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Ciclo biologico della varroa gcrea

2. Ingresso nella

1 Varroa fecondy
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4, Alimentazione
con Femolinfa

5 Deposizione: maschile
60 ore dopo Fapercalatura,

6. Sviluppo dalle
viluppr femminili a cich di 30 ore

uava di protaninfe
& deutaninfe

nosemosi

)]
Dinamica di popolazione gcrea
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Raddoppio mensile crea

LR

Numero di varroe

Febbraio 10 50 100
Marzo 20 100 200
Aprile 40 200 400
Maggio 80 400 800
Giugno 160 800 1600
Luglio 320 1600 3200
Agosto 640 3200 6400
Settembre 1280 6400 12800
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Invenzione degli scacchi crea

LR
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Esponenziale e lineare
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Crescita di >100 volte in una stagione

7\
éCrCa
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Strategia di intervento

crea

R

‘Trattamento estivo (>95%)

Number of mites in 3 colony

o Trattamento invernale (>90%)
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Lotta guidata crea

o,

Presupposti

@ Infestazioni uniformi
. Liberta d’intervento

Capacita di valutare la soglia di intervento
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crea
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Variabilita delle infestazioni invernali

1 Apiario di Bologna, dicembre 2010
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Variabilita delle infestazioni tardo primaverili ‘\ngea

Infestazione totale nell'apiario del 2013
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)]
Variabilita delle infestazioni estive >\§ crea
1 Infestazione totale nell'apiario del 2014
|
s 381 83 s
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)l
Variabilita delle infestazioni estive >\§"C1‘€a

1 Aplario di Bologna, luglio-agosto 2010
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2l
Interventi in periodi obbligati gcrea

‘Trattamento estivo (>95%)

: [ ]

Number of mites in 3 colony

Trattamento invernale (>90%)
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Metodi di stima proposti Q{Cl‘Ca

Zucchero a velo
., ;

Lavaggio con acqua saponosa

-4
2
-

Mortalita naturale

24/01/2019
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Foglio diagnostico
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Relazione infestazione-mortalita crea

R

Bologna, dicembre

Mortalita vs infestazione

r=0,71
L'infestazione & ‘ .
molto variabile c N

0 2 a 6 8 10 2 14
Daily mite fall

Total infestation
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Relazione infestazione-mortalita
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Relazione infestazione-mortalita

Basse infestazioni -> basse cadute
Basse cadute -> ??

Z
QCI’C&

— Pradifoore scadente

Bologna, agosto

Mortalita vs infestazione
r=075
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Stima dell’infestazione con la mortali

N
ta naturale? gcrea
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\
Stima dell'infestazione con lo zucchero a velo? Q{ crea
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Metodo dello zucchero a velo inefficace >\.<Cfea
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Fonti d’errore: campionamento g/crea

2013 2014
o Average =169.1 (+/- 7.8), 5.d. = 32.2 Average = 293.1 (+/- 20.6), 5.d. = 74.3

Number of bees in the samples
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Fonti d’errore: recupero delle varroe Q\ crea
2014
» Recovered 83.9% of total mites|

2 2013 e

‘.; 20 | |Recovered 80.5% of total mi ‘:'
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N
Nessun metodo & affidabile gcrea

MEDIA ESTIMATORE INFESTAZIONEMEDIA ~ 95%P..  95%P.INFERIORE  95% P.\. SUPERIORE
GIUGNO-LUGLIO 2013
ZUCCHERO A VELO 6 5750 13943 12721
LAVAGGIO 7 5750 14185 12842
MORTALITA' GIORNALIERA 6 5750 2368 9131
TRATTAMENTO VARROE FORETICHE 846 5750 3333 8166
LUGLIO-AGOSTO 2014
ZUCCHERO A VELO 7 2317 6001 683 5317
LAVAGGIO 8 2317 5557 -462 5095
MORTALITA' GIORNALIERA 15 2317 7 N 4627
TRATTAMENTO VARROE FORETICHE 308 2317 791 3843

/

Acido ossalico \‘crea

Il pitt semplice acido bicarbossilico

Si trova normalmente come biidrato

ro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi




E componente del miele ...
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... e di molti altri alimenti

Residui nel miele

0
N

&L

crea
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TIGLIO | MILLEFIORI | ROBINIA | MILLEFIORI
[& Trattata 283 193,6 45 2076
|mconmolo| 240 1719 36 1789

