione
di spore nella gelatina nutritiva loro somministrata dalle api nutrici raggiunge la
dose infettante, che per larve di etd inferiore ai 2 giorni ¢ molto bassa (si veda il
paragrafo “Patogenesi”). E particolarmente critico il momento in cui le api gio-
vani dedite alla pulizia delle celle cambiano occupazione e diventano api nutrici,
trasferendo direttamente dalle celle infette alle larve sane il carico di spore di cui
si sono contaminate. Ma esiste anche possibilita di reinfezione di larve allevate
in celle contenenti residui di individui morti, anche se si tratta di una modalita
relativamente infrequente, al contrario di quanto si potrebbe pensare [20].

Le larve malate possono essere rilevate dalle api molto presto dopo I’infe-
zione e, in parte, vengono rimosse prima dell’opercolatura della cella o, comun-
que, prima della formazione delle spore (undicesimo giorno dalla schiusa del-
I’uovo) [20]. La rimozione precoce, quindi, ¢ la condizione necessaria perché
I’attivita igienica sia efficace e 1’infezione si mantenga a livello subclinico. Le
larve non rimosse sono destinate a trasformarsi in scaglie, che restano aderenti
alle pareti delle celle senza che le api possano staccarle. Tuttavia, a volte le api
riescono a demolire con le mandibole le pareti delle celle con le scaglie,
riuscendo cosi a eliminare mediante ingestione il materiale infetto [41].

La trasmissione mediata dalle api nutrici puo essere ridotta dall’azione del
proventricolo, organo del tratto digerente che funziona come un filtro capace di
trasferire spore e granuli pollinici dalla borsa melaria al mesointestino. Mentre
il nettare o il miele contenuti nella borsa melaria ritornano in circolo nell’alvea-
re mediante la trofallassi o lo stoccaggio nelle celle, cido che & contenuto nel-
I’intestino, se non viene digerito, ¢ destinato ad essere espulso all’esterno con
le feci; questo meccanismo di allontanamento delle spore di agenti infettivi
riduce il rischio di contaminazione del miele [41].

Sebbene la peste americana abbia generalmente un esito letale per la colo-
nia, I’attivita igienica delle api operaie puo in alcuni casi fermare 1’infezione ai
primi stadi, ma ¢ comunque probabile che almeno una parte di spore persista in
una o pitt matrici dell’alveare, mantenendo 1’infezione allo stato latente o sub-
clinico. Tuttavia, data la longevita delle spore, ci si puo0 aspettare che, anche a
lunga distanza di tempo, alcune larve possano essere infettate e che la malattia
si sviluppi se esse non vengono tempestivamente rimosse dalle api operaie [20].

Sembra che 1’abbondanza del flusso nettarifero sia una condizione favore-
vole alla regressione spontanea dell’infezione o, comunque, renda meno proba-
bile lo sviluppo della malattia conclamata in alveari infetti a livello subclinico.
Cio0 viene attribuito al fatto che il nettare fresco opera una diluizione delle spore
presenti nell’alveare tale da ridurre la probabilita che le larve siano raggiunte
dalla dose infettiva [20].

In sintesi, I’evoluzione dell’infezione appare alquanto variabile. Sebbene il
decorso della malattia conclamata sia generalmente maligno, alcune colonie
con livelli minimi di sintomi possono andare incontro a una guarigione appa-
rente, sebbene spesso solo temporanea, mentre molte colonie risultano conta-
minate da quantitativi di spore anche significativi senza manifestare sintomi di
malattia per anni, come hanno dimostrato numerosi studi [17, 55]. Come gia
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detto trattando della diagnostica preclinica, il miele ¢ stato spesso oggetto di
controllo analitico quale indicatore della prevalenza delle infezioni subcliniche.
Tuttavia, la quantita di spore rilevabile nel miele ¢ correlata solo debolmente
con lo stato clinico della peste americana. D’altra parte, sono stati ottenuti
risultati estremamente variabili quando si & cercato di determinare la dose di
spore necessaria a trasmettere l’infezione e la malattia alle colonie di api
mediante 1’alimentazione [17]. Sono, infatti, diversi i fattori che influiscono
sulla probabilita di sviluppo della peste americana e, secondo i dati sperimen-
tali, i pit importanti sono di natura intrinseca: la variabilita nella capacita di
difesa delle colonie di api contro I’infezione e il diverso grado di virulenza che
caratterizza ceppi diversi di P. larvae.

Specifici studi hanno messo a confronto linee di api suscettibili con linee tol-
leranti, evidenziando che le differenze tra le linee possono rendere conto per un
fattore pari a 2 della dose di spore necessaria per provocare i sintomi clinici in
una colonia. Molto piu determinante sembra essere 1’influenza del ceppo di P.
larvae. Prove di infezione sperimentale hanno dimostrato che le differenze
ceppo-specifiche nella virulenza dell’agente eziologico spiegano un fattore di
variazione pari a 10 della LDsp (concentrazione letale per il 50% degli individui).

Combinando i fattori di variazione determinati sperimentalmente per le due
variabili di influenza considerate, si ottiene un valore complessivo pari a 20, il
che significa che, in linea teorica, in alcune colonie la dose di spore necessaria
a provocare i sintomi clinici pud essere 20 volte maggiore che in altre.
Considerando che vi sono anche altre variabili di influenza, come quelle
ambientali, cui si & fatto cenno sopra a proposito del flusso nettarifero, ci si
aspetta una variabilita ancora maggiore nella suscettibilita delle colonie alla
malattia e quindi si puo concludere che dalla quantificazione della concentra-
zione di spore nel miele ¢ difficile ricavare informazioni predittive attendibili
sulla comparsa dei sintomi clinici negli alveari [24]. Altre matrici, come le api
adulte, risultano essere indicatori migliori rispetto al miele, sebbene vada
comunque considerato 1’effetto dei fattori citati per spiegare i frequenti casi di
falsi positivi, cioe di alveari contaminati ma asintomatici. Infine, un’altra ragio-
ne che spiega la scarsa correlazione tra carica di spore e sintomi ¢ la possibili-
ta che le colonie siano infettate con il genotipo ERIC II, che puo produrre una
sintomatologia atipica che spesso sfugge all’ispezione visiva (si vedano i para-
grafi “Genotipi e virulenza” e “Sintomatologia e diagnosi in campo”).

3.2,5.2 Epidemiologia tra alveari
Si ¢ gia detto che le differenze di virulenza tra i diversi genotipi di P. larvae
hanno significativi riflessi a livello epidemiologico e che il genotipo ERIC I ¢
quello che viene trasmesso con piu facilita. Si trattera qui di seguito delle
modalita pit comuni di propagazione dell’infezione tra alveari e tra apiari.
Nella trasmissione delle malattie infettive si distinguono classicamente una
via di trasmissione orizzontale e una verticale. La trasmissione orizzontale
della peste americana ¢ quella che avviene pil frequentemente e si verifica sia
all’interno dell’alveare che da un alveare all’altro [55, 56].
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La trasmissione orizzontale pud essere conseguente sia all’attivita delle api
(trasmissione naturale) che all’attivita dell’uomo (trasmissione mediata dal-
I’uomo).

La propagazione per via naturale avviene con una frequenza relativamente
bassa, soprattutto a causa della rimozione delle spore attraverso il comporta-
mento igienico e del fatto che solo le larve molto giovani sono suscettibili
all’infezione [17]. La trasmissione naturale avviene a causa del saccheggio
(robbing) e della deriva (drifting).

Il saccheggio ¢ una modalita di trasmissione della malattia frequente e
importante, mentre il volo di deriva ha un’importanza inferiore [56]. Il saccheg-
gio si verifica quando, a causa della scarsita di alimento, le api attaccano un’al-
tra colonia per impossessarsi del miele. Una colonia debole, per malattia o altre
cause, ha una ridotta capacita di difendersi e viene saccheggiata piu facilmen-
te. Nel miele delle colonie colpite da peste americana sono presenti, in quanti-
ta variabili ma elevate, spore di P. larvae e quindi, attraverso il miele saccheg-
giato I’infezione passa da una colonia all’altra.

Che il saccheggio rappresenti una delle vie di trasmissione orizzontale pil
comuni e importanti ¢ cosa nota da tempo, ma poco si sapeva sull’andamento
della propagazione delle spore di P. larvae a seguito del fenomeno e sull’im-
portanza della distanza dalla fonte di infezione. Una recente sperimentazione ha
evidenziato che il rischio di trasmissione attraverso il saccheggio ¢ concreto
fino alla distanza di 1 km dagli alveari ammalati [56].

Il volo di deriva, invece, ha importanza modesta, in ogni caso limitata alla
diffusione della malattia tra alveari dello stesso apiario. Infatti, solo una picco-
la percentuale di api si trasferisce per deriva da una colonia all’altra e raramen-
te porta con sé un carico di spore sufficiente a dare origine a una nuova infe-
zione [57].

La diffusione per via orizzontale mediata dall’'uomo ¢ universalmente ricono-
sciuta come la pill importante ed & quella che si realizza con maggior frequenza.
Questa trasmissione ¢ legata soprattutto a operazioni proprie della pratica apisti-
ca e al commercio di materiale. Infatti, lo sviluppo dell’apicoltura moderna, basa-
ta sull’interscambiabilita e sul riutilizzo del materiale, nonché sulla frequente
movimentazione delle colonie e sul commercio, ha creato condizioni favorevoli
alla persistenza delle spore e alla diffusione dell’infezione [17, 35].

Particolare attenzione va riservata all’acquisto di alveari o sciami, poiché
possono essere infetti a livello latente. All’interno dell’azienda apistica, 1’infe-
zione puo essere rapidamente propagata da un alveare all’altro mediante il tra-
sferimento di favi di covata infetti oppure con lo scambio di favi del nido o del
melario che hanno contenuto miele contaminato. Rischiosa ¢ pure la nutrizione
con miele o polline che possono contenere significative quantita di spore. In
particolare, il polline puo venire contaminato dalle larve infette che, eliminate
dalle api, finiscono nelle trappole di raccolta. Anche le arnie e le loro parti pos-
sono essere veicolo di trasmissione. L’equipaggiamento dell’apicoltore (tuta,
guanti e leva), spesso preso in causa, ha un’importanza nettamente minore
rispetto ai fattori precedenti. Altri mezzi di propagazione costituiscono un
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rischio piu teorico che pratico e possono quindi essere trascurati: api regine,
celle reali, fogli cerei, terreno davanti all’alveare, attrezzi vari [58].

La diffusione su grandi distanze, infine, avviene principalmente con il com-
mercio di materiale vivo.

La trasmissione verticale si verifica quando c’¢ il passaggio dell’infezione
da una generazione a un’altra. Il patogeno P. larvae si puo trasmettere vertical-
mente con la sciamatura che ¢, infatti, la modalita con la quale una colonia si
riproduce: da una colonia “madre” si genera una colonia “figlia”. Quindi, 1’in-
fezione a livello subclinico si mantiene nel tempo con entrambe le modalita di
trasmissione, orizzontale e verticale [55].

E stato dimostrato che la sciamatura naturale comporta una riduzione sensi-
bile della concentrazione di spore negli sciami prodotti da colonie con sintomi
di peste americana e quindi caratterizzate da carichi notevoli di spore [55].
Questa riduzione ¢ generalmente sufficiente per prevenire 1’insorgenza della
malattia nelle colonie figlie.

La modalita di risanamento che si realizza con la sciamatura naturale viene
riprodotta nella tecnica apistica con la sciamatura artificiale eseguita a scopo
profilattico, come si vedra piu avanti.

3.2.6 Difese dell’alveare contro I'infezione

La colonia di api possiede diversi sistemi di difesa contro I’infezione da P. lar-
vae, sia a livello di individuo, cio¢ di singolo insetto, sia a livello di organizza-
zione sociale. Infatti, come gia detto, non ¢ infrequente che le colonie rimanga-
no infette solo a livello subclinico per un tempo indefinito. Pur non esistendo
colonie immuni, esistono diversi gradi di tolleranza che corrispondono, almeno
in parte, a una variabilita genetica, che puo quindi essere oggetto di selezione.

Le spore non trasmettono I’infezione alle api adulte, e tale resistenza sem-
bra legata soprattutto alla presenza nel mesointestino di sostanze a elevata atti-
vita inibente. Sono suscettibili all’infezione le giovani larve di tutte le caste,
piu suscettibili le larve reali, meno suscettibili quelle maschili. Si ritiene che
queste differenze siano dovute alla quantita di polline presente nell’alimenta-
zione, piu alta nelle larve di fuchi. Questa proprieta del polline viene attribuita
alla presenza di sostanze inibenti e di microrganismi antagonisti nei confronti
di P. larvae [59, 60].

Un limite importante allo sviluppo della peste americana nell’alveare ¢
determinato dal fatto che le larve sono suscettibili all’infezione solo fino a 48
ore di eta. La resistenza acquisita con 1’eta sembra conseguente anche all’ispes-
simento della membrana peritrofica, fenomeno che impedisce al batterio di
attraversare la barriera costituita della parete intestinale [60].

E stato dimostrato che larve appartenenti a differenti linee di api presentano
livelli diversi di resistenza innata all’invasione di P. larvae e che tale resisten-
za si manifesta gia a un’eta inferiore alle 24 ore. Non ¢ stato tuttavia chiarito il
meccanismo che ne sta alla base [17].
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Un altro fattore di resistenza associato all’alimentazione delle larve ¢ rap-
presentato da sostanze antibatteriche secrete dalle api adulte e aggiunte al cibo
larvale, principalmente acidi grassi (come 1’acido 10-idrossi-trans-2-decenoi-
co) e peptidi [60, 61]. Si ipotizza, inoltre, che le differenze nelle proprieta anti-
batteriche del cibo larvale tra colonie caratterizzate da diversi gradi di suscetti-
bilita all’infezione abbiano una base genetica. E stata dimostrata, infine, nelle
larve 1’azione inibente di sostanze di produzione endogena, sebbene non siano
state identificate [59].

Il proventricolo delle api, come gia descritto, funziona come un filtro che
rimuove le spore dall’alimento presente nella borsa melaria. L’effetto di questo
meccanismo ¢ la riduzione della contaminazione del cibo somministrato alle
larve ed & piu efficiente nelle colonie caratterizzate da un maggior grado di tol-
leranza verso la peste americana [60].

Il sistema immunitario che agisce nell’emolinfa dell’ape prevede sia reazio-
ni cellulari che attivita antimicrobica di molecole proteiche e costituisce una
difesa contro I’invasione di microrganismi e parassiti. I batteri patogeni, e in
particolare P. larvae, sono in grado di contrastare le difese immunitarie median-
te meccanismi di resistenza passiva e attiva. Nello specifico, P. larvae produce
enzimi extracellulari che inattivano proteine inducibili, del tipo delle cercropi-
ne, presenti nell’emolinfa, aprendosi la strada per colonizzare 1’emocele e mol-
tiplicarsi causando una setticemia fatale per le larve [23].

Il fattore di tolleranza considerato pill importante attiene I’immunita socia-
le delle colonie ed ¢ ben noto nella comunita scientifica come hygienic beha-
vior, definizione coniata nel 1956 da Rothenbuhler [62] e che equivale a “com-
portamento igienico”. Esso consiste nell’abilita espressa dalle api operaie di
individuare, disopercolare e rimuovere le larve ammalate o morte, prima della
formazione delle spore, cio¢ prima che il patogeno diventi infettivo. Le colonie
tolleranti sono caratterizzate da una maggiore rapidita ed efficienza nell’opera-
zione di rimozione delle larve, tant’¢ che difficilmente si ammalano. Infatti,
come dimostrato sperimentalmente, nelle colonie tolleranti le api rimuovono le
larve entro 1’'undicesimo giorno dalla schiusa. Nelle colonie suscettibili, inve-
ce, la rimozione € meno solerte e prosegue oltre I’undicesimo giorno. L’attivita
igienica ¢ normalmente compiuta dalle api di eta media, compresa tra 15 e 20
giorni [63].

Il carattere del comportamento igienico ¢ da oltre 50 anni oggetto di studio
e ha un notevole interesse applicativo, in quanto ¢ ereditabile e pud essere
migliorato con la selezione. Inoltre, questo meccanismo entra in gioco anche
nella rimozione della covata infetta dal fungo Ascosphaera apis (agente causa-
le della covata calcificata) e parassitizzata da Varroa destructor [63].

La genetica del comportamento igienico ¢ stata per lungo tempo un esempio
di effetto di singoli geni, a eredita di tipo mendeliano, su un comportamento
complesso. Infatti Rothenbuhler, il primo a descrivere e a studiare il fenomeno,
concluse che il comportamento igienico ¢ controllato da due geni recessivi, uno
per I’apertura delle celle e uno per la rimozione delle larve [64]. Studi pil
recenti, basati anche su tecniche molecolari, suggeriscono un modello ben piu
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complesso e di tipo quantitativo, basato su almeno 7 loci, dove le colonie igie-
niche e le non igieniche sono due estremi di un carattere che varia in maniera
continua [65].

L’espressione del comportamento igienico di una colonia ¢ il risultato di una
complessa interazione tra genotipo, fattori interni e ambiente. Inoltre, puo
variare notevolmente sia a livello di colonia che a livello individuale. La rapi-
dita e I’efficienza della rimozione pud essere influenzata dalle condizioni di
raccolto e dalla percentuale di api nella colonia capace di mettere in atto 1’atti-
vita igienica. Quest’ultima dipende prima di tutto dalla composizione genetica
della colonia [66]. Secondo le prime osservazioni sperimentali, perché una
colonia esprima il comportamento igienico al massimo livello & sufficiente che
contenga una percentuale compresa tra il 13 e il 50% di api portatrici dei geni
alla base del carattere [63].

Alla luce di approfondimenti sui meccanismi biologici che regolano 1’atti-
vita igienica, I’espressione fenotipica del carattere risulta dipendere soprattutto
da stimoli olfattivi: la sensibilita rispetto alle sostanze odorose emesse dalla
covata malata risulta maggiore nelle api operaie igieniche che, di conseguenza,
si dedicano prevalentemente all’apertura delle celle contenenti larve infette,
mentre le altre compagne di nido, meno sensibili agli stimoli odorosi, si dedi-
cano prevalentemente alla rimozione [67].

3.2.7 Profilassi

3.2.7.1 Misure generali di prevenzione
La peste americana &, nella maggior parte dei paesi, una malattia soggetta a
denuncia obbligatoria e i provvedimenti per il suo contenimento sono regolati
da specifiche norme sanitarie, la cui applicazione pud comportare forti limita-
zioni alle imprese nell’esercizio dell’attivita apistica. Infatti, in mancanza di
metodi di trattamento risolutivi, in grado cio¢ di determinare il superamento
completo dell’infezione, la distruzione delle colonie malate ¢ I’intervento che
generalmente viene indicato a fini del risanamento [17, 35]. La prevenzione ¢
quindi fondamentale per evitare 1’insorgenza della malattia e i costi che ne deri-
vano, legati non solo alle perdite di alveari e di produzione ma anche alle restri-
zioni imposte dalle norme di polizia veterinaria.

Nell’ambito della profilassi, rivestono importanza notevole le misure volte
a proteggere ’alveare dall’introduzione di materiale infetto e, nel contempo, a
mantenere o ridurre la concentrazione di spore al di sotto della soglia di rischio.
Come gia discusso in precedenza, le maggiori responsabilita nella diffusione
della malattia vanno attribuite alle pratiche apistiche e, quindi, il ruolo dell’a-
picoltore & molto importante nel tenere sotto controllo ogni possibile forma di
trasmissione. In particolare, & necessario rispettare alcune misure preventive di
carattere generico per evitare le principali modalita di diffusione dell’infezione
quali il saccheggio, lo scambio di favi o altro materiale tra gli alveari, la nutri-
zione con miele o polline contaminati, I’acquisto di alveari o sciami.
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Occorre, inoltre, attuare le buone norme di igiene e profilassi, come il rego-
lare e frequente ricambio dei favi, efficace nel mantenere bassa la carica di
spore, e la disinfezione, che assicura la sicurezza sanitaria di arnie e attrezzatu-
ra in genere, come si vedra pill avanti in questo capitolo.

Anche le variabili dell’ambiente possono avere un ruolo nella prevenzione: la
disposizione dell’apiario in prossimita di buone fonti di raccolto garantisce,
durante la stagione attiva, un continuo flusso di nettare fresco che va a diluire la
carica di spore presente nell’alveare. E auspicabile, inoltre, I'impiego di api regi-
ne appartenenti a linee selezionate per la tolleranza verso la peste americana.

Un fattore fondamentale ¢ 1’ispezione sistematica degli alveari, finalizzata a
rilevare i sintomi iniziali della malattia. La diagnosi precoce consente, infatti,
di intervenire tempestivamente con i provvedimenti di risanamento del caso,
evitando 1’ulteriore propagazione dell’infezione. Ma a scopo profilattico risul-
ta piu efficace la diagnosi preclinica, argomento gia affrontato parlando di tec-
niche diagnostiche e che verra ripreso pil avanti.

Quanto detto sul ruolo dell’apicoltore nella prevenzione sottolinea I’impor-
tanza della preparazione professionale e della formazione in materia sanitaria.

Le aziende apistiche possono opportunamente seguire specifiche strategie di
prevenzione, ovvero sistemi di gestione controllata che consentano di ottimiz-
zare le misure di prevenzione messe in atto. Uno di questi sistemi ¢ la quaran-
tena, proposta da Goodwin in Nuova Zelanda [58]. Si tratta di evitare ogni
scambio di materiale e attrezzatura tra gli alveari in modo che 1’unica possibi-
lita di trasmissione dell’infezione sia quella mediata dalle api che, come gia
riferito, non ¢ rapida se si impedisce il saccheggio. Il metodo di lavoro sugge-
rito ¢ in realta piuttosto impegnativo e difficile da seguire. Piu praticabile ¢ 1’al-
ternativa proposta dallo stesso autore, cio¢ la quarantena a livello non di singo-
lo alveare ma di apiario. Cosi facendo, in caso di insorgenza della malattia, si
ha la garanzia che gli altri apiari non siano stati contagiati ed ¢ possibile man-
tenere segregata 1’attrezzatura di pertinenza dell’apiario infetto.

3.2.7.2 Gestione del focolaio

In caso di insorgenza della peste americana, si applicano in Italia le misure
coattive previste dal Regolamento di Polizia Veterinaria (D.P.R. 8 febbraio
1954, n. 320), finalizzate al risanamento del focolaio. Si rimanda al capitolo
specifico sulla normativa sanitaria in questo volume per una trattazione detta-
gliata sui contenuti delle norme sanitarie in materia. Di seguito ci si limita a un
cenno su alcuni aspetti applicativi delle norma, che si dimostrano particolar-
mente critici.

Il Regolamento di Polizia Veterinaria accomuna in un breve articolato
(154-158) malattie delle api assai diverse tra loro per eziologia, epidemiologia,
patogenesi e possibilita di cura, assoggettandole a comuni provvedimenti
restrittivi. Ma dal 1954 ad oggi molte cose sono cambiate sia nella pratica api-
stica in generale e nella sua organizzazione, che nelle conoscenze scientifiche
riguardanti le malattie diffusive delle api. Questo fa si che alcuni aspetti del
Regolamento risultino datati rispetto allo stato attuale dell’apicoltura e delle
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conoscenze. Il risultato ¢ che la norma sanitaria appaia, almeno per certi versi,
inadeguata per controllare in maniera efficace 1’insorgenza e la diffusione della
peste americana e ne venga percepito solo il lato repressivo. Questo limite non
favorisce la necessaria collaborazione tra produttori e servizi veterinari e ha
contribuito alla frequente elusione delle norme regolamentari da parte degli
apicoltori. Questi ultimi, infatti, spesso preferiscono omettere la denuncia dei
focolai e gestire in proprio il problema, mediante interventi che si possono rive-
lare inappropriati rispetto alla necessita di limitare la diffusione dell’infezione
nel territorio e di salvaguardare il miele dal rischio di contaminazione con resi-
dui di sostanze farmacologicamente attive eventualmente utilizzate in modo
illegittimo.

I limiti ricordati sopra, unitamente alle difformita interpretative nell’appli-
cazione delle prescrizioni del Regolamento di Polizia Veterinaria, hanno da
tempo convinto gli addetti al settore dell’opportunita di una revisione delle
norme, soprattutto in direzione di una piu razionale e rapida gestione dei foco-
lai, anche in aderenza alle nuove acquisizioni scientifiche. Le note di chiari-
mento emanate in data 18/4/2012 dal Ministero della Salute in merito all’appli-
cazione delle prescrizioni del Regolamento rappresentano una prima risposta
ufficiale a questa esigenza di uniformita applicativa e di ammodernamento (per
i contenuti della nota si rimanda al capitolo 14).

Un particolare aspetto critico nell’attuazione del Regolamento riguarda 1’e-
stensione delle restrizioni e degli accertamenti clinici agli apiari che si trovano
nell’area sospetta definita da un raggio di 3 km attorno al focolaio. Questa pre-
scrizione, oltre che fortemente limitativa, risulta di difficile realizzazione pra-
tica e, comunque, comporta il rischio di forte dilazione dei tempi di chiusura
del focolaio e revoca dei divieti, a scapito quindi della regolare ripresa dell’at-
tivita produttiva delle aziende apistiche coinvolte. Inoltre, alla luce delle recen-
ti acquisizioni della ricerca [56], la trasmissione della malattia mediata dalle
api si verifica entro il raggio di 1 km dal focolaio, mentre non ¢ dimostrata oltre
tale distanza. A distanze maggiori, risulta quindi piu utile eseguire verifiche
mirate a impianti apistici che possono avere un collegamento epidemiologico
con il focolaio, a prescindere dalla distanza (per esempio apiari della stessa
azienda che hanno scambiato materiale con 1’apiario infetto).

Il provvedimento regolamentare indicato per le colonie colpite dalla malat-
tia conclamata & la distruzione per incenerimento, mentre arnie e attrezzatura,
se non eliminati, devono essere disinfettati. E importante sottolineare che que-
ste misure si applicano solo nei confronti delle colonie con sintomi accertati di
malattia e che devono essere condotte con la massima rapidita anche sulla base
del solo riscontro clinico.

Secondo il Regolamento, inoltre, in caso di malattia allo stadio iniziale sono
ammessi trattamenti curativi che, allo stato attuale, in mancanza di farmaci
registrati per 1’uso specifico, possono coincidere solo con interventi di tipo tec-
nico e segnatamente con la messa a sciame, di cui si trattera in seguito. Lo stato
iniziale di malattia non ¢ in realta definibile in maniera univoca, anche per la
complessita dei fattori coinvolti nell’evoluzione clinica dell’infezione, come si
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¢ discusso trattando della sintomatologia e della diagnostica.

In realta, nei territori a elevata prevalenza della peste americana, la comple-
ta applicazione delle disposizioni del Regolamento, in particolare la distruzio-
ne delle unita colpite, risulta difficoltosa anche perché in contrasto con le esi-
genze economiche immediate degli apicoltori. Inoltre, laddove sussistano con-
dizioni di forte diffusione della peste americana, ¢ particolarmente rilevante la
presenza di colonie infette a livello subclinico, che sfuggono all’ispezione cli-
nica ma possono essere causa di reiterati focolai di malattia nella medesima
azienda anche a distanza di breve tempo.

3.2.7.3 Diagnosi preclinica

La possibilita di individuare le colonie in cui 1’infezione ¢ presente ma non si
esprime ancora in forma clinica consente di mettere in atto misure di preven-
zione per contrastare I’insorgenza e la diffusione della malattia, con un vantag-
gio economico evidente anche in considerazione delle limitazioni imposte dalla
legislazione per 1’eradicazione dei focolai. La diagnosi indiretta & essenzial-
mente preclinica e ha valore predittivo, in quanto sussiste una correlazione tra
carica di spore contaminante 1’alveare e il rischio di sviluppo della malattia cli-
nicamente accertabile.

La contaminazione degli alveari con le spore di P. larvae & molto diffusa e,
in sé, non fornisce indicazioni particolarmente utili a livello di profilassi se non
la si considera a livello quantitativo. Si ¢ gia trattato, nel paragrafo sulla dia-
gnostica, dei metodi di diagnosi indiretta, che consistono nella determinazione
quantitativa delle spore in diverse matrici campionate dagli alveari (miele, pol-
line, cera, api). Tali strumenti diagnostici sono applicabili in programmi di
monitoraggio a livello territoriale oppure solo aziendale [38] e permettono di
individuare gli apiari o i singoli alveari che, superando soglie critiche di conta-
minazione prestabilite, sono considerati a rischio di sviluppo della malattia e
richiedono pertanto controlli mirati, nell’eventualita di dover ricorrere a prov-
vedimenti di risanamento. Inoltre, la diagnosi indiretta pud essere uno strumen-
to di indagine per valutare la prevalenza o il livello dell’infezione subclinica
nell’area campionata e per eseguire verifiche periodiche sull’esito dei program-
mi di profilassi o risanamento messi in atto.

Le metodiche piu impiegate e di piu semplice applicazione prevedono 1’a-
nalisi del miele o delle api [42-50]. La loro sensibilita varia a seconda della
matrice impiegata. La sensibilita esprime la percentuale di alveari con sintomi
clinici in cui ¢ dimostrabile la presenza di spore di P. larvae; essa ¢ massima
per le api (100%), mentre per il miele il valore ¢ pilt basso (85-95%). Con l’e-
same del miele esiste, quindi, una non trascurabile probabilita di avere campio-
ni falsi negativi, ovvero alveari sintomatici in cui non ¢ possibile dimostrare la
presenza di spore. L’alta sensibilita, in generale, ¢ conseguenza del fatto che gli
alveari colpiti da peste americana normalmente contengono un’elevata concen-
trazione di spore facilmente rilevabile al controllo analitico, anche nella fase
subclinica. La specificita esprime, invece, la percentuale di alveari senza sinto-
mi di malattia in cui non sono dimostrabili spore di P. larvae. Per entrambe le
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matrici in oggetto la specificita ¢ relativamente bassa (35-75%), come conse-
guenza del fatto che ¢ frequente riscontrare una contaminazione da P. larvae in
assenza di sintomi (falsi positivi). Infatti, come gia detto, sono diffuse le infe-
zioni subcliniche, in cui le spore persistono negli alveari a livello endemico
anche per molto tempo senza dare origine a sintomi di malattia rilevabili. Le
ragioni di questa condizione sono molteplici ma, in sostanza, risiedono nei fat-
tori gia menzionati nei paragrafi precedenti: mancato raggiungimento della
dose infettante in caso di lieve contaminazione; meccanismi di tolleranza verso
I’infezione, come il comportamento igienico; ceppi di P. larvae meno virulenti;
sintomi atipici non ben evidenziabili all’ispezione visiva; fattori ambientali
come un flusso nettarifero abbondante che determina la diluizione delle spore
presenti nell’alveare e, quindi, la riduzione della loro concentrazione. Il neoze-
landese Goodwin, a fronte della variabilita della concentrazione di spore negli
alveari asintomatici rilevata mediante 1’analisi di campioni di api, preferisce
restringere la definizione di infezione subclinica ai casi in cui mancano sintomi
apparenti ma sono presumibilmente presenti alcune larve ammalate o morte che
vengono efficacemente rimosse dalla api. Gli altri casi asintomatici sarebbero
classificati come semplice contaminazione, senza alcun effetto patologico [68].

Le caratteristiche del metodo di indagine diagnostica hanno importanti rifles-
si pratici. In generale, un metodo con bassa specificita identifica un maggior
numero di alveari o apiari con infezioni subcliniche (presenza di spore in assen-
za di malattia) e sul piano epidemiologico ¢ vantaggioso nell’ottica dell’attua-
zione degli interventi di profilassi. Se, invece, la finalita dell’esame & semplice-
mente diagnostica, ¢ importante che soprattutto la sensibilita sia ottimale perché
lo scopo principale ¢ quello di identificare tutti i casi di malattia [48].

Sul piano della profilassi, per un pill razionale utilizzo dei risultati dei test
di diagnosi indiretta, ovviando alla bassa specificita, si ricorre alla valutazione
quantitativa dei risultati, suddividendoli in classi di contaminazione alle quali
corrispondono diversi livelli di rischio di malattia; si pud altresi individuare
una soglia critica di concentrazione di spore al di sopra della quale la probabi-
lita di presenza o insorgenza dei sintomi ¢ molto elevata, per cui diventa neces-
sario intervenire con provvedimenti profilattici [69, 70].

Il miele ¢ la matrice che ¢ stata utilizzata per prima come indicatore della
prevalenza dell’infezione [42]. Possono essere campionati singoli alveari, pre-
levando circa 50 g di miele in prossimita della covata opercolata [46, 69]. 11
momento di campionamento pill opportuno ai fini della prevenzione ¢ a fine
inverno o inizio primavera, anticipando cio¢ 1’inizio della stagione produttiva.

Spesso si ricorre al campionamento di massa, prelevando il miele gia con-
fezionato in vasi oppure dai maturatori nei laboratori di smielatura. In tal caso,
si tratta di campionamenti collettivi che forniscono informazioni complessive a
livello aziendale e sono adatti per programmi di monitoraggio di interi territo-
ri [43,71,72].

Nei territori a elevata prevalenza dell’infezione la percentuale di positivita
dei campioni pud raggiungere 1’80%, ma con valori estremamente variabili tra
le aziende. La valutazione quantitativa dei valori di concentrazione di spore
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diventa quindi necessaria per poter interpretare gli esiti dei controlli analitici.
Ricerche condotte indipendentemente in paesi diversi, tra i quali anche 1’Italia,
sono concordi nell’opportunita di suddividere i risultati in almeno tre classi di
contaminazione, corrispondenti a crescenti livelli di rischio sanitario, e indivi-
duano nella concentrazione di circa 5000 UFC per grammo di miele la soglia di
guardia al di sopra della quale ¢ molto probabile la presenza negli apiari della
malattia conclamata e si rendono pertanto necessari controlli e provvedimenti
profilattici (Fig. 3.14) [46, 69, 71].

Diversi studi dimostrano, tuttavia, che 1’esame colturale del miele non ha
una sensibilita ottimale e che quindi, a causa del rischio non trascurabile di falsi
negativi, non ¢ il metodo piu adeguato a livello prognostico. La spiegazione piu
plausibile ¢ che il miele viene immagazzinato nell’alveare in periodi diversi e,
quindi, il campione prelevato non necessariamente rispecchia lo stato corrente
dell’infezione quanto, piuttosto, il livello dell’infezione al momento in cui il
nettare ¢ stato raccolto. Inoltre, i risultati analitici che si ottengono analizzan-
do il miele presentano generalmente una correlazione non soddisfacente con la
presenza dei sintomi di infezione. Pertanto, soprattutto quando I’indagine dia-
gnostica riguarda singoli alveari, ¢ preferibile 1’esame delle api, dato che il
relativo metodo ¢ dotato di sensibilita ottimale e consente, inoltre, di individua-
re e valutare con pil precisione le infezioni subcliniche [48-50, 68].

Le api si possono prelevare sia dal nido sia dal melario in numero di 50-100
a campione, in qualsiasi momento della stagione attiva. Lo studio di Gende e
collaboratori individua una soglia di contaminazione pari a 3000 UFC per ape,
che separa le infezioni clinicamente manifeste da quelle subcliniche [70].

Se il fine ¢, invece, quello di ricavare un’indicazione generale sulla preva-
lenza e la gravita dell’infezione subclinica a livello di apiario, € possibile cam-
pionare individualmente solo una percentuale di alveari (ad esempio 20%),
oppure raccogliere un campione collettivo, cio¢ composto da piu alveari. In tal
caso, il risultato analitico ¢ relativo all’apiario nel suo insieme e la sensibilita
del metodo ¢ piu bassa rispetto all’esame individuale.

Recentemente & stata messa a punto una metodica per la ricerca delle spore
di P. larvae nei detriti cerosi raccolti sul fondo dell’alveare [51, 52]. Questo
strumento di diagnosi preclinica viene utilizzato nella Repubblica Ceca nel
contesto delle azioni obbligatorie di controllo della peste americana nel territo-
rio. L’aspetto innovativo di questa tecnica risiede nel fatto che non ¢ necessa-
rio aprire gli alveari e, di conseguenza, il campionamento pud essere eseguito
anche nel periodo invernale.

