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� Malattia batterica causata da Paenibacillus larvae

� Colpisce solo gli stadi larvali e le pupe di Apis mellifera
e degli altri insetti del genere Apis

� Si può manifestare in qualsiasi periodo dell’anno in cui c’è
covata

� E’ altamente contagiosa

� E’ in grado di portare al collasso e alla morte l’intera 
famiglia

Peste Americana
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Peste Americana

� E’ la più grave e diffusa malattia batterica della covata ed è
presente ovunque si pratica l’apicoltura

� Provoca considerevoli danni economici diretti e indiretti

�Malattia soggetta a denuncia. Non prevista la notifica dei 
focolai alla Commissione Europea
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Focolai di P.A. anni 2006 - 2011
in alcune Regioni italiane
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Dott. M. Pietropaoli (2012)
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Eziologia

� Paenibacillus larvae  ( Genersch et. al. 2006)

� Isolato da G.F.White nel 1903 (Bacillus larvae)

� Bacillo Gram + sporigeno

� Il ciclo biologico comprende due fasi: 
- forma vegetativa 
- spora
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2 - 3 - 4  Foto IZSLER Modena
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Paenibacillus larvae
Forme vegetative

� Bacilli sottili di 
dimensioni piuttosto 
variabili ( 0,4 – 0,6 
µm x 1,5 – 6 µm )

� Si presentano in 
forme singole, in 
catene o filamenti

� Mobili per presenza 
di flagelli peritrichi

� Abbastanza labili

1 2

3 4



� Forma ovale, 1.3 x 0.6 µm

�Rappresentano la forma di 
resistenza del germe e di
propagazione della malattia

� Solo le spore sono in grado di 
infettare le larve e causare la 
malattia

� Estremamente resistenti al calore, 
ai raggi UV, all’essiccamento e 
agli agenti chimici

Paenibacillus larvae
Spore
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� Sopravvivono e possono 
rimare infettanti per alcuni 
decenni (35 – 40 anni)

� Sono sufficienti meno di 10 
spore per infettare e uccidere 
una larva di 12 – 36 h

� Nelle larve morte le spore sono 
presenti in numero elevato (2 -
3 miliardi di spore per larva)

Foto IZSLER Modena

Paenibacillus larvae
Spore
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Classificazione attuale
anno 2006
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� Le prove di caratterizzazione genetica, eseguite con 
tecniche biomolecolari diverse, evidenziano la presenza 
di differenti genotipi

� Mediante rep-PCR con impiego di Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus(ERIC) primers 
(ERIC1R/ERIC2) è possibile comprendere tutti i ceppi di 
P.larvaein 4 genotipi  (genotipi ERIC)

11

Genotipi Paenibacillus larvae
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E. Genersch, E. Forsgren, J. PentikE. Genersch, E. Forsgren, J. Pentikääinen, A. Ashiralieva, S. Rauch, J. Kilwinski and I. Fries  inen, A. Ashiralieva, S. Rauch, J. Kilwinski and I. Fries  
-- International Journal of Systematic and Evolutionary MicrobioloInternational Journal of Systematic and Evolutionary Microbiologygy 56 (2006), 50156 (2006), 501--511511
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Paenibacillus larvae: genotipi ERIC



Genotipo ERIC 

I

ERIC 

II

ERIC 

III 

ERIC 

IV

Pigmentazione no                 sì sì no

colonie

LT 100 12 -13 gg       5-7 gg         5-7 gg         5-7 gg

Caratteristiche fenotipiche dei genotipi 
ERIC  
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Decorso dell’infezione  ((LT 100)

14 Ainura Ashiralieva and Elke Genersch Ainura Ashiralieva and Elke Genersch -- Apidologie 37  (2006) 411Apidologie 37  (2006) 411--420 420 



� I dati sulla prevalenza e la distribuzione spaziale dei 
diversi genotipi sono scarsi

� In Europa esistono dei dati solo per alcuni Paesi 
(Germania, Svezia, Austria, Finlandia, Italia e Romania)

� In questi Paesi circolano i genotipi ERIC I e ERIC II 
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Epidemiologia
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Epidemiologia
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Epidemiologia
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�Le larva si infettano per via orale con le spore presenti 
nell’alimento