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

10



Gocciolamento: le prime prove italiane... crea

o,

70 4.2% AO, 60% S
w0 96.8% 2.1% AO, 60% S
" 89.5%

Efficacy%

24/01/2019
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crea

o,

... e quelle europee

100%
80%
60%
40%
20%
0%
Norway | Sweden | Gemany | SWENONY | SIS | pay
850% | 956% | 961% | ©043% | 9056% | 99.0% | 903% |

Dati: Gruppo Europeo per il Controllo Integrato della Varroa
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Y
...e con temperature molto basse gcrea

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
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0%

Average efficacy

06/11 13/11 2011 27111 1112 18/12 24112
Date of treatment
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Un acido organico «forte» gcrea

[—Propionic — Acetic — Citric — Formic — Tartaric — Lactic — Oxalic

Meno acido 4

[5<.]
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Y
Un potente chelatore del calcio gcrea

[—Propionic — Acetic — Citric — Formic — Tartaric — Lactic — Oxalic|
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N
Modo d’azione: acidita o chelazione? <Cr6a
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Un modo d’azione basato sul pH crea

LR

“I risultati dimostrano chiaramente che & la concentrazione dell’acido
ossalico ad essere critica per I'efficacia, invece che la quantita totale di
acido ossalico usata”

1. Fries. Is the total amount or the concentration of oxalic acid critical for efficacy in varroa mite control?. Available from:
hittps 242146092 s the total amount or_the of oxalic acid critical for efficacy in v
arroa_mite_control [accessed Mar 20, 2017).

rca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Un vecchio confronto crea

LR

Modo di somministrazione Acido ossalico Zucchero
Sublimazione 2 grammi -
Gocciolamento originale 4,2% 60%
Gocciolamento meno zucchero 4,2% 30%
Gocciolamento meno acido ossalico 3,2% 60%

Controllo non trattato = -

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Efficacia y crea

* Significativamente inferiore

1

0%
3 Originale Meno zucchero Meno AO

Sublimazione

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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Umidita relativa bassa dopo le

somministrazioni

Y TR
A

‘W
Y | i f‘

17.12 24.12

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

31.12 7.01 14.01

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

21.01

24/01/2019

Ricristallizzazione dell’AO nelle soluzioni ?crea

poco zuccherine

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

Q

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Un sinergico igroscopico

2
chea

“...I'acido ossalico non assorbe acqua dall'atmosfera a UR<86%,
ma quando & miscelato al saccarosio lo fa a UR>69%”".

N. Milani, 2001

gic activity of sucrose

Varroa mortality (%)

42% UR 75% UR
OA alone 22,3 30,0
OA + sucrose 25,2 58w/
Data: Milani, 2001

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

21n questo caso I'AO ha assorbito acqua dall’aria (UR%>69%)

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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Relazione dose-effetto

[OR

reernane v ova.

creéa

240re a8 ore
e g e Clso | Cloo | Clso  Clso
AO 1,78 13,95 13 7,78
-+
AOscoformulante | 0 Lo | 1n o
igroscopico

24/01/2019
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7))
Azione per contatto (non sistemical) Screa

Q

[ di acari varroa
Trattmento per gocciolamento con una soluzione
marcata con 4C

a

®
L

&
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Saccarosio 60%

Y
Le api disdegnano I'acido ossalico... :CI’Ca

Y

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

A0 4.2%
Saccarosio 60%

15



... ma finiscono per ingerirlo in parte crea

Q\/,‘
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crea

LR

E per quanto riguarda le api?

“Un trattamento con una soluzione al 3,5% di acido ossalico biidrato (AO),
corrispondente alla dose di 175 ug/ape, causa effetti subletali in A.
mellifera”. AN

Schneider et al., 2012 N
N\

Corrispondente a 124 pg/ape di acido

ossalico

E una dose realistica?

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Esperimento estivo sulla farmacocinetica é’Cfea

La massima contaminazione nel breve

periodo & stata di 12 ug/ape

\ OXALIC ACID CONTAMINATION OF BEES AND OLD LARVAE

120 .
|

kg
2

10 20 30 40 50 60
1 settimana

Days post-treatment

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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Contaminazione invernale

La massima contaminazione nel breve
periodo & stata di 8_ug/ape

7
QgCI’Ca

: Totale

: Intestino

‘microgrammi/ape

rea Agricoltura e Ambiente

%

Ore dal ratamento

120 144 168

nosemosi

24/01/2019

contenente AO

Soluzione di 5 mesi

Conservata a temperatura
ambiente, alla luce

Itura e Ambiente

. . . \
Degradazione della soluzione zuccherina gcrea

nosemosi

dark or in the light.