La raccolta del materiale, prevalentemente ceroso, che si deposita sul fondo
dell’arnia puo essere effettuata agevolmente mediante il cassettino diagnostico
di cui oggi sono dotate tutte le arnie (Fig. 3.15). L’analisi dei detriti invernali
puo avere forte efficacia preventiva, poiché consente di individuare con accet-
tabile approssimazione gli alveari o gli apiari infetti a rischio di insorgenza
della malattia nel corso della stagione attiva. E cosi possibile eseguire specifi-
ci provvedimenti profilattici non generalizzati ma mirati alle situazioni a
rischio sanitario, limitando tempi e costi di gestione. Il metodo puo essere altre-
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si impiegato per monitorare la prevalenza dell’infezione in vaste aree, con pos-
sibilita di individuare i focolai di infezione. Le prove eseguite in Italia da Bassi
e collaboratori [73] confermano la validita della metodica nel valutare le infe-
zioni subcliniche e mettono in evidenza come il rischio di sviluppo della malat-
tia conclamata cresca proporzionalmente al grado di contaminazione da spore
dei detriti (Fig. 3.16).

3.2.7.4 Messa a sciame

Si tratta di un metodo antico tuttora in uso, che conosce diverse varianti appli-
cative ma che, nella sostanza, consiste in una sciamatura artificiale. Esso com-
porta il trasferimento della popolazione di api adulte in un’arnia sicura dal
punto di vista sanitario (nuova o bonificata) dopo aver eliminato tutti i favi
[37]. In questo modo, con i favi viene distrutto il materiale altamente conta-
giante, covata e scorte alimentari, mentre si recupera la popolazione adulta,
mettendola in condizione di ricostruire il nido in una situazione ottimale dal
punto di vista sanitario. Lo scopo ¢ quello di risanare la colonia infetta riducen-
do la concentrazione di spore a un valore minimo, non pericoloso.

La messa a sciame puo essere applicata a complemento delle misure di era-
dicazione dei focolai oppure a scopo di profilassi, a prescindere cio¢ dalla pre-
senza della malattia, al fine di normalizzare le condizioni sanitarie di apiari
caratterizzati da situazioni critiche a livello subclinico, soprattutto nei territori
dove la peste americana presenta una significativa incidenza.

Nella forma di applicazione piu semplice, la messa a sciame prevede il tra-
sferimento diretto della popolazione di api adulte in un’arnia nuova o disinfet-
tata, dove sono stati collocati dei fogli cerei. Il miele contaminato rimasto nella
borsa melaria viene consumato dalle api nell’immediata attivita di costruzione
dei favi.

Le variazioni alla tecnica di base sono finalizzate a ridurre al massimo la
carica di spore residua nelle api (nel tratto digerente o sulla superficie del
corpo). Una pratica relativamente diffusa consiste nel lasciare lo sciame senza
favi e senza nutrizione per due giorni, in modo che le api, oltre a consumare il
miele, possano ripulirsi reciprocamente mediante il contatto sociale; trascorso
tale periodo, gran parte delle spore sara finita nel retto, da dove verra elimina-
ta all’esterno con le feci; inoltre, il favo eventualmente costruito dallo sciame
potra essere opportunamente eliminato, perché presumibilmente ancora conta-
minato [74]. Un’altra procedura prevede un “doppio travaso”: lo sciame viene
trasferito in una cassetta dotata di fondo grigliato per una dozzina di ore all’a-
perto o, se possibile, per almeno due giorni in ambiente chiuso ma sufficiente-
mente freddo, in modo da assicurare il completo consumo del miele contamina-
to. Quindi, le api vengono travasate nell’arnia definitiva fornita di fogli cerei e,
se del caso, alimentate con sciroppo zuccherino per aiutare lo sviluppo della
nuova colonia [35]. La letteratura tecnica sull’argomento raccomanda una serie
di precauzioni particolari da seguire nell’esecuzione delle operazioni, qualsiasi
sia il metodo prescelto [37].

Il rapporto di abbattimento della carica di spore che si realizza con la messa
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Fig. 3.14 Monitoraggio territoriale della prevalenza della peste americana mediante metodo di
diagnosi indiretta: concentrazione di spore di Paenibacillus larvae in campioni di miele di massa
prelevati dai laboratori di smielatura, in territorio ad elevata prevalenza dell’infezione (n = 220)

Fig. 3.15 Diagnosi preclinica della peste americana: sequenza delle operazioni di predisposizio-
ne del cassettino diagnostico e raccolta dei detriti invernali ai fini della ricerca delle spore di
Paenibacillus larvae

a sciame puo essere ragguardevole. Nel miele, la percentuale di abbattimento
arriva al 99,95% nelle prove dei danesi Hansen e Brgdsgaard [74]; la deconta-
minazione delle api puo essere ridotta al livello delle colonie asintomatiche o,
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Fig.3.16 Diagnosi preclinica della peste americana: correlazione tra livello di contaminazione da
spore dei detriti invernali e rischio di sviluppo della malattia conclamata (n = 350)

Fig. 3.17 Valutazione del comporta-
mento igienico delle colonie.
Applicazione del test di rimozione
della covata mediante congelamento
della stessa con azoto liquido.

Un tubo di plastica del diametro di 75
mm (in alto) consente di circoscrive-
re una precisa area di covata da sotto-
porre a trattamento con 1’azoto (in
basso) (foto di Cecilia Costa, CRA-
API Unita di ricerca di apicoltura e
bachicoltura)
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addirittura, scendere dopo pochi mesi al di sotto del limite di rilevabilita del
metodo analitico [75].

Sebbene la letteratura tecnico-scientifica riporti esperienze con risultati non
sempre concordi in merito, soprattutto, al rischio di reinfezione [41], ¢ opinio-
ne corrente che, se correttamente applicata, la messa a sciame consenta di con-
seguire un risanamento relativamente efficace riducendo la probabilita di reci-
dive al di sotto del 5% [33]. Tuttavia, occorre prendere in considerazione alcu-
ni fattori che limitano le potenzialita di utilizzo di questa tecnica.

L’operazione di messa a sciame pud essere eseguita solo nel periodo del-
I’anno in cui lo sciame ¢ in grado di ricostruire il nido e accumulare nuove scor-
te alimentari, quindi generalmente nella prima parte della stagione e, comun-
que, in condizioni di abbondanti risorse nettarifere. Le maggiori criticita, pero,
sono di tipo economico: la tecnica risulta troppo laboriosa e dispendiosa per
incontrare una generale approvazione. Inoltre, il rischio di recidive non ¢ del
tutto scongiurato. Per questi motivi la tecnica non trova una larga applicazione
e vengono il pit delle volte privilegiati gli interventi di eradicazione (distruzio-
ne completa delle colonie), piu risolutivi e spesso giudicati favorevolmente sul
piano del rapporto costi/benefici.

3.2.7.5 Selezione

La selezione di api tolleranti verso la peste americana ¢ ritenuto uno strumento
strategico di grandi potenzialita per la prevenzione dell’infezione.
Ciononostante, questo metodo di allevamento trova una diffusione ancora
molto limitata tra i produttori di api regine.

Secondo le attuali acquisizioni scientifiche, la variabilita nella resistenza
all’infezione, osservabile nelle colonie di api, ¢ dovuta a un complesso di carat-
teri ma i pit importanti sono due: uno di ordine individuale, la resistenza fisio-
logica delle larve; I’altro di ordine sociale, il comportamento igienico.
Quest’ultimo, in particolare, € da decenni oggetto di studio in funzione dell’ap-
plicazione in programmi di selezione. Infatti, si tratta di un carattere ereditabi-
le di notevole rilevanza pratica, anche perché ¢ coinvolto nella tolleranza non
solo della peste americana, ma anche della ascosferosi e della varroosi [63].

E gia stato spiegato in precedenza, nell’ambito del discorso sulle difese del-
I’alveare, in che cosa consista il comportamento igienico, accennando anche
alle basi genetiche del carattere. Qui di seguito si focalizzera 1’attenzione su
alcuni aspetti applicativi relativi al miglioramento genetico del comportamento
igienico, facendo riferimento agli studi e alle esperienze dei ricercatori degli
Stati Uniti, dove la selezione rappresenta una potenziale alternativa al tratta-
mento con antibiotici che ¢, tuttora, il metodo pil diffuso.

Il comportamento igienico ¢ significativamente correlato con la tolleranza
alla peste americana. Le ricerche di Spivak e Reuter [76, 77] evidenziano come
con la selezione si ottengano rapidi miglioramenti di questo carattere e, paral-
lelamente, della tolleranza verso la peste americana e la covata calcificata.
Rilevano, inoltre, nelle colonie “igieniche” un minor livello di infestazione da
Varroa destructor rispetto alle colonie commerciali.
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Si stima che il comportamento igienico, nella massima espressione, sia dif-
fuso nel 10% degli alveari non sottoposti a selezione [76]. Il parametro di valu-
tazione per selezionare linee “igieniche” ¢ la velocita di rimozione delle larve
morte. Le prove di rimozione non possono pero essere eseguite su covata infet-
ta, per evidenti motivi epidemiologici, per cui si ricorre a sistemi indiretti. Il
metodo di riferimento per individuare le colonie igieniche prevede 1’impiego di
covata uccisa mediante il congelamento [78]. La procedura standard ¢ la
seguente: da ogni alveare sottoposto a valutazione si taglia una sezione di favo
di 5 x 6 cm, composta da circa 100 celle di covata opercolata per lato; si con-
gela la sezione a —20 °C per 24 ore, dopodiché la si reintroduce nell’alveare in
valutazione (ma non importa che sia lo stesso che ha fornito quella porzione di
favo) sfruttando I’apertura nel favo creata dal taglio; dopo 24 ore si procede al
conteggio delle celle disopercolate e completamente ripulite dalle pupe; si ripe-
te il test una seconda volta; si considerano “igieniche” le colonie che, in
entrambe le prove, rimuovono piu del 95% della covata morta.

Il test descritto &€ comunemente utilizzato a scopo di ricerca, ed ¢ applicabi-
le anche presso gli allevamenti che intraprendono programmi di selezione per
la tolleranza verso la peste americana. Tuttavia, benché non richieda particola-
re attrezzatura, il metodo risulta piuttosto laborioso. Per questo ¢ stato messo a
punto un metodo di congelamento alternativo che ricorre all’uso dell’azoto
liquido. Questo viene dispensato mediante appositi serbatoi dotati di valvola. Si
estrae un favo di covata dall’alveare in valutazione e, con il supporto di un tubo
del diametro di 75 mm e una lunghezza di 100 mm, si somministra 1’azoto
liquido a una porzione di covata opercolata in modo da provocarne il congela-
mento rapido (Fig. 3.17). Si reintroduce il favo nell’alveare di origine e lo si
controlla dopo 24 ore, procedendo come indicato sopra. In sintesi, il metodo di
congelamento con 1’azoto liquido risulta vantaggioso perché meno laborioso,
piu rapido e meno distruttivo nei confronti dei favi.

3.2.7.6 Controllo biologico

L’idea di poter contrastare la peste americana mediante 1’utilizzo di batteri
antagonisti va incontro all’esigenza di promuovere metodi “naturali” di profi-
lassi, alternativi al trattamento chimico.

Una varia microflora batterica e fungina ¢ associata con le api e il loro cibo
[79]. Diverse specie microbiche intervengono nei processi di trasformazione
enzimatica e di conservazione del polline immagazzinato nelle celle e coloniz-
zano come commensali ’intestino delle api. Questi microrganismi avrebbero
un effetto benefico sulla salute della colonia attraverso un’azione diretta, ad
esempio sui processi di digestione, o indiretta, inibendo agenti patogeni o per-
sino stimolando il sistema immunitario dell’ape [80].

Il ruolo della microflora associata all’alveare rappresenta oggi un interes-
sante campo di esplorazione e approfondimento per la ricerca applicata anche
in prospettiva dell’utilizzo probiotico di batteri simbionti isolati dall’alveare
[80, 81]. Negli ultimi anni, infatti, si sono affacciati sul mercato i primi prodot-
ti probiotici per I’integrazione alimentare delle api.
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Una recente ricerca ha messo in evidenza, mediante prove microbiologiche
di inibizione, 1’azione antagonista contro P. larvae esercitata da alcuni batteri
dei generi Lactobacillus e Bifidobacterium isolati dall’intestino delle api [10].
Inoltre, somministrando questi batteri a larve allevate in vitro e inoculate con il
patogeno, ¢ stato dimostrato che le capacita inibenti si esprimono anche nell’in-
testino delle larve. Viene quindi messo in risalto il possibile ruolo dei batteri
lattici nel prevenire lo sviluppo delle manifestazioni cliniche in colonie infette
a livello subclinico.

Il trasferimento dei risultati di queste ricerche alla pratica di allevamento
richiede un percorso ulteriore di studio e sperimentazione, soprattutto per
approfondire aspetti legati all’utilizzo in campo di preparati contenenti batteri
ad azione inibente nei confronti dei patogeni. Nel caso della peste americana,
un ostacolo ¢ presumibilmente costituito dalle sostanze antibiotiche prodotte da
P. larvae che, in effetti, si sviluppa nell’intestino delle larve in coltura pura.

3.2.7.7 Disinfezione

La decontaminazione dell’attrezzatura & un aspetto cruciale nella prevenzione
della peste americana. Infatti, le spore di P. larvae persistono a lungo e anche
in elevata quantita nel materiale, che diventa cosi veicolo di diffusione e fonte
di ricorrenza della malattia.

Le spore sono caratterizzate da elevata resistenza verso gli agenti disinfet-
tanti e verso i trattamenti termici [17]. La Tabella 3.2 riporta alcuni dati indica-
tivi sulla temperatura necessaria alla distruzione delle spore.

Gli interventi di disinfezione possono essere applicati anche a scopo di sem-
plice prevenzione, in particolare per “risanare” situazioni in cui il livello sub-
clinico dell’infezione ¢ giudicato critico. In caso, invece, di presenza di malat-
tia, nel contesto delle misure regolamentari di eradicazione la disinfezione ¢ un
provvedimento obbligatorio per arnie e attrezzi, a complemento della distruzio-
ne delle colonie ammalate.

In apicoltura sono applicabili diversi metodi di disinfezione, sia fisici che
chimici, a seconda soprattutto del tipo di materiale da trattare.

Decontaminazione delle strutture in legno

Molto comune ¢ il caso di disinfezione delle arnie e dei relativi accessori in
legno (melari, telaini, ecc.) e a questo scopo sono disponibili metodi efficaci e
alla portata delle aziende apistiche.

Il metodo classico consiste nell’immersione dell’attrezzatura in legno in una
soluzione bollente di soda caustica. Una concentrazione pari all’1% di idrossi-
do di sodio ¢ estremamente efficiente come antibatterico e, inoltre, consente la
completa rimozione dalla superficie del legno di cera e propoli potenzialmente
contaminate. L’ immersione nella soluzione bollente pud durare da 5 minuti (per
superfici relativamente pulite) fino a 20 minuti. E bene non prolungare il trat-
tamento per evitare il danneggiamento della struttura del legno [82].

Il principale svantaggio di questo procedimento ¢ legato alla manipolazione
di una soluzione corrosiva e, quindi, alla necessita di adottare precauzioni di
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Tabella 3.2 Dati indicativi sulla resistenza di P. larvae alle alte temperature, in dipendenza della
matrice

Mezzo Temperatura (°C) Tempo (min)
Acqua 100 30
Miele 100 35
121 9
Cera 121 30

sicurezza. Inoltre, il trattamento con soda caustica tende a indebolire la struttu-
ra delle arnie.

In alternativa alla soda caustica viene proposto 1’ipoclorito di sodio. Prove
microbiologiche in vitro dimostrano 1’efficacia sporicida di soluzioni di questa
sostanza a concentrazione relativamente bassa [83, 84]. Prove comparative
effettuate da un gruppo di ricerca belga [84], condotte esponendo legno conta-
minato all’azione di diverse soluzioni di ipoclorito di sodio, dimostrano la pos-
sibilita di ottenere una decontaminazione quasi totale, sia in superficie sia a 2-
3 mm di profondita, con una concentrazione del 5%; soluzioni piu concentrate,
sebbene ancora piu efficaci, non sono proponibili nella pratica. La possibile
discrepanza tra i risultati ottenuti in vitro e quelli ottenuti con le prove sul legno
viene interpretata come conseguenza dell’interferenza sull’azione del disinfet-
tante da parte di sostanze organiche componenti le fibre di legno [84]. La nor-
male presenza sulla superficie del legno di propoli e cera potrebbe inoltre costi-
tuire un ulteriore impedimento all’azione sporicida dell’agente chimico.

I sistemi di disinfezione basati sul trattamento termico rappresentano una
valida alternativa a quelli chimici sul piano dell’economicita e dell’impatto
ambientale. In Nuova Zelanda ¢ diffuso il metodo dell’immersione in paraffina
calda. Immergendo il materiale in legno per 10 minuti in apposite vasche di
acciaio contenenti paraffina riscaldata a 160 °C, si ottiene la completa deconta-
minazione oltre un rivestimento protettivo delle superfici delle arnie [58, 84].
L’utilizzo di impianti di questo tipo richiede, oltre a particolare perizia, I’ado-
zione di misure di sicurezza.

Anche il calore secco ¢ stato preso in considerazione come principio di di-
sinfezione dell’attrezzatura. Mediante 1’utilizzo di forni ¢ possibile ottenere la
completa decontaminazione, ma ¢ necessario un trattamento a 160 °C per 2 ore.

Una ricerca danese ha messo a confronto alcune procedure per la disinfezio-
ne delle arnie, accomunate dalla semplicita applicativa e dal basso impatto
ambientale: flambatura con cannello da saldatore fino a imbrunimento della
superficie del legno; spazzolatura della superficie con acqua e detersivo; getto
d’acqua calda ad alta pressione; trattamento con disinfettante commerciale bio-
degradabile. In ogni caso, I’operazione di disinfezione veniva preceduta dalla
raschiatura delle superfici con la leva da apicoltore. Ciascuno di questi metodi
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ha dimostrato un’efficacia parziale, permettendo di conseguire un livello di
decontaminazione attorno all’80%. Tuttavia, tale livello di disinfezione si &
dimostrato sufficiente per il risanamento, perlomeno nei termini della speri-
mentazione, in quanto le colonie inserite nelle arnie cosi trattate non hanno svi-
luppato sintomi di peste americana nei 14 mesi successivi, né il miele prodotto
in tale periodo ¢ risultato contaminato dalle spore [85].

In conclusione, alla luce dei risultati di numerose sperimentazioni, i metodi
di disinfezione con efficacia totale sono sicuramente raccomandabili quando il
fine ¢ ’eradicazione dei focolai. Negli altri casi possono essere proposti meto-
di pit “blandi” ma piu praticabili, soprattutto nel contesto di programmi azien-
dali di profilassi, finalizzati a ridurre la presenza subclinica dell’infezione.

Infine, ha oggi una certa diffusione I’impiego dei raggi gamma per steriliz-
zare le arnie insieme con i favi, come si vedra qui di seguito.

Decontaminazione dei favi

La distruzione dei favi appartenenti agli alveari colpiti dalla peste americana,
prevista dalle norme di polizia veterinaria ai fini del risanamento, ¢ causa di
perdite economiche rilevanti. Da qui ¢ scaturito ’interesse per lo sviluppo di
metodi di decontaminazione in grado di consentire un riutilizzo sicuro dei favi.
Nel caso particolare della messa a sciame, con la bonifica dei favi in aggiunta
a quella dell’arnia, diventa possibile recuperare tutto 1’alveare colpito. Ma trat-
tandosi di materiale molto contagioso, ¢ necessario ricorrere a metodi che
garantiscano una decontaminazione completa.

L’immersione del materiale in soluzioni disinfettanti oppure 1’esposizione a
gas o a vapori germicidi sono state le prime tecniche sperimentate. Tuttavia, i
trattamenti chimici per vari motivi non si sono affermati come pratica di sani-
ficazione dei favi. Innanzitutto, essi non risultano sufficientemente efficaci,
anche perché 1’azione dei disinfettanti ¢ solo superficiale; richiedono procedu-
re laboriose o 1’utilizzo di impianti abbastanza sofisticati, come nel caso del-
I’impiego dell’ossido di etilene [41]; alcuni metodi prevedono la manipolazio-
ne di sostanze dannose o pericolose per la salute dell’operatore, come aldeide
formica, ossido di etilene, ecc.; infine, possono lasciare residui nel materiale,
che vanno successivamente eliminati.

Allo stato attuale, I’unica soluzione valida per una sicura decontaminazione
dei favi ¢ I'impiego delle radiazioni ionizzanti, in particolare dei raggi gamma.
La tecnica dell’irraggiamento, infatti, ¢ in grado di bonificare in maniera asso-
lutamente efficace i favi senza comprometterne 1’integrita e senza lasciare atti-
vita residue di alcun tipo.

I trattamenti vengono effettuati da ditte specializzate attraverso impianti per
la produzione di raggi gamma oppure beta. Per il materiale apistico si privile-
giano i raggi gamma che, essendo di natura elettromagnetica, posseggono un
elevato potere penetrante.

Alle prime sperimentazioni sull’impiego delle radiazioni ionizzanti in api-
coltura, che risalgono ai primi anni Cinquanta del secolo scorso, sono seguite
numerose ricerche che hanno confermato I’efficacia di questa tecnica di steriliz-
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zazione applicata al materiale apistico [86], tanto che oggi in alcuni paesi come
I’ Australia [87] operano impianti di irradiazione che effettuano un servizio su
scala commerciale. La minima dose necessaria per inattivare le spore di P. lar-
vae ¢ di 1,1 KGray, ben al di sotto del livello di 25 KGray comunemente utiliz-
zato dagli impianti di irradiazione per scopi di sterilizzazione dei materiali.

In Italia, I’accesso al servizio di irradiazione ¢ divenuta un’opportunita per
i produttori apistici negli ultimi due decenni. Tuttavia, tale pratica ¢ relativa-
mente poco diffusa, riguardando soprattutto le aziende che operano nelle vici-
nanze degli impianti [86]. In pratica, utilizzando arnie o melari come conteni-
tori dei favi, gli apicoltori hanno modo di sanificare efficacemente tutto il mate-
riale proveniente dagli alveari colpiti da peste americana, materiale che diver-
samente andrebbe distrutto (favi) o trattato con metodi pil laboriosi e meno
efficaci (arnie). Inoltre, il ricorso alle radiazioni ionizzanti a scopo di profilas-
si consente il miglioramento delle condizioni sanitarie degli apiari, grazie
all’abbattimento degli agenti microbici batterici e fungini che contaminano
I’attrezzatura e, in particolare, i favi.

I fattori che ostacolano un utilizzo pit diffuso di questa tecnica sono diver-
si. Sono pochissimi gli impianti di irradiazione, per cui chi deve compiere lun-
ghe distanze difficilmente vi accede. Il trattamento ha dei costi non trascurabi-
li che riguardano non solo il servizio di sterilizzazione in sé ma anche le ope-
razioni di imballaggio e il trasporto del materiale. Vi sono, inoltre, aspetti orga-
nizzativi e normativi da considerare, legati soprattutto allo stoccaggio e alla
movimentazione di materiale infetto proveniente da focolai sottoposti a prov-
vedimenti restrittivi di polizia veterinaria.

3.2.8 Terapia

La storia della terapia con sostanze antibiotiche ha avuto inizio negli anni
Quaranta del secolo scorso, quando gli americani Haseman e Childers dimo-
strarono 1’efficacia del sulfatiazolo nel controllo della peste americana.
Successivamente, ’attenzione si ¢ spostata dai sulfamidici agli antibiotici e
negli anni Cinquanta & stato introdotto I’impiego dell’ossitetraciclina, che ¢ tut-
tora I’antibiotico piu diffuso nel campo della patologia apistica [35, 37].

Ricerche e sperimentazioni in questa materia si sono susseguite negli ultimi
50 anni, soprattutto negli USA, dove 1’uso degli antibiotici contro la peste ame-
ricana ¢ autorizzato. Nell’Unione Europea, invece, prevale 1’approccio dell’e-
radicazione nella lotta contro 1’infezione e 1’utilizzo di antibiotici non ¢ previ-
sto (si veda il capitolo 14 “Normativa sanitaria in apicoltura™).

P. larvae ¢ sensibile a una vasta gamma di chemioterapici e antibiotici e la
sperimentazione ha dimostrato ’attivita inibente in campo di diverse sostanze,
basti citare le seguenti: sulfamidici, tetracicline, penicillina, streptomicina, eri-
tromicina, lincomicina, tilosina [35, 88].

I metodi di somministrazione degli antibiotici sono diversi e corrispondono
a precisi protocolli nei paesi dove sono autorizzati [82]. In linea generale, 1’an-
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tibiotico viene distribuito agli alveari supportato da alimento zuccherino.
L’utilizzo dello sciroppo zuccherino non ¢ il piu indicato, sebbene abbia avuto
una certa diffusione, in quanto antibiotici come 1’ossitetraciclina si degradano
rapidamente in soluzione acquosa. Viene quindi preferita, anche per semplicita
di impiego, la somministrazione dell’antibiotico miscelato con zucchero in pol-
vere. Negli USA, il trattamento consiste in 3 somministrazioni a distanza di una
settimana di una dose di 200 mg di ossitetraciclina o di tilosina per alveare
(complessivamente 600 mg per alveare). Un’altra forma di trattamento diffusa
negli USA prevede 1’ossitetraciclina incorporata in un impasto a base di zuc-
chero e grassi vegetali (extender patty) [82]; il prodotto viene consumato dalle
api in un periodo prolungato, di alcune settimane, ed ¢ pertanto possibile un’u-
nica somministrazione.

I trattamenti antibiotici sono eseguiti in stagione primaverile o autunnale,
ora a scopo “curativo”, ovvero su alveari con sintomi iniziali di infezione, ora
a scopo profilattico, cio¢ con finalitd preventive, a seconda anche delle dispo-
sizioni normative [82, 89]. Di seguito vengono evidenziati i limiti di entrambi
questi approcci.

L’utilita dell’impiego del sussidio chimico contro la peste americana ¢ una
questione da tempo dibattuta. In Italia, malgrado 1’uso di antibiotici non costi-
tuisca una prassi regolamentare, si & assistito alla diffusione del trattamento
illecito, spesso a scopo puramente profilattico, soprattutto nelle aree a elevata
incidenza dell’infezione. Oggi, a fronte del problema dei residui nel miele e
delle pressioni che provengono da una politica sanitaria rivolta verso la riduzio-
ne dell’impiego di antibiotici in zootecnia, ¢ cresciuta nel settore apistico la
presa di coscienza verso i problemi associati all’uso di tali sostanze [89].

L’uso di antibiotici nella lotta contro la peste americana presenta, infatti,
aspetti critici di rilievo sotto diversi punti di vista. Un problema ¢ di ordine epi-
demiologico. Il trattamento antibiotico non ha azione curativa risolutiva in
quanto non intacca le spore ma si limita a sopprimere i sintomi e “mascherare”
I’infezione, almeno fino al momento in cui la concentrazione di principio atti-
vo non scende sotto il livello necessario per 1’inibizione del patogeno. Il rischio
di ricorrenza della malattia, quindi, subentra gia pochi mesi dopo il trattamen-
to [41, 17, 90]. Inoltre, la protezione temporanea dell’antibiotico, seppure possa
portare vantaggi immediati in termini produttivi, ostacola le misure di eradica-
zione e induce un atteggiamento di disattenzione verso le pratiche preventive.
La conseguenza ¢ che nelle aree dove il trattamento con antibiotici & prassi dif-
fusa si puo verificare, a lungo andare, un aumento della prevalenza dell’infe-
zione. In effetti, solo dove sono stati seguiti programmi di profilassi basati sulle
misure preventive e di eliminazione delle unita infette sono stati ottenuti risul-
tati significativi nella riduzione della prevalenza dell’infezione [20, 58, 91].

La contaminazione del miele e degli altri prodotti dell’alveare rappresenta
oggi il rischio pil rilevante legato all’uso di antibiotici in apicoltura, anche per
le implicazioni commerciali e legali che comporta [92].

La somministrazione di un antibiotico all’alveare comporta la rapida conta-
minazione del miele presente nel nido [93, 94] e per evitare I’inquinamento del
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prodotto destinato al consumo umano ¢ necessario rispettare un adeguato perio-
do di sospensione fra il termine del trattamento e 1’inizio del raccolto principa-
le, che coincide con la posa del melario. Segue quindi la progressiva riduzione
della concentrazione del principio attivo nel miele causata dalla diluizione con
il nettare importato e dalla degradazione chimica. La velocita del processo di
decadimento dell’antibiotico dipende da diversi fattori, in particolare la stabili-
ta della molecola, il metodo di somministrazione e la temperatura [93-96].

Recenti ricerche dimostrano come la tilosina (con il suo metabolita desmi-
cosina) possa essere rilevata nel miele fino a circa 8 mesi dopo il trattamento
[97]. L ossitetraciclina, meno stabile, risulta comunque rilevabile nel miele
contaminato fino a circa 4 mesi dalla somministrazione [98].

La persistenza degli antibiotici nell’alveare pone il problema della prevenzione
dei residui nei prodotti. Nei paesi dove sono autorizzati i trattamenti antibiotici,
sono disponibili specifici prodotti farmacologici e sono previsti tempi di sospensio-
ne (tipicamente 4 settimane) per evitare il rischio di contaminazione del miele
destinato al consumo oltre i limiti massimi residuali stabiliti per legge (LMR).

Dove invece ’antibiotico non ¢ autorizzato, non sono previsti LMR e il
rischio di inquinamento del miele con piccole quantita di residui ¢ difficilmen-
te scongiurabile, anche rispettando un congruo periodo di sospensione. Recenti
indagini indicano che una parte non trascurabile dei mieli commercializzati in
Europa contiene residui di antibiotici. La presenza di residui nei mieli europei
di produzione nazionale deriva prevalentemente da trattamenti illeciti e per
I’Italia si riporta di una percentuale del 5—7% contaminata da tracce di sulfona-
midi, tetracicline, tilosina [92].

Un altro fattore negativo, emerso negli ultimi anni, ¢ il fenomeno dell’anti-
biotico-resistenza dell’agente infettivo. La resistenza di P. larvae all’ossitetra-
ciclina, antibiotico molto impiegato da alcuni decenni, si ¢ gia ampiamente dif-
fusa nei paesi dove il trattamento sistematico degli alveari ¢ autorizzato, come
USA e Argentina [99, 100], rendendo necessaria la ricerca di antibiotici alter-
nativi [88, 101].

Gli argomenti dei residui e dell’antibiotico resistenza saranno trattati in
maniera pill estesa nel capitolo 12, al quale pertanto si rimanda.

Per superare alcuni dei problemi legati agli antibiotici convenzionali, si ¢
sviluppato un filone di ricerca orientato alle sostanze antibatteriche di origine
naturale.

L’azione inibente di alcuni oli essenziali nei confronti di P. larvae & stata piu
volte saggiata in vitro [102—106]. L’olio essenziale di cannella (Cinnamomum
spp.) € risultato uno dei piu attivi (concentrazione minima inibente compresa
tra 10 e 100 ug/ml) e la sua azione inibente nei confronti dell’infezione ¢ stata
osservata anche in sperimentazioni di campo, sebbene a un grado minore rispet-
to all’ossitetraciclina [107—-109].

Un’altra promettente categoria di composti ad azione antibatterica sono gli
acidi grassi. Ricercatori americani hanno individuato tra gli acidi grassi prodot-
ti dal fungo Ascosphaera apis alcuni agenti antimicrobici attivi contro P. lar-
vae, in particolare ’acido linoleico [110]. Quest’ultimo composto si ¢ dimo-
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strato attivo in una sperimentazione di campo eseguita in Italia, contribuendo a
ridurre la ricorrenza dell’infezione negli alveari infetti ai quali ¢ stato sommi-
nistrato [111].

In linea generale, perché questi composti di origine naturale possano pro-
porsi in alternativa agli antibiotici convenzionali, occorre procedere a ulteriori
verifiche in campo, al fine di confermarne I’efficacia e mettere a punto formu-
lazioni e protocolli di somministrazione che assicurino anche 1’assenza di effet-
ti collaterali. Le considerazioni di ordine epidemiologico discusse a proposito
dell’uso di antibiotici convenzionali valgono ovviamente anche per 1’ipotesi di
impiego di inibenti di origine naturale.

3.3 Peste europea
Giovanni Formato, Antonella Cersini

3.3.1 Generalita

La peste europea (in inglese European foulbrood, EFB) ¢ una delle piu gravi
malattie di natura batterica della covata delle api (Fig. 3.18).

L’agente eziologico & il Melissococcus plutonius (M. plutonius), spesso
associato ad altri batteri quali 1’Enterococcus faecalis, il Bacterium euridicae,
il Brevibacillus laterosporus e il Paenibacillus alvei che concorrono, in funzio-
ne della loro presenza e quantita, a dare quadri clinico-sintomatici pit 0 meno
gravi e diversificati tra loro.

Oltre che su Apis mellifera, i1 M. plutonius & stato isolato anche su Apis
cerana [112] e su Apis laboriosa [113].

Il rinvenimento di questa malattia in apiario comporta sempre la comunica-
zione ai Servizi Veterinari ASL, essendo annoverata tra le malattie denunciabi-
li delle api ai sensi del Regolamento di Polizia Veterinaria [114] (e successive
modifiche e integrazioni).

La peste europea ¢ una malattia con tendenza a recidivare, condizionata da
diversi fattori (Tabella 3.3), tra cui: la componente climatico-vegetazionale, le
modalita di gestione degli alveari, la genetica delle regine e la forza degli alvea-
ri. Pur potendosi manifestare in ogni periodo dell’anno, ¢ piu frequente in pri-
mavera, quando la covata ¢ nel periodo di maggiore sviluppo e possono instau-
rarsi fenomeni di stress nutrizionali per la scarsa quantita di nutrici presenti nel-
I’alveare. Come noto, api regine geneticamente predisposte a riempire di covata
tutto il telaino “da legno a legno” senza che vengano garantiti sufficienti spazi
alle scorte di polline e di miele, come pure regine con scarso comportamento
igienico sono pil sensibili alle malattie della covata e, quindi, anche alla peste
europea. Anche primavere fredde e piovose possono comportare difficolta di
approvvigionamento di nettare e polline. Soprattutto una inadeguata assunzione
(in termini quali-quantitativi) di quest’ultimo da parte della covata sembrerebbe
predisporre verso questa patologia e condizionarne il decorso.
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Tabella 3.3 Fattori condizionanti la peste europea [115-117]
Quantita e virulenza del ceppo batterico di M. plutonius
Quantita e virulenza dei batteri di accompagnamento

Quantita e qualita di risorse (piante) nettarifere e, soprattutto, pollinifere nel raggio
di volo delle api

Quantita e qualita delle scorte (miele e, soprattutto, polline) presenti nel nido
Qualita e quantita di alimento che le larve effettivamente ricevono dalle nutrici
Rapporto numerico tra api nutrici e covata non opercolata presente nell’alveare

Condizioni climatiche (rappresentano un fattore predisponente le primavere eccessivamente
fredde e piovose)

Posizionamento dell’apiario (rappresenta un fattore predisponente 1’ubicazione dell’apiario
in aree eccessivamente umide)

Sensibilita genetica dei singoli alveari alla malattia

In funzione dei diversi fattori condizionanti che intervengono (Tabella 3.3),
potremo trovarci davanti a forme di malattia lieve, che possono essere supera-
te spontaneamente dalle api, oppure davanti a forme gravi in grado di portare a
morte le famiglie colpite.

3.3.2 Storia

La prima descrizione delle malattie pestose delle api venne fatta da Schirach
nel 1769 [118]. Non si faceva ancora distinzione tra peste americana e peste
europea; entrambe le forme venivano genericamente identificate come “malat-
tie della covata dall’odore ripugnante” (foul smell diseases).