�Massima sensibilità tra le 12 e le 36 ore successive alla 
schiusa

�Sensibili solo le larve di età inferiore a 48 ore 
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Patogenesi
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� Le spore germinano nell’intestino medio della larva 12 
ore circa dopo l’ingestione

� Le forme vegetative nella prima fase colonizzano 
l’intestino e si replicano intensamente senza provocare 
danni alla parete intestinale (Fase non invasiva) 

� Successivamente attraversano la membrana peritrofica 
penetrando nell’epitelio intestinale (Fase invasiva)
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Patogenesi
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Yue, D., Nordhoff, M., Wieler, L. H. and Genersch, E. (2008), Fluorescence in situhybridization (FISH) 
analysis of the interactions between honeybee larvae and Paenibacillus larvae, the causative agent of 
American foulbrood of honeybees (Apis mellifera). Environmental Microbiology, 10: 1612–1620.
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Patogenesi
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� Il superamento della parete intestinale avviene  
attraverso gli spazi paracellulari

� Il germe raggiunge l’emocele dove continua a  replicarsi 
invadendo l’emolinfa 

� Per l’azione di proteasi prodotte da  P.larvae  i tessuti 
larvali si disgregano trasformandosi in un materiale 
bruno di consistenza collosa
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Patogenesi

Riconoscere e gestire le patologie delle api nel rispetto della sicurezza dei prodotti dell’alveare 
Roma - Firenze  9 - 11 ottobre 2013



Yue, D., Nordhoff, M., Wieler, L. H. and Genersch, E. (2008), Fluorescence in situhybridization (FISH) 
analysis of the interactions between honeybee larvae and Paenibacillus larvae, the causative agent of 
American foulbrood of honeybees (Apis mellifera). Environmental Microbiology, 10: 1612–1620.
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Patogenesi
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� Trasmissione orizzontale

1) All’interno della colonia
2) Da una colonia ad un altra 

� Trasmissione verticale

1) Da una colonia ad un’altra

Trasmissione
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� A - Deposizione di uova in celle che hanno contenuto 
precedentemente larve infette

� B1 - Le celle che contengono i resti di larve morte 
vengono ripulite dalle api che in questo modo si 
contaminano con spore di P.larvae

� B2 - Le api “nutrici” contaminano poi il cibo larvale 
infettando così le larve

24

Trasmissione orizzontale
All’interno della colonia
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� Saccheggio 

� Drifting (volo di deriva)

Trasmissione orizzontale
Da una colonia ad un’altra
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� Il rischio che si verifichi un saccheggio è inversamente 
proporzionale alla distanza tra le colonie  

� Attraverso il saccheggio  la malattia si può trasmettere 
alle famiglie presenti nel raggio di 1 km da quella 
ammalata. A distanze superiori non è stata dimostrata la 
trasmissione della malattia 
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Trasmissione orizzontale
Il saccheggio
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Beekeepers are the principal and most rapid 
means of spreading American Foul Brood 
disease

Edinburgh and Midlothian Beekeepers’ Association

Trasmissione orizzontale
Ad opera dell’uomo
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� Uso di attrezzi e materiali contaminati

� Trasferimento di favi di covata da una colonia ad 
un’altra

� Alimentazione con miele o polline contaminato

� Acquisto di sciami o altro materiale contaminato

Trasmissione orizzontale
Ad opera dell’uomo
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� La trasmissione verticale si verifica quando c’è il 
passaggio dell’infezione da una generazione ad un’altra 
(esempio classico la trasmissione materno-fetale)

� Nella Peste Americana l’infezione si trasmette 
verticalmente con la sciamatura

Trasmissione verticale
Da una colonia ad un’altra
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� Negli sciami che provengono da colonie con infezioni 
subclinichel’infezione generalmente tende a scomparire

� Negli sciami che originano da colonie ammalateè
possibile che l’infezione persista e la malattia si trasmetta 
verticalmente dalla colonia “madre” alla colonia “figlia”

Trasmissione verticale
Sciamatura
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Nelle colonie con infezioni 
subclinichee negli sciami che 
ne derivano il carico di spore 
decresce drasticamente e si 
mantiene basso senza 
incrementi successivi  per tutto 
il periodo di osservazione 

Ingemar Fries, Anders Lindstrom, Seppo Korpela  - Veterinary Microbiology 114 (2006) 269–27431