Conservazione di lungo termine

crea

R

Table I. Composition of fresh and 16-month-old OAWS solutions at room temperature (RT) in the

Fresh solutions

16-month-old solutions

4°C RT-dark  RT-light
Oxalic acid (Mol) 0.467 0.444 0.389 0.389
Colour (mm Pfund scale) <5 £3 100 100
PH 0-1 0-1 0-1 0-1
Sucrose (Mol) 0.552 0.009 0.006 0.006
Glucose (Mol) 1.422 1.827 1.883 1.877
Fructose (Mol) 3333 1.811 1338
HMF (mgL™) 1a 50.6 2107.0

di Ricerca Agricoltura e Ambiente

Prandin L. et al. 2001 -
oxalic acid water sugar solution for

/arroosi

of
r controling varroosis. Apidologie 32: 451-452

nosemosi

17



Incremento del’lHMF

Storage of oxalic acid-sugar solution

creéa

0
Q

1400 -
Room temp. dark
1200 = - *
- -
1000 -
2 < . .
T Room temp. light .
H 800 o
=
2 600
N
400 s =
200 —
4° C: maximum: 22 mg/kg
0 . . .
S D0 ON O RPN PN PP P DD PRSP S

Weeks

Bogdanov et al. 2001 - Storage of Oxalic Acid Sucrose Solution

erca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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HMF ¢ tossico per le api

con [HMF] = 150 mg/kg (287 api morte su 500).

api con [HMF] =750 mg/kg (496 api morte su 500).

Jachimowicz ¢ El Sherbiny (1975)

erca Agricoltura e Ambiente

Segnali di tossicita con [HMF] = 30 mg/kg e tossicita molto evidente

Mancano indicazioni per I’intervallo compreso 30 e 150 mg/kg, ma si
segnala un ulteriore, gravissimo aumento di mortalita alimentando le

crea

[oR

SPC di VarroMed

2. AND «
Active substances: [AF] =0.5%
Each ml contains:

Formic acid 5 mg / [A0] = 3.1%
Oxalic acid dihydrate 44 mg (equivalent to 31.42 mg oxalic acid nhydrous)

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

/

C
gcrea
Q
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N
SPC di VarroMed §crea

2. AND [«

Active substances: [AF] = 0.5%
Each ml contains:
Formic acid 5 mg [A0] = 3.1%

Oxalic acid dihydrate 44 mg (equivalent to 31.42 mg oxalic acid nhydrous)

49  Amounts to be administered and administration route
In-hive use.
To be trickled onto bees in occupied bee-spaces of the brood chamber.
The dose should carefully be adjusted to the colony size (see dosing table). Determine the colony

size and number of oceupied bee spaces to be treated, and select the correct amount of product
required. The following dosing scheme applies:

[ Mo.ofbees [5000-7000] 7000-12000 | 12000-30000 |  >30000 |
| vamoMedgmy | 15m1 | 15t030ml | 30ta45ml | 45ml |
AF: =0.225g

janetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019

Y
Uso di acido formico secondo Hohenheim gcrea

yC

60% formic acid

Valksy
(Zandes/ DN

1

Esunschis Ve

ok

Angust

menge pro Tag

1-Zasgen-Valker 140 ml 140 ml 2025l
e CH o | 5s

DochrgraBen Liehig Dispenser, 60% ad. us. vet.: Diese sollren so angepasst
werden, dass die erunschre tagliche Verdunsungsmenge moglichse oft er-

i * g% Concentrazione terapeutica:
i Spide sk ¥, padmtiy 0,08-0,16 mg FA per litro daria
2-Zargen-Valker: volle DochtgraBe /

Da: 013, Uni ; (Underwood & Currie, 2003)

2 trattamenti con 20-30°C di temperatura esterna.
Ridurre 'area di evaporazione a % in arnia Zander a un corpo (Liebig-Verdunster or Nassenheider
professional).

cerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

N
SPC di VarroMed § crea

2. AND «
Active substances: [AF] = 0.5%
Each ml contains:

formicacidsmg 4 ¢ E——
Onalic acid dimydrate 4| S Tharmacodyminlc properties

Formic acid probably kills Varroa mites by inhibiting electron transport in their mitochondria through
the binding of cytochrome ¢ oxidase, thereby inhibiting energy metabolism and may produce 2 netro-
excitatory effect on arthropod newrons after evaporation in the hive air (at least 500 ppm). No data are
available which confirm this activity after trickline of 0.5% formic acid: however. formic acid in the
fixed combination of VarroMed is considered to extend the duration of the effect of oxalic acid. and
In-hivey foimprove the tolerance of the product