Solo dopo molto tempo si riusci a capire quali fossero gli agenti eziologici
delle due forme e questo fu molto difficile soprattutto per la peste europea
[119] in considerazione della difficolta di isolare il M. plutonius. Non a caso
Cheshire e Cheyne nel 1885 [14] ritennero responsabile della peste il Bacillus
alvei (dal latino: bacillo dell’alveare); Maassen nel 1908 [120] chiamo invece
in causa lo Streptococcus apis (successivamente chiamato Streptococcus fae-
calis). Finalmente, White nel 1907 distinse per la prima volta le due forme di
peste (peste americana e peste europea) e ipotizzo che 1’agente eziologico
della peste europea fosse un germe difficile da coltivare e non sporigeno, che
chiamo genericamente come Bacillus Y. Successivamente, sempre lo stesso
White, nel 1912 [15] rinomino lo stesso germe come Bacillus pluton ma non
riusci mai a coltivarlo. Segui quindi un periodo di grande confusione e incertez-
za sull’eziologia della patologia, tanto che la malattia venne classificata di natura
non infettiva, ma complicata dai germi di accompagnamento (che, a differenza del
M. plutonius, si riuscivano facilmente a coltivare). Solo nel 1956, Bailey [121]
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riusci a mettere a punto un terreno per isolare il germe e lo rinomino in un
primo momento Streptococcus pluton (ispirandosi alla morfologia del germe).
Nel 1982, Bailey e Collins [122] si resero conto che il germe non aveva le
caratteristiche del Genere Streptococcus, e lo riclassificarono Melissococcus
pluton [122]. Infine, per norme di nomenclatura, I’agente responsabile della
peste europea ¢ stato ridenominato Melissococcus plutonius, e tale nome ad
oggi & stato mantenuto.

3.3.3 Distribuzione

La peste europea ¢ stata segnalata in tutti i continenti [116, 123], ad eccezione
della Nuova Zelanda [19, 124]. In alcuni Paesi, tra i quali la Norvegia, la Svizzera
e il Regno Unito, tale malattia rappresenta una patologia molto diffusa.

In Italia, ¢ facile ipotizzare un carattere endemico della peste europea sul ter-
ritorio, anche se non si conosce con precisione I’effettiva prevalenza. Pietropaoli
[125] segnala in Italia, tra il 2006 e il 2011, 42 focolai ufficiali della malattia in
4 diverse regioni (34 in Lazio, 4 in Toscana, 3 in Lombardia e 1 in Puglia). Il
rinvenimento della patologia ¢ fortemente variabile anche in funzione delle
annate apistiche: in alcune stagioni si stima un interessamento del 2-3% degli
alveari; per altre si stima una prevalenza piu elevata. Infatti, in particolari con-
dizioni ambientali e in funzione di fattori ancora non ben conosciuti [126], la
malattia puod assumere un carattere epidemico con rapido interessamento di
molti alveari (ci sono state segnalazioni fino al 40%) di uno stesso apiario.
Ulteriori studi sarebbero necessari per confermare tali dati. E infatti facile ipo-
tizzare una forte sottostima della malattia, da un lato per la difficolta di ricono-
scere i sintomi da parte degli apicoltori, unitamente alla gia citata tendenza alla
guarigione spontanea degli alveari malati; dall’altro per il timore degli apicolto-
ri a comunicare alle autorita sanitarie i casi di malattia per 1’obbligo di applica-
re le misure di controllo previste dal Regolamento di Polizia Veterinaria.

3.3.4 Eziologia
M. plutonius ¢ il batterio responsabile della peste europea. Al microscopio
appare come un cocco con tipica forma lanceolata spesso appaiato oppure orga-
nizzato in corte catene o piccoli ammassi (Fig. 3.19). E un Gram positivo, anae-
robio obbligato, che necessita di CO; per la crescita in piastra.
Filogeneticamente ¢ vicino al genere Enterococcus.
Sebbene asporigeno, M. plutonius & piuttosto resistente alle avversita ambienta-
li: sopravvive all’essiccamento per un anno; pud rimanere vitale nel polline per
alcuni mesi e per diversi anni nei favi in cui ¢ stata presente covata infetta [20].
Come gia detto, M. plutonius ¢ spesso associato ad altri germi, tra cui
Bacterium eurydice, Enterococcus faecalis, Paenibacillus alvei e Brevibacillus
laterosporus:
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- Bacterium eurydice: ¢ normalmente presente nel tratto intestinale delle api
adulte (soprattutto in estate); ¢ invece pil raro nelle larve sane. In queste
ultime aumenta nei casi di peste europea. Si presenta come un sottile bacil-
lo Gram negativo, con le porzioni terminali squadrate. E in grado di favori-
re I’insorgenza dei sintomi di peste europea [121];

- Enterococcus faecalis: non riesce a moltiplicarsi nelle larve in assenza del
M. plutonius, mentre si moltiplica in abbondanza nelle larve malate di peste
europea. Per questo motivo ¢ considerato un “indicatore di peste europea”.
Al microscopio ottico ¢ morfologicamente molto simile al M. plutonius
(cocco, Gram positivo) ma, a differenza di quest’ultimo, non sopravvive a
lungo all’essiccazione e cresce in aerobiosi;

- Paenibacillus alvei: ¢ un bacillo Gram positivo, aerobio, non associato solo
al M. plutonius (a differenza di Enterococcus faecalis). Le sue spore sono
facilmente rinvenibili negli apiari in cui la peste europea ¢ endemica.
Osservando le spore al microscopio ¢ possibile vedere la loro parete come
fossero in trasparenza (Fig. 3.19). Le colonie di questo germe sono invasive
nella loro crescita su agar, inibiscono lo sviluppo degli altri batteri e hanno
un odore che ¢ riscontrabile anche negli alveari malati di peste europea.

In condizioni sperimentali tali batteri sono in grado di favorire la crescita di

M. plutonius [119] aggravandone il quadro clinico, ma il loro ruolo a tutt’oggi

non ¢ ancora completamente chiaro [127].

3.3.5 Patogenesi

M. plutonius viene trasmesso alle larve attraverso 1’alimento (polline, miele e
pappa reale) loro somministrato dalle api nutrici [116]. Le larve che possiedono
eta <2 giorni di vita sono particolarmente recettive al patogeno. La quantita di
larve che si ammala e che perviene a morte ¢ direttamente proporzionale alla
quantita di batteri da loro assunta [115, 129] e alla loro sensibilita genetica [117],
mentre ¢ inversamente proporzionale al numero di api nutrici che accudiscono la
covata e alla quantita di alimento che viene loro somministrata [119, 128].

Gia 100 corpi batterici di M. plutonius sono in grado di infettare una larva
sana [129]. Una volta assunto per via orale, il batterio si moltiplica rapidamen-
te nell’intestino [119] e nella membrana peritrofica della larva [115] causando
dapprima una minor assunzione di alimento, poi, verso il 3°-5° giorno di vita,
cioe prima dell’opercolatura delle cellette di covata [130], la sua morte.

Ma a volte la larva infetta riesce a sopravvivere fino allo stadio successivo
di pupa e, in questi casi, potremmo trovare (come nella peste americana) lesio-
ni anche a carico della covata opercolata. La pupa malata elimina il suo conte-
nuto intestinale all’interno della celletta in cui € allevata contribuendo, in tal
modo, a propagare 1’infezione.

Le larve che, pur ammalandosi, arrivano a fine metamorfosi, daranno luogo
ad adulti che sfarfallano tardivamente, di dimensioni ridotte rispetto agli adul-
ti originati da larve non infette [115, 131].
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3.3.6 Trasmissione

In un alveare con segni clinici di malattia, cio¢ con evidente presenza di larve
malate/morte, ¢ possibile rinvenire il M. plutonius a carico di ogni stadio larva-
le, ma anche a carico del polline, del miele e delle api adulte [126]. In merito a
queste ultime, ¢ stato osservato che le api nutrici presentano cariche 20 volte
superiori rispetto alle bottinatrici prelevate dal predellino di volo dello stesso
alveare [132].

L’elevata densita delle colonie e degli apiari promuove la diffusione del
patogeno.

Belloy [133] in Svizzera ha dimostrato come alveari sani in apiari malati
presentavano, nel 90% dei casi, api positive al M. plutonius; in apiari sani, ma
limitrofi ad apiari infetti, il 30% degli alveari presentava api positive al M. plu-
tonius; infine, in apiari lontani da apiari con sintomi di peste, il M. plutonius
non era rinvenibile negli alveari. Questo a dimostrazione di come le stesse api
operaie possono diffondere la malattia sul territorio, fungendo da veri e propri
carrier da alveare ad alveare e da apiario ad apiario e di come la loro capacita
di diffondere il patogeno diminuisca con 1’aumentare della distanza dall’apia-
rio infetto.

Va comunque tenuto presente che ai fini della diffusione del patogeno, oltre
all’azione delle api adulte (soprattutto con i fenomeni di deriva o di saccheg-
glo) un ruolo determinante ¢ giocato dall’apicoltore, mediante:

lo spostamento di favi infetti in alveari sani (ad esempio, per mancato rico-

noscimento della malattia) per bilanciare la forza degli alveari;

- D’impiego di miele/polline infetti per alimentare alveari sani;

- la movimentazione di alveari infetti per nomadismo;

- il commercio di materiale apistico infetto;

- il ritardato riconoscimento e la ritardata gestione degli alveari malati di
peste europea.

Non vanno neanche sottovalutati errori gestionali dell’apicoltore che produ-
cono stress scatenanti la malattia per alterazione del rapporto numerico tra api
adulte e covata, come ad esempio: gli spostamenti impropri delle scorte vive
(covata/api) o morte (polline e miele) negli alveari (es. per bilanciare le fami-
glie o per realizzare la sciamatura artificiale); un’errata iper-stimolazione con
sciroppo delle famiglie non seguita da una nutrizione di mantenimento; la som-
ministrazione eccessiva di feromoni di covata in grado di stimolare una iper-
ovodeposizione della regina.

3.3.7 Sintomatologia

In funzione dei batteri che si associano al M. plutonius e della virulenza dei
ceppi batterici, la peste europea puo presentarsi con un diverso quadro lesivo a
carico della covata infetta [128].
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In ogni caso, la covata si presenta sempre non compatta, “a mosaico”, indi-
ce dell’elevato tasso di mortalita larvale (Figg. 3.18, 3.23 e 3.24). Come gia
detto, la morte delle larve avviene solitamente a celletta aperta, non ancora
opercolata. Questa ¢ una caratteristica clinica importante ai fini della differen-
ziazione tra peste europea e peste americana.

All’interno delle cellette infette ¢ possibile evidenziare diversi quadri lesivi, in
funzione dell’evoluzione della malattia e dell’eta della covata pervenuta a morte.

Le larve malate, in una prima fase, sono turgide con i tubuli tracheali parti-
colarmente evidenti (Figg. 3.20, 3.21, 3.22), poi perdono il loro normale colo-
re) bianco-madreperla e tendono a disidratarsi assumendo un colorito giallo-
brunastro opaco (Fig. 3.20) [134]. Anche la loro posizione cambia: invece di
restare coricate su di un fianco a forma di C, aderenti sul fondo della celletta,
tendono a scivolare sulla parete della celletta (Fig. 3.20), torcendosi a spirale o
ripiegandosi a ponte mostrando verso 1’apertura della cella il dorso oppure una
delle due estremita (Figg. 3.21, 3.26).

Se la larva infetta non perviene a morte, potremmo trovare, come nella peste
americana, lesioni anche a carico della covata opercolata, caratterizzate preva-
lentemente da cellette forate (Figg. 3.23, 3.24).

Le pupe morte perdono la loro normale consistenza, si appiattiscono sulla
parete e si trasformano in una massa molle putrida poltigliosa, di colore bruna-
stro (Figg. 3.25, 3.26, 3.27) e normalmente non filanti (prova dello stecchino
negativa). Solo di rado ¢ possibile rinvenire moderati segni di filamentosita,
caratterizzati da filamenti che non sono comunque mai superiori ai 1,5 cm [116].

Dopo morte, con il tempo e a causa della disidratazione, le pupe esitano in
scaglie color bruno-ruggine, simili a quelle della peste americana ma, a diffe-
renza di quest’ultima, sono pil facilmente asportabili.

La proliferazione batterica a livello della covata comporta spesso odori aci-
duli di diversa entita, in funzione della vastita del quadro lesivo e della quanti-
ta e tipologia dei germi che accompagnano il M. plutonius. Se, ad esempio, M.
plutonius & associato al Paenibacillus alvei, la covata si presenta amorfa ed
emana un odore sgradevolissimo con larve liquefatte (Fig. 3.27). Esistono poi
forme intermedie e forme in cui i favi non emanano alcun odore.

Per effettuare una diagnosi differenziale tra peste europea e peste americana, ¢
necessario considerare se le lesioni interessano prevalentemente la covata operco-
lata 0 non opercolata e se & presente 0 meno una filamentosita della covata amma-
lata (prova dello stecchino). Valuteremo anche il colore della covata ammalata.

In Tabella 3.4 sono schematizzate le caratteristiche salienti delle due malat-
tie da tenere a mente per una diagnosi differenziale tra le due forme pestose.

Nella diagnosi differenziale con la peste europea va anche tenuto in conside-
razione che esistono situazioni in cui ¢ possibile rinvenire larve di colore gialla-
stro (presumibilmente in conseguenza di particolari fioriture), la cui alterazione
del colore non ¢ dovuta a forme pestose ma ad altre cause, presumibilmente di
natura alimentare. In tali circostanze, per effettuare una corretta diagnosi ¢
necessario ricorrere al kit di campo e al supporto del laboratorio di analisi.
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Fig. 3.18 Favo di covata con quadro lesivo ascrivibile a peste europea

Spore di Paenibacillus alvei

Melissococcus plutonius

Fig.3.19 Melissococcus plutonius al microscopio ottico. Nella prima immagine a sinistra ¢ asso-
ciato a spore di Paenibacillus alvei (per gentile concessione del Dr. Pietro Arculeo, IZS delle
Sicilie)

3.3.8 Diagnosi di campo

In caso di sospetto di peste europea, per una conferma della diagnosi potremo:

- ricorrere all’impiego di kit diagnostici, facilmente reperibili in commercio
(EFB test della Ditta Vita), che si basano sul principio della immuno-migra-
zione-rapida a flusso laterale (Tabella 3.5).
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Fig. 3.20 Larve malate di peste europea, a diverso stadio evolutivo della patologia (per gentile
concessione del Dr. Massimo Palazzetti, Servizi Veterinari ASL/VT)

Fig.3.21 Larva turgida e fuori sede (per gentile concessione del Dr. Massimo Palazzetti, Servizi
Veterinari ASL/VT)

Tabella 3.4 Principali differenze tra peste europea e peste americana. Modificata da [135]

Peste europea Peste americana

Lesioni prevalentemente a carico Lesioni prevalentemente a carico a

della covata non opercolata della covata opercolata

Odore acido o assente Odore di colla di pesce

Manca un annerimento dei favi e raramente Favi anneriti con opercoli infossati o forati

gli opercoli sono forati
Larva non filamentosa, torta e ingiallita Larva filamentosa di colore brunastro

Scaglia asportabile Scaglia non asportabile
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Fig. 3.22 Larva tur-
gida con tubuli tra-
cheali evidenti (per
gentile concessione
Dr. Massimo
Palazzetti, Servizi
Veterinari ASL/VT)

Fig. 3.23 Lesioni a
carico della covata
opercolata affetta da
peste europea (per
gentile concessione
Dr. Massimo
Palazzetti, Servizi
Veterinari ASL/VT)

Fig. 3.24 Lesioni a
carico della covata
opercolata affetta da
peste europea (per
gentile concessione
Dr. Massimo
Palazzetti, Servizi
Veterinari ASL/VT)
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Fig. 3.25 Covata amorfa,
di consistenza poltigliosa
(per gentile concessione
Dr. Massimo Palazzetti,
Servizi Veterinari
ASL/VT)

Fig.3.26 Covata amorfa,
di consistenza poltigliosa
(immagine cerchiata) e,
in alto a destra, larva torta
che mostra un’estremita
verso I’apertura della
celletta (per gentile
concessione Dr. Massimo
Palazzetti, Servizi
Veterinari ASL/VT)

Fig.3.27 Covata con
consistenza liquida

(per gentile concessione
Dr. Massimo Palazzetti,
Servizi Veterinari
ASL/VT)
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Tabella 3.5 Modalita di impiego del kit EFB

Dopo aver prelevato 3 larve malate dal favo (Fig. 3.28), le metteremo nella boccetta del kit con-
tenente una soluzione tampone e sodio azide (Fig. 3.29), quindi agiteremo vigorosamente la boc-
cetta per circa 20 secondi. Metteremo poi 2-3 gocce della miscela nel pozzetto del kit e verifi-
cheremo gli effetti della migrazione del liquido su strato sottile in cui sono stati posizionati spe-
cifici anticorpi marcati. Se I’antigene batterico ¢ presente nelle larve che abbiamo prelevato per
il kit, si fissera all’anticorpo marcato con il complesso rivelatore facendo comparire una banda
scura. La presenza, poi, di una seconda banda ci confermera il corretto funzionamento del kit (Fig.
3.30).

In pratica, il test ¢ positivo se compaiono due bande (conferma di peste
europea); ¢ negativo se invece compare una sola banda (assenza di peste
europea). Se non compare nessuna banda il test non ¢ valido e va ripetuto
(es. kit scaduto o difettoso);

- per un’ulteriore conferma della diagnosi potremo inviare a un laboratorio
di analisi del materiale patologico che puo consistere in: favo o porzioni di
favo contenente covata malata; singole larve malate in provette; vetrini con
strisci ottenuti da larve malate; la boccetta con la soluzione tampone dei kit
realizzati in campo (Fig. 3.29) contenenti le larve malate.

3.3.9 Diagnosi di laboratorio

Gli Istituti Zooprofilattici Sperimentali sono una rete di laboratori diffusa sul

territorio nazionale in grado di offrire un servizio diagnostico agli apicoltori per

le pincipali malattie dell’alveare. L apicoltore, i tecnici apistici o i veterinari
possono fare riferimento ai suddetti laboratori per usufruire di un servizio dia-
gnostico di tal tipo.

La matrice di elezione su cui andare a ricercare il M. plutonius sono le larve

di api con segni di malattia; in mancanza di queste ultime, un’ottima matrice &

anche rappresentata dalle api nutrici, prelevate direttamente dai favi di covata.
Diversi sono i metodi diagnostici a disposizione dei laboratori di analisi. Di

seguito riportiamo i principali:

- esame ispettivo del favo: vedi quanto gia detto nel paragrafo “sintomatolo-
gia”;

- kit di immuno-migrazione-rapida a flusso laterale: vedi quanto gia detto nel
paragrafo “diagnosi di campo” e relativa Tabella 3.5;

- esame colturale: richiede 3—4 giorni per lo sviluppo delle colonie batteriche
(Fig. 3.31). Si effettua il triplo striscio di una sospensione ottenuta dall’o-
mogeneizzazione di larve malate in soluzione fisiologica sterile. I terreni di
elezione per la coltivazione del germe sono terreni selettivi (es. agar Bailey)
contenenti zuccheri, amido, cisteina e potassio, cui viene aggiunto acido
nalidixico. Dopo la semina, le piastre vanno incubate in giara per anaerobio-
si, a 37 °C per 3—4 giorni. Le colonie di M. plutonius appaiono piccole e
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biancastre, con un diametro di circa 1 mm (Fig. 3.31).

La tecnica di coltivazione su piastra rappresenta purtroppo un metodo poco

sensibile in quanto consente di evidenziare meno dello 0,2% dei batteri con-

tati al microscopio ottico [136];

- osservazione microscopica: si prepara una sospensione acquosa delle larve
malate o delle colonie isolate, si pone su un vetrino, si fissa e si colora con
il Gram o con nigrosina al 5% [127]. Andremo quindi a ricercare il M. plu-
tonius sotto forma di cocchi (0,5 x 1,0 wm), lanceolati, Gram positivi, di-
sposti singolarmente o raggruppati in ammassi, a coppie o in corte catene
(Fig. 3.19).

Al microscopio potremo osservare anche forme bastoncellari Gram negati-

ve e con le estremita squadrate (Bacterium eurydice) o Gram positive

(Paenibacillus alvei, Enterocococcus faecalis, Brevibacillus laterosporus);

- indagini di tipo biomolecolare: le tecniche di Polymerase Chain Reaction
(PCR) sono basate sull’amplificazione in laboratorio di sequenze genomi-
che caratteristiche di M. plutonius. Questo tipo di analisi rappresenta un
importante strumento per la diagnosi di peste europea, consentendo di iden-
tificarla anche prima della comparsa dei segni clinici.

L’esame con PCR prevede 1’estrazione del DNA batterico e la successiva

amplificazione di regioni genomiche specifiche per M. plutonius.

L’amplificazione puo essere effettuata mediante due diverse strategie:

1. la prima strategia impiega una sola coppia di primer (corte sonde di
DNA) e il prodotto di PCR viene poi visualizzato mediante corsa elettro-
foretica in gel di agarosio. Un esempio & riportato in Figura 3.32, dove i
campioni positivi mostrano una banda di 812 bp relativa a un tratto del
gene 16S rRNA (rRNA = RNA ribosomiale). Le dimensioni degli ampli-
ficati vengono dedotte dal confronto con pesi molecolari opportuni,
come il 50 bp e il 100 bp. Tali analisi sono di tipo esclusivamente quali-
tativo, come la Reverse-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e la
hemi-nested PCR [136];

2. la seconda strategia di amplificazione utilizza una coppia di primer e una
sonda (una breve sequenza di nucleotidi compresa tra i primer) specifiche
per un piccolo tratto del genoma del batterio. Questo tipo di tecnica viene
chiamata Real Time PCR e non richiede la successiva fase di visualizza-
zione degli amplificati mediante elettroforesi in gel d’agarosio, dato che
I’amplificato viene visualizzato in tempo reale. Il vantaggio dei protocol-
li di Real Time PCR consiste nel fatto che sono altamente specifici e
molti di essi si basano sull’amplificazione di una piccola porzione del
gene sodA. Questo tipo di indagini pud essere sia di tipo qualitativo che
quantitativo, come la Real-time PCR [137-139]; attraverso di esse ¢ stato
possibile individuare il valore soglia di 50.000 UFC/ape di M. plutonius
per poter rilevare i sintomi della malattia [132]. E importante sottolinea-
re che queste tecniche riescono a ovviare i forti limiti di coltivazione su
piastra del M. plutonius, aprendo interessanti prospettive anche per studi
di carattere epidemiologico e predittivo [132].
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Fig. 3.28 Prelievo di una
larva che presenta segni
riconducibili a peste euro-
pea (per gentile concessio-

. ne Dr. Massimo Palazzetti,

Servizi Veterinari
ASL/VT)

Fig.3.29 Le larve
prelevate sono messe
in un tampone

Fig. 3.30 Kit positivo:
presenza di due bande
(per gentile concessione
Dr. Massimo Palazzetti,
Servizi Veterinari
ASL/VT)
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Fig.3.31 Colonie di M.
plutonius su agar Bailey
(per gentile concessione
del Dr. Pietro Arculeo, 1ZS
delle Sicilie)

Fig. 3.32 Pozzettin. 2, 7, 8, 11 e 16: campioni positivi al M. plutonius con amplificato 812 bp.
Pozzetti NEG: non ¢ presente alcun amplificato (controllo negativo). Pozzetti POS: amplificati
dei controlli positivi. Pozzetti 50bp e 100bp: pesi molecolari di riferimento
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3.3.10 Trattamento e controllo della peste europea

Ad oggi non sono registrati in UE farmaci veterinari per la terapia della peste
europea.

In Inghilterra, Stati Uniti e Australia ¢ pratica comune utilizzare ossitetraci-
clina per il trattamento della peste europea. Quest’ultima ha principalmente un
effetto batteriostatico su M. plutonius, quindi, anche se permette di ottenere la
guarigione clinica subito dopo la sua somministrazione, sono frequenti le reci-
dive dopo il trattamento [98, 132, 140, 141].

Thompson e collaboratori [98] hanno applicato quanto in Inghilterra ¢ pre-
visto dalla normativa sanitaria: distruzione di tutti gli alveari in cui si rinviene
la malattia in forma conclamata e degli alveari deboli infetti, mentre per gli
alveari piu forti in cui la malattia ¢ in fase iniziale la realizzazione di un tratta-
mento con ossitetraciclina (1 g p.a. in 250 ml di sciroppo zuccherino). La quan-
tita di recidive da loro rinvenuta a un anno di distanza dal trattamento ¢ stata
pari al 26%, a dimostrazione della non totale efficacia del metodo.

In Svizzera, invece, per il controllo della peste europea ¢ prevista la distru-
zione di tutti gli alveari infetti e delle colonie deboli negli apiari colpiti dalla
malattia. Roetschi e colleghi nel 2008 [132] hanno dimostrato che anche que-
sto protocollo, sebbene sia in grado di ridurre la carica infettante del patogeno,
non ¢ in grado di eliminare il problema delle recidive che si presentano dopo
un anno dall’applicazione delle suddette misure di controllo: mettendola in pra-
tica su 8 apiari infetti (con il 65% di alveari positivi alla malattia), dopo un
anno in 4 apiari si ripresentava la patologia in forma clinica (con almeno un
alveare colpito), un apiario risultava clinicamente sano ma alla PCR si eviden-
ziava ancora il M. plutonius e tre apiari erano effettivamente guariti (sia dal
punto di vista clinico che alle indagini di laboratorio mediante PCR).

Budge e colleghi [137], infine, in una prova di campo mettono a confronto
I’efficacia della messa a sciame con quella del trattamento mediante la sola
ossitetraciclina (1 g p.a. in 250 ml di sciroppo zuccherino). A distanza di un
anno le recidive sono state 5 volte superiori nel trattamento con antibiotico
rispetto alla sola messa a sciame.

Da ultimi, Waite et al. [141] verificarono I’efficacia di un trattamento con ossi-
tetraciclina associandolo alla messa a sciame, ottenendo i risultati migliori in ter-
mini di guarigione (anche degli alveari molto ammalati, con >50% di larve infette)
e di recidive (4,8% rispetto al 21% del solo trattamento con ossitetraciclina).

In definitiva, emergono due importanti considerazioni: la prima & che risul-
ta difficile eradicare da un apiario infetto in un solo anno la peste europea
(forme cliniche e asintomatiche); la seconda ¢ che in Italia, considerata ad oggi
I’impossibilita di impiegare antibiotici, la tecnica della messa a sciame garan-
tisce i migliori risultati in termini di recidive e di sicurezza dei prodotti dell’al-
veare (assenza del problema dei residui).

Nel caso di famiglie colpite gravemente da peste europea, soprattutto se la
diagnosi viene effettuata in un periodo in cui non vi ¢ raccolta nettarifera, con-
verra distruggere la famiglia e i favi infetti, provvedendo alla disinfezione delle
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arnie e del materiale apistico contaminato.

L’uccisione delle api adulte pud essere realizzata con vapori di zolfo ad
arnia chiusa, operando nelle ore serali o al mattino presto, in modo che nessu-
na bottinatrice rimanga fuori dall’arnia. Dopo aver ucciso le api, si procedera
alla distruzione dei favi infetti con il fuoco.

Tutti gli oggetti impiegati per la manipolazione degli alveari infetti, com-
prese le attrezzature utilizzate dall’apicoltore per le operazioni apistiche e gli
indumenti, andranno accuratamente lavati con detergenti e poi disinfettati (ipo-
clorito di sodio al 5%, acido peracetico, sali quaternari di ammonio, perborato
di sodio).

Le arnie, se in buono stato, possono essere sanificate dopo raschiatura, sce-
gliendo tra diverse opzioni di disinfezione: ipoclorito di sodio al 5% (varechi-
na) diluito 1:50, cloramina T (Haminclor), acido peracetico (es.
VitaOxygen™), perborato di sodio (Esodrox C), radiazioni ionizzanti (raggi
gamma), immersione in paraffina a 160 °C per 10 minuti, forno a 170 °C per 1
ora, immersione per 20 minuti in soluzione bollente di soda caustica al 1%, pas-
saggio alla fiamma azzurra.

Negli alveari in cui si optera di intervenire con il risanamento, potremo
invece applicare una o piu delle seguenti tecniche apistiche:

- messa a sciame con asportazione totale (allontanamento di tutti i favi del
nido) o parziale (allontanamento dei soli favi di covata) dei favi del nido.
Puo essere associata a una certa perdita di alveari dovuta all’uccisione o alla
fuga della regina durante la messa a sciame, oppure all’incapacita delle api
di ricostruirsi i favi (per estrema debolezza dell’alveare o per assenza di rac-
colto). Indubbiamente, tale tecnica presenta il vantaggio di abbattere note-
volmente la carica infettante negli alveari e di ridurre le recidive senza
rischio di residui di antibiotico nei prodotti dell’alveare. Vi sono maggiori
probabilita di successo se la messa a sciame ¢ realizzata nel periodo di
importazione nettarifera e su famiglie forti: in tali condizioni le api non
hanno problemi a ricostruirsi i favi del nido e, se praticata ad inizio prima-
vera, ad andare comunque a melario. E bene ribadire che si riducono molto
le probabilita di recupero degli alveari se la messa a sciame ¢ realizzata su
famiglie troppo deboli e/o in assenza di raccolta nettarifera (autunno, inver-
no o tarda estate). In tali circostanze ¢ opportuno ricorrere alla distruzione
degli alveari;

- fornire supplementi nutrizionali. Buoni risultati vengono dati da mangimi di
natura proteica, in grado di stimolare nella covata un aumento delle difese
immunitarie [142]. Sarebbe opportuno applicare questa tecnica a tutto 1’a-
piario e non solo agli alveari infetti;

- somministrazione di probiotici. Questa pratica, attualmente in fase di svi-
luppo sperimentale, trova importanti conferme in vitro della sua efficacia
terapeutica [143, 144]. E importante associare a tale strategia di intervento
altre pratiche quali, ad esempio, la messa a sciame. Sarebbe opportuno
applicare questa tecnica a tutto I’apiario e non solo agli alveari infetti;

- sostituzione della regina: tale pratica da sola non ¢ generalmente risolutiva
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ma puo essere associata ad altre tecniche pil efficaci (es. messa a sciame).

Indubbiamente favorisce una selezione genetica in apiario verso i caratteri

di resistenza alla peste europea, cosi da migliorare il patrimonio genetico

dell’apiario [117];

- tecnicamente, ¢ stato asserito che la peste europea pud essere eradicata
rimuovendo la regina dalle colonie infette per un periodo fino a tre settima-
ne e poi rimpiazzando la stessa con una nuova regina fecondata. Il presuppo-
sto di questo intervento ¢ quello di fornire alle api il tempo di ripulire i favi
dalle larve infette e dai resti contaminati dal batterio. Tuttavia, la gran parte
delle colonie infette recuperano ugualmente e il periodo di orfanita, in molti
casi, diminuisce 1’efficienza di questo processo, risultando addirittura danno-
so, per I’eccesso di cibo ghiandolare somministrato alle larve rimanenti, che
ne favorirebbe la sopravvivenza anche in presenza della malattia.
Esperimenti hanno dimostrato che colonie infette, artificialmente private di
una buona parte della loro covata disopercolata, mantengono proporzional-
mente piu larve infette. Questo perché le larve che rimangono ricevono un
surplus di cibo. Al contrario, vengono normalmente eliminate piu larve infet-
te dalla colonia quando la covata disopercolata ¢ abbondante o viene aggiun-
ta perché, in questo caso, le larve infette manifestano prima segni di inedia
conseguenti anche a una minore somministrazione di cibo ghiandolare.

Le suddette pratiche gestionali possono far pervenire a guarigione gli alvea-
ri soprattutto quando la malattia non ¢ avanzata, gli alveari sono popolati e ci
sono abbondanti fioriture. In ogni caso, vanno tenuti sotto controllo per un anno
gli alveari assoggettati ai diversi trattamenti gestionali per verificare che non si
ripresentino recidive, tutt’altro che rare, della patologia.

Un aspetto fondamentale da considerare ¢ che per migliorare il successo
delle attivita di risanamento non dovremo focalizzare 1’attenzione sui soli
alveari in cui la malattia si € manifestata con i sintomi clinici, bensi dovremo
prevedere interventi per potenziare le resistenze immunitarie di tutto 1’apiario,
ricorrendo a opportune pratiche gestionali (es. nutrizione proteica, sommini-
strazione di probiotici, ecc.).

3.3.11 Profilassi

La profilassi della peste europea prevede il rispetto delle seguenti buone prati-

che di allevamento apistiche:

- non somministrare miele proveniente da altri alveari/apiari alle api;

- evitare di spostare favi tra le diverse famiglie se non si & certi dello stato
sanitario degli alveari;

- sostituire annualmente almeno 3 favi da nido/alveare;

- lavare e disinfettare le arnie quando vengono svuotate, prima del loro nuovo
impiego;

- verificare che le famiglie abbiano sempre a disposizione scorte;

- evitare squilibri numerici tra api adulte e covata;
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- avere in apiario solo famiglie forti;

- escludere dalla rimonta le regine di alveari in cui si € presentata la peste
europea;

- cercare di acquistare regine da apicoltori che selezionano per il comporta-
mento igienico;

- compiere accurate visite in apiario, in primavera e a cadenza regolare nella
stagione produttiva, in modo da diagnosticare il pill precocemente possibile
un’eventuale insorgenza della patologia e provvedere alla gestione degli
alveari colpiti;

- in caso di intervento su alveari ammalati, continuare a monitorarli con atten-
zione negli anni successivi e, se possibile, ricorrere a laboratori di analisi
per ricercare la positivita al M. plutonius nelle api nutrici, anche se 1’alvea-
re non presenta segni clinici di malattia.

34 Setticemie e altre infezioni batteriche
Marco Lodesani

3.4.1 Generalita

Il temine “setticemia” indica una malattia sistemica, la risposta dell’organismo
intesa come Sindrome da Risposta Infiammatoria Sistemica (SIRS) all’invasio-
ne di tessuti, fluidi o cavita corporee normalmente sterili da parte di microrga-
nismi patogeni o potenzialmente patogeni [145]. Le infezioni dell’emolinfa
delle api sono genericamente descritte come setticemia. Questa malattia puo
essere causata da vari batteri, come Rickettsia e/o virus come il virus filamen-
toso. I sintomi variano da anomalie morfologiche e comportamentali delle ope-
raie a spopolamento delle colonie. La variazione del colore dell’emolinfa in
bianco-lattiginoso ¢ il solo parametro affidabile che accompagna questa malat-
tia che spesso non mostra sintomi tangibili.

La societa delle api, multiforme e complessa, composta da migliaia di indi-
vidui organizzati in diverse fasi di sviluppo, ¢ associata a una comunita micro-
bica simbiotica, che gioca un ruolo nella nutrizione e nella difesa contro gli
invasori [146]. L’equilibrio tra la colonia di api e I’ambiente in cui essa vive
puo essere influenzato da fattori esterni come la presenza di pesticidi. In tali
circostanze le api potrebbero diventare pil sensibili agli agenti patogeni [147]
e alcuni batteri potrebbero indurre setticemia nell’emocele. Uno dei fattori in
grado di alterare la microflora ¢ il microsporidio Nosema apis, che ¢ positiva-
mente correlato a episodi di setticemia [148]. Dato che Nosema ceranae sem-
bra oggi piu diffuso nell’area mediterranea [149, 150], non possono essere
esclusi degli effetti o interazioni negativi di tale fungo sulla microflora respon-
sabile del quadro setticemico. Anche I’elevata infestazione da Varroa destruc-
tor potrebbe influire sullo sviluppo di setticemie nelle api [151].
L’indebolimento delle colonie provocato dall’accoppiata varroa-virus puo
avere effetti di soppressione immunitaria che, a sua volta, favorisce la prolife-
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razione di microorganismi e agenti virali [152]. Lo studio delle setticemie nelle
api, segnalate sin dagli anni *60, ¢ stato trascurato negli ultimi anni. Il sintomo
clinico caratteristico ¢ 1’aspetto bianco-lattiginoso, anziché giallastro chiaro,
dell’emolinfa degli individui infetti, conseguenza dello sviluppo di microorga-
nismi di varie specie.

3.4.2 Eziologia

Le prime descrizioni relative al cambiamento di colore dell’emolinfa riguarda-
vano api regine [153]. Piu tardi furono compiute osservazioni anche su api ope-
raie [154], con I’isolamento di Bacillus paratyphi alvei. Burnside [155, 156] fu
il primo a correlare le infezioni batteriche nell’emolinfa ai sintomi clinici,
descrivendo il quadro clinico come setticemia delle api e dimostrando che la
perdita di longevita delle api operaie era dovuta alla proliferazione nell’emolin-
fa di Bacillus apisepticus (poi riclassificato in Pseudomonas apiseptica [157] e
ora come Pseudomonas aeruginosa).