Trasmissione verticale
Sciamatura



Nelle colonie con  sintomi di 
Peste Americanail carico di 
spore negli sciami decresce 
rapidamente per poi 
riprendere a crescere fino a 
raggiungere di nuovo livelli 
rilevabili dopo 13 settimane 
dalla sciamatura 

Ingemar Fries, Anders Lindstrom, Seppo Korpela  - Veterinary Microbiology 114 (2006) 269–27432

Trasmissione verticale
Sciamatura
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Stadi di sviluppo della covata
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Diagnosi diretta

Esame ispettivo del favo

� Esame clinico   -
Esame delle larve e delle pupe

� Esami di conferma in laboratorio a partire da 
materiale patologico
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Favo con covata colpita da P.A.
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Foto IZSLER Modena36

Favo con covata colpita da P.A.



Foto IZSLER Modena37

Favo con covata colpita da P.A.



Foto IZSLER Modena38

Favo con covata colpita da P.A.



Foto IZSLER Modena39

Favo con covata colpita da P.A.



� Fattori legati all’ospite:

- “Hygienic  behavior” – Comportamento igienico

� Fattori legati all’agente etiologico:

- Differente virulenza dei diversi genotipi 

40

Fattori che condizionano
lo sviluppo della  malattia
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Fattore legato all’ospite:
Comportamento igienico

� E’ un meccanismo di difesa di tipo comportamentale

� Consiste nella capacità, da parte delle api di casa, di 
individuare le larve morte toglierle dalle celle ed 
eliminarle

� Viene attuato indipendentemente dalla causa di morte 
della larva. Costituisce una difesa  molto efficace contro 
le malattie della covata
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� Indicatore di virulenza LT100 = Letal Time 100            

Tempo che impiega un patogeno per uccidere il 100% 
degli ospiti

� Infezioni sperimentali eseguite in laboratorio hanno 
messo in evidenza una diversa LT100 nei 4 genotipi 
ERIC di P.larvae

� La LT100 risulta essere genotipo-specifica

42

Fattore legato all’agente eziologico:                  
Virulenza dei genotipi
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Infezione con genotipo 
ERIC I

� Per uccidere il 100% delle larve sono necessari 12 -13 
giorni,  circa il 40% circa delle larve muore dopo 
l’opercolatura della cella

� Le larve che muoiono dopo l’opercolatura vengono 
individuate e rimosse con più difficoltà

� Il numero di spore che si formano sarà più elevato e 
l’evoluzione della malattia sarà più rapida 
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� Il 100% delle larve muore dopo 5 –7 giorni dall’infezione, 
circa il 90% muore prima dell’opercolatura

� Queste larve possono essere facilmente individuate e 
rimosse dalle api nutrici

� La diffusione dell’infezione all’interno della colonia sarà
più lenta e per indebolire o provocare, eventualmente, il 
collasso della colonia sono necessari tempi più lunghi, anche 
più stagioni

44

Infezione con genotipo 
ERIC II
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Correlazione inversamente proporzionale tra la virulenza
a livello larvale e la virulenza a livello della colonia

Geno
type

Time 
(days) 
to host 
death 

Virulence 
of P. larvae
on larval 

level

Proportion of 
larvae dying 

after cell 
capping

Level of 
development of 
ropy mass and 

spore 
production

Rate of 
spreading 
within the 

colony

Degree of 
virulence P. 

larvae on 
colony level

ERIC
I

12-13 Low Large High High High

ERIC
II

5 -7 High Small Low Low Low

45 Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344-3347Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344Microbiol. 75 (10): 3344--33473347



Infezione sperimentale 
P.larvae ERIC I

46 Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344-3347Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344Microbiol. 75 (10): 3344--33473347
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Infezione sperimentale 
P.larvae ERIC II

Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344-3347Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Rauch S. et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol. 75 (10): 3344Microbiol. 75 (10): 3344--33473347
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Elke Genersch (2010)48

Infezione naturale
P.larvae ERIC II



Foto IZSLER Modena

Infezione naturale
P.larvae ERIC II
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Esame delle larve e delle pupe
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Elke Genersch (2010)
51

