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Introduzione (1) 

- A. tumida è un parassita esotco, noto come Small Hive Beetle 
(SHB), ordine Coleoptera, famiglia Nitdulidae. 

- Responsabile di una malata denunciabile in UE, di natura 
parassitaria per la quale sono previste misure specifche (Dec. 
2003/881 e successive modifche ed integrazioni) che 
regolamentano le importazioni di api da Paesi Terzi



Introduzione (2) 
- In Sicilia ed in Calabria sono stat segnalat i primi focolai di SHB, 

rispetvamente, ad agosto ed a setembre 2014 aprendo una 
nuova emergenza sanitaria in tuta Europa

- Diagnosi ufciale di SHB in apiario: efetuata mediante visita 
clinica degli alveari, coadiuvata dal posizionamento di apposite 
trappole nel nido (arnia) con conseguente allungamento dei 
tempi di valutazione della presenza/assenza di SHB in apiario

- Aspeto negatvo legato all’uso di trappole: permetono di rilevare
 solo gli adult e non le forme larvali e le uova di SHB



Primo Obietvo (1): fornire strument diagnostci di supporto 
– s l zion  d ll  matrici da campionar 

Per capire quali matrici devono essere campionate è stato necessario studiare:

a)Il ciclo biologico che SHB efetua sia all’interno che all’esterno delle arnie (in 
modo tale da capire dove possono essere localizzate le uova, le larve e gli adult)

b)i modelli di arnia, con partcolare riferimento alla tpologia di arnie present in 
Calabria(dotate /non dotate di casseto di ispezione, posizionato alla base 
dell’arnia)



Primo Obietvo (2): selezione delle matrici da campionare- 
ciclo biologico di SHB all’int rno d ll  arni 



Primo Obietvo (3): selezione delle matrici da campionare – 
ciclo biologico di SHB all’ st rno d ll  arni 

1)SHB può completare il suo ciclo biologico su fruta in marcescenza (es. meloni, agrumi, 
pesche), su verdure in marcescenza e su legna in decomposizione dato che è un 
coleotero necroflo.

2)SHB può anche completare il suo ciclo biologico all’interno di famiglie di Bombi e di Apis 
cerana (Apoidei)



Risultat relatvi al primo obietvo: 
sc lta d ll  matrici da campionar  p r la ric rca di SHB 

Considerando quanto deto, le matrici selezionate per favorire un valido supporto alla 
visita clinica degli alveari sono state:
a) d trit fondo arnia (utli, per es. in condizioni di tempo catvo, famiglie aggressive, 
numero elevato di arnie in apiario)
b) tamponi da d trit fondo arnia;
c) mi l  (specialmente miele fermentato; è un’otma matrice per la diagnosi di SHB 
nei laboratori di smielatura che ricevono i melari da territori extra-regionali);
d) tamponi da mi l ; 
e) faio (specialmente favi con covata che emetono un odore catvo);
f) tampon  da faio;
g) agrumi in marc sc nza (es. limoni, mandarini, arance);
h) t rra (sotostante all’arnia);
i) uoia, lari    col ot ri



Secondo Obietvo (1): fornire strument diagnostci di supporto – 
protocolli di  strazion  d l DNA dall  matrici s l zionat 

La m todologia applicata ha comportato tr  fasi di laioro 

La prima fas  di laioro ha richiesto:

- studio della leteratura scientfca per capire come elaborare i protocolli di estrazione 
del DNA da matrici biologiche così complesse e ricche di inibent

- scelta ed utlizzo dei tre kit commerciali con opportune e mirate modifche rispeto ai 
protocolli riportate dalle dite commerciali (NucleoSpin® Tissue kit-Macherey-Nagel; 
Invisorb Spin® Food, Invisorb e QIAamp® DNA  Blood Mini kit, Qiagen)



Secondo Obietvo (2): fornire strument diagnostci di supporto – 
protocollo R al Tim  PCR sp cifco p r SHB

La s conda fas  di laioro ha comportato:

- ricerca bibliografca per valutare il miglior protocollo di Real tme PCR presente in leteratura

- s l zion  d l protocollo di R al Tim  PCR ch  ril ia una porzion  di 109bp d lla Citocromo 
Ossidasi (COI) di SHB (Ward L.  t al, 2007; Apidologi , Vol.38, pp: 1-9)