La ricca flora microbica dell’intestino dell’ape puo subire notevoli variazio-
ni in funzione dello stato nutrizionale, dell’eta, della stagione e in generale
dello stato di salute [158-160]. Anche I’ambiente di bottinamento (fonti d’ac-
qua, caratteristiche della flora e dei terreni, ecc.) pud contribuire a una varia-
zione della flora microbica. La letteratura ha descritto numerosi microorgani-
smi ritrovati nell’emolinfa di api interessate dal quadro clinico precedentemen-
te delineato. Nel corso del tempo la nomenclatura ¢ cambiata rispetto alla clas-
sificazione iniziale; in ogni caso, le famiglie piu coinvolte sono le
Enterobacteriaceae, le Pseudomonadaceae, le Bacillaceae, le Streptococca-
ceae ¢ le Spiroplasmataceae) (Tabella 3.6) [148, 161, 162].

Tabella 3.6 Agenti patogeni isolati da api operaie con sintomatologia ascrivibile al quadro setti-
cemico. A seconda della virulenza dei microorganismi descritti dagli autori, viene indicata un’em-
pirica scala degli effetti (forte > moderato > debole > non virulento > sconosciuto)

Batteri Effetto Bibliografia
Enterobacteriacae [148, 170]
Yersinia pseudotuberculosis forte [182]
Serratia marcescens forte [183]
Hafnia alvei forte [148]
Proteus vulgaris moderato/debole [148]
Enterobacter cloacae (Aerobacter cloacae) forte/moderato [148]
Providencia rettgeri (Proteus rettgeri) moderato [148]
Hafnia spp. non-virulento [148]
Aecrobacter aerogenes (Enterobacter aerogenes) debole [148]

(cont.”)
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Tabella 3.6 (continua)

Morganella morganii (Proteus morganii)
Providencia spp.

Serratia spp.

Pseudomonaceae

Pseudomonas aeruginosa (Bacillus apisepticus/
Pseudomonas apiseptica)

Pseudomonas fluorescens
Chryseomonas luteola
Entreococcaceae

Enterococcus faecalis
Aeromonadaceae

Aeromonas spp.
Spiroplasmataceae

Spiroplasma melliferum, S. apis
Non classificabili con precisione
Strain H/Stamm H

Proteus apisepticus

Rickettsia

Famiglie non descritte in dettaglio

Bacillacae, Streptococacaee

Virus

Filamentous virus (FV)

3.4.3 Sintomatologia

non-virulento
forte

forte

forte/moderato

forte

debole

forte

sconosciuto
forte
forte

forte

variabile, in funzione
delle specie

forte

m

[148]
[148]
[148]

[148, 155, 157,
184]

[185]

[186]

[186]

[157]

[172]

[161]

[187]

[178]

[148, 170]

[172]

Il semplice cambiamento di colore dell’emolinfa delle api colpite, da trasparen-
te a bianco latte [155, 156, 163], non puo essere considerato come caratteristi-
ca peculiare, in quanto anche 1’azione di altri patogeni pud causare questa
variazione di colore [164], ovvero la trasparenza dell’emolinfa non ¢ garanzia
dell’assenza di agenti microbici ad azione patogena [165, 166]. Altri sintomi
descritti sono la parziale decomposizione dei tessuti muscolari [167] e il loro
viraggio verso tonalita grigiastre [155, 156]. Wille e Vecchi [168] dimostraro-
no che le caratteristiche morfologiche dei leucociti di api affette da setticemia
non erano alterate, mentre altri studi [169] misero in evidenza I’innalzamento
del numero dei leucociti a seguito dell’infezione.
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Tutti gli individui (operaie, fuchi e regine) sono suscettibili d’infezione.
Qualora fosse infettato un numero elevato di api, possono verificarsi casi di
spopolamento, aumento della mortalita invernale, scarsa ripresa primaverile e
fenomeni di collasso delle colonie [161, 170, 171]. E stato inoltre osservato che
una significativa percentuale di api ammalate abbandona 1’alveare prima che
I’agente patogeno si sia moltiplicato in modo massivo [35], fenomeno ricondu-
cibile ai sistemi di difesa a livello sociale messi in atto dalla colonia di api.

3.4.4 Diagnosi

Al fine dell’osservazione al microscopio (a 400 o 1000 ingrandimenti) e dell’e-
same colturale, si procede all’estrazione dell’emolinfa dal torace e dalla testa
dell’ape utilizzando microcapillari di vetro. Segue la diluizione in soluzione
fisiologica sterile e la coltivazione dell’omogenato su diversi mezzi nutritivi.
L’applicazione di specifici test biochimici consente, infine, I’identificazione
delle specie microbiche isolate [148].

In funzione della virulenza e dell’intensita dell’attacco e del tipo di micror-
ganismi, le setticemie possono essere classificate in tre livelli: patogeni obbli-
gati (alta virulenza con mortalita superiore al 50%), virulenza media (mortalita
30-50%), patogeni facoltativi (mortalita inferiore al 30%).

Infezioni sperimentali hanno dimostrato che alcuni batteri possono indurre
setticemia per via orale, mediante iniezione nell’emolinfa o tramite penetrazio-
ne tracheale, ma nessun consenso su quale sia la modalita pil rilevante ¢ stato
sinora raggiunto. Secondo alcuni autori la modalita di diffusione piu frequente
sarebbe quella orale, tramite trofallassi, alla quale seguirebbe la colonizzazio-
ne dell’intestino e I’attraversamento della membrana peritrofica [172]. In que-
st’ultimo caso, un ruolo importante pud essere assunto dal microsporidio
Nosema spp., a causa della sua azione distruttiva della membrana peritrofica
[148] che, normalmente, protegge I’intestino degli insetti dall’intrusione di bat-
teri patogeni. Anche ’acaro Varroa destructor, nella sua azione invasiva, gia a
livello larvale ¢ un importante vettore di virus e batteri [173-175].

3.4.5 Stagionalita

Sebbene alcuni autori indichino una dipendenza stagionale dell’infezione, non
c’¢ un consenso unanime su questo aspetto. In particolare, Glinski e Otte [176]
hanno segnalato una maggiore frequenza di focolai di setticemia durante la pri-
mavera e 1’inizio dell’estate, Otte [177], tuttavia, ha riscontrato una prevalenza
in piena estate dopo giorni piovosi o prolungati periodi di freddo, mentre Wille
[178] ha riportato una sintomatologia corrispondente durante il periodo autun-
nale. Burnside [156] indica il tempo piovoso e nuvoloso come quello ottimale
per facilitare I’andamento setticemico, ma cid non ¢ stato confermato dai rile-
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vamenti effettuati da Wille [161] in Svizzera. Anche le diverse sottospecie di
Apis mellifera sembrerebbero possedere una diversa sensibilita ai diversi agen-
ti infettivi coinvolti [176].

3.4.6 Rickettsiosi e infezioni miste

Altri microrganismi associati a questa patologia sono le Rickettsia [170] e il
virus filamentoso [178, 179]. Wille [178] riscontro le Rickettsia nell’emolinfa
di colore bianco latteo nel 60-70% degli alveari mostranti sintomi clinici.
Rickettsia infetta prima i corpi grassi e dopo la loro dissoluzione invade I’emo-
linfa.

Il fatto che il quadro setticemico sia stato ripetutamente associato a piu
agenti infettivi solleva la questione se la setticemia sia un evento patologico
primario o secondario, ovvero se sia attivata da altri agenti scatenanti. Wille e
Pintér [161] hanno mostrato come generalmente si trovino infezioni multiple,
caratterizzate dalla presenza simultanea di piu agenti patogeni. Diversi autori
[148, 170, 180] sostengono che la setticemia sia la conseguenza di infezioni
miste, di un carico di variabilita genetica batterica perturbante il sistema immu-
nitario insieme a fattori di stress ambientale (eventi atmosferici avversi, scarse
risorse nutrizionali, particolari gestioni apistiche).

In definitiva, la setticemia ¢ una patologia poco conosciuta e poco ricono-
sciuta come tale; secondo le informazioni bibliografiche la responsabilita della
patologia non ¢ attribuibile a un solo agente infettivo, ma & piuttosto la risul-
tante di molteplici fattori interagenti e pud essere scatenata da diverse cause
quali gli stress ambientali, carenze nutrizionali, infezioni miste con agenti pato-
geni comuni e, infine, severi attacchi di Nosema spp. e di Varroa destructor.

3.4.7 Terapia

La setticemia ¢ stata trattata con successo con antibiotici e sulfatiazolo [148].
Wille, trattando le colonie colpite con streptomicina, terramicina ed eritromici-
na [167, 181], ha constatato il recupero della maggior parte degli alveari. I trat-
tamento farmacologico comporta, tuttavia, lo sviluppo di resistenza [181] e il
rischio di contaminazione dei prodotti apistici [166, 177].
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41 Le infezioni virali delle api
4.1.1 Premessa

Analogamente alle altre specie animali di interesse zootecnico, domestiche o selva-
tiche, le api possono essere affette da un’ampia varieta di patogeni infettivi respon-
sabili di mortalita delle colonie. Tra questi anche i virus, che sono considerati con
sempre maggior preoccupazione dagli apicoltori per la loro capacita di compromet-
tere la salute delle api.

La prima ipotesi dell’esistenza di virus nell’ape mellifera risale all’inizio del
20° secolo, quando un agente filtrabile ottenuto da larve malate si dimostro in grado
di riprodurre i sintomi della covata a sacco [1]. Dal 1963, anno dell’identificazione
del virus della paralisi cronica (CBPV) e del virus della paralisi acuta (ABPV) ad
oggi sono stati identificati circa 20 virus differenti [2, 3].

Grazie al progressivo sviluppo e applicazione di tecniche di biologia molecola-
re, le conoscenze sui virus delle api sono notevolmente aumentate negli ultimi ven-
t’anni anni, e in letteratura sono oggi disponibili numerose informazioni su identifi-
cazione e diagnosi, proprieta fisico-chimiche, organizzazione genomica, trasmissio-
ne, incidenza, virulenza, patogenesi e interazione con 1’ape dei diversi agenti virali.

La maggior parte di questi virus ¢ stata rilevata solo in Apis mellifera, men-
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tre alcuni sono stati identificati in altri apoidei e formiche. Inoltre, i virus pos-
sono attaccare le api in varie fasi della loro vita, incluse uova, larve, pupe, api
adulte, fuchi e regine, e questa variabile puo alterare i sintomi e 1’esito dell’in-
fezione.

Sebbene i virus delle api piu spesso persistano nell’ospite allo stato di laten-
za senza causare quadri clinici evidenti, in concomitanza di particolari condizio-
ni favorenti possono incidere in modo drammatico sullo stato di salute delle colo-
nie, accorciando la vita delle api e causando mortalita e spopolamento [4, 5].

Le virosi delle api sono diffuse in tutto il mondo e possono causare elevate
perdite economiche, soprattutto quando associate ad altre malattie. Infatti, i
virus impattano sulla morfologia, fisiologia e comportamento delle api e sono
stati sia storicamente che pill recentemente associati a indebolimento e morte
delle colonie. Tale situazione, da tempo nota nel panorama della patologia api-
stica, ma non ancora del tutto chiarita, ha indotto negli ultimi anni a concentra-
re gli sforzi per lo studio della patogenesi delle malattie e per la messa a punto
di specifici metodi diagnostici di laboratorio.

4.1.2 Classificazione e tassonomia

Come noto, i virus sono organismi opportunisti, parassiti cellulari obbligati che
dipendono dalla cellula dell’ ospite per la replicazione. Essi sono costituiti da un
semplice genoma di acido nucleico (RNA o DNA) e da un rivestimento protei-
co, il capside. Alcuni virus possono avere un secondo involucro, 1’envelope,
che fornisce un’ulteriore protezione. Nel caso dei virus delle api questo ¢ pre-
sente nel virus filamentoso (FV) e nel virus iridescente dell’ape (AIV), che rap-
presentano gli unici due virus a DNA delle api conosciuti. Tutti i virus piu
comunemente studiati hanno genoma a RNA a singola catena (ssRNA): tra que-
sti, il virus della paralisi acuta (ABPV), Kashmir Bee virus (KBV), virus israe-
liano della paralisi acuta (IAPV), virus della cella reale nera (BQCV), virus
della paralisi cronica (CBPV), virus delle ali deformi (DWV) e virus della
covata a sacco (SBV). Altri virus riportati ma di minore impatto e rilevanza
includono Kakugo virus (KV), Varroa destructor virus-1 (VDV-1), Bee virus X
(BVX), Bee Virus Y (BVY), virus delle ali opache (CWYV), virus della paralisi
lenta (SBPV), virus Arkansas (ABV), Macula-like virus (Malv), virus Berkeley
(BBV), virus della covata a sacco Tailandese (TSBV), Lake Sinai virus 1 e 2
(LSV1, LSV-2). L’elenco completo dei virus con le relative caratteristiche e i
principali riferimenti bibliografici & riportato in Tabella 4.1.

Tutti i virus a RNA, tranne CBPV, sono appartengono o hanno caratteristi-
che assimilabili all’ordine Picornavirales, superfamiglia “picorna-like” virus.
Sulla base della struttura e dell’organizzazione genomica, i virus delle api mel-
lifere sono raggruppabili principalmente in due famiglie: Dicistroviridae e
Iflaviridae. Altri virus o non sono ancora ufficialmente classificati in alcuna
famiglia virale o sono assimilati ad altri generi (Maculovirus) o famiglie
(Tymoviridae e Nodaviridae).1 virus a DNA sono classificati, rispettivamente,
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Tabella 4.1 Lista completa dei virus delle api (viene riportato il nome in inglese e il relativo acro-

nimo) e principali riferimenti bibliografici

N.
1

10

11
12
13
14

15
16
17
18
19

20
21

Virus

Acute Bee Paralysis Virus

Kashmir Bee Virus

Israeli Acute Paralysis
Virus

Black Queen Cell Virus
Deformed Wing Virus

Kakugo Virus

Varroa Destructor Virus-1
Sacbrood Virus

Slow Bee Paralysis Virus

Chronic Bee Paralysis
Virus

Cloudy Wing Virus
Bee Virus X
Bee Virus Y

Arkansas Bee Virus

Berkeley Bee Virus
Macula-like Virus
Filamentous Virus
Apis Iridiscent Virus

Aphid Lethal Paralysis
Virus

Big Sioux River Virus

Lake Sinai Virus

Abbr.
ABPV

KBV

IAPV

BQCV
DWV

KV

VDV-1
SBV
SBPV

CBPV

CWV
BVX
BVY
ABV

BBPV
Ma LV
FV
AIV
ALPV

BSRV
LSV-1

Riferimento bibliografico

Bailey et al., 1963 [7]; Bakonyi et al., 2002 [44];
De Miranda et al., 2010 [6]

Bailey et al., 1979 [24]; Chen et al., 2004 [33];
Hung et al., 1996 [35]

Maori et al., 2007 [38]

Bailey e Woods, 1977 [20]

Ball, 1983 [17]; Lanzi et al., 2006 [81]; De Miranda
e Genersch, 2010 [115]

Fujiyuki et al., 2004 [163]; Fujiyuki et al., 2006 [127]

Ongus et al., 2004 [65]; Ongus et al., 2006 [64]
Bailey e Fernando, 1972 [86]; Bailey et al., [83]

Bailey e Woods, 1974 [93]; De Miranda et al.,
2010 [92]

Bailey et al., 1963 [7]; Burnside, 1945
[164]; Ribiere et al., 2010 [97]

Bailey et al., 1980 [102]; Carreck et al., 2010 [104]
Bailey e Woods, 1974 [93]

Bailey et al., 1980 [105]

Bailey e Woods, 1974 [93]; Lommel et al., 1985 [62]

Lommel et al., 1985 [62]

Bailey et al., 1981 [108]; Clark, 1978 [107]
Bailey e Ball, 1978 [110]

Van Munster et al., 2002 [56];
Williamson et al., 1988 [165]

Runckel et al., 2011 [61]
Runckel et al., 2011 [61]

I’ ATV nella famiglia Iridoviridae e il FV nella famiglia Baculoviridae.

La maggior parte dei virus delle api sono quindi virus picornavirus-like e

presentano forma icosaedrica con diametro di circa 30 nm, sono morfologica-
mente simili e non distinguibili mediante la semplice osservazione al microsco-
pio elettronico a trasmissione (TEM).
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Come la maggior parte dei virus sSRNA del mondo animale, anche i virus
delle api sono proni a mutare con facilita e a generare varianti genotipiche
(quasi-specie). Questo ¢ dovuto al fatto che le RNA polimerasi virali non hanno
capacita di correzione di bozze, diversamente da quanto accade per I’enzima
DNA polimerasi, e questo provoca molteplici errori di trascrizione durante la
replicazione. Di fatto, la popolazione di virioni di ciascun virus noto & compo-
sta da diverse varianti genotipiche che generano un notevole tasso di evoluzio-
ne, consentendo al virus di superare una fortissima pressione selettiva.
Nonostante la loro natura di quasi-specie, la caratterizzazione molecolare, tas-
sonomia e 1’analisi filogenetica di virus a RNA, ¢ sempre piu basata su dati di
sequenza (Fig. 4.1 e Tabella 4.2).

4.1.2.1 Dicistroviridae

I virus della famiglia Dicistroviridae sono di forma icosaedrica di dimensioni
di ~ 30 nm, privi di capside e con un genoma bicistronico monopartito. Il cap-
side virale & composto da 60 copie di tre diverse proteine virali: VP1, VP2 e
VP3. Questa famiglia ¢ costituita da due generi: Aparavirus e Cripavirus.
Appartengono al genere Aparavirus ABPV, IAPV, KBV e virus a loro stretta-
mente correlati quali SINV-1 (Solenopsis Invicta Virus-1) e TSV (Virus della
Sindrome di Taura). ABPV ¢ la specie tipo per il genere Aparavirus (Fig. 4.2),
mentre per il genere Cripavirus, che include BQCYV, la specie tipo ¢ Cricket
Paralysis Virus (CrPV). Come suggerisce il nome (di-cistro) Dicistroviridae, il
genoma bicistronico ha due distinte fasi di lettura aperta (ORF) per proteine
strutturali e non strutturali (Fig. 4.3). La ORF strutturale ¢ situata all’estremita
3’ e contiene le sequenze codificanti per le quattro proteine virali, da VPI a
VP4, di cui tre proteine formano le sub-unita del capside. Le dimensioni del
genoma di ABPV, KBV e IAPV sono di circa 9500 basi. Questi tre virus
(ABPV, KBV e IAPV) sono i pit importanti virus appartenenti alla famiglia
Dicistroviridae. 11 complesso ABPV-KBV-IAPV [6] ¢ un gruppo di virus stret-
tamente correlati tra loro e comunemente presenti con basso titolo di infezione,
che condividono struttura genomica e caratteristiche simili, come 1’alta virulen-
za e la via di trasmissione prevalentemente orizzontale.

Virus della paralisi acuta (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV)

ABPYV ¢ stato scoperto nel 1963 [7] ed ¢ anche stato ritrovato in bombi [8].
ABPYV ¢ altamente virulento: i sintomi osservati nelle api adulte comprendono
paralisi, tremori e morte rapida in 1-2 giorni dall’infezione. ABPV puo infetta-
re sia la covata che le api adulte. In caso di infezione massiva le larve muoio-
no prima dell’opercolatura (Fig. 4.4), mentre in caso di infezioni a basso titolo
possono svilupparsi regolarmente e dare vita a soggetti adulti infetti in forma
latente-subclinica.

La sua capacita patogena si estrinseca, in particolare, in presenza di infe-
stazione da varroa: in base a studi di modeling [9], ABPV pud distruggere una
colonia solo in presenza di una popolazione di acaro numerosa. Pertanto, & stato
associato come co-fattore nella perdita di colonie in associazione a varroa



4 Virosi 127

Tabella 4.2 Lista dei virus presenti in Figura 4.1. T virus delle api sono sottolineati. L’asterisco
segnala la specie-tipo di ogni genere. Sono riportati i numeri di accesso delle sequenze tratte da
GenBank (www.ncbi.nih.gov)

Acronimo Nome Rif. GenBank Genere Famiglia
TSV virus della sindrome di Taura NC_003005  Aparavirus  Dicistroviridae
ABPV*  virus della paralisi acuta NC_002548 “

KBV virus Kashmir NC_004807 «

IAPV virus israeliano della paralisi acuta NC_009025 «

SINV-1 virus solenopsis invicta-1 NC_006559  * «“
CrPV virus della paralisi del grillo NC_003924  Cripavirus
DCV virus C di Drosophila NC_001834  « «“
ALPV virus della paralisi letale dell’afide NC_004365 «
RhPV virus di Rhopalosiphum Padi NC_001874 “
HoCV virus-1 di Homalodisca Coagulata NC_008029 “
BQCV*  virus della cella reale nera NC_003784 “
TrvV virus di Triatoma NC_003783 “
PSIV virus intestinale di Plautia Stali NC_003779 “
HiPV virus P di Himetobi NC_003782  “ «“
IFV* virus infettivo della flaccidita NC_003781 Iflavirus Iflaviridae
SBV virus della covata a sacco NC_002066 “
SBPV virus della paralisi lenta NC_014137 “
VDV-1 virus Varroa Destructor-1 NC_006494  “ “
DWV virus delle ali deformi NC_004830  “ “
KV virus Kakugo NC_005876  “ “

FMDV  disfunzione di tipo A cibo e bocca NC_011450  Aphthovirus Picornaviridae
EV-109  enterovirus umano 109 NC_014336  Enterovirus “
PV virus polio NC_001489  Enterovirus

[10-12]. Il rilevo di ABPV in api, senza che fossero contemporaneamente infet-
ti gli acari provenienti dalla colonia stessa, proverebbe la trasmissione orizzon-
tale diretta tra api [13]. La presenza di ABPV in diversi tessuti quali cervello e
ghiandole ipofaringee [14] e nelle feci depone per una trasmissione orale [15]
ma, essendo stato rilevato anche nel liquido spermatico, si ritiene anche possi-
bile la trasmissione verticale [16]. Per ABPV ¢ inoltre stata dimostrata una tra-
smissione indiretta tramite 1’azione di vettore svolta da acari [17, 18]. Il geno-
ma di ABPV (9.491 basi) ¢ stato sequenziato nel 2000 [19].
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Virus dell’ape del Kashmir (Kashmir Bee Virus, KBV)

Il Kashmir Bee Virus (KBV), identificato dapprima in Apis cerana provenien-
te dal nord dell’India [20], & sierologicamente e geneticamente simile a ABPV,
ma i profili di proteina del capside sono diversi [21]. Anche il quadro clinico
indotto da KBV ¢ molto simile a quello di ABPV. KBV ¢ generalmente meno
diffuso [13, 22, 23], ma sembra essere il piu virulento di tutti i virus delle api
oggi noti [24]. La sua virulenza si estrinseca quando il virus raggiunge 1’emo-
linfa delle api adulte [25] e puod cosi replicare molto velocemente e dare morta-
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Fig.4.2 Virus della paralisi
acuta delle api (ABPV) al
microscopio elettronico in
colorazione negativa. Bar =
200 nm

ORF1 ORF2

Proteine non strutturali Proteine del capside
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Fig. 4.3 Schema dell’organizzazione e composizione genomica delle due famiglie di virus delle
api: Dicistroviridae () e Iflaviridae (b)

Fig. 4.4 Quadro clinico di
larve infette da ABPV. La
covata ha un aspetto irrego-
lare, con larve girate male e
linea dorsale giallognola.
Per gentile concessione di
Per Kryger, Aarhus Univer-
sity, Slagelse, Denmark




130 A.Lavazza, R. Dall'Olio

lita in tre giorni [24]. KBV ¢ stato rilevato in covata e nelle operaie, dove pud
persistere come infezione latente [26, 27], ma anche in regine, miele, polline,
pappa reale e il cibo per la covata [28], nelle feci di operaie e regine [29], nelle
uova e nelle ovaie della regina [30]. Inoltre, KBV ¢ stato rilevato nella varroa
[31, 32] che ¢, dunque, un vettore di KBV con meccanismo simile a quello
identificato per DWV [33]. Vi ¢ quindi la possibilita che, in colonie con eleva-
te infestazioni da varroa, KBV possa predisporre a una altrettanto grave infe-
zione da KBV con perdita di famiglie [34-36]. Il genoma di KBV (9.524 basi)
¢ stato sequenziato nel 2004 [37].

Virus israeliano della paralisi acuta (Israeli Acute Paralysis Virus, |APV)

Il virus israeliano della paralisi acuta (IAPV) ¢ stato estratto e identificato da
api morte in colonie collassate, per la prima volta in Israele [38]. La presenza
di TAPV ¢ strettamente correlata a quella di ABPV e KBV. Anche le loro
sequenze genomiche (quella di IAPV ¢ di 9.499 basi) sono simili al 60-70%,
ma i tre virus sono comunque distinguibili mediante saggi in PCR e sierologi-
ci specifici. IAPV ¢ stato inizialmente associato alla sindrome CCD [39] come
possibile agente causale primario ma, in seguito, sono emersi numerosi dubbi
su questa correlazione. Altri studi hanno anche associato IAPV al collasso degli
alveari recentemente riportato in paesi europei [40, 41]. La varroa ¢ stata recen-
temente riconosciuta come un efficace vettore per IAPV [42]. Alcuni esperi-
menti basati sull’ingestione di IAPV-dsRNA da parte delle api hanno mostrato
un’efficacia nell’inibire la replicazione virale mediante il meccanismo
dell’RNAinterference [43].

Diffusione di ABPV, KBV e IAPV

ABPV, KBV e IAPV mostrano una distribuzione cosmopolita [2, 3] e sono tra
i virus pil comunemente ritrovati in Europa [13, 22, 44, 45], dove sono stati
associati a perdite di colonie invernali [46]. La prevalenza di ABPV e KBV
fluttua nel corso della stagione, con i titoli di punta in tarda estate e autunno [6].
Sebbene IAPV sia stato inizialmente associato con la CCD negli Stati Uniti
[39], la prevalenza di IAPV in Europa ¢ relativamente bassa: 13-25% in
Spagna [47] e 14% in Francia [41]. In Danimarca la prima segnalazione di
IAPV da un campione di ape singola risale al 2010 [48] ma gia nel 2007, in
un’indagine su circa 100 apiari, era stata riportata una prevalenza del 12% [22].
In Italia IAPV ¢ stato isolato per la prima volta nel 2009 [49] e nel triennio suc-
cessivo ¢ stato identificato nell’8,45% delle colonie controllate [Formato e
Cardeti, comunicazione personale].

Virus della cella nera della regina (Black Queen Cell Virus, BQCV)

Appartenente al genere Cripavirus, il BQCV ¢ stato identificato per la prima
volta in larve di regina morte e in prepupe opercolate colorate di marrone
scuro/nero unitamente alle pareti delle celle in cui erano contenute [20]; da qui
il nome attribuito al virus. Larve di regine e pupe opercolate sono proprio gli
stadi principalmente affetti da BQCV che ha anche un andamento stagionale,
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manifestandosi soprattutto in primavera e inizio estate [13, 50]. Le larve mala-
te assumono un colore giallastro e spesso un consistente rivestimento cutaneo
a forma di sacco, simile a quello indotto da SBV. BQCYV replica velocemente
nelle pupe, che diventano scure e muoiono rapidamente. Le api operaie si pos-
sono infettare ma, generalmente, non mostrano sintomi. BQCV ¢ un virus
cosmopolita ed ¢ considerato tra i pit diffusi in assoluto con elevate prevalen-
ze soprattutto in primavera [13, 51]. La presenza di BQCYV in campo ¢ spesso
correlata all’infezione con Nosema apis e si ritiene, quindi, ci sia un effetto
sinergico tra i due patogeni [52]. Infatti, in api adulte infette da N. apis, BQCV
replica pil rapidamente [53]. N. apis, infettando 1’intestino dell’ape, lo rende-
rebbe pil suscettibile all’infezione da BQCYV; in questo modo, le api nutrici
infette trasmettono pil facilmente con le secrezioni ghiandolari I’infezione alle
larve di regine [52, 53]. Sebbene risultati di campo abbiano a pil riprese con-
fermato 1’associazione tra i due patogeni [11, 13], deve ancora essere chiarito
il meccanismo preciso attraverso il quale N. apis pud attivare e trasmettere 1’in-
fezione da BQCYV. E stato anche ipotizzato un possibile ruolo di varroa come
vettore di BQCV [54, 55] ma i risultati di altri autori [13] rendono questa ipo-
tesi ancora controversa.

Altri Dicistrovirus

Il virus della paralisi letale dell’afide (Aphid Lethal Paralysis Virus, ALPV) e
il virus del grande fiume Sioux (Big Sioux River Virus, BSRV) sono due noti e
comuni Dicistrovirus. ALPV € un virus presente nel contenuto intestinale delle
principali specie di afidi di interesse in agricoltura ed ¢ stato correlato al decli-
no di popolazioni di afidi [56-58]. I BSRV ¢ strettamente correlato al
Rhopalosiphum padi virus (RhPV) [59], un comune virus intestinale che si tra-
smette tra afidi utilizzando il sistema vascolare delle piante [60]. Entrambi i
virus possono essere identificati a basso titolo in api adulte, salvo mostrare dei
picchi quantitativi durante la tarda estate [61] quando le api si nutrono con le
secrezioni degli afidi per la produzione di melata. Non ¢ chiaro, quindi, se rap-
presentino delle vere infezioni a carico delle api o se queste siano semplice-
mente contaminate in forma accidentale. Entrambi questi virus potrebbero esse-
re correlati al Berkeley Bee Picorna-like Virus (BBPV) [62], che non ¢ stato
perd ancora sequenziato (vedi oltre “Altri virus minori”).

4.1.2.2 [flaviridae

La famiglia degli Iflaviridae ¢ costituita da un solo genere, Iflavirus, che com-
prende DWV, SBV, KV e VDV-1. Dal punto di vista strutturale e morfologico,
sono anch’essi particelle di circa 30 nm riconducibili ai picornavirus-like (Fig.
4.5). DWV, KV e VDV-1 sono virus strettamente correlati; 1’identita di sequen-
za aminoacidica di VDV-1 con le diverse proteine di DWV e KV ¢ tra 84% e
90% [63], al punto che sono stati considerati alla stregua di varianti di un sin-
golo virus. La differenza piu sostanziale ¢ che VDV-1 replicherebbe in manie-
ra piu specifica nella varroa che nelle api [64, 65]. Il genoma degli Iflavirus
comprende un singolo ORF, codificante per le proteine del capside (VP1-VP4)
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Fig. 4.5 Virus delle ali
deformi (DWV) al
microscopio elettronico in
colorazione negativa.

Bar =200 nm

all’estremita 5’ e, per le proteine non-strutturali, all’estremita 3’ (Fig. 4.3).
L’estremita 5’ ¢ legata covalentemente a proteine virali (VPg), seguite dalle
sequenze IRES, dalla proteina leader (L-proteina), dalle proteine del capside
(VP1-VP4) e dalle sequenze per le proteine non strutturali incluse elicasi, pro-
teasi e la polimerasi RNA-dipendente (RdRP). Il risultato del meccanismo di
traduzione € una poliproteina che viene poi tagliata dalla proteasi virale 3C per
produrre le singole proteine funzionali. Le dimensioni del genoma di DWV,
SBV, KV e VDV-1 sono, rispettivamente, 10.140, 8.838, 10.152 e 10.112 basi.

Virus delle ali deformi (Deforming Wing Virus, DWV)

Il virus delle ali deformi (DWV) ¢ stato isolato per la prima volta da api giap-
ponesi [17]. Ad esso ¢ associata una sintomatologia molto caratteristica, ossia
la nascita di api con ali deformi e dimensioni del corpo ridotto [66] (Fig. 4.6).
DWV condiziona anche le capacita di risposta sensoriale, di memoria e di
acquisizione di informazioni negli adulti [67]. DWV ¢ stato trovato in tutte le
fasi di sviluppo delle api, tra cui uova [68], larve, pupe [45], individui adulti e
tutte le caste tra cui regine [69, 70], operaie e fuchi [71, 72]. La trasmissione di
DWYV, che ¢ frequentemente presente in forma latente subclinica, avviene per
contatto diretto orizzontale o per via verticale: ad esempio, mediante trofallas-
si tra api adulte e tra api nutrici e larve [16, 30, 66, 68, 73, 74]. La presenza del
virus ¢ stata riportata nei tessuti dei fuchi [73] e nel seme [16], suggerendo che
le regine possono essere infettate durante I’accoppiamento naturale. Di conse-
guenza, I’infezione della prole puo avvenire anche per via verticale, dalla regi-
na tramite sperma infettato sperimentalmente [75]. DWV ¢ stato trovato anche
in tessuti specifici quali la testa della regina, il tessuto adiposo, 1’intestino e le
ovaie [73], nonché nel cervello di api operaie [76]. Nella testa, torace e addo-
me di operaie malformate sono stati ritrovati sia SSRNA+ che ssRNA- del virus
DWYV, mentre in api asintomatiche la loro presenza ¢ stata riportata solo nel
torace e nell’addome [66]. DWV puo anche essere trasmesso da varroa [17] e
la sua replicazione e presenza a titoli elevati sono fortemente correlate con il
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livello di infestazione di acari nelle colonie di api [77]. E stato inoltre ipotizza-
to che DWYV sia in grado di replicarsi in varroa, basandosi sul ritrovamento di
ssRNA- nell’acaro [65, 78], ma altri studi hanno riportato il contrario [79, 80].
Il genoma di DWYV ¢ stato interamente sequenziato [81] e anche per questo
virus ¢ stata dimostrata 1’efficacia del silenziamento mediante 1’utilizzo di
RNAinterference [82].

Virus della covata a sacco (Sac Brood Virus, SBV)

Il virus della covata a sacco (SBV) ¢ un virus ampiamente studiato e tra i piu
diffusi al mondo. Sebbene sia stato descritto nel 1913 e gli siano state attribui-
te proprieta virali nel 1917 [1], ’agente eziologico non ¢ stato caratterizzato
fino al 1964 [83].

Le particelle di SBV sono rotonde, con 28 nm di diametro, prive di pericap-
side (Fig. 4.7). SBV ha un genoma di 8.832 basi ed ¢ stato il primo virus api a
essere completamente sequenziato. A oggi sono note 7 sequenze complete di
differenti ceppi di SBV isolati in Regno Unito, Corea del Sud, Vietnam e Cina.
Il confronto basato sulla sequenza genica suggerisce che SBV ha genoma di
dimensioni simili e simile ordinamento genico del virus flacherie del baco da
seta. SBV, come molti picornavirus animali, ¢ acido-labile, ossia viene inattiva-
to o distrutto a basse condizioni di pH.

SBYV infetta sia gli adulti sia la covata, ma le larve di 2 gg sono le piu suscet-
tibili [84]. Gli adulti, pur non manifestando sintomi, possono subire un accor-
ciamento della loro vita [85, 86]. La trasmissione avviene per via orale con le
secrezioni orofaringee delle nutrici che, a loro volta, si infettano nel rimuovere
le larve infette. Le larve adulte possono contaminare altre larve adulte o I’ali-
mento (es. polline) con cui ’infezione viene poi trasmessa. Le larve colpite
cambiano colore dal bianco perlato al grigio e, infine, al nero (Fig. 4.8). La
morte si verifica quando le larve sono in posizione verticale, appena prima del-
I’impupamento, e la prima parte che cambia colore & proprio la linea dorsale.
Di conseguenza, le larve colpite si trovano di solito nelle celle opercolate. Nelle
larve malate si assiste in genere a uno sviluppo ritardato del capo, che assume
una colorazione pil scura del resto del corpo e puo inclinarsi verso il centro
della cella. Quando le larve colpite sono accuratamente rimosse dalle loro celle,
sembrano essere una sacca piena d’acqua. In genere, le squame che si formano
quando la larva si secca sono fragili ma facili da rimuovere e non hanno alcun
odore caratteristico [87]. In virtu della tipicita di questi sintomi a carico della
covata l’infezione da SBV ¢ facilmente diagnosticata su base clinica.
L’infezione da SBV ha un andamento tipico stagionale con picchi d’incidenza
in primavera e in estate [13, 26, 88]. Ci0 ¢ correlato direttamente alla maggior
presenza, in questo periodo, di covata sensibile e di giovani api e riflette indi-
rettamente la diversa suscettibilita all’infezione dei diversi stadi di sviluppo
delle api. Come altri virus, anche SBV ¢ stato associato all’infestazione da var-
roa ed ¢ stato identificato in grandi quantita in api adulte con elevate infesta-
zioni da varroa [11, 40, 89]. L’identificazione di SBV nelle varroe suggerisce
un potenziale ruolo del parassita come vettore di SBV, anche se non vi € dimo-
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strazione sperimentale [13, 28, 55]. Un ceppo simile a SBV ma geneticamente
differente (TSBV) ¢ stato isolato in Apis cerana in Tailandia nel 1982 [90].