Lesioni larvali



Foto IZSLER Modena52

Lesioni larvali



Foto IZSLER Modena53

Lesioni larvali



1 2

2 - Foto IZSLER Modena1 - Institut für Bienenkunde - Wien54

Scaglie



http://www.agf.gov.bc.cahttps://secure.fera.defra.gov.uk/beebase55

Scaglie



Pupa con ligula estroflessa

1

1- E. Genersch,  Journal of Invertebrate Pathology 103 (2010) S10–S19

2 - http://www.wncbees.org

2
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Pupa con ligula estroflessa

http://new.dpi.vic.gov.au/home57



� La larva filante è la lesione patognomonica della Peste 
Americana

� Esistono tuttavia quadri clinici atipici con larve che 
presentano aspetto e consistenza diversa

� L’assenza di larve filanti non ci consente sempre di 
escludere la presenza della malattia

58

Lesioni larvali atipiche
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� Gli opercoli delle celle non diventano scuri

� Le larve degenerate possono essere di colore bruno o 
grigio, di consistenza più acquosa con poca, o nessuna, 
tendenza a formare filamenti

� Le larve inizialmente possono assumere un aspetto 
simile a quello che si osserva nella “covata a sacco”

59

Lesioni larvali atipiche
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� Le larve in posizione a “C” tendono a  debordare dalla 
cella  

� Le scaglie sono di colore bruno o grigio e si possono 
rimuovere con facilità dalle celle

60

Lesioni larvali atipiche
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Foto IZSLER Modena61

Lesioni larvali atipiche (121677/2012)



Foto IZSLER Modena62

Lesioni larvali atipiche (146606/2012)



Foto IZSLER Modena63

Lesioni larvali atipiche (146606/2012)



Foto IZSLER Modena64

Lesioni larvali atipiche (146441/2013)



Infezioni miste
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Foto IZSLER Modena

Infezione da 
P.larvaeERIC II e M.plutonius

66
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Limiti della diagnosi clinica

� Necessità di controlli frequenti e accurati

� Rischio che nelle fasi iniziali la malattia non venga 
diagnosticata (falsi negativi)

� Impossibilità di diagnosticare le infezioni subcliniche
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Obiettivi da perseguire nella diagnostica      
della P.A.

� Individuare i casi clinici con minor dispendio di tempo 
e di costi

� Individuare le colonie con infezioni subcliniche
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Diagnosi indiretta

� Si esegue in laboratorio ricercando e quantificando le 
spore di P.larvae su varie matrici prelevate dagli alveari
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Matrici utilizzabili

� Miele del melario

� Miele del nido

� Api

� Cera

� Polline

� Detriti alveare
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Prelievo miele

� Miele del melario: 
Prelievo a livello di apiario. Il campione deve    provenire 

da un solo apiario e contenere miele di tutti  gli alveari 
di quell’apiario

� Miele del nido:
Prelievo a livello di singola famiglia. Si prelevano con un 

cucchiaio 30-50 g di miele da più favi del nido
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Prelievo di miele da favi del nido
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� Sensibilità non ottimale(90 – 95 % circa)

� Il miele può risultare negativo per spore di P.larvaein 
apiari o colonie che hanno sintomi di PA («falsi 
negativi»)

74

Miele
Esame colturale: sensibilità
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� Bassa  specificità(65 – 75%)

� Il miele può risultare positivo in apiari o colonie 
senza sintomi di PA («falsi positivi»)

75

Miele
Esame colturale: specificità
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� Esiste un rapporto tra il numero di spore di P.larvae
presenti nel miele e la gravità dell’infezione

� Questo dato può essere sfruttato per una valutazione in 
senso diagnostico dei risultati ottenuti

� Creazione di classi di grandezza che corrispondono a 
diversi livelli di infezione

76

Miele
Esame quantitativo: valutazione
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W. Ritter, 2003. Apiacta (38): 125W. Ritter, 2003. Apiacta (38): 125--130 130 77

Spores in food and 
clinical symptoms of AFB



� Il campione ideale è costituito da 100 api per alveare 

� Nei campioni prelevati da una singola colonia la 
sensibilità è del 100%

� Nei campioni rappresentativi dell’apiario la sensibilità
dipende da alcune variabili
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Api
Esame colturale: sensibilità
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� Bassa specificità