- studio «in silico» della specifcità dei primer e della probe (mediante la valutazione delle 
omologie di sequenza tra le sequenze COI di SHB disponibili in Genbank e la assenza di 
omologie di sequenza con le COI di acari (es. Varroa e Tropilaelaps spp.) e di altri inset (es. 
Galleria mellonella-tarma della cera) rilevat nelle arnie



Secondo Obietvo (2): fornire strument diagnostci di supporto – 
controlli positii  p r SHB

- La t rza fas  di laioro è consistta nel r p rir    costruir  i controlli positii p r SHB con cui 
contaminar  l  matrici n gati  s l zionat  in modo tal  da i rifcar  la ialidità   la 
robust zza d i protocoli di  strazion  d l DNA

- I controlli positvi per SHB sono stat: a) lari  di SHB cons riat  in  tanolo; b) clonaggio del 
target della Real Time PCR (109bp della COI di SHB) all’interno di uno specifco plasmide (pCR® 
II-TOPO, Invitrogen) ed otenere così il plasmid  ricombinant  - PCR® II-109bp COI SHB

 



Terzo Obietvo (1): fornire strument diagnostci di supporto – 
ialidazion  d i protocolli di  strazion  d l DNA   d lla R al Tim  

PCR p r l  matrici s l zionat  m diant  Ring T st mirat

- A questo obietvo hanno partecipato 5 Unità Operatve: IZSLT, IZS della Lombardia 
ed Emilia Romagna, IZS delle Venezie, IZS del Mezzogiorno, IZS dell’Abruzzo e del 
Molise

- Le  matrici scelte per i Ring Test sono state: d trit fondo arnia, tampon  dai d trit 
fondo arnia, tampon  da mi l , faio con coiata, tampon  da faio con coiata, 
tampon  da mi l , t rra e fruta marcia



Terzo Obietvo (2): fornire strument diagnostci di supporto –
organizzazion  d i Ring T st mirat

- L’IZSLT ha inviato a ciascuna Unità Operatva le matrici analizzate drogate con du  
dif r nt strat gi .

 
- La prima strat gia di contaminazion  ha permesso di stabilire il limit  di ril iabilità 

(LOD) d lla R al Tim  SHB utlizzando DNA contaminat con dif r nt quanttà in 
num ro di copi  targ t d lla COI di SHB. Quindi ciascuna Unità Operatva ha ricevuto un 
set di 12 campioni di DNA, estrat da ciascuna matrice scelta, contenent un numero di 
copie di COI di SHB compreso tra 1,81 x 1012 e 5 copie totali. 

- La s conda strat gia di contaminazion  ha permesso di stabilire la fatbiltà   robust zza 
d i protocolli di  strazion  d l DNA dall  matrici sc lt . Quindi ciascuna Unità operatva 
ha ricevuto un set di 14 matrici, ossia 2 campioni per ciascuna tpologia di matrice 
selezionata, contaminat con 1 larva e con ½ larva di SHB.



Terzo Obietvo (3): fornire strument diagnostci di supporto – 
risultat d i Ring T st mirat

- I risultat dei Ring Test sono stat molto utli ed hanno dimostrato che il LOD p r SHB 
dip nd  dalla natura d lla matric ; inoltre, i protocolli di  strazion  d l DNA sono risultat 
 fcaci    di facil   s cuzion .

Nello specifco: 
a) detrito fondo arnia: 10 copi  di COI/1grammo; ~ 0,5 laria/1 grammo
b) tampone da detrito fondo arnia: 120 copi  di COI/0,2ml; ~ 0,5 lari /0,2ml
c) favo con covata: 20 copi  di COI/70 grammi; ~ 0,5 lari /70 grammi
d) tampone da favo con covata: 5 copi  di COI/0,2ml; ~ 0,33 lari /0,2ml
e) tampone da miele fermentato: 180 copi  di COI/0,2ml; ~ 5,9 lari /0,2ml
f) agrumi in marcescenza: 500 copi  di COI/10ml di succo; ~ 0,5 lari /10ml
g) terra: 1 laria/1grammo



Impato   trasf ribilità op ratia (1)

L’impato di questa ricerca può essere riassunto nei seguent punt:

A.Su richiesta del Ministero della Salute è stata accr ditata la proc dura di  strazion  d l 
DNA   di R al Tim  PCR da lari , col ot ri   d trit fondo arnia (POS VIR 030 INT)

B.Sono state stabilite l  r gol  p r campionatur  mirat  d ll  matrici da   f tuar  in 
campo considerando quanttà e volumi specifci da prelevare per le analisi molecolari  a 
seconda della matrice esaminata

C.E’ stata creata una r t  di pronto int ri nto p r   il controllo, la difusion    la diagnostca 
mol colar  di SHB tra gli IIZZSS coiniolt n lla ric rca   distribuit sul t rritorio nazional  
(Lazio e Toscana, Friuli-Venezia Giulia, Lombardia ed Emilia Romagna, Abruzzo e Molise, 
Campania e Calabria,
       Sardegna)



La trasferibilità del lavoro svolto nel corso della ricerca sulle realtà locali e nazionale può 
essere riassunta nei seguent punt:

A.Ciascuna Unità Op ratia, nell’ambito della propria regione di competenza, ha 
organizzato dii rsi incontri con l  associazioni di apicoltori  d i i t rinari p r spi gar  
com  riconosc r , cont n r    monitorar  in campo la pr s nza di SHB

B.Sono stat laiorat, presso gli IIZZSS coinvolt nella ricerca, i campioni ufciali proi ni nt 
dall  zon  ross  (Calabria   Sicilia)   dai focolai (Calabria) utlizzando i protocolli 
mol colari siiluppat

C.E’ stata data pronta s gnalazion  d gli  sit d gli  sami mol colari al Minist ro d lla 
Salut 

Impato   trasf ribilità op ratia (2)



Risultat (1) : campioni ufciali  saminat 

- I campioni ufciali esaminat provenivano dalle 
zon  ross  (Calabria e Sicilia) e dai focolai 
atii (Calabria) 

-  Le misure di contenimento nel caso di focolai 
atvi: 

a) distruzione delle arnie infetate; 
b) terreni arat e disinfetat; 
c) vietata la movimentazione di pacchi di api, 
        api regine, cera grezza e sciami artfciali; 
a) vietato lo scambio di materiale apistco; 
b) eliminazione della fruta e verdura in 

marcescenza  Province interessate: Pal rmo, R ggio 
Calabria   Cos nza 



Risultat (2) : campioni ufciali  saminat 

Tra il 2015 ed il 2018 sono stat esaminat:

-381 campioni di d trit fondo arnia di cui 51 positvi (13,38% 
positii)

-115 campioni di tamponi da faio con coiata (con o s nza 
mi l  f rm ntato) di cui 22 positvi (19,13% positii)

-7 campioni di faio con coiata (con o s nza mi l  
f rm ntato) di cui 2 positvi (7,31% positii)

-12 campioni di col ot ri adult (tut confermat SHB) 

-L’Aethina tumida rilevata sia in Calabria che in Sicilia deriva 
dal c ppo Africano originario d l Cam run (AfrCam3), 
appartenente  al clad  B e clust r/gruppo B1                                
                          



Conclusioni (1): pubblicazion  sci ntfca in corso di ialutazion  

In corso di valutazione un artcolo scientfco presentato alla rivista Apidologi  (setembre 
2018) in cui vengono descrite le modalità di campionamento per i detrit fondo arnia ed i 
tamponi da favo efetuat da specifche aree interne dell’arnia

Jorg  Rii ra-Gomis, Gioianni Formato, Val ria Antogn t, Gabri l  Pi tr lla, Anton lla 
C rsini: New Aethina tumida detectin methids using Real Time PCR frim hive debris and 
swab samples

Conclusioni (2): comunicazioni sci ntfch  a congr ssi nazionali

1 comunicazione scientfca al Coni gno Nazional  SVETAP Apicoltura, Ambi nt    
Sicur zza d i prodot d ll’ali ar , Pa stum (SA), 12-13 april  2018.



Conclusioni (3): comunicazioni sci ntfch  a congr ssi int rnazionali

A. 2 comunicazioni ad EurB   2018-8th Int rnatonal Congr ss of Apidology; 
Ghent-Belgium, 18 - 20 September 2018

B. 4 comunicazioni a Proc  dings of 45th APIMONDIA Int rnatonal Apicultural 
Congr ss, 29 September – 4 October, Instanbul (Turkey), 2017
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