Altri Iflavirus
Il virus della paralisi lenta (Slow Bee Paralysis Virus, SPV) ¢ poco diffuso [91,
92], replica lentamente e induce mortalita nelle api adulte, anche sperimental-
mente [93], preceduta da paralisi degli arti anteriori. E associato e trasmesso
dalla varroa [91, 94]. Puo essere isolato da larve e pupe ma in esse non causa-
re sintomi evidenti.

Il virus egiziano (Egypt Bee Virus, EBV) ¢ sierologicamente correlato a
DWYV, ¢ poco studiato e non causa sintomi noti in adulti, pupe e larve [24].

4.1.2.3 Virus a RNA non classificati

Virus della paralisi cronica (Chronic Bee Paralysis Virus, CBPV)

CBPV ¢ uno dei primi virus descritti e identificati [95]. Da allora ¢ stato
descritto in api adulte di ogni continente eccetto il Sud America [2, 3]. E ende-
mico in colonie sane (stato di latenza), di solito infetta le api adulte, ma posso-
no essere infettate anche le larve e le pupe; puo essere trovato nel materiale feca-
le e viene efficacemente trasmesso per contatto diretto attraverso la cuticola,
meno per via alimentare [96, 97]. Non ci sono evidenze di trasmissione per
opera della varroa. Non ha andamento stagionale ma si manifesta in presenza di
fattori concomitanti quali sovraffollamento, condizioni atmosferiche avverse,
raccolto scarso, errate manualita, mancanza della regina. Rispetto al virus della
paralisi acuta (APBV), con il quale condivide la sintomatologia, ¢ meno virulen-
to, ha un ciclo di replicazione piu lento ma induce titoli virali pil elevati [98].

CBPYV causa due forme cliniche di paralisi nelle api adulte [91, 97-99]: il
cosiddetto “mal della foresta”, in cui le api non sono in grado di volare, hanno
addomi distesi e ali aperte, sono tremolanti in gruppo davanti alle arnie, dove
muoiono. I1 “mal nero” richiama 1’aspetto delle api, che sono nere e lucide per
la perdita dei peli, di piccole dimensioni, tanto che vengono respinte e allonta-
nate dall’arnia dalle api guardiane (Fig. 4.9). In breve tempo si ha comparsa di
tremori e morte. Le due sindromi sono presenti contemporaneamente in una
colonia e la loro comparsa ¢ legata alla diversa suscettibilita genetica dei sin-
goli gruppi di api [100, 101].

CBPYV ¢ talvolta associato con un piccolo virus, il virus satellite della para-
lisi cronica (Chronic Paralysis Satellite Virus, CBPSV), originariamente chia-
mato virus associato alla paralisi cronica (Chronic Bee Paralysis Virus
Associate, CBPVA), che ha caratteristiche strutturali e genetiche proprie diffe-
renti da CBPV [97]. Non ¢ in grado di replicare in assenza di CBPV e il suo
ruolo patologico ¢ sconosciuto [102, 103].

Altri virus minori
- I virus del Lago Sinai 1 e 2 (Lake Sinai virus-1, LSV 1, e Lake Sinai virus-
2,LSV2) sono due virus strettamente correlati, identificati negli Stati Uniti
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Fig.4.6 Quadri clinici di api
adulte affette da virus delle
ali deformi (DWV). Per
gentile concessione di Roy
Francis, Aarhus University,
Slagelse, Denmark

Fig.4.7 Virus della covata a
sacco (SBV) al microscopio
elettronico in colorazione
negativa. Bar = 100 nm
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Fig. 4.8 Quadro clinico di
. larve affette da virus della
covata a sacco (SBV)
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1: B e RS A
Fig. 4.9 Quadro clinico di api adulte affette da virus della paralisi cronica (CBPV): si noti I’ape

con torace glabro e scuro al centro dell’immagine. Per gentile concessione di Per Kryger, Aarhus
University, Slagelse, Denmark

durante un’indagine svolta con tecniche di metagenomica [61]. La loro
organizzazione genomica e sequenza li rende assimilabili a CBPV, con il
quale formerebbero un’unica famiglia, a meta tra Nodaviridae e
Tombusviridae. Sono entrambi virus comuni, LSV1 pit di LSV2, manifestan-
dosi nelle api adulte, pur in assenza di sintomi conclamati, durante tutto 1’an-
no con un picco a inizio estate mentre il secondo ha un’incidenza netta ed ele-
vata alla fine dell’inverno. Questi due stessi virus sono stati identificati con
medesima incidenza e andamento anche in api in Europa. LSV1 e 2 presenta-
no similitudini strutturali ed epidemiologiche, rispettivamente con il Bee
virus Y e con il Bee Virus X e potrebbero, quindi, essere ad essi correlati.

- Il virus delle ali opache (Cloudy Wing Particle, CWP) ¢ un virus molto pic-
colo, morfologicamente simile al virus satellite associato alla paralisi croni-
ca (CPVA) dal quale, pero, si differenzia in quanto non ¢ correlato sierolo-
gicamente e per struttura genica [102]. E un virus comune ma con inciden-
za variabile e non & associato a altri patogeni. Causa opacita delle ali nelle
api adulte quando presente ad alto titolo o, in caso di bassi titoli infettanti,
la sola latenza in api asintomatiche [91, 102, 104]. Al contrario non replica
in pupe e larve.

- Il virus Y dell’ape (Bee Virus Y, BVY) ¢ sierologicamente correlato a BVX e
allo stesso modo non causa sintomi nelle api adulte, larve o pupe [105]. Nelle
api adulte con dissenteria ¢ associato al microsporidio Nosema apis [106].

- 1l virus X dell’ape (Bee Virus X, BVX) ¢ perlopiu asintomatico nelle api
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adulte e non replica in larve e pupe [91] Puo causare minor vitalita delle api
e mortalita precoce specie se associato al protozoo Malpighamoeba mellifi-
cae [106], che causa dissenteria nelle api all’invernamento. Entrambi i virus
sono comuni: BVY pit di BVX, con maggior frequenza in tardo inverno per
BVX e inizio estate for BVY [91].

- 1l virus dell’Arkansas (Arkansas Bee Virus, ABV) e il virus di Berkeley
(Berkeley Bee Virus, BBPV) sono due picornavirus-like isolati per la prima
volta negli Stati Uniti [62, 91, 93]. Sono poco conosciuti ma si sa che spes-
so danno infezioni miste. Causano un’infezione inapparente, replicano len-
tamente e si pensa causino un accorciamento del periodo di vita delle api.

Virus a DNA

- 1l virus filamentoso (Apis mellifera filamentous virus, AmFV) ¢ un virus a
DNA baculovirus-like, molto grosso, che causa opacizzazione dell’emolin-
fa, senza peraltro causare sintomi [91, 107, 108].

- 1l virus iridescente (Apis iridescent virus, AIV) Si manifesta solo nelle api
adulte con sintomi simili a quelli indotti da CBPV: api inattive, isolate inca-
paci di volare (clustering disease) [109—111]. La colonia ¢ condotta a morte
entro 2 mesi; non & trasmesso da acari e replica sia nell’ape cerana che nel-
I’ape mellifera. Di AIV ¢ stata pubblicata una sequenza parziale [111].

Le principali caratteristiche dei virus sono riassunte in Figura 4.10. Ulteriori

informazioni sui virus delle api sono reperibili in diverse rassegne [2, 6,

112-114].

4.1.3 Epidemiologia delle infezioni virali

4.1.3.1 Modalita di infezione, patologia, virulenza
I virus sono noti per essere diversi nella loro modalita di infezione e nelle stra-
tegie di trasmissione. In base al tipo di infezione, i virus possono essere classi-
ficati in infezioni palesi, ossia sintomatiche, e silenti [115].

Le infezioni palesi mostrano sintomi evidenti della malattia, che pud quin-
di essere diagnosticata su base clinica, dimostrando una relazione causale tra
agente primario e quadro clinico. A loro volta, le infezioni palesi possono esse-
re ulteriormente suddivise in acute e croniche. L’infezione acuta comporta 1’at-
tiva moltiplicazione, con elevato titolo di particelle virali in breve tempo, che
porta rapidamente a morte 1’ospite con evidenti sintomi. L’infezione cronica
implica una produzione lenta ma costante di particelle virali durante la vita del-
I’ospite, con conseguente comparsa di sintomi. In entrambe le tipologie di infe-
zione, causando sintomi evidenti, vi € un impatto negativo sulla vitalita dell’o-
spite; la differenza ¢, dunque, nella loro durata e nell’intensita.

Le infezioni silenti sono caratterizzate da assenza di evidenti sintomi osser-
vabili e, anche se le cellule infette dell’ospite non sono distrutte dal virus, I’o-
spite ¢ influenzato in senso negativo. Le infezioni silenti possono essere classi-

N

ficate in infezioni latenti e persistenti. Nel primo caso vi ¢ integrazione del
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genoma virale nel DNA ospite o la sua presenza nell’episoma extracromosoma-
le, che determina un rilascio di particelle virali per tutta la vita dell’ospite. Le
infezioni latenti sono tipiche dei retrovirus e nessuna vera latenza ¢ stata dimo-
strata nelle api. Nel caso delle infezioni persistenti (che perd spesso vengono
anch’esse impropriamente definite latenti), le particelle virali sono generate a
ritmo basso ma costante nelle cellule infette, senza provocarne la morte. Questo
¢ possibile solo se il virus elude con successo la risposta immunitaria cellulare
e umorale dell’ospite. Alcuni studi hanno mostrato il riemergere di infezioni
silenti come focolai palesi di malattia [116]; infatti, i virus presenti allo stato di
latenza/persistenza possono replicare in modo massiccio quando 1I’ospite viene
sottoposto a stress di varia natura che ne alterano 1’equilibrio metabolico. La
comparsa di quadri clinici potrebbe, quindi, essere conseguente all’effetto
stressogeno di fattori ambientali (temperatura, umidita), relativi allo stato della
colonia (affollamento, api morte) o di altra natura. Pertanto, le infezioni virali
silenti rappresentano un’importante fonte per la trasmissione di virus in una
popolazione e hanno un’elevata rilevanza epidemiologica.

Ovviamente, tra i fattori condizionanti lo sviluppo e la moltiplicazione virale
con successiva comparsa di malattia conclamata vi sono anche le malattie conco-
mitanti, in particolare la varroatosi e la nosemiasi. In generale, la sintomatologia
correlata alla presenza massiva di virus & molto insidiosa, non sempre riconosci-
bile (spesso si ha solo, quale evento terminale, spopolamento o estinzione della
colonia) e puo essere confusa con altri quadri patologici o sindromi. Infatti, 1’en-
tita e la varieta dei sintomi dipendono da dose e modalita d’infezione, predispo-
sizione genetica delle api e stato generale della colonia. In realta solo due virus,
il SBV e il CBPV, per i sintomi caratteristici indotti possono essere diagnosticati
facilmente su base clinica. La maggior parte dei virus, tra cui ABPV e DWYV,
invece, provocano solamente un “accorciamento della vita” delle api, che puo
sovrapporsi in maniera sinergica a concause che determinano un indebolimento
delle famiglie come, appunto, la varroatosi. Dal punto di vista epidemiologico, &
stata proprio la comparsa di Varroa destructor a modificare la relazione virus-
ape. Infatti, con la trasmissione dei virus alle pupe e alle api adulte attraverso 1’at-
tivita patogena dell’acaro, ¢ fortemente aumentato il tasso di infettivita virale e
sono state osservate nuove modalita di infezione [28].

In generale, i virus delle api sono dotati di elevata resistenza ambientale che
ne favorisce, da un lato, la persistenza e ne facilita la trasmissione e, dall’altro,
la variabilita, contribuendo a rendere possibili la comparsa di varianti antigeni-
che/ceppi mutanti.

4.1.3.2 Modalita di trasmissione

La trasmissione dei virus nelle api puo realizzarsi per via orizzontale (per con-
tatto diretto o indiretto) o verticale (tramite ciclo riproduttivo). Entrambi que-
sti tipi di trasmissione sono efficientemente utilizzati nella trasmissione dei
virus delle api e rappresentano dei fattori strategici per i virus sia per la loro
persistenza a lungo termine, sia per il loro manifestarsi in natura nelle popola-
zioni di api (Fig. 4.10).
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Trasmissione orizzontale

Nel primo caso, il passaggio di particelle virali avviene tra individui della stes-

sa generazione. Questo avviene attraverso varie modalita:

- mediata da vettori di trasmissione (vector-borne). Diversi virus delle api
(ABPV, KBV, IAPV, DWV e SBPV) sono varroa-associati, ¢ sono stati
dimostrati essere trasmessi orizzontalmente da acari (vedi paragrafo
4.1.3.4), mentre solo per alcuni virus ¢ stata ipotizzata una trasmissione ver-
ticale. Altri virus sono stati associati ad altri microrganismi, per lo piu
parassiti. In particolare, BQCV, BVY e FV con Nosema spp. e BVX con il
protozoo Malpighamoeba mellificae;

- per via alimentare (food-borne), tramite la trofallassi e per la presenza di
virus in polline, miele, pappa reale [28, 30]. Si tratta del modo pit comune
di trasmissione virale e il verificarsi dell’infezione puo dipendere dal quan-
titativo di virioni assunto dalle api e dalla maggiore o minore patogenicita
del virus;

- per via oro-fecale; in questo caso, si ha trasmissione virale per ingestione di
feci di api malate da parte di api non infette [30]. Questo si verifica piu
spesso in situazioni di sovrappopolamento e, a favore di questo meccanismo
di trasmissione, vi € il riscontro di alte concentrazioni virali nell’intestino e
nelle feci;

- per via venerea tramite fuchi infetti e presenza del virus nel seme e nella
spermateca;

- per via aerea (air-borne). Questa possibilitd, proposta da Lighthart et al.
[117], implica la possibilita che i virus delle api siano trasportati dall’aerosol.
Infine, tra i percorsi orizzontali, oltre al contatto diretto con materiale infet-

to (es. porzioni di favo e telaini, cera), vi € anche la trasmissione dovuta al can-

nibalismo di individui morti infetti.

Trasmissione verticale

La trasmissione verticale (transovarica), comporta il trasferimento di particelle
virali da una generazione a quella successiva [15, 28, 68, 118]. La trasmissio-
ne transovarica ¢ ritenuta possibile in quanto si ¢ osservato che: 1) le regine
possono essere positive per pil virus; 2) vi ¢ presenza di virus negli ovari; 3) i
virus (es. DWYV) sono presenti sulla superficie delle uova e anche al loro inter-
no, anche quando la superficie ¢ sterilizzata; 4) i virus sono presenti in ogni sta-
dio di sviluppo dell’ape, anche in assenza di varroa e di virus in pappa reale. A
volte la trasmissione verticale equivale, nella realta, alla trasmissione sessuale
o venerea, quando, durante I’accoppiamento, lo sperma infetto dai fuchi viene
trasferito alla regina, che poi produce uova infette. In realta, quindi, la differen-
za tra la trasmissione orizzontale e verticale non ¢ sempre ben definita ed ¢
spesso un argomento di discussione, stante anche 1’attuale carenza di evidenze
sperimentali sulla trasmissione per via transpermatica.

4.1.3.3 Modello epidemiologico di trasmissione dei virus
Fries e Camazine [118] hanno ipotizzato che nel rapporto ospite-parassita la
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trasmissione orizzontale sia un meccanismo che seleziona i virus letali ad alta
virulenza, mentre la trasmissione verticale quelli a bassa virulenza. Il modo di
trasmissione ¢ un fattore decisivo nella virulenza dei virus. La virulentizzazio-
ne ¢ regolata, infatti, dalla competizione fra questi due modi di trasmissione
[119-121]. Con la trasmissione orizzontale la virulenza aumenta a seguito della
moltiplicazione virale a elevato titolo: pill aumentano i virus, pit ¢ facilitata
I’infezione dell’ospite e maggiore ¢ la trasmissione. Di contro, la virulenza di
un patogeno diminuisce con la trasmissione verticale poiché la fitness dell’o-
spite ¢ legata alla capacita dell’ospite infetto di sopravvivere e riprodursi. La
mancata riproduzione dell’ospite determina, infatti, anche la mancata riprodu-
zione dell’agente patogeno. Di conseguenza, la trasmissione verticale ¢ corre-
lata con la bassa virulenza e la latenza. Tuttavia, se il grado di replicazione dei
virus ¢ troppo marcato, I’elevata virulenza causa una sensibile mortalita nell’o-
spite, che perde la propria fitness prima di produrre una progenie sufficiente a
infettare altri ospiti. D’altra parte, se il grado di replicazione ¢ troppo basso, il
patogeno perde 1’opportunita di infettare nuovi ospiti e, quindi, perde la propria
fitness. Pertanto, la fitness di un patogeno ¢ il risultato dell’interazione con I’o-
spite e del bilancio tra trasmissione verticale e orizzontale.

Secondo il modello epidemiologico proposto da Chen et al. [15], 1 virus scel-
gono la modalita di trasmissione pill conveniente in base alle condizioni epide-
miologiche, ecologiche, fisiologiche e di sviluppo della colonia. Si possono,
quindi, riconoscere due momenti distinti di presenza e infezione virale: nelle
colonie in salute e vitali, i virus si mantengono con trasmissione per via vertica-
le, rimangono allo stato di latenza/persistenza e non causano episodi clinici evi-
denti. Viceversa, nelle colonie “stressate” (carenze alimentari, varroa, altre pato-
logie, ecc.) e poco vitali, i virus abbandonano lo stato di latenza, si riproducono
in modo massivo, si trasmettono per via orizzontale, aumentano la propria viru-
lenza e causano morte degli individui e spopolamento della famiglia.

La dinamica di trasmissione virale a livello di colonie assume un andamen-
to diverso. Una trasmissione orizzontale inter-colonia avviene per fenomeni di
saccheggio, deriva o attivita di foraggiamento. La deriva si ha quando le api
entrano accidentalmente in colonie limitrofe e di questo sono spesso responsa-
bili i fuchi che sono facilmente accettati anche in altre famiglie. Inoltre, quan-
do il flusso di miele ¢ limitato, le api operaie possono tentare di rubare il miele
dalle colonie vicine. La trasmissione inter-colonia di tipo verticale si verifica
con la sciamatura.

4.1.3.4 Virus e varroa

Da quando Varroa destructor ha fatto la sua comparsa negli alveari italiani a ini-
zio anni 90, si ¢ avuto un incremento delle patologie tradizionali, in quanto la gra-
vita dell’infestazione da varroa non ¢ dovuta solo ai danni diretti che arreca alla
covata e agli adulti, ma anche a quelli indiretti. Da un lato, infatti, soprattutto in
conseguenza dell’attivita alimentare della varroa, si osserva calo di attivita,
depressione immunitaria, diminuzione di peso e accorciamento della vita delle api,
che puo portare alla distruzione della colonia nel giro di qualche tempo [122—126].
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Dall’altro, il trauma dei tessuti dell’ape indotto dall’apparato boccale del parassi-
ta fa si che, durante I’attivita alimentare tesa a succhiare I’emolinfa, la varroa agi-
sca anche da vettore virale. Il riscontro di questi virus nelle varroe ne supporta il
ruolo come veicolo di trasmissione tra le api [13, 31, 32, 55, 65, 66, 127, 128].
Precedenti indagini hanno evidenziato che il parassita aumenta la suscettibilita
dell’ape verso patogeni secondari e, in particolare, come gia descritto, ABPV,
DWYV, CBPV, KBV, IAPV, SPV, BQCV, CWV e SBV [2, 4, 5, 13, 129, 130].
Osservazioni di campo indicano, quindi, che in colonie fortemente infestate dal-
I’acaro si presenta un quadro patologico molto ampio, indicato come “sindrome di
parassitosi da acari”, dovuto all’esplosione di malattie secondarie [131, 132].

L’osservazione di una correlazione diretta tra livelli di infestazione e carica
virale nelle api infette indica 1’esistenza di una trasmissione da vettori nelle api
ma anche che la varroa non ¢ solo veicolo passivo ma attivatore dei virus delle
api [4]. Tuttavia, i meccanismi attraverso i quali si attua I’attivita predisponen-
te della varroa non sono ancora del tutto noti [89, 133—-135] e sono state avan-
zate due ipotesi: 1) attivazione della moltiplicazione di virus presenti in forma
latente, a seguito delle ferite e lesioni traumatiche provocate da varroa sulle
larve durante 1’attivita alimentare, con successiva localizzazione in organi ber-
saglio; 2) azione inibitoria per rilascio di enzimi digestivi, sui meccanismi di
inibizione e difesa che normalmente limitano la replicazione virale.

Secondo quanto descritto da Bowen-Walker et al. [77], la varroa ¢ veicolo
di virus DWV con due modalita: 1) attraverso 1’attivita alimentare, causando
un’attivazione virale; o 2) come vettore passivo, trasportando i virus con la sali-
va 0 contenuto intestinale. La varroa pud acquisire il virus da api infette e ci
sono pil probabilita che un’ape nasca deformata o muoia se la varroa si ¢ pre-
cedentemente alimentata su un’ape deformata. Inoltre, alla diffusione della var-
roa in un’area si associa spesso la comparsa pitt 0 meno immediata di patologie
secondarie incluse le virosi.

Studi successivi hanno chiaramente dimostrato il ruolo di vettore della var-
roa anche per KBV [33]: vi era una correlazione diretta e significativa tra per-
centuale di pupe che divenivano positive all’infezione del virus e numero di
varroe introdotte in celle di covata. Inoltre, la valutazione dell’efficienza di tra-
smissione del virus rivelava che la frequenza di virus nei parassiti era diretta-
mente correlata con il numero di parassiti per cella; infatti, maggiore era il
numero di varroe introdotte in ciascuna cella, pil elevata era la possibilita che
tutte le varroe diventassero KBV positive, fintantoché almeno una varroa era
KBYV positiva. Questo risultato dimostra che non solo le varroe trasmettono il
virus alle api, ma anche che varroe non infette possono acquisire il virus coabi-
tando in una cella con un’altra varroa infetta e questo avverrebbe presumibil-
mente tramite 1’ospite parassitizzato. Shen et al. [32] hanno fornito ulteriori
evidenze circa il ruolo della varroa nel trasmettere KBV e DWYV nelle colonie
di api. L’esito dell’infestazione dipende, quindi, da numerosi fattori quali: il
numero assoluto di varroe, la presenza (quali virus) e il livello (a quale titolo)
di infezione virale, la prevalenza e titolo virale nella popolazione di varroe, la
patogenicita del ceppo virale, la suscettibilita delle api e, forse, della varroa al
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virus, la quantita di covata presente nella colonia. In sostanza, ¢ il livello, vale
a dire il titolo, di DWV presente nelle api e non la sola assenza/presenza che
determina se nasceranno deformate o meno. E noto, inoltre, che il numero di
copie di genoma di DWYV nelle varroe condiziona lo sviluppo o meno di api con
ali deformi e che il virus DWYV replica anche nella varroa; infatti, si ritrovano
concentrazioni elevatissime di virus anche in varroe da api non deformi. Infine,
c’¢ una correlazione positiva fra aumento del numero di varroe e aumento della
percentuale di api deformate [78].

4.2 Tecniche diagnostiche per la ricerca dei virus delle api
4.2.1 Diagnosi

La diagnosi di sintomatologie correlabili a virosi e la ricerca della presenza di
particelle virali nelle api comprendono un settore di studio piuttosto ampio che
utilizza tecniche diversificate, che vanno dalla biologia molecolare e subcellu-
lare agli studi di fisiologia e del comportamento, per identificare quadri clinici
a livello individuale e dell’intera colonia, onde chiarire le modalita di trasmis-
sione e I’epidemiologia. I metodi di ricerca utilizzati in virologia sono, quindi,
altrettanto diversi. L’osservazione sintomatica ¢ ancora ampiamente utilizzata
dagli apicoltori e dai ricercatori per identificare gli agenti infettivi. Alcuni virus
causano sintomi chiaramente definiti che possono essere usati con sicurezza e
precisione per la diagnostica. SBV forma un astuccio giallo che contiene la
larva liquefatta, mentre le ali ritorte, deformate o mancanti su api adulte sono
caratteristici di DWV. Alti livelli di infezione da ABPV provocano tremore,
paralisi, addome rigonfio, torace lucido e 1’incapacita di volare. Lo svantaggio
dell’osservazione ¢ che le infezioni virali sono spesso asintomatiche: la malat-
tia pud non essere osservata in tutte le caste e le fasi della vita, e le infezioni
multiple possono produrre osservazioni confuse.

In questo paragrafo tratteremo i principali metodi di rilevazione utilizzati
nella diagnostica di laboratorio, per evidenziare la presenza di particelle virali
all’interno dell’ospite, concentrandoci sugli agenti virali di cui si dispone oggi
pit ampia conoscenza. Prima di descrivere le varie tecniche ¢ bene ricordare
che ognuna di esse ha i suoi punti di forza e le sue debolezze e che ogni saggio
diagnostico deve idealmente possedere le seguenti caratteristiche: deve essere
sensibile (evitare falsi negativi), specifico (evitare falsi positivi), affidabile
(ovvero robusto rispetto a lievi variazioni ambientali), ripetibile (produrre
risultati comparabili su saggi ripetuti), universale (in grado di evidenziare il
patogeno in ogni suo stadio vitale), semplice (non richiedere abilita particola-
ri), veloce (in modo da poter effettuare analisi che possano restituire un risulta-
to in tempi utili per approntare contromisure) e infine economico, per poter
essere applicato su ampia scala.
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4.2.1.1 Campionamento

Il campionamento della matrice da sottoporre ad analisi dovrebbe sempre esse-
re condotto in modo da garantire la maggiore rappresentativita possibile dello
stato della colonia e dell’infezione che in essa si presume insista. Inoltre, poi-
ché le diverse specie di virus hanno meccanismi peculiari di infezione e propa-
gazione all’interno della colonia, & corretto tenere in considerazione queste dif-
ferenze sin dal campionamento; a tal proposito, in Figura 4.10 viene fornito un
quadro riassuntivo delle caratteristiche note per le virosi delle api riconosciute.
Studi estesi sulle modalita di campionamento sono stati pubblicati da Evans et
al. [136].

In linea generale, poiché la quasi totalita dei virus che infettano le api sono
virus a RNA e data la rapida degradazione a cui questo acido nucleico € sogget-
to, & particolarmente importante prevedere alcuni accorgimenti per la conserva-
zione e il trasporto del campione dal campo al laboratorio [137, 138]. La solu-
zione ottimale € quella di congelare il pit rapidamente possibile i campioni e
mantenerli congelati sino al suo arrivo in laboratorio; in alternativa, esistono
numerose soluzioni “stabilizzanti” ’'RNA, pil pratiche per ’utilizzo in campo,
ma non altrettanto efficaci quanto il congelamento, dal momento che hanno un
tempo di penetrazione all’interno dell’esoscheletro lungo (sono pertanto consi-
gliate in caso di prelievi di porzioni di tessuto, uova o larve, e comunque in
quantita di almeno 5 volte il volume di tessuto da preservare). Occorre, comun-
que, sottolineare che non ¢ tanto il genoma virale che incorre in rapida degra-
dazione, quanto piuttosto i piccoli filamenti di RNA messaggero (mRNA) che
sono sintetizzati dai virus e dall’ospite nelle fasi di replicazione e risposta
all’infezione: pertanto, il rigoroso rispetto della catena del freddo ¢ particolar-
mente importante qualora il campionamento sia finalizzato a uno studio dello
stato di infezione e dell’interazione tra virus e ospite, piuttosto che alla sola
identificazione del virus stesso. Il congelamento in campo ¢ complicato da un
punto di vista logistico e spesso risulta costoso se da applicare su larga scala:
qualora vi sia la possibilita di congelare il campione entro 48 ore dal prelievo,
puo essere sufficiente anche il solo trasporto in ghiaccio. Il trasporto di api
vive, sebbene impedisca la degradazione degli acidi nucleici, altera I’espressio-
ne dei geni dell’ospite ed &, pertanto, sconsigliato in prelievi finalizzati a studi
di espressione genica, mentre rimane un metodo valido per campionamenti
finalizzati all’identificazione del/dei virus.

Cosa, quando e dove campionare?

Tutti i virus a oggi noti sono stati rilevati in api adulte, pertanto le api adulte,
vive, risultano la matrice piu adatta a monitoraggi o indagini generiche.
All’interno delle api vive, ’intestino rappresenta il tessuto dove si concentrano
maggiormente le particelle virali (e altri patogeni in genere). Il titolo virale,
ovvero il numero delle particelle virali, nelle api adulte ¢ profondamente varia-
bile in funzione dell’eta e delle mansioni svolte dal singolo individuo nel corso
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della sua esistenza: & pertanto opportuno campionare quanto piu possibile api
coetanee, al fine di minimizzare la variabilita dovuta a questo andamento [139].
Da cid deriva, inoltre, che il momento migliore per effettuare il campionamen-
to & durante la stagione attiva, nelle ore di piena attivita della famiglia, in modo
che sia visibile una pil chiara e netta divisione delle caste di operaie all’inter-
no della famiglia stessa; la scelta di quale casta campionare ¢ meno rilevante
rispetto all’omogeneita del campione raccolto. Generalmente, 200 api sono un
campione sufficiente per effettuare numerose analisi; il numero di api da racco-
gliere in modo da ottenere un campione rappresentativo ¢ comunque in funzio-
ne dello stato di sviluppo della colonia [140]. Infine, € opportuno fare qualche
considerazione anche su quando e quante volte ripetere il campionamento nel-
I’arco dell’anno: come ovvio, esistono differenze dovute alle condizioni clima-
tiche e all’andamento delle fioriture, che in ogni localita influiscono sul diver-
so andamento dello sviluppo della colonia (e dei virus in essa presenti). Inoltre,
il tipo di frequenza con cui si effettua il campionamento ¢ variabile in funzio-
ne del tipo di monitoraggio o studio che si sta conducendo; nuovamente, le
informazioni riportate in Figura 4.10 sull’incidenza stagionale possono essere
utili a scegliere i periodi pil idonei a seconda del/dei virus oggetto di studio.
Per studi di prevalenza geografica puo essere sufficiente un solo campionamen-
to annuale, a inizio autunno, quando molti dei virus principali hanno il loro
picco di incidenza. Per campionamenti mirati a verificare un eventuale anda-
mento stagionale si consigliano almeno tre prelievi I’anno (inizio primavera,
piena estate e tardo autunno), al fine di osservare le variazioni stagionali in
modo pill marcato e per identificare 1’associazione delle virosi con picchi di
sviluppo di altri patogeni o parassiti.

Qualora I’obiettivo dello studio non fosse la popolazione di api adulte, ven-
gono suggerite le seguenti modalita di prelievo: 1) per I’analisi di pupe, si con-
siglia il ritaglio di una porzione di favo di covata opercolata di 10 x 10 cm; 2)
se I’oggetto del prelievo sono le larve, ¢ bene estrarle singolarmente e riporle
in tubi sterili ovvero, se si ritaglia una porzione di favo, sigillarla con fogli ade-
sivi onde evitare che nel trasporto possano fuoriuscire dalle celle; 3) anche le
uova possono essere prelevate ritagliando una porzione di favo e, in questo
caso, ¢ importante prevenire che possano disidratarsi durante il trasporto, uti-
lizzando una scatola areata contenente un tampone umido; 4) la raccolta di feci
puo essere utile se lo studio ha necessita di non sacrificare 1’individuo (come,
ad esempio, nel caso di analisi sulla regina) e, in questo caso, ¢ utile isolare
I’individuo in una capsula Petri, attendendo che qui avvenga la defecazione;
infine, 5) quando lo studio richiede il prelievo di api morte, si suggerisce 1’ac-
cortezza di prelevare le api piu secche: in questo caso, il trasporto al laborato-
rio potra avvenire a temperatura ambiente.

4.2.1.2 Diagnostica mediante microscopia elettronica

La microscopia elettronica (ME) in colorazione negativa ha una sensibilita
variabile in rapporto al metodo usato e puod svelare presenza di virus in moda-
lita semiquantitativa, anche in assenza di specifici reagenti. E costosa e dispen-



4 Virosi 147

diosa in termini di tempo per indagini su larga scala e, data la similaritd morfo-
logica di molti agenti virali delle api, piu spesso si riesce a fare una diagnosi
generica di virosi, senza poter definire con esattezza il tipo di virus. Tuttavia,
utilizzando il metodo di immunoelettronmicroscopia (IEM), che sfrutta antisie-
ri monospecifici, ad esempio per il virus delle ali deformi (DWYV) o il virus
della paralisi acuta (ABPV), ¢ possibile anche arrivare a una diagnosi specifica
di tipo virale. Per la ricerca di virus si possono adottare le tecniche di colora-
zione negativa comunemente in uso per la diagnosi di infezioni virali, basate
sul metodo dell’ultracentrifugazione con Airfuge [141]. In particolare, due sono
le varianti metodologiche di esame ultramicroscopico applicabili: colorazione
negativa (CN) e IEM secondo il protocollo descritto da Carpana et al. [142]. Gli
estratti sono preparati e trattati secondo il protocollo descritto da Bailey e Ball
[91], poi omogenizzati e centrifugati a 3.000 g per 30 minuti e 9.000 g per 30
minuti per eliminare i detriti pit grossolani. Dopo ultracentrifugazione in
Airfuge Beckman a circa 90.000 g per 20°, si procede a colorazione negativa
con una soluzione al 2% del sale sodico dell’acido fosfotungstico (NaPt), pH
6.,8. Per I’osservazione si impiega un microscopio elettronico a trasmissione
(TEM) operante a 80—100 kV, a ingrandimenti compresi fra 15500 e 39000X.

Mediante 1’uso delle tecniche di ME, il riconoscimento virale avviene
mediante identificazione morfologica (forma, dimensioni, simmetria, caratteri-
stiche strutturali, ecc.). La sensibilita del metodo ¢ invece condizionata da tipo
e modalita di arricchimento. Il metodo qui descritto prevede uno step di ultra-
centrifugazione che determina una concentrazione delle particelle e porta la
sensibilitd fino a un livello soglia di positivitd in presenza di almeno 103-10*
particelle/ml. Data la similarita morfologica di molti agenti virali delle api,
questa tecnica ¢ in grado di dare una diagnosi generica sul tipo di virus,
riuscendo a definire con esattezza soltanto la classe, ma non la specie d’appar-
tenenza. Tuttavia, un’identificazione della specie virale pud essere effettuata
con metodica IEM che prevede I’uso di siero con anticorpi policlonali o0 mono-
clonali [143]. Rispetto al metodo di colorazione negativa sopra descritto, un’a-
liquota (50 ul) del campione in esame viene incubato con una pari quantita di
siero per 1 ora a 37 °C in leggera agitazione prima dell’ultracentrifugazione. In
fase di lettura, la reazione positiva ¢ espressa dalla formazione di immunoag-
gregati, ovvero da gruppi densi composti da numerose particelle rivestite da
anticorpi (Fig. 4.11).

4.2.1.3 Diagnostica sierologica

I metodi basati sulla sierologia (uso di anticorpi noti) indagano principalmente
la composizione delle proteine di rivestimento che compongono il capside del
virus che, in molti casi, si combinano a formare determinanti antigenici che
sono specie- o ceppo-specifici. Il riconoscimento delle proteine viene effettua-
to mediante 1’utilizzo di anticorpi specifici, poli- o monoclonali. Il problema
principale nell’utilizzo di questa tecnica ¢ ’impossibilita di replicare le parti-
celle virali su piastra (colture pure) al fine di produrre sieri iperimmuni mono-
specifici, e la contemporanea mancanza di campioni di controllo positivi per un
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Fig.4.11 Particolare di un
aggregato di particelle virali
visibile con metodica IEM
con siero iperimmune speci-
fico anti-DWV. Bar =
100nm

solo virus. Questo porta a una bassa specificita degli anticorpi prodotti in quan-
to, con ogni probabilita, derivati da una miscela di diversi virus, pitl spesso con
titoli variabili. La conseguenza di questa bassa specificita si traduce in una
maggiore frequenza di campioni falsi positivi.