Tobetr{

The mode of action of oxalic acid against Varroa mites is unknown, but direct contact between the
Thed| mites and oxalic acid is required. It is assumed that oxalic acid acts via direct contact or by ingestion
sizea|  ©of oxalic haemolymph The acaricidal effect may be due mainly to the low pH of the fornmlation
requi  Onalic acid treatments admnistered in water ae ineflective. but admnistration in sugar water
improves efficacy by increasing its adhesian fo the bees.
NoI DT Iees [ J0UU- U0 | TOUU=TZ000 [ TZUvU=IU00u ] oo

[ VarroMed gm) | 15ml | 15t030ml 30t045ml 45 ml

19



N
SPC di VarroMed gcrea

2. AND «
Active substances: [AF] = 0.5%
Each ml contains:

Formic acid 5 mg / [AO] =3.1%
Oxalic acid dihydrate 44 mg (equivalent to 31.42 mg oalic acid Srhydrous)

6.1 List of excipients Perché ! . i
Caramel colour (E150d) < Perché un colorante in un acaricida?

24/01/2019

Sucrose syrup La ione &

Propolis tincture 20% eppure non viene speci

Star anis_e oil «——————  _ Questicomposti hanno
Lemon oil minima solubilita in acqua
Citric acid monohydrate

Purified water — Perché aggiungere un acido debole?

erca Agricoltura e Am

N
SPC di VarroMed gcrea

i‘tﬂ:’:‘:xl‘ﬁ;':m QAT speriori a 300 mg/kg di HMF.

Each ml contains: Non conosciamo la concentrazione raggiungibile poiché il prodotto &
Formic acid 5 mg " e : ”
Oxalic acid dihydrate 44 mg { NUOVO € Non possiamo verificare ancora la sua evoluzione”.

d de-las-colmenas

(accessed 10 March 2018)

“| saggi realizzati su un lotto recente di questo prodotto danno risultati

6.1 List of gxcipients Perché | . i
Caramelgblour (E150d) < Perché un colorante in un acaricida?

Sucrose’syrup La ione & impor
Propolis tincture 20% eppure non viene specificata
Star anise oil

Lemon oil minima solubill

Citric acid monohydrate

Purified water T Perché aggiungere un acido debole?

VarroMed SPC

R

Seasan No.of | Threshold for first
applications | treatment RepestedTreatment:
The treatment should b repeated.
oot atte s ofte | oS s, f et 10
Spring nitesare detected on the _ ini ioni
rdn | colomypoplatenand | e e 5-9 somministrazioni/anno
e e ey | Sttt (e o3
Incompatibile con la classica
vt . X .
- conducted as soom a5 twice, 6 davs apart (ie. 3 strategia formata da due trattamenti
iose |pembe mie aduinisuations).
p——
population, and whenthe | yuice more (diat i o a mxizmm
patural mite Bllismore | o5 treatments), if more than 150
A g s perday. mites (colonies fom the second
yeas) ot more than 90 ites
(ancleus colonies in the first
yesr)aze detected
Soorboard within 6 days afer the
il wuitstson
Trestment should be
Wiater . conducted a the stat of the | Not applicable
(broodless) B ‘roodless period inhives | (single treatment only).
with V

crea
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VarroMed SPC creca

LR,

24/01/2019

Seasan No.of | Threshold for first
Y i Repeated Trcatment:
The treatment sould be repested
| conhedate st of e | 3 esens). i o i 10
Spring it are detected ou the ~ ini ioni
i | colonypopulatonznd | i By i 5-9 somministrazioni/anno
iy st trestment (i of 3
] neipen ey treatments). - .
Incompatibile con la classica
Autazn g X .
- Sondiuctod as moan o twice, 6 days apart (ie. 3 strategia formata da due trattamenti
iose |pebi mime aduinisuations).
fera———
The
‘opulation. and when the.
44  Special warnings for each target species
VarreMed should only be used as part of an integrated Vamoa control programme.
_ | Efficacy was only investigated in hives with low to moderate mite infestation rates. |
i i Treatment should be i |
Wiater - 0t e sact of the | Not spplicable
(oroodiess) biodiespecd e | (sngl weatment oty

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

/\
Api-Bioxal: modalita d’uso gcrea

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

Bioxal

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Api-Bioxal: prova invernale crea

R,

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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/\
Il giorno dei trattamenti gcrea