� Percentuale elevata di infezioni subcliniche. Apiari o 
colonie batteriologicamente positive ma clinicamente 
negative («falsi positivi»)
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Api
Esame colturale: specificità
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� Nelle colonie ammalate la carica di spore di P.larvaeè
significativamente più elevata che nelle colonie con 
infezioni subcliniche

� Il dato quantitativo può essere impiegato  per 
distinguere, indicativamente, le colonie ammalate da 
quelle con infezioni subcliniche
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Api
Esame quantitativo: valutazione
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Api
Esame quantitativo: valutazione



Riassumendo

� L’esame delle api permette di identificare un maggior 
numero di infezioni subcliniche e di casi di malattia 
rispetto all’esame del miele

� Dal punto di vista diagnostico l’aspetto più critico di 
entrambe le matrici è rappresentato da una scarsa 
specificità

� Alla scarsa specificità è possibile ovviare, almeno in 
parte, con una valutazione quantitativa dei dati 
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Impiego della diagnosi indiretta 

� Non può essere del tutto alternativa alla diagnosi 
clinica bensì complementare a questa

� Può essere usata come prova di “screening” per  
identificare le colonie con elevati livelli di infezione e 
concentrare poi su queste i controlli clinici

� L’esame clinico permetterà di distinguere le colonie 
ammalate da quelle con infezioni subcliniche
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� La scelta della matrice da impiegare ( miele o api) e la 
valutazione dei risultati in senso qualitativo o 
qualitativo dipenderanno dalle specifiche realtà in cui si 
opera e dalle finalità che ci si prefigge
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Impiego della diagnosi indiretta 
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� Matrice di impiego recente

� Campione semplice da prelevare, pratico da gestire e 
da analizzare

� L’esame dei detriti invernali permette di conoscere il 
grado di infezione dell’alveare quando la famiglia è
inattiva 

� Questo consentirà di gestire in maniera adeguata le 
colonie con livelli elevati di infezione alla ripresa della 
stagione
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Detriti
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Prelievo detriti

� Detriti: 
Vengono raccolti sul fondo dell’arnia  inserendo un foglio 

monouso nel cassettino mobile. La quantità sufficiente 
corrisponde a circa un cucchiaio di materiale
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Prelievo detriti



� Indicatori di infezione - efficienza di varie matrici 
come «indicatori» di presenza dell’infezione. Confronto 
tra miele, api e detriti della stessa colonia

� Valore predittivo- Capacità di prevedere l’insorgenza 
della malattia nel breve periodo 
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Obiettivi di un  progetto di ricerca
IZSLER - Cra-api                  
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� Il controllo della peste americana si basa essenzialmente 
sull’applicazione di adeguate misure di prevenzione e sulla 
diagnosi clinica precoce

Prevenzione e controllo 
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Applicazione delle Buone Pratiche Apistiche

Obiettivo

Riduzione presenza spore

Riduzione prevalenza infezioni subcliniche

Riduzione prevalenza forme cliniche
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Prevenzione e controllo 
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�Soppressione:  eliminazione 
colonie ammalate e bonifica 
del materiale

Trattamenti in caso di P.A.
Distruzione mediante incenerimento
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� Trasferire le api in un’arnia nuova con fogli cerei non 
lavorati

� Eliminazione dei vecchi favi

� Nessuna alimentazione artificiale per 5 giorni

� Cambio regina!

� Ipotizzabile solo con infezioni molto precoci
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Trattamenti in caso di P.A.
Messa a sciame (cura famis)
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Sviluppo di strategie per il controllo della malattia 

�Selezione per la resistenza genetica alla 
malattia

�Biocontrollo mediante batteri antagonisti
e inibitori di P.larvae

�Trattamenti con sostanze antibatteriche
naturali (oli essenziali di varie piante o
propoli)

Prevenzione e controllo 
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“We have known for over 50 years that
hygienic behavior is the main defense
mechanism against American Foulbrood
and chalkbrood. Why are we still using
antibiotics and chemical solutions ?”

Dr. Marla Spivak

Prevenzione e controllo 
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Batteri inibitori di P.larvae

Foto IZSLER Modena



� Bacillus megaterium

� Bacillus amyloliquefaciens

� Bacillus pumilus

� Bacillus circulans

� Paenibacillus polimixa
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Batteri inibitori di P.larvaeda noi 
isolati nel periodo 2009-2012 
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