Una delle tecniche utilizzate mira alla definizione del profilo proteico del
virus e si basa sulla migrazione elettroforetica dell’estratto proteico attraverso
un gel di poliacrilamide, dove le diverse proteine sono separate in base al loro
peso molecolare. Ogni virus ha un tipico profilo proteico e 1’identificazione del
virus contenuto nell’estratto avviene per comparazione tra il profilo noto e il
profilo ottenuto [144—147]. Nel caso dei virus delle api, il solo profilo proteico
spesso non ¢ sufficiente a giungere alla completa identificazione del virus, pro-
prio per la mancanza di controlli positivi composti da un singolo virus.
Pertanto, per giungere all’identificazione, questa tecnica viene associata all’u-
tilizzo di anticorpi specifici (Western Blot). Un ulteriore fattore limitante per
questa metodologia diagnostica ¢ la quantita di proteina virale disponibile:
essendo la tecnica non particolarmente sensibile, spesso possono essere omes-
se diagnosi di campioni infetti a livello subclinico.

Sempre nell’ambito della diagnostica sierologica, citiamo la tecnica
dell’fmmuno-Diffusione in Gel di Agar (AGID), che si basa sul principio per
cui I’antigene, legando il suo anticorpo specifico, genera un precipitato insolu-
bile e visibile. Questa tecnica & stata ampiamente utilizzata in passato [36, 148,
149] in quanto ¢ semplice, veloce e piuttosto affidabile anche se relativamente
poco sensibile. La sua affidabilita e specificita sono legate alla qualita dei sieri
utilizzati che spesso, in passato, erano policlonali ottenuti da frazioni purifica-
te da materiale patogeno, come tali contenenti pit di un virus. Buoni risultati si
ottengono oggi con I’utilizzo di anticorpi monoclonali anche se, in tal modo, il
metodo risulta piuttosto costoso.

Dalla meta degli anni 80 ¢ diventato piuttosto popolare il saggio immu-
noenzimatico ELISA (dall’acronimo inglese Enzyme Linked Immuno Sorbent
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Assay), che ha trovato frequente applicazione anche in studi sulle api [4, 21,91,
143, 148, 150-155]. I protocolli possono presentare piccole differenze, ma il
principio generale prevede che 1’estratto proteico (campione virale estratto e
opportunamente preparato) sia adsorbito direttamente o indirettamente tramite
un siero specifico su una piastra, alla quale vengono poi aggiunti gli anticorpi
specifici per ciascun virus che si vuole ricercare, legati a un enzima. A questo
punto, se 1’antigene e gli anticorpi si legano, formano degli immunocomplessi,
I’introduzione del substrato per 1I’enzima legato all’anticorpo produrra una rea-
zione (visibile mediante cambiamento di colore o di emissione di luce) e dalla
quantita di anticorpo necessaria si puo derivare la quantita di antigene presen-
te in un determinato campione [129]. I principali vantaggi offerti dai saggi
ELISA sono I’elevata sensibilita, che permette di svelare anche infezioni laten-
ti, il basso costo e la pressoché completa automazione, che lo rendono adatto a
indagini su larga scala. Sono metodi potenzialmente molto specifici in funzio-
ne della qualita dei reagenti utilizzati (es. anticorpi monoclonali). Per contro,
ogni saggio pud evidenziare la presenza di un solo tipo di virus e la possibilita
di ottenere false positivita non ¢ trascurabile.

4.2.1.4 Diagnostica molecolare

Gli approcci basati su metodiche molecolari rilevano il materiale genetico
(RNA) del virus e sono caratterizzati da un’elevata sensibilita e specificita.
L’elevata variabilitd molecolare dei virus determina perd un problema di affi-
dabilita, che pud portare alla diagnosi di falsi negativi: per ovviare a questo
problema risulta consigliabile effettuare saggi in diverse regioni genomiche
dello stesso virus. Tuttavia, il costante incremento di sequenze virali prodotte e
depositate nelle banche dati consente sempre piu di individuare regioni costan-
ti sulle quali disegnare i saggi, in modo da renderli robusti. Alcuni saggi con-
sentono 1’individuazione di pill patogeni contemporaneamente (saggi multi-tar-
get). L’evoluzione dei sequenziatori di seconda generazione (pyrosequenzia-
mento) consente, inoltre, di effettuare indagini senza alcuna conoscenza a prio-
ri del genoma del patogeno.

Grazie a proprieta quali sensibilita, precisione, economicita, rapidita di ese-
cuzione, ripetibilita e riproducibilita, i test diagnostici molecolari maggiormen-
te utilizzati sfruttano le tecniche di RT-PCR e di PCR [11, 13, 39, 40, 55, 65,
66, 116, 128, 156]. Se condotti mediante 1’utilizzo di controlli positivi a con-
centrazione nota, ¢ possibile giungere non solo a un’identificazione del patoge-
no, ma anche alla sua quantificazione (gReal-time PCR). Sempre attraverso la
PCR Real-Time, ¢ possibile anche condurre studi mirati alla quantificazione dei
trascritti intermedi di genoma e ospite (RNA messaggeri o mRNA), mediante i
quali ¢ possibile effettuare ricerche sull’espressione genica finalizzate alla
comprensione del metabolismo dei patogeni e delle risposte immunitarie dell’o-
spite. Lo stesso principio utilizzato per garantire la specificita ai saggi condot-
ti in PCR, ovvero I’omologia tra una sequenza “sonda” e una sequenza “bersa-
glio” viene sfruttato anche nella tecnica denominata Microarray: in questo
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caso, centinaia di sequenze “sonda” vengono diffuse sul substrato contenente
I’estratto di acidi nucleici: la simultanea ibridazione delle sonde al substrato
consente 1’individuazione di numerosi patogeni contemporaneamente. In pro-
spettiva, considerando che la diagnostica patologica si sta sempre pill spostan-
do dall’identificazione del singolo patogeno verso lo studio dell’interazione di
multipli patogeni presenti nello stesso ospite, la tecnologia dei Microarray sem-
bra essere in questo senso la piu promettente [157, 158].

4.2.2 Presenza e diffusione delle virosi delle api in Italia

La limitata disponibilita di reagenti e metodi diagnostici ha reso per lungo
tempo difficilmente applicabili le piu tradizionali tecniche virologiche e solo il
progressivo diffondersi, dalla meta degli anni 90, di metodi molecolari (PCR)
ha permesso un sensibile e progressivo arricchimento delle informazioni dispo-
nibili sulla presenza di virosi in Italia come in altri paesi. Ciononostante, la dif-
fusione e prevalenza di virus in apiari, in presenza e/o assenza di quadri clini-
ci conclamati e di spopolamento, e I’eventuale correlazione tra grado d’infesta-
zione da varroa e incidenza di quadri patologici ¢ stata in questi anni ampia-
mente studiata sul territorio nazionale.

Nel periodo 1989-1993 ¢ stata condotta, mediante esame al microscopio
elettronico in colorazione negativa, un’indagine su 164 colonie di api, per un
totale di 290 campioni (larve a diverso stadio di sviluppo, api adulte, varroe e
api regine), conferiti in larga parte per accertamenti diagnostici da diverse pro-
vincie italiane, allo scopo di verificare I’incidenza di riscontro di agenti virali
e confermare, se possibile, la loro azione patogena [142, 159]. Poiché I’identi-
ta tassonomica dei virus osservati al ME risultava spesso non definibile a causa
delle similarita morfologiche condivise dalla maggior parte di essi, alcuni cam-
pioni sono stati caratterizzati presso la Rothamsted Experimental Station dalla
Dr.ssa Ball mediante metodica AGID, che ha identificato i seguenti virus:
Chronic Paralysis Virus (CPV), Chronic Paralysis Virus Associate (CPVA),
Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), Black Queen Cell Virus (BQCV), Deformed
Wing Virus (DWV), Cloudy Wing Particle (CWP), Filamentous Virus (FV)
[Lavazza, dati non pubblicati]. Nel 40,8% delle colonie si € potuta evidenziare
almeno una positivita virale, mentre i campioni positivi erano il 30,3%. La pro-
babilita di riscontrare colonie positive aumentava in modo direttamente propor-
zionale al numero di campioni per colonia esaminati. Si ¢ notato: elevata fre-
quenza di positivita delle varroe (90,4%), a conferma del ruolo essenziale loro
attribuito nella diffusione delle virosi; tasso minimo nelle larve disopercolate
(17,6%); discreta positivita tra le api regine (36,3%) e covata opercolata
(30,3%). Negli adulti era piu frequente il riscontro di livelli di infezione virale
medio-bassi (fenomeno di latenza); tuttavia, quando vi erano sintomi di parali-
si e atrofia delle ali, il titolo virale negli adulti era elevato, quale espressione di
probabile riattivazione di virus latenti. Nei soggetti adulti e nelle regine era piu
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frequente il riscontro di altri tipi virali: virus ali opache (CWP), virus filamen-
toso (FV) e il virus della paralisi cronica (CPV), e anche presenza di differenti
virus in associazione. Le positivita virali furono, cosi, riscontrate in colonie che
presentavano quadri clinici differenti, ma anche in colonie sane di controllo. La
presenza di virus, soprattutto ABPV, aumentava in caso di sintomatologia negli
adulti caratterizzata da ali atrofiche e deformi, paralisi e difficolta al volo e di
lesioni riferibili a mal nero. In caso di mortalita della covata, la positivita era
prevalente nelle larve opercolate. In caso di spopolamento, positivita virali in
tutti i tipi di campioni, comprese le regine e le varroe. Nelle colonie asintoma-
tiche sono stati osservati virus in tutte le categorie di campioni, ma soprattutto
nelle varroe, a testimonianza del potenziale ruolo di diffusore attribuibile al
parassita e incapacita dei virus a scatenare un quadro clinico primario, se le
famiglie mantengono la loro “omeostasi”. La positivita virale, in percentuale, ¢
stata rispettivamente del 46,5% nelle colonie con patologia definita, del 34,1%
in quelle con patologia non definita e del 47,6% nei controlli. In conclusione,
gia allora veniva confermata 1’effettiva diffusione di alcuni tipi virali in Italia,
al punto che tali infezioni erano da ritenersi piuttosto comuni e si ribadiva la
loro importanza, non tanto in veste di patogeni primari ma piuttosto di patoge-
ni “secondari” dei virus, dato che la loro frequenza aumenta in concomitanza di
altri patogeni delle api, quale concausa di entita nosologiche multifattoriali.

Durante il periodo 1997-1998 sono state condotte indagini in Sicilia sulla
presenza di virosi in 58 alveari [160] che presentavano per la maggior parte
problemi allo sviluppo, sofferenza e, in qualche caso, spopolamento. Particelle
virali sono state osservate nel 12,6% dei campioni e nel 15,5% degli alveari.
Inoltre, in altrettanti 12,6% di campioni, corrispondenti al 10,3% degli alveari,
erano osservabili al microscopio elettronico particelle virali in bassa quantita
(valutazione +/-). Anche in questo studio risultd che a un’alta infestazione di
varroa si associava una positivita virale principalmente in api con le ali defor-
mi e in diversi alveari con spopolamento, indebolimento delle famiglie e/o mor-
talita di api si osservava solo positivita ai virus, mentre tutti gli altri esami
erano negativi. In conclusione si sosteneva, per il controllo e la riduzione delle
virosi, 1’adozione di buone procedure di tecniche apistiche e un’appropriata
conduzione igienica degli alveari.

I risultati delle successive indagini analisi eseguite presso gli Istituti
Zooprofilattici Sperimentali di Roma (IZSLT) e Brescia (IZSLER) hanno
sostanzialmente confermato i dati acquisiti in precedenza. Nelle sole regioni
Lazio e Toscana, nel periodo 2004-2012 sono stati esaminati 1461 campioni:
(larve, pupe, api allo sfarfallamento e adulte) da oltre 200 aziende apistiche e 3
aree naturali protette [161]. L’anamnesi di questi casi riportava lentezza nella
ripresa primaverile delle colonie, elevata mortalita delle larve e, in alcuni casi,
grave spopolamento e morte. Sono state eseguite indagini parassitologiche
(varroa, nosema e amebiasi), batteriologiche (peste europea e americana) ed
esami virologici (larve, propupe e pupe, api allo sfarfallamento e adulte defor-
mate) dapprima mediante ME (656 campioni) e poi, dal 2010, in modo sistema-
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tico con PCR (1148 campioni). All’esame ultramiscroscopico sono risultati
positivi per particelle virali picornavirus-like 538 campioni (81,01%). Di que-
sti, I’identificazione mediante immunoelettronmicroscopia per ABPV (IEM-
ABPV) e MAD-ELISA per DWV ha permesso di identificare 146 campioni
positivi per DWV, 5 campioni positivi per ABPV e 1 campione positivo per
entrambi ABPV + DWV. In PCR, nel triennio 2010-2012 sono stati identifica-
ti: ABPV (58,28%), CBPV (50,44%), DWV (82,06%), SBV (64,20%), BQCV
(25,78%), KBV (2,09%), IAPV (8,45%). La presenza di pil virus in associazio-
ne era un’evenienza piuttosto frequente. Le positivita per DWV si associavano,
in diversi casi, a positivita anche per Malpighamoeba mellificae, Nosema apis,
peste europea e peste americana. Nel complesso, le infezioni virali e, in partico-
lare, i virus piu diffusi DWV-ABPV-CBPYV, erano spesso associati ad alta infe-
stazione da varroa, soprattutto a carico della covata opercolata, ma anche degli
adulti, e in molte arnie con sospetta sindrome da spopolamento ¢ stata fatta dia-
gnosi di virosi ad alto titolo. Cid conferma ancora una volta come la diffusione
dei virus sia strettamente connessa a un’elevata infestazione da varroa.

Nel periodo 2009-2011 all’IZSLER sono stati recapitati dal proprio territo-
rio di competenza (Lombardia ed Emilia Romagna) un totale di 587 conferi-
menti di api a diverso stadio di sviluppo per analisi di laboratorio, per determi-
nare le cause dei quadri anomali osservati. In 483 casi (82,3%) ¢ stato possibi-
le identificare almeno un’irregolarita riferibile a un agente infettivo. DWYV, il
solo virus ricercato sistematicamente mediante MAb-ELISA ¢ risultato presen-
te nel 44,6% dei campioni analizzati e nel 54,2 dei conferimenti con irregolari-
ta [Lavazza, osservazioni personali]. La minor frequenza rispetto a quanto
osservato in Italia centrale ¢ solo apparente e da imputare alla relativa minor
sensibilita del metodo ELISA rispetto ai metodi molecolari. Infatti, in un’inda-
gine preliminare condotta su 64 campioni con un metodo di real time-PCR
quantitativa [162] era evidenziata la presenza del virus nel 96,8% dei campio-
ni testati, seppure in alcuni campioni le concentrazioni risultassero molto basse.
Risultavano positivi anche campioni negativi con le altre due metodiche, a
testimonianza dell’elevata sensibilita del metodo.

Il progetto nazionale Apenet, finanziato dal Ministero dell’ Agricoltura e
svoltosi negli anni 2009-2010, ha permesso di acquisire ulteriori dati sulla
diffusione e presenza delle virosi in Italia, esaminando un campione rappre-
sentativo di apiari dislocati su tutto il territorio nazionale. DWV, BQCV, SBV,
ABPV, CBPV, KBV e IAPV sono stati identificati durante le indagini. Mentre
i primi cinque erano presenti in tutte le regioni italiane, anche se con diversa
prevalenza, KBV e IAPV sono stati identificati solo in aree limitate. A regi-
strare la maggior prevalenza (tra 59 e 96%) erano DWV e BQCV. Nel 2010 la
prevalenza per SBV ¢ aumentata sensibilmente dal 49 al 72%. In Sud Italia la
prevalenza per ABPV ¢ aumentata sensibilmente al 51%, pit del doppio del-
I’anno precedente. La diagnosi di DWV e ABPV era fortemente correlata
all’impatto dell’infestazione da varroa sulle colonie di api. Cio, in particola-
re, nelle aree del Sud Italia dove, per condizioni climatiche, non c¢’¢ interru-
zione di covata.
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4.2.3 Come intervenire in caso di malattie virali

Poco si puo suggerire circa le modalita di intervento in caso di diagnosi di viro-
si delle api. Come per tutte le malattie virali, non esistono rimedi terapeutici
specifici ed efficaci ad eccezione di un prodotto antivirale denominato
Remebee™, ancora in fase di sperimentazione, in grado di limitare 1’impatto
dell’infezione causata da IAPV. Sviluppato con la tecnologia del RNA interfe-
rente (RNA1), questo antivirale andrebbe addizionato alla soluzione di saccaro-
sio somministrata alle api nel periodo in cui non bottinano.

In caso di sintomatologia particolarmente grave, quando non si voglia inve-
stire troppo tempo nella gestione degli alveari con esiti peraltro dubbi, I’unico
rimedio ¢ la distruzione delle famiglie colpite (sempre che la natura non abbia
gia fatto il proprio corso, che poi ¢ la situazione pil frequente, essendo spesso
le virosi diagnosticate su famiglie gia spopolate). Negli altri casi, si possono
realizzare le seguenti pratiche apistiche: distruzione dei favi contenenti la cova-
ta infetta (possono essere sostituiti con favi contenenti una covata nascente pre-
levata da alveari sani), messa a sciame abbinata a trattamento antivarroa € sosti-
tuzione delle api regine.

Le arnie delle famiglie infette vanno opportunamente lavate e disinfettate
con composti virulicidi prima di essere nuovamente utilizzate. Nell’attuare i
trattamenti di disinfezione si deve considerare che la presenza di residui orga-
nici puo disattivare alcuni principi attivi del prodotto disinfettante e quindi,
prima di usare i disinfettanti, bisogna eseguire un’accurata pulizia per rimuove-
re il materiale organico. I disinfettanti devono essere prodotti autorizzati e/o
registrati, e vanno utilizzati conformemente alle raccomandazioni del fabbri-
cante. Le condizioni di utilizzo dei detergenti e dei disinfettanti devono essere
tali da non alterarne 1’efficacia; occorre, in particolare, rispettare i parametri
tecnici indicati dal fabbricante, quali la pressione, la temperatura minima e il
tempo di contatto necessario. La disinfezione va attuata con metodi e prodotti
preferibilmente non corrosivi, aventi un buon potere penetrante, non disattiva-
ti da polverosita e da sostanze organiche, e privi di tossicita per le api. La scel-
ta dei prodotti e delle procedure di disinfezione deve tenere conto della natura
e della tipologia di oggetti da trattare. Si possono usare metodi fisici e chimici.
Tra i primi ci sono la fiamma diretta e il calore umido (es. idropulitrice a pres-
sione). I composti chimici disinfettanti pil attivi utilizzabili comprendono, per
attrezzature e utensili, il complesso potassio perossi-monosolfato in formula-
zione multiattiva, i composti a base di cloro, iodio e iodofori, i composti a mec-
canismo d’azione ossidante (acido acetico e acqua ossigenata); per mani e
vestiti, 1’acido citrico e il benzalconio cloruro; per 1’ambiente, il terreno, scar-
pe, veicoli, materiale organico, ecc., I’idrossido di sodio (soda caustica), il car-
bonato di sodio (lisciva o soda del commercio), 1’ossido di calcio (calce viva)
e I’idrossido di calcio (calce idrata o spenta).

Vista la stretta correlazione con altre patologie non virali, prima fra tutte la
varroasi, ma anche la nosemiasi, la prevenzione delle virosi delle api dipende
principalmente dal controllo della varroa con interventi appropriati e coordina-
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ti sul territorio. Indubbiamente, ¢ bene quindi effettuare quanto prima possibi-

le durante la stagione produttiva, eventualmente anche tenendo monitorato il

livello di infestazione tramite valutazioni quantitative della carica infestante di

varroe, un trattamento antivarroa delle famiglie colpite. Ovviamente, il tratta-

mento non puod e non deve essere solo di tipo farmacologico, ma ¢ bene asso-

ciare anche interventi gestionali e di tecnica apistica piu specifici (blocco di

covata, asportazione di covata, applicazione del favo trappola, asportazione

della covata femminile, aggiunta di telai sviluppati e cerei, sforchettata della

covata opercolata, bilanciamento della famiglia, ecc.). Inoltre, ¢ importante e

necessario ridurre al minimo ogni fattore predisponente e scatenante (stress di

ogni natura: chimico, fisico, metabolico, infettivo) in modo da evitare la riatti-

vazione di infezioni virali latenti per una “rottura” dell’equilibrio metabolico
della colonia.

Di fondamentale importanza sono dunque le misure preventive e indirette,
quali:

- applicare buone pratiche di allevamento in apiario, essenziali per mantenere e
potenziare le difese naturali delle colonie e, quindi, prevenire e evitare la mol-
tiplicazione dei virus e la diffusione orizzontale delle infezioni virali;

- attuare misure preventive la diffusione del Nosema spp. (es. somministra-
zione di prodotti adatti allo scopo nella alimentazione delle api);

- monitorare 1 livelli di infestazione da varroa e di infezione da nosema;

- effettuare un’accurata lotta alla varroa, intervenendo quanto prima possibi-
le durante la stagione produttiva con un trattamento antivarroa delle fami-
glie colpite;

- esercitare un controllo delle attivita su base territoriale e pianificare I’ese-
cuzione di azioni coordinate soprattutto per ridurre la possibilita di reinfe-
stazioni da apiari limitrofi;

- ridurre la densita di apiari, anche in rapporto alle fonti nettarifere disponi-
bili, attuando un corretto censimento degli apiari presenti (anagrafe) e disci-
plinando la procedura del nomadismo.

4.2.4 Considerazioni e conclusioni

Le manifestazioni cliniche delle patologie delle api sono raramente patognomo-
niche, con molti sintomi in comune a differenti malattie. Pertanto, &€ necessario
ricorrere sempre alle analisi di laboratorio per confermare 1’origine eziologica
alla base e per la conferma del sospetto clinico.

In particolare, i quadri patologici associati alle principali virosi (in primis
ABPV, CBPV, DWYV, IAPV e KBYV), sono perlopiu la conseguenza diretta e
giungono al culmine di una compromissione generale della colonia, a seguito
di disordini di varia natura (tossica, parassitaria, genetica, biochimica, metabo-
lica) corresponsabili della rottura dell’equilibrio di forza delle famiglie.

Di conseguenza, i virus possono essere ritenuti degli agenti complicanti che
trovano in altri patogeni, quali soprattutto varroa e nosema, il fattore scatenan-
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te la loro attivazione e/o replicazione massiva e trasmissione per contatto oriz-
zontale, contribuendo a determinare il collasso e la morte delle famiglie. In
questo determinismo patogenetico, altri importanti fattori causa di stress pro-
lungato (es. errato posizionamento delle arnie, freddo dovuto a frequenti visite
invernali da parte dell’apicoltore, squilibrio numerico tra api adulte/covata da
alimentare, ecc.) possono favorire lo sviluppo di malattie virali conclamate.

In attesa che ulteriori studi possano: 1) stabilire con maggior precisione il
livello di correlazione tra le virosi e le altre patologie delle api; 2) valutare
anche la maggior o minor predisposizione genetica delle api a contrarre e mani-
festare le diverse patologie virali; e 3) comprendere la reale influenza di virus
conosciuti e non, su quadri sindromici complessi delle api, non si pud che riba-
dire che, allo stato attuale, la prevenzione delle virosi delle api dipende princi-
palmente dal controllo della varroa con interventi appropriati e coordinati sul
territorio.
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5.1 | funghi

I funghi costituiscono un gruppo di organismi eterotrofi, vale a dire che non
sono in grado di sintetizzare le sostanze nutritive e che vivono dunque come
saprofiti, parassiti o in simbiosi con altri microrganismi. Costituiscono un grup-
po eterogeneo di organismi, con la caratteristica comune di possedere un’orga-
nizzazione vegetativa di tipo filamentoso; tale struttura, chiamata micelio, &
costituita da cellule riunite in filamenti, detti ife. Le ife fungine possono esse-
re settate o non settate (almeno nelle colture giovani) e questo & carattere distin-
tivo molto importante in sede di classificazione e riconoscimento dei grandi
gruppi.

I funghi formano spesso spore, che possono essere suddivise in asessuali e
sessuali, classificabili secondo il seguente schema:
- spore asessuali:

* sporangiospore: interne alle ife, in strutture dette sporangiofori;

* conidiospore: portate all’esterno su ife differenziate dette conidiofori;
- spore sessuali: importanti come mezzo per la propagazione e 1’evoluzione

delle specie e oggetto di classificazione.

La classificazione dei funghi ¢ stata oggetto di molte revisioni e a tutt’oggi
vengono assegnati a un regno, Fungi, costituito da un sottoregno, 7 Phyla, 10
Subphyla, e 35 classi. In Tabella 5.1 sono riportati i funghi classificati fino a
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Tabella 5.1 Classificazione del regno Fungi (da [1])

Regno Fungi

Phylum Chytridiomycota
Phylum Neocallimastigomycota
Phylum Blastocladiomycota
Phylum Microsporidia

Phylum Glomeromycota
Subphyla incertae sedis Mucoromycotina

Zoopagomycotina

Entomophthoromycotina

Kickxellomycotina

Sottoregno Dikarya

Phylum Basidiomycota
Suphylum Pucciniomycotina
Suphylum Ustilaginomycotina
Suphylum Agaricomycotina

Phylum Ascomycota
Suphylum Taphrinomycotina
Suphylum Saccharomycotina
Suphylum Pezizomycotina

livello di Subphylum secondo la revisione proposta da Hibbett et al. [1] e
aggiornata costantemente su http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/.

Come si pud vedere, i funghi hanno assunto dignita di Regno superando la
vecchia classificazione che li collocava nel regno vegetale come divisione
Eumycota ripartita nelle 5 sottodivisioni: Mastigomycotina, Zygomycotina,
Ascomycotina, Basidiomycotina ¢ Deuteromycotina. Quest’ultima sottodivisio-
ne conteneva i funghi cosiddetti imperfetti, dei quali non si conosceva la ripro-
duzione sessuata. L’avvento delle tecniche di biologia molecolare ha consenti-
to di assegnare le specie di questa sottodivisione alle corrispondenti forme per-
fette e relativi Phyla. La revisione ¢ stata tale che, ad esempio, la classe
Oomycetes ¢ stata proposta per la collocazione in un nuovo regno, denominato
Chromista.

I funghi sono generalmente dotati di solo metabolismo aerobico e, pertanto,
per sviluppare richiedono la presenza di aria. Essi sono molto dotati sotto I’a-
spetto enzimatico e, nel loro complesso, hanno la capacita di utilizzare per la
crescita una grande varieta di composti.
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Tabella 5.2 Miceti dell’alveare

Specie

Genere Ascosphaerales

Ascosphaera apis

Ascosphaera major
Ascosphaera spp
Bettsia alvei
Genere Aspergillus
Aspergillus flavus e

Ospite

Apis mellifera (covata)
Megachile spp. (Fam. Apidae)

Apis mellifera, Megachile spp.
api selvatiche (Fam. Apidae)

alveare

Apis mellifera (adulti e covata)

165

Comportamento

parassita (covata calcificata)
parassita facoltativo

parassita facoltativo
saprofita / parassita

saprofita: “muffa del polline”

saprofita/parassita

A. fumigatus (covata pietrificata)

Lieviti
Apis mellifera (intestino api)

Torulopsis spp patogeni occasionali

Altri

Fungo non identificato  Apis mellifera (organi riproduttori

— ape regina)

patogeni occasionali
(melanosi api regine)

Miceti vari alveare saprofiti, patogeni occasionali

I miceti che interessano il settore apistico sono costituiti da patogeni e oppor-
tunisti, che possono colpire tutte le caste a diversi stadi evolutivi, dalla larva
all’adulto. Di questi si trattera in maniera esaustiva nei paragrafi successivi.
Inoltre, diversi funghi costituiscono la normale popolazione microbica dei pro-
dotti dell’alveare, dove vivono come saprofiti. Gilliam et al. [2] hanno isolato
dal polline diverse specie di muffe, appartenenti perlopiu ai generi Penicillium
e Aspergillus e alla famiglia Mucorales. La presenza di queste muffe nel polline
non ¢ da considerarsi negativamente, anzi costituisce un contributo all’arricchi-
mento del substrato in sostanze quali antibiotici, polisaccaridi ed enzimi in
grado di migliorarne la conservabilita e le caratteristiche nutrizionali.

La Tabella 5.2 elenca i principali funghi che costituiscono oggetto di inte-
resse in campo apistico.

5.2 Ascosferosi o covata calcificata

5.2.1 Generalita

La covata calcificata ¢ la micosi dell’ape mellifera pit diffusa e pili conosciuta.
Essa ¢ sostenuta da Ascosphaera apis (Maasen ex Claussen) Olive e Spiltoir [3],
fungo ascomicete che puo colpire le larve, sia di operaia che di fuco che di regina.



166 E.Carpana, F. Coloretti

La micosi prende il nome dall’aspetto che la larva colpita assume; infatti, que-
sta si presenta di colore biancastro, mummificata e ricoperta da una lanuggine
costituita dai miceli filamentosi del fungo (Figg. 5.1-5.3). Le larve mummificate
possono, inoltre, presentare delle macchie marroni o nere, specialmente nella regio-
ne ventrale, dovute alla presenza di sporocisti (corpi fruttiferi) contenenti le spore.

L’agente della covata calcificata ¢ stato individuato da Maasen nel 1913 [4],
che lo identifico come Pericystis apis, ma studi successivi di Spiltoir [5] lo
hanno riclassificato come Ascosphaera apis, denominazione tuttora valida.

I primi casi sono stati segnalati in Germania e in altri paesi europei (Russia,
Svezia, Norvegia, Regno Unito) nella prima meta del secolo scorso. La covata
calcificata ¢ stata segnalata al di fuori dell’Europa a partire dagli anni *50 con
focolai in Nuova Zelanda, Argentina, Centro America, Stati Uniti, Giappone e
Filippine. La diffusione ¢ legata, come ovvio, agli scambi commerciali tra gli
apicoltori di tutte le parti del mondo [6]. Anche in paesi considerati indenni,
come |’ Australia, negli anni 90 sono stati rinvenuti diversi casi di covata cal-
cificata [7].

In Italia la covata calcificata ¢ risultata poco diffusa prima degli anni ’80, per
poi diffondersi nelle regioni settentrionali (Piemonte, Valle d’ Aosta, Lombardia,
Friuli Venezia Giulia ed Emilia Romagna) e in Umbria e Sardegna [8].

5.2.2 Eziologia

Si ¢ gia visto che 1’agente della covata calcificata & rappresentato da
Ascosphaera apis; questo micete appartiene alla classe degli ascomiceti ed ¢
attualmente classificato come indicato di seguito:

Regno: Fungi

Sottoregno: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Suphylum: Pezizomycotina
Classe: Eurotiomycetes
Subclasse: Eurotiomycetidae
Ordine: Onygenales
Famiglia: Ascosphaeraceae
Genere: Ascosphaera

Il micelio & biancastro, formato da ife settate; le cellule vegetative sono ric-
che in mitocondri e ribosomi. Se si esamina una cultura in vitro al microscopio
ottico, si riconoscono facilmente alcuni corpi fruttiferi globosi, detti sporocisti
(Fig. 5.4), del diametro di circa 45-150 um. Ciascun sporociste contiene diver-
se spore balls (aschi) che rappresentano il corpo fruttifero vero e proprio e che
a loro volta contengono un numero variabile di spore. A seguito della rottura
dello sporociste, gli aschi vengono liberati in ambiente e rappresentano dunque
la forma di diffusione (Fig. 5.4b) dell’agente patogeno. Le dimensioni dell’a-
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Fig. 5.2 Favo con larve calcificate (Foto Carlo Ferrari)
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Fig. 5.3 Aspetto di larve calcificate: la presenza dei due sessi del fungo porta alla formazione di
cistospore evidenziate dal colore scuro nella larva di sinistra

sco variano trai 7 e i 18 um di diametro, mentre le spore contenute hanno
dimensioni dell’ordine di 2,7-3,5 ¢ 1,4-1,8 um. Le ascospore sono resistenti
alle alte temperature e possono sopravvivere nell’ambiente per diversi anni.

La riproduzione sessuata di Ascosphaera apis avviene tra miceli di indivi-
dui aploidi, eterotallici, dotati di differente sesso o “mating type”: + o —. Dalla
fusione delle due ife di diversa sessualita si origina il corpo fruttifero (sporoci-
ste). Al contrario di molti altri ascomiceti non ¢ ancora conosciuta la riprodu-
zione asessuata.

Ascosphaera apis sviluppa bene a temperature comprese tra 22 e 30 °C, ma
puo sviluppare fino a 35-37 °C e resiste bene alle basse temperature.
L’optimum di temperatura varia con il pH, risultando piu elevato a pH 3—4 che
a2506.

5.2.3 Epidemiologia

La virulenza di Ascosphaera apis ¢ influenzata da diversi fattori, tra cui il prin-
cipale ¢ sicuramente il fattore ambientale. La crescita del micete ¢ infatti favo-
rita dalle temperature non troppo elevate e diventa particolarmente rapida in pre-
senza di elevati tassi di umidita, soprattutto con scarsa ventilazione dell’alveare
[9], in particolare durante la tarda primavera, quando I’attivita di ovodeposizio-
ne della regina ¢ elevata e la covata ¢ fortemente espansa. In caso di cali repen-
tini di temperatura la virulenza aumenta, sia per il conseguente aumento dell’u-
midita relativa, sia perché il micete trova condizioni di temperatura piu idonee.
Al contrario, nei mesi estivi ’incremento di temperatura ne contiene la diffu-
sione.
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Un altro fattore di notevole importanza ¢ il fattore genetico che, da un lato,
riguarda la virulenza del parassita e, dall’altro, la resistenza che 1’ospite puo
opporre all’infezione. In tal senso, un lavoro di Jensen et al. [10] ha messo in
luce come la suscettibilita ad Ascosphaera apis vari tra le sottospecie di Apis
mellifera, con A.m. ligustica considerata quella piu resistente. Gli stessi autori
mettono inoltre in evidenza come anche all’interno della stessa sottospecie la
resistenza vari da colonia a colonia. Nella selezione delle regine occorre, quin-
di, tenere conto del carattere “resistenza alla covata calcificata” oltre, natural-
mente, agli altri.

La presenza di attacchi di Varroa destructor sembra favorire 1’incidenza della
covata calcificata. Il ruolo dell’acaro nella diffusione non ¢ tuttavia del tutto
dimostrato: seppure sono state isolate spore fungine sulla superficie esterna, que-
ste non sono in numero tale da costituire una fonte sufficiente di inoculo.
Secondo alcuni autori esiste una relazione tra 1’impiego di acaricidi nel tratta-
mento di Varroa destructor e la riduzione della resistenza al fungo, specialmente
nelle larve. Di conseguenza, colonie trattate con acaricidi chemioterapici mostre-
rebbero una maggiore predisposizione alle infezioni da Ascosphaera apis [11].

Un ultimo aspetto da considerare tra quelli che determinano la virulenza di
Ascospharea apis € la concentrazione delle spore infettanti: la presenza di un
elevato numero aumenta infatti, come ¢ logico, la possibilita del manifestarsi
dell’infezione. Di contro, occorre comunque sottolineare che il fungo ¢ larga-
mente diffuso, ma la sua presenza nelle colonie non comporta necessariamente
lo stato patologico.

5.2.4 Patogenesi

Le spore (ascospore) sono 1’agente primario di diffusione del patogeno e la via
di infezione della larva ¢ attraverso 1’ingestione. Le larve sono piu suscettibili
all’infezione nei primi stadi: secondo alcuni autori, a 3—4 giorni di eta [12] o,
addirittura, gia dopo 1-2 giorni [13]. Sono sensibili all’infezione le larve di
tutte le caste (operaia, fuco, regina).

Gli adulti non sono sensibili al micete, ma possono fungere da vettore, tra-
smettendo le spore da una larva all’altra durante le normali operazioni di cura
della covata.

Una fonte di contaminazione puo essere rappresentata dal polline inquinato
che viene introdotto dalle operaie; pur non costituendo una fonte di contamina-
zione sempre sufficiente, esso contribuisce a creare un potenziale di inoculo che
pud manifestare 1’infezione in particolari momenti di stress della colonia [14].

Possono costituire fonte di infezione anche i materiali di riciclo normalmen-
te impiegati in apicoltura, quali favi, polline conservato, miele: ¢ infatti dimo-
strato che le spore possono rimanere vive e vitali anche 15 anni [14, 15].

Le spore contaminanti germinano nel lume intestinale, probabilmente atti-
vate dalla concentrazione di CO». La germinazione delle spore avviene a tem-
perature comprese tra 25 e 37 °C, con ottimo tra 31 e 35 °C. Per quanto riguar-
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da il pH, 'optimum & compreso tra 5 e 7,8, tipico del lume intestinale. A pH
inferiori, tipici invece del miele, del polline e della pappa reale, la germinazio-
ne e lo sviluppo sono fortemente limitati [16].

Durante lo sviluppo, le ife producono una serie di enzimi [17, 18] in grado
di intaccare la chitina e favorire, cosi, la penetrazione e la propagazione nei tes-
suti della larva. Lo sviluppo miceliare procede solitamente dall’estremita poste-
riore fino all’anteriore e, in caso di intenso sviluppo, pud evadere all’esterno
dalla parte posteriore. La morte della larva interviene sia per i danni meccanici
dovuti allo sviluppo miceliare, sia per 1’interruzione del circolo di emolinfa e
per ’intossicazione da metaboliti fungini. La morte avviene generalmente entro
2 giorni dopo I’opercolatura o al massimo in stadio di propupa.

Le larve morte possono essiccarsi completamente e dare luogo alle cosid-
dette “mummie calcificate”. Queste si presentano di colore nero o bianco a
seconda, rispettivamente, della presenza o meno di ascospore. Si assume, infat-
ti, che I’infezione di ife appartenenti a un solo sesso, origini micelio bianco,
mentre la presenza di entrambi i sessi origini micelio inscurito dalla presenza
delle ascospore. Una larva infetta contiene circa 103-10° ascospore, costituen-
do quindi un enorme potenziale di inoculo.

Le larve possiedono alcuni mezzi difensivi per impedire lo sviluppo mice-
liare. Le cellule, tramite fagocitosi o incapsulamento possono eliminare fisica-
mente le ife sviluppatesi. Un altro meccanismo di difesa vede invece coinvolti
composti antimicrobici, quali peptidi antimicrobici, composti proteici, lisozima
prodotti dal corpo grasso [19].

Il maggior strumento di controllo dello sviluppo di Ascosphaera apis all’in-
terno dell’alveare ¢ quello dell’organizzazione sociale e, in particolare, della
rigida suddivisione del lavoro delle operaie. Innanzitutto, il riconoscimento
della propria colonia da parte delle bottinatrici e la riduzione del fenomeno
della deriva, impedisce la diffusione accidentale delle spore tra alveari.
L’operazione piu importante per la limitazione dello sviluppo ¢ sicuramente
legata al comportamento igienico delle operaie piu giovani, incaricate del
governo della covata che eliminano le fonti potenziali di inoculo. In presenza
di mummie, infatti, queste vengono estratte dalle celle ed espulse dall’alveare
[10, 20]. In recenti studi [21] sono stati individuati tre composti volatili che
vengono rilasciati dalle larve infette: fenilacetato, 2-feniletanolo e alcool ben-
zilico (o fenilcarbinolo). Tra questi, il fenilacetato si &€ dimostrato quello che,
percepito dalle operaie, promuove il comportamento igienico.

5.2.5 Diagnosi

5.2.5.1 Diagnosi di campo
I sintomi piu evidenti sulla covata si manifestano sulle larve da tre a cinque
giorni di eta. La malattia colpisce prima le larve dei fuchi, anche per il fatto che
queste sono poste alla periferia dove umidita e temperatura risultano piu favo-
revoli allo sviluppo del fungo.
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La consistenza e il colore delle larve infette variano molto a seconda dello
stadio di sviluppo della malattia. All’inizio, le larve sono appena piu scure del
normale, per poi passare a un giallo chiaro con consistenza plastica e aspetto
liscio. Di seguito il micelio, di colore bianco, evade all’esterno, specialmente
nella parte posteriore, mentre la testa puo rimanere libera. A questo punto, la
larva ¢ di consistenza rugosa e va incontro a una progressiva disidratazione e,
indurendosi, man mano raggiunge una consistenza gessosa, da cui il nome
“covata calcificata”.

Come gia detto, Ascosphaera apis ¢ fungo eterotallico: in caso di contami-
nazione del micelio di un solo sesso, i corpi fruttiferi non si possono formare e
la larva appare quindi coperta da un feltro biancastro costituito esclusivamente
da ife. Nel caso, invece, dell’infezione di miceli dei due sessi, questi possono
unirsi e dare origine ai corpi fruttiferi piu scuri, riuniti in placche o dispersi: la
colorazione ¢ in questo caso piu scura.

Non ¢ possibile riconoscere le giovani larve infette, mentre quelle piu vec-
chie sono riconoscibili per la mummificazione pit o meno evidente. Quando
questa sopraggiunge, se la cella non & opercolata le operaie possono produr-
re frettolosamente un opercolo al fine di isolare e contenere la larva infetta,
evitando che questa possa contaminare le celle vicine. E facile accorgersi
della presenza di mummie opercolate scuotendo il favo e udendo un caratte-
ristico suono come di sonaglio, dovuto al fatto che le larve colpite non aderi-
scono alla cella.

5.2.5.2 Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio della covata calcificata ¢ basata sulla dimostrazione
della presenza dell’agente (A. apis) nel materiale infetto. Un primo approccio ¢
quello dell’osservazione diretta del materiale, privilegiando le “mummie” di
colore grigio o nero. Dopo I’aggiunta di acqua e una energica agitazione, la
sospensione risultante pud essere osservata al microscopio per individuare la
tipica morfologia di Ascosphaera apis (Fig. 5.4). La presenza di sporocisti ¢
sufficiente per una diagnosi sicura: questi hanno un diametro di circa 60 ym e
contengono dei piccoli corpi sferici, detti “spore balls” di circa 12 ym, forma-
ti da ammassi di spore ovali delle dimensioni di 2,9 x 1,4 um.

Nel caso in cui siano presenti mummie di colore bianco, non vi sara presen-
za di sporocisti e si rendera dunque necessaria la coltivazione del fungo.
L’isolamento e lo sviluppo di Ascosphaera apis non pone grosse difficolta, cre-
scendo agevolmente su terreni generici per la coltivazione dei funghi. In parti-
colare, viene consigliato I’impiego del Potato Dextrose Agar, modificato con
I’aggiunta di 4 g/1 di estratto di lievito con incubazione a 37 °C e in atmosfera
con il 5-10% di CO,. Per quanto riguarda la produzione di ascospore e il man-
tenimento delle colture, Ruffinengo et al. [22] consigliano, rispettivamente,
I’impiego di Malt Agar modificato con il 20% di destrosio e di Integral Rice
Kernels (IRK).

L’isolamento di Ascosphaera apis pud avvenire direttamente dalle larve
infette o dalle mummie non ancora calcificate, ponendole semplicemente sulla
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Fig. 5.4 Aspetto al micro-
scopio ottico del micelio di
Ascosphaera apis (a) e par-
ticolare di uno sporociste (b)

superficie del terreno e mettendole a incubare. Dopo 24 ore si manifesta la cre-
scita miceliare: porzioni di terreno agarizzato possono essere trasferite in nuove
piastre per ottenere la coltura pura e isolare i mating type + e —. Se nell’isola-
mento sono presenti entrambe le forme si formeranno i corpi fruttiferi, facendo
assumere alla coltura una colorazione grigiastra. Se, al contrario, solo una delle
due forme sviluppa, si forma un feltro biancastro, di aspetto simile al cotone.

Da un punto di vista morfologico, i due mating type sono perfettamente
identici: ¢ possibile identificare se due isolati sono + o — seminandoli in piastra
alle estremita di un diametro. Dall’incontro delle ife, se di segno opposto, si
origina un feltro grigiastro formato dagli sporocisti.

Le tecniche di biologia molecolare permettono 1’identificazione rapida a
livello di specie di A. apis. Tramite PCR ¢ possibile replicare pressoché all’in-
finito specifiche sequenze di DNA, individuate da piccole sequenze nucleotidi-
che omologhe, dette primer. Per I’identificazione dei funghi in generale viene
amplificata la regione Internal Transcribed Spacer (ITS) del DNA, che costi-
tuisce una sorta di codice a barre identificativo [23]. Per quanto riguarda la
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regione ITS della specie A. apis, non risultano differenze ceppospecifiche ed ¢
quindi possibile impiegare questa sequenza per 1’identificazione a livello di
specie [24], grazie a specifici primer disegnati per lo scopo [25].

5.2.6 Profilassi sanitaria

La profilassi sanitaria dell’ascosferosi & basata principalmente sulla prevenzio-
ne, non essendo stato registrato alcun composto in grado di controllare effica-
cemente per via terapica la micosi.

Per quanto riguarda le pratiche di prevenzione, ¢ ritenuto un fattore critico
il controllo dell’umidita all’interno degli alveari. Si consiglia, infatti, di posi-
zionare gli apiari in zone arieggiate e con scarso ristagno di umidita. Nelle arnie
moderne la presenza del fondo grigliato, impiegato per il controllo della varroa,
ne favorisce I’arieggiamento, evitando dannosi eccessi di umidita all’interno.

Per contenere I’infezione ¢ senz’altro consigliabile il rimpiazzo della regina
nelle colonie dove ¢ stata evidenziata la malattia, con regine appartenenti a
ceppi resistenti 0o, comunque, provenienti da colonie sane. Anche se non si puo
parlare di una vera e propria resistenza alla ascosferosi, il comportamento igie-
nico delle operaie costituisce un importante strumento di difesa a livello socia-
le, in grado di ridurre sensibilmente la suscettibilita all’infezione. Esso consi-
ste nella capacita delle api di individuare e rimuovere rapidamente le larve
infette. Tale carattere ¢ mediato da una base genetica complessa, che deve esse-
re presa in considerazione nell’ottica del miglioramento genetico [26].

Pil in generale, per evitare lo sviluppo della malattia, ¢ importante che le
colonie siano forti ed equilibrate e adeguatamente nutrite. Il rapporto tra nutri-
ci e covata ¢ un parametro di grande importanza: la diminuzione delle prime
porta a un minor accudimento della covata e a un possibile raffreddamento, in
grado di favorire lo sviluppo del fungo.

Durante la formazione del glomere invernale ¢ importante che vi sia abba-
stanza spazio nell’alveare per il ricambio di aria per evitare ristagni di umidita.

La presenza di altre patologie, che indeboliscono la colonia, puo favorire la
comparsa di Ascosphaera apis; ¢ dunque di fondamentale importanza il mante-
nimento dello stato sanitario per impedire la comparsa dell’infezione.

Le spore di Ascosphaera apis possono rimanere vive e vitali per parecchi
anni nei favi, nel polline e nel miele. La gestione della nutrizione e la disinfe-
zione dei materiali dell’alveare sono importanti per limitare la diffusione di
infezioni in atto. Sono state proposte alcune tecniche per decontaminare 1’at-
trezzatura apistica: trattamenti chimici, radiazioni ionizzanti e impiego del
calore. L’ impiego delle radiazioni ionizzanti ¢, allo stato attuale, il metodo pil
efficace per la sterilizzazione dei favi, materiale che non puo essere sottoposto
a trattamenti termici e che non ¢ possibile bonificare efficacemente mediante i
trattamenti chimici, soprattutto perché questi agiscono solo sulla superficie e
lasciano residui. Il calore puo essere impiegato per i materiali, come miele o
cera, e per le attrezzature che resistono ai trattamenti termici.
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Per quanto riguarda i trattamenti farmacologici, sono disponibili in lettera-
tura diversi lavori che hanno affrontato lo studio di antimicotici specifici per
Ascosphaera apis, al fine di garantire agli apicoltori un mezzo di intervento in
caso di comparsa di sintomi marcati. Diversi composti e di diversa origine sono
stati saggiati nel tempo, quali acido benzoico, propionato di sodio, acido ascor-
bico, tiabendazolo [27] e Benomyl [28].

Ad oggi, nessun composto risulta registrato come farmaco contro la covata
calcificata, anche, e soprattutto, perché nessuna molecola testata ha dato risul-
tati pienamente soddisfacenti. Uno dei limiti delle sperimentazioni ¢ stata la
tossicita dei prodotti testati sia per le api che per ’'uomo, con la possibilita,
inoltre, di residuare nei prodotti dell’alveare e di contaminare 1’ambiente. Oltre
a queste problematiche, spesso i risultati ottenuti in vitro non sono risultati tra-
sferibili in campo, oppure i buoni risultati ottenuti in alcuni casi applicativi non
si sono mostrati ripetibili.

Vista ’assenza di chemioterapici specifici, I’attenzione dei ricercatori si ¢
concentrata sull’impiego di composti naturali o di microrganismi in grado di
inibire Ascosphaera apis.

Le ricerche a riguardo sono, tuttavia, ancora a livello di laboratorio, con
poche e sporadiche prove di applicazioni in campo. Buoni risultati sono stati
ottenuti con estratti vegetali quali citrenolo e geraniolo [29], timolo [30], oli
essenziali di lamiacee [31].

Un’altra prospettiva per la ricerca di composti antimicotici & quella di
impiegare molecole di origine microbica; a tal riguardo diversi prodotti ogget-
to di indagine, quali Iturina A2 [32] o lisozima [33], si sono dimostrati in grado
di inibire lo sviluppo di Ascosphaera apis in vitro. Le applicazioni in campo dei
prodotti saggiati sono a tutt’oggi oggetto di indagine.

5.3 Aspergillosi o covata pietrificata
5.3.1 Eziologia

La covata pietrificata € una patologia delle larve causata da diverse specie del
genere Aspergillus; & per questo motivo che viene anche chiamata aspergillosi.
Le principali specie agenti di questa malattia sono comunque Aspergillus fla-
vus, A. fumigatus e A. niger. Le specie del genere Aspergillus sono ubiquitarie
del terreno e possono essere patogene nei confronti delle api adulte, oltre che
di altri insetti, dei mammiferi e degli uccelli.

La covata pietrificata ¢ di difficile diagnosi nelle prime fasi di infezioni,
anche se il micelio sviluppa velocemente, originando un caratteristico anello a
collare in prossimita del capo della larva infetta. Il micelio penetra all’interno
dell’insetto.

Dopo morte, la larva infetta indurisce notevolmente, diventando difficile da
sbriciolare: da qui il nome “covata pietrificata”. Il micelio fungino pud fuoriusci-
re dal tegumento esterno e formare un feltro, il cui colore pud essere messo in
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relazione con la specie infettante. A. flavus produce, infatti, un feltro di colore
verde-giallo; A. fumigatus mostra invece colorazione grigio-verde, per divenire
nero in A. niger. Le spore possono risultare talmente numerose da riempire com-
pletamente le celle contenti le larve infette. L’ optimum di temperatura & compre-
so tra 33 e 37 °C, ma possono sviluppare tra 7 e 40 °C. Le spore e le ife sono tut-
tavia sensibili al calore: un riscaldamento a 60 °C per trenta minuti ¢ fatale.

5.3.2 Sintomatologia

La contaminazione delle larve avviene prima dell’opercolatura della cella, ma
diviene apparente solamente in seguito sulla covata opercolata. La larva infet-
tata da Aspergillus flavus ¢ dapprima grinzosa, di color crema e la segmentazio-
ne non ¢ pil evidente. Successivamente, le larve infette possono presentarsi in
due maniere differenti a seconda che il fungo abbia o meno fruttificato. Nel
primo caso, la larva mummificata si presenta ricoperta totalmente o parzial-
mente di un feltro di colore verde-giallastro mentre, nel caso che non vi sia svi-
luppo di spore, I’'infezione si manifesta con la formazione di una mummia rico-
perta da un feltro bianco-giallastro. La consistenza della larva passa da flacci-
da, nelle prime fasi, a una consistenza molto dura, da cui il nome di “covata pie-
trificata”. A questo punto, le larve mummificate sono difficilmente estraibili
dalla cella, alla quale aderiscono a causa della propagazione del micelio.

Negli adulti, la micosi & piu rara rispetto alle larve. L’infezione avviene
sempre per ingestione, mentre la morte sopravviene piu per il rilascio di mico-
tossine da parte del fungo che a causa dell’invasione miceliare. Le api adulte
infette attraversano due fasi cliniche: dapprima si presentano molto agitate,
inquiete e in uno stato di grande eccitazione, per poi passare alla paralisi, che
precede la morte.

5.3.3 Patogenesi

Le api possono essere colpite da aspergillosi a qualsiasi stadio di sviluppo, da
quello di larva giovane a quello di adulto. L’infezione avviene per vie orale: le
spore penetrano nell’ospite e germinano nella cavita generale.

Nelle larve le spore, una volta raggiunto I’intestino, possono germinare
dando luogo alla formazione del micelio che si diffonde in tutto il corpo. Le ife
fungine attraversano il tegumento chitinico e ricoprono la superficie del corpo,
portando alla mummificazione della larva. Nell’adulto la morte, secondo molti
autori, avviene, piu che per 1’invasione miceliare, a causa di composti tossici
rilasciati dalla muffa.

Il mezzo di propagazione della malattia ¢ rappresentato principalmente dal
polline e sembra che durante i flussi abbondanti, dove le operaie lo accumula-
no frettolosamente senza curarne la disidratazione e senza impastarlo al meglio,
la diffusione sia favorita. La muffa ¢, infatti, in grado di sviluppare gia nel pol-
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line, aumentando cosi la pressione di inoculo nei confronti della colonia. E
stato, inoltre, dimostrato che le larve sono maggiormente colpite in caso di defi-
cit nutrizionali, ma allo stesso tempo la colonia pud compensare lo stato di
carenza alimentare mediante la riduzione della covata o il miglioramento qua-
litativo del polline, che avviene grazie, soprattutto, alla fermentazione ad opera
dei batteri lattici [34].

5.3.4 Diagnosi

La covata pietrificata ¢ facilmente riconoscibile in caso di manifestazione visi-
bile dell’infezione, con comparsa del micelio fungino. Le larve infette diventa-
no infatti sempre piu dure, fino a risultare pietrificate e friabili. Si passa da un
colore iniziale sul grigio, per poi diventare verdastro man mano che sulla super-
ficie si formano i conidiofori, che compaiono dapprima nella parte cefalica, per
poi diffondersi su tutta la superficie. In casi di intenso sviluppo, il fungo puo
riempire le celle dei favi, conferendo a queste I’aspetto di quelle ripiene di pol-
line, con cui, a una prima occhiata, possono essere confuse.

L’infezione degli adulti mostra, invece, una sintomatologia simile a quella
di altre micosi e a una fase di evidente irrequietezza segue la perdita di capaci-
ta al volo. Il corpo, dopo la morte, tende ad assumere una consistenza e una
durezza particolari e non comuni ad altre malattie, in maniera che 1’identifica-
zione dell’aspergillosi risulta agevolata. In caso di condizioni favorevoli di
umidita ¢ possibile osservare la formazione di un feltro fungino di colore gri-
gio-biancastro, segno evidente dell’infezione.

L’identificazione certa dell’agente deve essere svolta in laboratori attrezza-
ti, in grado di rilevare la specie fungina di appartenenza, dopo coltivazione ed
esame delle teste condiofore (Fig. 5.5). Le specie del genere Aspergillus posso-
no essere facilmente isolate e coltivate su terreni idonei per i funghi, quali
Sabouraud o Potato Dextrose agar.

Nella manipolazione di questi microrganismi occorre tenere bene presente
che alcuni sono patogeni anche per I’'uomo e, quindi, bisogna prestare la mas-
sima attenzione nelle operazioni, evitando con cura ogni contatto diretto e ope-
rando in ambienti confinati.

5.4 La muffa del polline (Bettsia alvei)

Bettsia alvei [35, 36] ¢ un fungo saprofita che attacca le riserve di polline
immagazzinate nei favi, in inverno e inizio primavera, soprattutto in alveari
deboli. Rappresenta, quindi, un nemico indiretto dell’ape, andando a danneg-
giare la fonte dell’alimentazione proteica dell’insetto.

A livello sistematico si pone molto vicino a Ascosphaera apis, appartenen-
do alla stessa famiglia delle Ascosphaeraceae. Il micelio ¢ di colore biancastro,
con un aspetto riconducibile a quello di Ascosphaera apis, ma con corpi frutti-
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conidiofori (Foto Marzia Benevelli, DISTAL, Alma Mater Sudiorum — Universita di Bologna)

feri piu piccoli e spore non aggregate. Le spore, che prendono il nome di cla-
midospore, sono di forma ovale o subglobulare con un diametro di 30—40 um.

Durante il mese di maggio, con 1I’inizio del caldo, il micelio cambia di colo-
re, diventando grigiastro, a causa dello sviluppo di nuovi organi di riproduzio-
ne, le cistospore. Le cistospore possono essere considerate la forma di conser-
vazione e di superamento delle avversita, infatti non germinano quando la
riproduzione del fungo ¢ assicurata dalle clamidospore.

La germinazione delle spore avviene a temperature comprese tra 15 e 18 °C;
I’esposizione del fungo a temperature superiori ai 26-28 °C per due settimane
fa perdere la vitalita delle clamidospore. Questo spiega il motivo per cui il
fungo ¢& rinvenibile in inverno all’inizio della primavera e durante 1’autunno,
quando la temperatura pit bassa dell’alveare ne favorisce lo sviluppo.

La propagazione avviene ad opera delle api che, passivamente, possono tra-
sportarne le spore sul proprio corpo e infettare, cosi, le riserve di polline.
Durante I’estate, tuttavia, gli alveari non hanno le condizioni di temperatura
idonee per la germinazione delle spore, le quali rimangono quiescenti fino
all’autunno o all’inverno, riprendendo a germinare quando la temperatura si
innalza. Il fungo puo diffondersi tra cella e cella e interessare cosi tutto il pol-
line di scorta, arrecando un notevole danno alla colonia, che nei mesi inverna-
li non pud neppure rinnovare le provviste polliniche necessarie per 1’alleva-
mento della covata nel successivo periodo post-invernale e primaverile.

Come forma di prevenzione ¢ necessario ostacolare I’instaurarsi delle condi-
zioni favorevoli al fungo, evitando il raffreddamento e controllando I'umidita.
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Cecilia Costa

6.1 Classificazione dell’agente eziologico

La nosemiasi ¢ una malattia che colpisce le api adulte ed & causata da micror-
ganismi classificati nel regno dei Funghi, piu specificatamente nell’ordine dei
microsporidi, che sono uno strano gruppo di organismi eucarioti unicellulari,
tutti parassiti intracellulari obbligati. Come molti parassiti obbligati, i micro-
sporidi sono altamente specializzati e hanno evoluto un meccanismo d’infezio-
ne estremamente sofisticato e caratteristico, oltre ad altri adattamenti per vive-
re dentro ad altre cellule. Questi adattamenti sono riferibili soprattutto alle
dimensioni: in confronto ad altri eucarioti, infatti, i microsporidi sono ridotti in
ogni aspetto, dalla morfologia all’ultrastruttura, dalla biochimica al metaboli-
smo, e anche a livello del loro genoma.

Il primo microsporidio ¢ stato descritto a meta del XIX secolo, quando un’e-
pidemia di “pebrina”, una malattia del baco da seta, minaccio di distruggere
I’intera industria europea della seta, motivando cosi una serie di studi che por-
tarono alla scoperta di un agente microscopico, che fu chiamato Nosema
bombycis. Oggi ci sono circa 150 generi di microsporidi descritti, con oltre
1200 specie, la maggior parte delle quali infetta animali, vertebrati e non, con
una prevalenza negli artropodi e nei pesci. Nei mammiferi, il microsporidio piu
diffuso ¢ Encephalitozoon cuniculi, originariamente descritto nei conigli nel
1922. Negli esseri umani il primo caso di infezione da microsporidio & stato
segnalato nel 1959, ma tali casi erano rari fino agli anni ’70, quando ¢ stato
registrato un drammatico incremento in associazione a infezioni da HIV. Il
microsporidio che piu frequentemente attacca gli umani ¢ Enterocytozoon bie-
neusi, che provoca disordini gastro-intestinali [1].
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All’inizio del secolo scorso fu descritto il primo microsporidio parassita di
Apis mellifera, Nosema apis, scoperto dal ricercatore tedesco Enoch Zander [2]
e ritenuto per diversi anni come 1’agente eziologico della “malattia dell’isola di
Wight”, sindrome con cui venne descritto un fenomeno di forti mortalita degli
alveari che colpi I’Inghilterra a inizio Novecento [3]. Benché successivamente
altri ricercatori abbiano attribuito la causa della malattia dell’isola di Wight
all’acaro endoparassita Acarapis woodi, la revisione attuale dello stato delle
conoscenze fa ritenere pill probabile che un insieme di fattori, incluso Nosema
apis, siano stati all’origine del fenomeno [4].

Pill recentemente ¢ stato descritto un altro microsporidio parassita di Apis
mellifera: Nosema ceranae [5, 6]. Questo parassita & stato scoperto in Apis
cerana (I’ape asiatica piu simile e vicina filogeneticamente ad Apis mellifera)
da Fries e colleghi nel 1996 [7], associando allo studio dell’ultrastruttura stru-
menti di caratterizzazione molecolare. La classificazione delle specie apparte-
nenti ai microsporidi utilizzando 1’ultrastruttura (tramite microscopio a scan-
sione elettronica) e il ciclo biologico ha spesso condotto a versioni contrastan-
ti, e si ritiene attualmente che il metodo piu sicuro di classificazione sia 1’uti-
lizzo del cosiddetto “riboprinting”. Questa tecnica utilizza i polimorfismi della
lunghezza di restrizione (RFLP) di geni RNA ribosomiali (rRNA) della subuni-
ta minore come marcatori genetici per rivelare variazioni interspecifiche. E
proprio utilizzando questa tecnica il parassita Nosema ceranae & stato classifi-
cato come una specie distinta rispetto a Nosema apis e, negli ultimi anni, molti
studi si sono avvalsi per la discriminazione tra le due specie delle differenze
nell’rRNA nella subunita ribosomiale minore (SSUrRNA), anche se sono stati
sviluppati metodi pit economici e veloci rispetto all’analisi degli RFLP, che ¢
tuttavia riconosciuto come il metodo pit affidabile [8]. La moltitudine di studi
in anni recenti ha perd messo in discussione anche questo metodo, facendo rite-
nere che siano necessari per una corretta classificazione filogenetica dei micro-
sporidi dei marcatori alternativi [9], poiché in N. bombi, filogeneticamente
molto vicino a N. apis e N. ceranae, ¢ stata riscontrata un’elevata variabilita a
livello del rRNA anche in una stessa spora [10]. In realta, vi sono anche diffe-
renze ultrastrutturali tra le due specie, ma poiché alcune di queste sono misura-
bili solo con microscopio a scansione, risultano di piu difficile applicazione
nella maggior parte dei laboratori.

La letteratura storica riporta una grande variabilita di N. apis a livello mor-
fologico. Inoltre, vi sono alcune segnalazioni di infezioni con un microsporidio
anche in forme giovanili o in tessuti diversi da quelli caratteristici di N. apis
[11, 12]. Queste segnalazioni, insieme al fatto che le tecniche molecolari siano
state applicate solo negli ultimi anni, lasciano un dubbio sul fatto che N. cera-
nae sia un parassita recente di A. mellifera, come inizialmente accettato dalla
gran parte degli studiosi del settore. A confermare il dubbio, alcuni studi su
campioni storici che rivelano la presenza di N. ceranae in A. mellifera a parti-
re dal 1979 in Brasile [13], prima del 1990 in Uruguay [14], dal 1995 negli Stati
Uniti [15] e almeno dal 1998 in Europa [16].
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6.2 Ciclo biologico di Nosema spp.

L’agente infettivo della nosemiasi ¢ la spora, che entra nell’ape per via alimen-
tare e giunge nel mesointestino (anche chiamato “ventricolo”) (Fig. 7.1) entro
10 minuti dall’ingestione [17] e qui, stimolata dai succhi gastrici, germina. La
germinazione delle spore dei microsporidi ¢ un processo molto particolare,
caratterizzato dall’accumulo all’interno della spora di una forte pressione che
provoca I’eversione dell’organo di attacco, il filamento polare, che pud rag-
giungere lunghezze di circa 100 volte superiori a quelle della spora (in N. apis
la spora ¢ lunga circa 5-6 um e il filamento polare 400 um, mentre la spora N.
ceranae ¢ leggermente piu piccola). Se la spora si trova sufficientemente vici-
na all’epitelio del mesointestino, il filamento polare pud penetrare all’interno di
una cellula epiteliale (Fig. 6.1). Le forme vegetative, quindi, invadono le cellu-
le epiteliali, dove si riproducono alterandone la normale funzionalita (le cellu-
le epiteliali sono responsabili della secrezione degli enzimi che formano i suc-
chi gastrici, oltre che dell’assorbimento delle sostanze nutritive provenienti dal
cibo “lavorato” e reso assimilabile dagli enzimi). Le forme vegetative subisco-
no varie fasi di maturazione e divisione, passando da sporoplasma a meronte,
che si divide formando vari merozoiti i quali, maturando, diventano sporonti;
gli sporonti si dividono una volta in due sporoblasti, che diventeranno le spore
(Fig. 6.1). La maggior parte degli autori ¢ concorde nell’individuare un dimor-
fismo nelle spore, distinguendo tra spore con una parete pil sottile, che germi-
nano dentro la stessa cellula, e spore con parete pill spessa, che vengono river-
sate nel lumen dell’intestino e rappresentano le spore durevoli, responsabili
della diffusione della malattia tra un individuo e un altro. In N. apis ¢ stato
osservato che l’infezione pud avvenire anche per via intracellulare, e cid si
manifesta poi con la presenza nel lumen del ventricolo di spore “vuote” ovve-
ro prive del filamento polare (che all’interno della spora € ripiegato a spirale).
In condizioni di temperatura ottimali per lo sviluppo di N. apis (30-35 °C), il
ciclo dall’ingestione della spora alla produzione di nuove spore durevoli puo
essere completato in 48—60 ore [18]. Una volta che I’infezione si ¢ stabilita in
una cellula, se la temperatura ¢ mantenuta intorno ai 30 °C, sono sufficienti due
settimane perché I’intero epitelio del ventricolo si infetti. Lo sviluppo del
parassita e la conseguente produzione di spore ¢ fortemente dipendente dalla
temperatura, con I’optimum tra i 30 e i 35 °C. Con una dose infettiva molto ele-
vata, la produzione di spore puo essere osservata anticipatamente rispetto a una
dose bassa; tuttavia, indipendentemente dalla dose utilizzata, dopo due settima-
ne a temperatura ottimale vi ¢ un’infezione completa dovuta alla diffusione
intracellulare e all’autoinfezione (nuove spore prodotte riversate nel lumen che
infettano cellule dell’epitelio). In un’infezione completa si possono contare nel
ventricolo 30-50 milioni di spore. Se le api non hanno possibilita di volo, le
spore si accumulano nel retto, dove sono state contate fino a 230 milioni di
spore di N. apis in una singola ape [19].

Lo sviluppo intracellulare di N. ceranae nel ventricolo sembra essere simi-
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Fig. 6.1 Ciclo biologico di Nosema apis e Nosema ceranae. 1 L’agente infettivo ¢ la spora (4-6
x 2—4 pum), che contiene uno sporoplasma binucleato; le api divengono infette ingerendo le spore,
presenti in gran quantita nelle feci di individui della colonia parassitizzati; 2,3 dentro il mesoin-
testino il filamento polare viene evertito, penetra la membrana peritrofica (non disegnata) ed entra
in una cellula dell’epitelio del mesointestino. Lo sporoplasma (SP) ¢ iniettato nella cellula epite-
liale attraverso la cavita tubulare del filamento polare; 4-12 lo sporoplasma si accresce e si divi-
de asessualmente attraverso fasi quadrinucleate, all’interno della sua cellula ospite (merogonia).
Infine, I’incistazione (formazione di spore) ha inizio da una fase diplonucleata (10) ottenuta tra-
mite una divisione finale (sporogonia); 13 quando sono presenti spore mature, le cellule ospiti si
rompono e le spore infettive sono rilasciate nel lumen del mesointestino; da qui possono proce-
dere verso il retto ed essere espulse con le feci oppure infettare nuove cellule epiteliali. CW, pare-
te della spora; EN, incistazione; HC, cellula ospite; N, nucleo; NH, nucleo della cellula ospite;
PP, polaroplasto; SP, sporoplasma; 71, tubulo iniettante; 7U, tubulo (filamento polare).
Riprodotto con autorizzazione da [94]

le a quello di N. apis [7, 20, 21], con I’ingestione delle spore che provoca I’in-
fezione delle cellule epiteliali del mesointestino. Indagini molecolari hanno
rivelato la presenza del DNA di N. ceranae oltre che nell’epitelio del ventrico-
lo anche nei tubuli malpighiani, nelle ghiandole ipofaringeali e salivari, e nei
corpi grassi [21] e, benché non sia stato dimostrato che N. ceranae possa com-
pletare il suo ciclo in cellule diverse da quelle dell’epitelio del mesointestino
(non sono state trovate spore), potrebbe essere che N. ceranae non sia tessuto-
specifico. Non ¢ raro, infatti, che microsporidi infettino piu tessuti; il vicino N.
bombi, per esempio, parassita di varie specie di bombi, si riproduce oltre che
nel mesointestino nei tubuli malpighiani, nei corpi grassi e anche in cellule del
tessuto cerebrale e nervoso [22].
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La dose infettiva di N. apis ¢ vicina a 100 spore per ape, e studi recenti indi-
cano che la dose infettiva di N. ceranae ¢ della stessa grandezza [9]. Tuttavia,
in molti esperimenti sono state usate dosi ben pil alte, e nella letteratura scien-
tifica si trovano risultati diversi circa la dose infettiva e lo sviluppo del paras-
sita all’interno dell’ospite. Paxton e colleghi [16] trovarono che con una dose
di 10.000 spore per ape, alla temperatura di 30 °C, le spore di N. ceranae si for-
mavano qualche giorno pil tardi rispetto a N. apis, mentre Martin-Hernandez e
colleghi [23], usando una dose di 100.000 spore per ape e una temperatura di
33 °C, hanno trovato che le spore erano prodotte piu velocemente in N. cera-
nae. Non ¢ ancora chiaro se all’interno delle cellule epiteliali N. ceranae si dif-
fonda anche per via intracellulare, come avviene per N. apis, in cui questo ¢
evidente dalla presenza di spore vuote nel lumen dell’intestino. Infezioni di
questo tipo da N. ceranae sono state segnalate da Higes e colleghi [S], mentre
Chen e colleghi [21] ne hanno segnalato 1’assenza. Cid potrebbe significare che
isolati diversi hanno una progressione diversa della malattia. E stato osservato
che, quando entrambi i parassiti sono presenti nello stesso individuo, non sem-
bra che uno dei due elimini 1’altro [9].

6.3 Trasmissione dell'infezione

La nosemiasi provocata da entrambe le specie di Nosema ¢ presente ovunque
sia presente Apis mellifera.

L’infezione si trasmette tramite le spore, che vengono espulse dal corpo del-
I’ape con le feci, e possono rimanere vitali nei residui fecali per oltre un anno
[24]. La via principale d’infezione ¢ dunque oro-fecale, anche se sembra che la
trofallassi possa giocare un ruolo importante nella diffusione, soprattutto per N.
ceranae [25], a cui € raramente associato il fenomeno della “diarrea”, come
descritto pill avanti.

La diffusione dell’infezione all’interno di un apiario e fra apiari diversi ¢
dovuta soprattutto alla contaminazione dei favi con feci, che puo avvenire soprat-
tutto nel periodo invernale e, di conseguenza, alle pratiche apistiche che prevedo-
no il trasferimento di favi. E stato infatti chiaramente dimostrato che favi prove-
nienti da alveari infetti possono provocare ’infezione da un anno all’altro in
alveari precedentemente esenti dall’infezione [24, 26]. La deriva di api tra alvea-
ri e il saccheggio sono entrambi fenomeni che favoriscono la diffusione dell’in-
fezione all’interno di un apiario o tra apiari, il primo per trasmissione diretta delle
spore contenute nell’ape infetta, il secondo perché il miele negli alveari forte-
mente infetti spesso contiene spore. Anche la contaminazione delle sorgenti d’ac-
qua e di nettare sono possibili vie di trasmissione dell’infezione: vari autori,
infatti, hanno trovato che I’acqua negli abbeveratoi era infetta e che le piante nei
pressi dell’apiario erano incrostate con feci contenenti spore [24]. Le spore pos-
sono essere distribuite passivamente anche da animali che frequentano gli alvea-
ri quali le tarme della cera e le formiche, che possono ingoiare le spore ed espel-
lerle in altri alveari o luoghi [3, 27]. Anche gli uccelli possono giocare un ruolo;
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in particolare, € stato visto che i gruccioni (Merops apiaster), che si nutrono
soprattutto di api, possono rappresentare un agente dispersivo di N. ceranae, poi-
ché nelle borre sono state ritrovate percentuali elevate di spore vitali [28].

Altri fattori che aumentano la diffusione della malattia sono tutte le pratiche
apistiche che implicano uno schiacciamento delle api, poiché 1’estratto liquido
delle api schiacciate ¢ prontamente leccato e ingerito da altre api, che possono
cosi facilmente infettarsi, se le api schiacciate erano infette. Anche contenitori
per il nutrimento liquido, nei quali le api possono affogare, possono essere una
via d’infezione all’interno della colonia.

6.4 Sintomi nelle api e nella colonia

Molte delle descrizioni sulla patogenesi e sintomatologia qui riportate riguar-
dano api e colonie infette da N. apis, ma studi effettuati su N. ceranae e, in par-
ticolare, il fatto che le due specie attacchino lo stesso tessuto, fanno ritenere che
la patogenesi sia simile, anche se viene segnalata una diversa sintomatologia,
al punto di ridefinire la malattia indotta da N. ceranae “nosemiasi di tipo C” per
differenziarla da quella provocata da N. apis, che assume la definizione di
“nosemiasi di tipo A” [29].

Tutte le api adulte — operaie, fuchi e regine — sono suscettibili a Nosema
spp.; tuttavia, vengono infette con una maggiore frequenza le api operaie, pro-
babilmente a causa dell’attivita di pulizia dei favi e del grooming a cui sono
addette e a cui fuchi e regine non partecipano [30]. Le api neosfarfallate sono
sempre esenti dall’infezione, che contraggono in seguito, probabilmente quan-
do sono addette ai lavori di pulizia delle celle. Le api infette nutrono la regina
in misura inferiore rispetto ad api non infette, riducendone cosi il rischio di
infezione, che potrebbe avvenire tramite 1’apparato boccale contaminato di
operaie infette [31]. Nel caso in cui la regina venga infettata, le sue ovaie dege-
nerano con atrofizzazione degli oociti e conseguente riduzione della capacita di
ovideposizione [32]. Regine che diventano infette durante la stagione riprodut-
tiva vengono sostituite dalle api ed & probabile che buona parte dei casi di orfa-
nita invernale sia dovuta a infezioni da Nosema [24, 33].

La maggioranza degli studi ¢ concorde nell’affermare che le api infette da
Nosema spp. hanno una longevita ridotta e una funzionalita compromessa delle
ghiandole ipofaringee. A livello cellulare si manifestano una serie di cambia-
menti morfologici: le cellule infette mostrano segni di lisi quali vacuoli di gran-
di dimensioni, glicogeno residuo e ribosomi aggregati; in queste cellule viene
fortemente ridotta la produzione di enzimi digestivi, soprattutto quelli proteoli-
tici, compromettendo cosi la capacita di digerire le fonti nutritive, specialmen-
te quella proteica [34, 35]. L’infezione da Nosema ha anche un effetto negati-
vo sull’accumulo di proteine nei corpi grassi [36], e i livelli di acidi grassi e
proteine diminuiscono nell’emolinfa delle api infette [37]. La composizione

N

degli acidi grassi ¢ alterata influenzando anche i corpora allata [38]. Tra le
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ripercussioni fisiologiche di queste alterazioni vi ¢ un invecchiamento precoce,
che porta le api a iniziare precocemente 1’attivita di bottinaggio [39]. Secondo
alcuni autori, ci0 potrebbe essere dovuto a un meccanismo di compensazione
della colonia, che sopperirebbe alla perdita di bottinatrici (per ridotta longevi-
ta) con la riduzione dell’eta in cui le api passano dalla fase “lavori di casa” alla
ricerca di cibo. Questo fattore potrebbe giocare un ruolo determinante; tuttavia,
¢ pil probabile che I’invecchiamento precoce sia dovuto a scompensi metabo-
lici; in particolare, la ridotta capacita di assimilare le sostanze proteiche fa si
che le ghiandole ipofaringee non si sviluppino normalmente e non siano dun-
que funzionali, rendendo I’ape infetta, benché giovane, e dunque nell’eta in cui
¢ “programmata” per essere nutrice, fisiologicamente simile a un’ape sana di
eta pit avanzata. Cio ¢ evidente anche dall’alterato andamento dell’espressio-
ne della proteina vitellogenina (Vg) e dell’ormone giovanile (JH), che giocano
un ruolo importante nel polietismo (in api giovani nutrici Vg ¢ alto e JH basso,
in api bottinatrici Vg ¢ basso e JH ¢ alto); ¢ stato infatti osservato che in api
infette, di eta corrispondente ad api nutrici, I’espressione di Vg e il livello di JH
erano simili a quelli di api bottinatrici [40].

Uno studio recente individua lo stress energetico come effetto principale di
N. ceranae: usando la tecnica dell’estroflessione della ligula (PER test) gli
autori hanno mostrato come le api infette siano piu affamate rispetto ad api non
infette, e come la loro longevita sia ridotta a parita di cibo disponibile [41].
Secondo gli autori, questo affamamento potrebbe concorrere, insieme all’atro-
fia delle ghiandole ipofaringee, al precoce invecchiamento. Un effetto negativo
dell’infezione da Nosema spp. ¢ la riduzione della capacita di orientamento:
Kralj e Fuchs [42] hanno mostrato come api infette ritornino con minor fre-
quenza all’alveare e abbiano piu difficolta nel ritrovare il nido, provocando
dunque a livello di colonia una maggiore perdita di api in volo.

6.4.1 Differenze sintomatologiche tra N. apis e N. ceranae

A livello di colonia, I’infezione da Nosema spp. si manifesta con vari sintomi.
La ridotta longevita delle api fa si che nella colonia avvenga uno spopolamen-
to. Nella nosemiasi provocata da N. apis questo avviene tipicamente nella sta-
gione invernale in cui non vi ¢ allevamento di covata, e pud portare a mortali-
ta invernale/primaverile della colonia. Lo spopolamento, assieme alla ridotta
funzionalita delle ghiandole ipofaringeali, pu0d, come scritto sopra, causare in
primavera una scarsa ripresa della colonia che, assieme alla ridotta longevita, si
ripercuote infine sulla produzione di miele della colonia. Se la stagione inver-
nale-primaverile offre poche possibilita di volo per le api, la defecazione avvie-
ne all’interno dell’alveare, creando la sintomatologia della “diarrea” in cui si
osservano i favi e I’interno dell’arnia imbrattati di feci. Questo sintomo, secon-
do molti autori, non ¢ invece associato alla nosemiasi provocata da N. ceranae,
che avrebbe come unico subdolo sintomo la perdita di api adulte (per ridotta
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Fig. 6.2 Alveare morto con evidenti segni di residui fecali. La colonia era fortemente infetta da
Nosema ceranae. 1 collasso ¢ avvenuto nel marzo 2010, con un inverno lungo e caratterizzato da
molti eventi nevosi, che hanno limitato le possibilita di volo delle api

longevita o per mancato orientamento) e il conseguente squilibrio tra api nutri-
ci e bottinatrici [43]. Tuttavia, alcune segnalazioni riportano la presenza di evi-
denti residui fecali anche in casi di infezione da N. ceranae, quando ¢ associa-
ta a un inverno prolungato e a ridotte possibilita di volo (Fig. 6.2).

Il livello d’infezione riscontrabile in una colonia ¢ molto variabile nel corso
della stagione. L’infezione da N. apis tipicamente mostra livelli bassi durante
I’estate, un piccolo picco durante 1’autunno, e un graduale incremento durante
I’inverno, per arrivare ai livelli massimi in primavera. In uno studio su alveari
spagnoli & stato riportato che per N. ceranae non ¢ stata osservata questa sta-
gionalita, e mentre N. apis era rilevabile solo in primavera e autunno, N. cera-
nae veniva ritrovato tutto 1’anno [44].

6.4.2 N.ceranae é coinvolto nel fenomeno della mortalita
delle colonie?

In uno dei primi studi che ha cercato di spiegare il fenomeno noto negli Stati
Uniti come Colony Collapse Disorder (CCD) (sindrome del collasso degli
alveari), svolto su base metagenomica (ovvero cercando il DNA di tutti gli
organismi presenti nelle api di alveari collassati e non), un gruppo di ricercato-
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ri americani individuod come agente responsabile un virus (IAPV) ma, osservan-
do i dati da loro raccolti, si notava come N. ceranae fosse presente nel 100%
degli alveari collassati [45]. In accordo con questo dato, un gruppo di ricerca-
tori spagnoli afferma che le analisi e gli studi da loro condotti indichino chia-
ramente che N. ceranae ¢ responsabile del fenomeno dell’incremento di morta-
lita delle colonie [46], che in Europa ¢ noto pill genericamente come colony los-
ses (perdite di alveari). La nosemiasi di tipo C provocherebbe il collasso
improvviso degli alveari dopo una lunga fase di incubazione asintomatica, in
cui vi ¢ uno spopolamento graduale che viene mascherato per un po’ di tempo
da un incremento di deposizione della regina che perd, a un certo punto, non
riuscirebbe piu a sopperire [46]. Tuttavia, altri studi non hanno confermato que-
ste osservazioni e non hanno trovato un chiaro nesso tra I’infezione da N. cera-
nae e la mortalita delle colonie: per esempio, uno studio negli Stati Uniti [47]
e due studi in Germania [48, 49] hanno invece evidenziato un andamento sta-
gionale e un impatto di N. ceranae simile a quello di N. apis, con il picco d’in-
fezione piu elevato in primavera. In funzione dell’area geografica sembra, dun-
que, esservi un diverso sviluppo (e impatto della malattia), spiegabile in parte
con la diversa suscettibilita e resistenza alle temperature: ¢ infatti stato visto
che N. ceranae ¢ pil resistente alle alte temperature e piu suscettibile alle basse
temperature [50]. N. ceranae potrebbe dunque essere pil pericoloso per la salu-
te degli alveari nelle zone calde, ovvero nell’areale del Mediterraneo dove, in
effetti, sembra essere 1’unica specie di Nosema presente (nel corso del monito-
raggio nazionale del progetto “APENET” ¢& stato rinvenuto un solo campione
positivo a N. apis nella provincia di Bolzano [51] e si pud affermare che in
Italia la specie dominante attualmente € N. ceranae. Tuttavia, in Spagna N.
ceranae non ha sostituito N. apis, che continua ad essere presente, e non tutti i
ricercatori spagnoli sono concordi nel correlare la presenza di N. ceranae con
fenomeni di mortalita delle colonie [52].

Alcuni autori hanno riportato una virulenza maggiore di N. ceranae: uno
studio recente, per esempio, ha evidenziato che N. ceranae si riproduce unica-
mente nel mesointestino, come N. apis, a differenza di quanto ipotizzato da altri
autori, ma che produce una quantita di spore maggiori [53]. Benché questo fatto
non abbia determinato una maggiore virulenza (nello studio non hanno osser-
vato una maggiore mortalita delle api infette con N. ceranae rispetto a quelle
infette con N. apis), potrebbe essere alla base della maggiore diffusione attua-
le di N. ceranae a discapito di N. apis, nelle zone in cui N. apis non & pil
riscontrato. Questo fenomeno, tuttavia, non ¢ stato rilevato da altri autori: gli
esperimenti di Forsgren e Fries [54], in cui api sono state inoculate con I’una o
’altra specie o entrambe, hanno indicato scarse differenze nella dose infettiva
e nel tasso di moltiplicazione e non hanno evidenziato un vantaggio competiti-
vo di N. ceranae a livello di singola ape. Questi risultati leggermente discor-
danti mostrano come lo sviluppo del parassita e la suscettibilita dell’ospite sono
influenzati da molteplici fattori, i cui ruoli nell’infezione devono essere ancora
ben compresi.
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6.5 Fattori che influenzano e interagiscono con lo sviluppo
di Nosema spp.

6.5.1 Condizioni ambientali

La letteratura scientifica riporta che le infezioni da N. apis sono frequentemen-
te presenti in molti apiari senza provocare danni rilevanti alle colonie, fino a
che non interviene un fattore esterno che trasforma I’infezione in malattia epi-
zootica. Inverni rigidi con lunghi periodi senza possibilita di volo per le api
aumentano la probabilita di defecazione all’interno dell’alveare, e quindi di tra-
smissione dell’infezione all’interno della colonia. L’allevamento precoce della
covata in primavera, prima che vi siano frequenti opportunita di volo, incre-
menta il rischio di sviluppo dell’infezione, probabilmente a causa delle opera-
zioni di pulizia dei favi in preparazione all’ovideposizione (tramite le quali le
api possono infettarsi con eventuali residui fecali infetti) e al fatto che 1’inizio
dell’allevamento provoca un incremento di temperatura nel nido, promuovendo
lo sviluppo del parassita.

La disponibilita e qualita di polline possono influenzare I’impatto dell’infe-
zione da N. ceranae: uno studio recente [55] ha evidenziato come api infette
nutrite con polline multiflora — e quindi con un valore nutrizionale pilu elevato
in termini di composizione proteica e amminoacidica — sopravvivessero piu a
lungo rispetto ad api infette nutrite senza polline o con polline di valore nutri-
zionale inferiore.

6.5.2 Resistenza genetica

Alcuni studi nel corso degli ultimi 50 anni hanno mostrato che fattori genetici
potrebbero essere coinvolti nella risposta a Nosema spp., anche se non ¢ mai
stata osservata una completa resistenza individuale. In uno studio del 1965,
L’ Arrivée [56] osservo che alcuni individui tolleravano I’infezione da N. apis
meglio di altri, suggerendo la possibilita della selezione per la tolleranza a
Nosema. Zherebkin, nel 1976 [57], osservd una resistenza parziale connessa
con variazioni nei livelli di produzione di enzimi digestivi. Rinderer e colleghi,
negli anni *80 [58], trovarono una correlazione positiva tra la risposta alle infe-
zioni da N. apis e la longevita delle api in esperimenti di selezione, ma 1’effet-
to fisiologico del parassita nel ventricolo non fu indagato e pochi studi di
campo hanno mostrato gli stessi risultati; anzi, Malone e colleghi [59], indagan-
do lo sviluppo dell’infezione in colonie neo-zelandesi di diversa origine gene-
tica, non trovarono differenze. In uno studio di laboratorio [60], Malone e
Stafanovic hanno valutato a piu livelli il grado di suscettibilita a N. apis di api
provenienti da colonie delle sottospecie A. m. ligustica e A. m. mellifera: per
nessuno dei parametri considerati (sviluppo dell’infezione nel tempo, trasmis-
sione da api infette ad api sane, longevita e percentuale di api infette in rispo-
sta a un range di dosi infettive in termini) sono state trovate differenze signifi-
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cative. Anche per N. ceranae uno studio recente non ha evidenziato differenze
di suscettibilita a livello di colonia [61], mentre sono state osservate differenze
a livello individuale [62]. Le differenze di suscettibilita potrebbero essere
espresse non tanto come sviluppo dell’infezione (ovvero valutate tramite il
numero di spore) o longevitd, ma come differenze nella risposta immunitaria
all’infezione, come suggerito da due studi recenti in cui api infette da N. cera-
nae mostravano un incremento [63] o una riduzione [64, 65] nell’espressione di
geni coinvolti nella risposta immunitaria.

6.5.3 Correlazione con altri parassiti e patogeni

E stato inoltre osservato che 1’infezione da N. apis rende le api pi suscettibili
verso altri patogeni; in particolare, ¢ nota 1’associazione di N. apis con il pro-
tozoo Malpighamoeba mellificae, la cui incidenza ¢ piu alta in presenza di infe-
zioni da N. apis, e 1’associazione di N. apis con il virus della cella reale nera
(BQCYV) [24]. In studi recenti ¢ stato suggerito che infezioni da N. ceranae pos-
sono promuovere nelle colonie lo sviluppo di altre malattie, tra cui la covata
calcificata, provocata dal fungo Ascosphaera apis [66] e il virus della paralisi
cronica (CBPV) [67] mentre, per quanto riguarda 1’interazione con il virus ubi-
quitario DWYV, ¢ stata mostrata una correlazione negativa [68].

6.5.4 Correlazione con pesticidi

I molti studi che hanno cercato di spiegare il fenomeno della mortalita degli
alveari che negli ultimi anni ha colpito gran parte del mondo [69] hanno evi-
denziato che si tratta di un fenomeno multifattoriale, ovvero che molti fattori
concorrono e interagiscono nel provocare uno stato di malessere delle colonie.
Tra i principali sospettati, oltre al noto e quasi ubiquitario acaro parassita
Varroa destructor, vi sono i pesticidi. Numerosi studi hanno mostrato come
I’infezione da N. ceranae possa rendere le api piu suscettibili ai pesticidi, anche
a dosi subletali. Uno dei primi studi ¢ stato quello di Alaux e colleghi nel 2009
[70] in cui gli autori, in un esperimento di laboratorio, hanno trovato che api
nutrite con dosi subletali del neonicotinoide imidacloprid e infette da N. cera-
nae subivano una mortalitd maggiore rispetto alle api solo infette o solo tratta-
te con il pesticida. Il meccanismo in base a cui questo avviene, tuttavia, non
sembra legato a una maggior proliferazione del parassita, in quanto i livelli
d’infezione non mostravano differenze, ma piuttosto potrebbe essere dovuto al
fatto che le api infette avevano assunto maggiori quantita di imidacloprid, a
causa del loro stress energetico. Inoltre, la combinazione dei due fattori dimi-
nuiva nelle api I’attivita della glucosossidasi, un enzima considerato importan-
te nell’immunita sociale, poiché consente alle api di sterilizzare i favi e il cibo.
La sinergia dei due fattori, esposizione a dosi subletali di pesticidi e infezione
da N. ceranae, avrebbe dunque effetti negativi sulla colonia sia nel breve (mag-
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giore mortalita delle api) che nel lungo periodo (maggior suscettibilita della
colonia a microrganismi malefici). Uno studio successivo ha mostrato che altri
principi attivi, il neonicotinoide thiacloprid e il fenilpirazolo fipronil, provoca-
no incremento di mortalita in api che divengono infette [71]. Anche in questo
studio I’incremento di mortalita non sembrava legato allo sviluppo dell’infezio-
ne inteso come produzione di spore, poiché il trattamento con i due principi atti-
vi aveva provocato effetto opposto: una tendenza all’aumento con thiacloprid e
una tendenza alla diminuzione con fipronil, mostrando quanto sia complesso il
fenomeno dell’interazione tra fattori. In uno studio di campo in cui imidacloprid
¢ stato somministrato, per un periodo corrispondente a 3 cicli di covata, a dosi
subletali direttamente alle colonie, che sono state inoculate con N. ceranae, &
stato visto che le api delle colonie che avevano subito I’esposizione al pesticida
sviluppavano maggiormente 1’infezione [72]. Anche un altro studio di campo ha
mostrato come I’esposizione a pesticidi di vario genere (acaricidi, fungicidi,
insetticidi non-neonicotinoidi) possa far aumentare la suscettibilitd a N. ceranae
in termini di precocita e sviluppo dell’infezione [73].

6.6 Diagnosi

La diagnosi certa avviene tramite esame microscopico o indagine biomolecola-
re. Non vi sono sintomi ben definiti che consentano una diagnosi a livello di
individuo o di colonia, benché a livello individuale si possa osservare previa
dissezione, quando I’infezione ¢ in fase avanzata, che il ventricolo infetto ¢ pilt
gonfio e biancastro rispetto a un ventricolo sano, e non sono piu evidenti le
costrizioni muscolari tipiche del mesointestino (che formano dei caratteristici
anelli) (Fig. 6.3).

Il manuale OIE [74], edito dalla World Organisation for Animal Health,
riporta che per la diagnosi microscopica debbono essere raccolte almeno 60 api
per individuare il 5% delle api malate con una confidenza del 95%. Il diverso
livello di infezione delle api all’interno della colonia fa si che un campione di
dimensioni ridotte possa produrre risultati non corrispondenti alla reale situa-
zione, specialmente se le api sono raccolte all’interno dell’alveare. Infatti le api
neosfarfallate sono libere dall’infezione, mentre le api raccolte all’ingresso del-
I’alveare sono piu infette rispetto a quelle prelevate all’interno. Nell’eseguire
un campionamento ¢ dunque importante scegliere sempre lo stesso tipo di api.
Il metodo raccomandato € la raccolta di api bottinatrici rientranti, che possono
essere raccolte anteponendo le reti da nomadismo all’ingresso e raccogliendo le
api che rientrando si posano sulla rete (Fig. 6.4). A seconda della stagione e
della zona, ci0d non ¢ tuttavia sempre possibile e si consiglia, in alternativa, di
raccogliere campioni dai favi esterni, poiché hanno una maggiore probabilita di
contenere api meno giovani. Talvolta vengono analizzate le api morte o i resi-
dui dell’alveare sul fondo dell’arnia, ma ¢ stato dimostrato che campioni di api
vive rappresentano con maggiore affidabilita il livello d’infezione della colonia
[75], specialmente per quanto riguarda N. ceranae [76].
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6.6.1 Diagnosi microscopica

La diagnosi microscopica puo essere effettuata su ape intera, sull’addome sepa-
rato, sull’intero tratto intestinale, o solo sul ventricolo, in ordine decrescente di
facilita di preparazione. Il campione di api (o addomi, o tratti intestinali, o
mesointestini) viene macerato con acqua e il fluido osservato sotto microscopio
ottico a 250-500 ingrandimenti, con ottica a contrasto di fase o campo illumi-
nato. Le spore di N. apis e ceranae misurano 5-6 x 2-3 um (quelle di N. cera-
nae sono leggermente pill piccole), hanno una caratteristica forma ovoidale e
sono translucenti, circondate da una spessa parete scura (Fig. 6.5). Il loro con-
tenuto, che consiste di nucleo, filamento polare e sporoplasma, non ¢ visibile.
Il livello d’infezione puo essere espresso come percentuale di api infette se ogni
ape viene analizzata individualmente, oppure pud essere contato il numero di
spore presente nel campione composito. Per il conteggio delle spore si usa un
emocitometro (speciale vetrino conta-globuli con griglia che permette di conta-
re il numero di cellule/corpi presenti in un determinato volume). Per facilitare
i calcoli ¢ consigliabile usare nella macerazione 1 ml per ape, ma se i livelli
d’infezione sono elevati puo essere necessario ricorrere a diluizioni (se vi sono
piu di 20 spore per unita di conteggio). Il numero di spore deve essere contato
in 10-25 unita di conteggio (quadrati con lato di 0,2 mm), disposti in diagona-
le o in ordine sparso. Per evitare il movimento delle spore da un quadrato all’al-
tro, la soluzione deve riposare sul vetrino conta-globuli per 2 minuti prima di
iniziare il conteggio. Quando le spore cadono pienamente sulle linee di demar-
cazione della griglia, per convenzione vengono contate come appartenenti

Fig. 6.3 Mesointestino di ape sana (in alto) e di ape infetta da Nosema ceranae (sotto), in cui si
nota chiaramente 1’alterazione del colore, divenuto biancastro, e il gonfiore
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Fig. 6.4 Raccolta di api bottinatrici al rientro, previa posizionamento di griglia da nomadismo
all’ingresso dell’alveare, per la costituzione di un campione affidabile per la diagnosi della pre-
senza e dell’intensita dell’infezione da Nosema spp

Fig. 6.5 Preparato di mesointestini infetti visionato con microscopio ottico a 400 ingrandimenti,
contrasto di fase. Le spore di Nosema sono facilmente riconoscibili per il loro aspetto di chicco
di riso translucente
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all’unita di conteggio quelle sulle linee superiori e a sinistra, mentre si esclu-
dono quelle sulle linee inferiori e a destra. Completato il conteggio del numero
di spore in ogni quadretto il livello medio di spore del campione puo essere cal-
colato con la seguente formula:

S=A/B X C X 250.000

dove S ¢ il numero di spore per ml, A ¢ il numero totale di spore contate, B ¢ il
numero di unita di conteggio (quadretti) e C ¢ il fattore di diluizione.

Si moltiplica per 250.000 per ottenere il valore riferito al ml, poiché il volu-
me nell’unita di conteggio normalmente usata ¢ di 1/250.000 ml.

6.6.2 Diagnosi biomolecolare

Con la scoperta di N. ceranae in A. mellifera, la diagnosi microscopica ¢ spes-
so seguita da un’analisi molecolare per determinare la specie di Nosema coin-
volta. La diagnosi biomolecolare pud essere di tipo qualitativo o quantitativo.
Esistono vari protocolli in letteratura, con livelli diversi di affidabilita, sensibi-
lita, economicita. Si riporta qui quello raccomandato nel capitolo sui metodi per
la ricerca su Nosema del “Bee Book” (manuale per la ricerca apidologica), in
cui ¢ presente anche un elenco di vari protocolli disponibili e dei relativi pro e
contro [77].

L’estrazione del DNA puo partire da api intere o da tessuti specifici (es.
mesointestino, retto), da singole api o da campioni compositi. Si descrive la
procedura riferita a campione composito in quanto rappresenta la situazione di
laboratorio piu tipica: un massimo di 30 api vengono macerate con acqua bidi-
stillata (0,5 ml per ape), usando metodi automatici (tipo Stomacher) o manuali
(mortaio e pestello). L’uso di azoto liquido pud facilitare la macerazione.
Vengono centrifugati 100 pl di omogenato per 3 min a 16100 g per far precipi-
tare le spore di Nosema spp. e altro materiale cellulare. Il surnatante viene eli-
minato e il pellet rimanente congelato con azoto liquido e polverizzato, per
rompere le pareti delle spore. L’operazione va ripetuta tre volte per assicurare
la completa rottura delle pareti.

Per estrarre il DNA dall’omogenato va utilizzato il kit DNeasy® Plant Mini
kit (Qiagen), seguendo il protocollo per i tessuti vegetali. Completare la fase
finale di eluzione con 100 pl di 0,01M Tris (pH 7,5) buffer.

Per la PCR multiplex, che prevede I’amplificazione di frammenti genici di
SSU rRNA, viene raccomandato 1’uso dei primer specie-specifici per N. apis,
N. ceranae e N. bombi riportati nella Tabella 6.1.

La mix per la PCR ¢ la seguente:

- 1 pl di DNA estratto (ca. 1 ng);
- 0,5 U di GoTag® polymerase (Promega);
- 2x GoTaq® tampone di reazione (3 mM MgCl> concentrazione finale,

Promega);
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Tabella 6.1 Caratteristiche dei primer usati nel protocollo di Fries et al. [77] per la determinazio-
ne rapida e affidabile tra le specie di Nosema che colpiscono api e bombi. * il primer Mnbombi-
F contiene siti variabili per tenere conto della diversita nelle sequenze osservata in questa specie

Primer Sequenza Dimensioni  Specificita
Mnapis-F 5’-GCATGTCTTTGACGTACTATG-3 224 bp N. apis
Mnceranae-F  5’-CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT-3" 143 bp N. ceranae
Mnbombi-F  5’-TTTATTTTATGTRYACMGCAG-3’* 171 bp N. bombi
Muniv-R 5’- GACTTAGTAGCCGTCTCTC-3’ N. apis,
N. ceranae,
N. bombi

- 0,3 mM di ogni dNTP (dNTP mix da Promega);
- 0,4 pM di Mnceranae-F;

- 0,4 pM di Mnapis-F;

- 0,5 pM di Mnbombi-F;

- 0,5 uM di Muniv-R;

- HO per arrivare a un volume totale di 10 ul.

L’amplificazione ¢ svolta con un termociclatore alle seguenti condizioni:
- denaturazione iniziale: 95 °C per 2 min;

- 35 cicli di: 95 °C per 30 s, 55 °C per 30 s e 72 °C per 60 s;
- estensione finale: 72 °C per 5 min.

I prodotti della PCR possono essere visualizzati facilmente con un sistema
di elettroforesi con un QIAxcel DNA high resolution kit (QIAGEN) e analizza-
ti con il software QIAxcel ScreenGel (v1.0.0.0). Il metodo di risoluzione ¢&:

- OM700 (3-5 bp);
- QX DNA Size Marker: 25-450 bp;
- QX Alignment Marker: 15-400 bp.

Un’alternativa pitt economica ¢ 1’utilizzo di un gel di agarosio 1-2% con un
idoneo marker di dimensione, visualizzato con luce UV in seguito a colorazio-
ne con bromuro di etidio.

Per evitare falsi positivi o falsi negativi ¢ importante utilizzare controlli
positivi e negativi nelle reazioni.

Questo metodo puo essere considerato come meramente quantitativo a livel-
lo di campione ma, se applicato a singole api di un campione, pud essere con-
siderato quantitativo, poiché si puo esprimere un risultato in termini di percen-
tuale di api infette.

La biologia molecolare progredisce rapidamente e sono adesso disponibili
protocolli per la quantificazione del numero di spore presenti in un campione
basati sulla tecnica PCR real-time, tra cui quello messo a punto da Forsgren &
Fries [54] e da Bourgeois e colleghi [78], a cui si rimanda per una descrizione
dettagliata.

L’entita dell’infezione pud dunque essere espressa come numero di spore
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per ape, basato sul numero di spore presenti in un campione, o come percentua-
le di api infette. Benché alcuni studiosi ritengano pilt 0 meno corretto 1’uno o
1’altro metodo, vi sono vari studi che mostrano sia per N. apis che per N. cera-
nae che i due parametri sono correlati [79, 80].

6.7 Metodi di controllo

Per prevenire lo sviluppo delle infezioni, le api possono essere trasferite su
materiale incontaminato all’inizio della stagione. Il materiale (arnie, favi, altra
attrezzatura) puo essere sterilizzato con le tecniche impiegate per la peste ame-
ricana (vedere capitolo 3.2). Inoltre, per N. apis ¢ stato accertato che le seguen-
ti tecniche inattivano le spore: fumigazione con acido acetico, ossido di etile-
ne, trattamento termico (+49 °C per 24 ore), raggi gamma. E probabile che tutte
queste tecniche siano valide anche per N. ceranae, tranne il trattamento termi-
co (¢ stato visto che temperature di 60 °C non inattivano le spore). Uno dei
metodi piu semplici ¢ la fumigazione con acido acetico (60%), usato nella dose

di 2 ml per litro di volume da trattare. L’acido ¢ lasciato libero di volatilizzar-

si in un melario o corpo nido vuoto e chiuso con coperchio, posto sopra a una

pila di melari contenenti i favi da trattare/conservare. L’acido acetico fornito

alle api nello sciroppo non ¢ risultato efficace nel ridurre la moltiplicazione di

N. apis, né in prove di campo né in prove di laboratorio [81].

Per la prevenzione della nosemiasi possono essere utili le buone pratiche
apistiche, tra cui:

- scegliere postazioni che siano soleggiate e asciutte d’inverno, per favorire
la possibilita di volo e quindi di espurgo ed evitare I’accumulo di feci all’in-
terno dell’alveare;

- rispettare le generali regole di igiene (soprattutto per la pulizia e disinfezio-
ne delle arnie prima di riutilizzarle per una nuova famiglia);

- evitare di spostare telaini tra famiglie diverse;

- evitare di somministrare miele o polline alle api (potrebbero contenere
spore, dunque preferire candito e sciroppo zuccherini);

- sostituire un certo numero di telaini all’anno per alveare.

In zone in cui ¢ noto che vi € un carico ambientale di spore, ovvero in cui la
malattia € ricorrente, pud essere una buona idea fornire alle api una fonte di
approvvigionamento di acqua tale che non venga contaminata con le feci [82].

Centinaia di sostanze sono state testate per valutare la possibile efficacia nel
controllo della malattia, ma solo alcune sono risultate valide. La sostanza piu
efficace in assoluto ¢ I’antibiotico fumagillina (registrato con il nome commer-
ciale Fumidil B®), estratto originariamente dal fungo Aspergillus fumigatus da
Hanson e Elbe nel 1949 [83], che inibisce lo sviluppo intracellulare del paras-
sita, probabilmente limitandone la replicazione del DNA, senza influenzare la
cellula ospite. L’azione ¢ dunque nei confronti delle forme vegetative, mentre
le spore non vengono danneggiate dall’antibiotico, e possono dunque permane-
re nei favi e rappresentare un mezzo d’infezione. E stato osservato che, in alcu-
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ni casi, somministrazioni autunnali e primaverili di fumagillina non sono state
sufficienti a ridurre I’impatto della malattia [84], e il mezzo preventivo ¢ dun-
que sempre raccomandato. L’efficacia della fumagillina nei confronti di N.
ceranae ¢ dubbia: uno studio canadese riporta che alveari trattati in autunno
avevano significativamente meno spore la primavera successiva rispetto ad
alveari non trattati ma, alla fine dell’estate, i livelli erano equivalenti [85]. Uno
studio recente mostra che la fumagillina puo addirittura far incrementare la pro-
duzione di spore da parte di N. ceranae a concentrazioni calanti, quali quelle
che si verificano in seguito a un trattamento dell’alveare [86]. Nelle Americhe,
il Fumidil B®, come altri antibiotici, ¢ legalmente utilizzato, mentre in Italia ¢
fuori commercio dal 2002 e nella totalita dei paesi UE dal 2012. Per questi
motivi, gia da tempo vengono cercati principi attivi a ridotto impatto ambien-
tale in grado di ridurre lo sviluppo del parassita. In uno studio di laboratorio
sulla valutazione dell’efficacia di varie sostanze di origine naturale & stato
osservato che il timolo e il resveratrolo, somministrati oralmente alle api, pro-
vocavano riduzione dell’infezione e, nel caso del resveratrolo, anche incremen-
to di longevita [87, 88]. Nello studio di campo conseguente, in cui timolo e un
prodotto commerciale a base di acido acetilsalicilico sono stati somministrati in
primavera assieme allo sciroppo, vi & stato un riscontro solo parziale delle
osservazioni di laboratorio, e sono stati posti dubbi sull’innocuita del timolo
per le api alle concentrazioni utilizzate [89]. In commercio vi sono vari prepa-
rati a base di erbe o principi attivi di origine naturale ma la loro efficacia non ¢
sempre chiaramente documentata. Uno studio recente ha preso in considerazio-
ne tre agenti terapeutici (Nosestat®, Phenyl salicylate e Vitafeed Gold®) e li ha
confrontati con la fumagillina; il risultato ¢ stato che nessuna delle sostanze
“nuove” era efficace contro N. ceranae [90]. Sono stati riportati, invece, risul-
tati promettenti con I’utilizzo di un prodotto a base di polifenoli di origine
vegetale (Nozevit®) [91]. Anche un prodotto italiano, ApiHerb®, ha mostrato
una discreta efficacia nel ridurre lo sviluppo dell’infezione, sia in prove di
campo che di laboratorio [92], e un’indagine di campo durata vari anni riporta
buoni risultati con la somministrazione del prodotto rumeno Protofil®, che ¢ un
estratto alcolico di piante officinali (tarassaco, timo, achillea e basilico) con
aggiunta di vitamina B [92].

6.8 Normative

Da un punto di vista normativo nazionale, la nosemiasi rientra tra le “Malattie
infettive e diffusive degli animali soggette a provvedimenti sanitari” secondo il
vigente Regolamento di Polizia Veterinaria (D.P.R. 8 febbraio 1954, n. 320),
benché non sia soggetta a notifica a livello comunitario né su raccomandazio-
ne dell’OIE (World Organisation for Animal Health) [93]. I trattamenti curati-
vi previsti dal regolamento sono oggi di difficile attuazione, sia per i motivi
normativi che pratici relativi alla disponibilita di prodotti farmacologici e
all’opportunita del loro utilizzo, come descritto sopra. Poiché il regolamento
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risale al 1954, ¢ evidente che si riferisce alle infezioni da N. apis. Per questo
motivo, e poiché la sintomatologia da N. ceranae ¢ diversa e non diagnostica-
bile in campo, si puo affermare che ’infezione da N. ceranae provoca una
malattia distinta da quella provocata da N. apis; pertanto, il Ministero della
Salute ha nel 2011 diversificato i provvedimenti sanitari da adottare in caso di
infezione dall’una o I’altra specie di Nosema. Nel caso in cui la nosemiasi sia
causata da N. apis, si dovra procedere secondo il regolamento di polizia veteri-
naria che prevede la denuncia della malattia e la distruzione degli alveari col-
piti (non vi sono farmaci autorizzati per il trattamento che consentano il “risa-
namento” previsto dal regolamento).

Nel caso in cui la nosemiasi sia causata da N. ceranae, invece, non si appli-
cano le disposizioni del regolamento di polizia veterinaria: non ¢ obbligatoria
la denuncia né la distruzione degli alveari, ma viene solamente raccomandato
di seguire le buone pratiche apistiche.
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