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

7
Il gocciolamento... gcrea

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

... € la sublimazione crea

R,

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 66

22



Efficacia di Api-Bioxal crea

LOR

Trattamento: 14/12/2010

N=10 (per gruppo) Mortalita delle varroe %

o
o
2 o
8
H
E 2%
4
o |
o -,
G Gl s CTRL NON
5Smlffavo ‘SOVRADOSE 2,3g TRATTATI

15mlffavo

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019

Qualita dello svernamento creca

LR

Trattamento: 14/12/2010

N=10 (per gruppo) Numero di api alla fine dell’inverno

@
K
H
2 w0 —
s
Z
G GIN s CTRLNON
Smiffavo SOVRADOSE 239 TRATTATI
15mlffavo

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)
Trattamento invernale con AO/glicerolo <Cfea

Inverno, interruzione naturale di covata

100% 3 o oo
90% T
80% T
. 70% T =
S 60% T ;
g 50% T—
£ 40% 17—
30% T
20% T
B n
0% T T T
Glycerol Sucrose None Untreated
Co-formulant in the OA solution
Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 69
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SUBLIMAZIONE

UNA TECNICA SCONSIGLIABILE crea

R

L

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 70

Contaminazione creca

R

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 7

Giocatori d’azzardo crea

R,

MULTIVARROX

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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creéa

LR

Vita spericolata

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Inalazione di microcristalli é‘crea

Penetrazione Particelle (micrometri)
Naso 7,0-11,0
Faringe 47-70
i Trachea e primi bronchi /3,3 - 4,7\
Bronchi \\2,1 - 3,3j
Estremi bronchi 1,1-2,1
& Alveoli primari 0,65-1,1
o R Alveoli secondari 0,43 - 0,65

G.C.Ceschel - "Impianti per lindustria farmaceutica”. Esculapio (1982), Pag. 463.

|III‘I|VHII|

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

. . s . . C
Ciclo termico dell’'acido ossalico \\‘\ crea
. Oxalic acid (yinydrate crystals) A Water cva:;‘)
S ¥ e A\ o - - a
&
‘P‘J/ Oxalic acid (amorphous soiis)

> Oxalic acid (yapor /

% t=190°C . "
Oxalic acid (anhyerous crystalsy
Degradazione termicat LH A}‘{u_

H;0, €O, CO,, HCOOH

Centro A A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019
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N
Sensibilita termica dell’acido ossalico (Cl‘ea

ricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Prova di efficacia dei sublimatori crea

LOR

=

*a

g2

£l

]

g 0l

=l

2 2d-

§ 24

R
lening | Varox senring Varrex
Libefeia-amie Dadant Sehwandarie cH

(Grafi 1: Effnacis masia foon valore min. & .| 4 vapsnzzater d seide essalico lsen-ing @ Vamow s
armie Dadant & suzmsr - Test 2001

agroscops Lsberesose

o 3
‘G svaze o noerane spco (2004)

l Sublimatori a gas

ricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Prova di efficacia dei sublimatori creéa

R

R S - |

# —

£

£

i

g w]-

§ o T —] [—

LI
s | vmri | pi | et [ v | i

i wa e

Geafico 3 Eficacia media ioon ualore min. e ma ) dei vaporizzsiori o acdo cssalco Kidso, Vanor, &
Vamogaz su amis Dadant & swzzsre — Test 2003

l Sublimatori a gas

Centro di Ricerca Agriccltura e Ambieate A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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)l
Prova di ingabbiamento invernale gcrea

Prova finanziata in parte da:

SReg]'nneEmilia-Romagna

Reg. (CE) 1308/2013 - Misura F, Azione F2

inetti - Varroosi e nosem

)l
Disegno della prova § crea
® 4 gruppi (N=15)
@ A:Ingabbiamento breve (23 dd)
® B:Ingabbiamento intermedio (76 dd)
® C:Ingabbiamento lungo (93 dd)
@ N:Regine non ingabbiate (control)

m Valutazione delle colonie PRE e POST-inverno
m Valutazione della presenza delle regine PRE y POST-inverno

m Conta delle varroe

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)
Ingabbiamento gruppiA,Be C gcrea

23/11/2016:
Colonie naturalmente senza covata.
Ingabbiamento al centro del glomere.

Puntine colorate in corrispondenza delle gabbie, che
sono state spostate pili volte in inverno per
mantenerle al centro del glomere.

\

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente W A Nanetti - Varroosi e nosemosi |

24/01/2019
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creéa

Trattamento con Api-Bioxal

oy

~ 16/12/2016:

Liberazione regine gruppo A.

~ Somministrazione Api-Bioxal per
gocciolamento a tutte le colonie.

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi I

Somministrazione per gocciolamento crea

oy

mDose: 5 ml/favo con api

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

,,.4
Situazione ambientale 5@Cfea
~ Temperatura aria (2m) °C —— Umidita Relativa (2m)%
o Polline aerodisperso di Ulmus « . Fasi della prova

28



creéa

LR,

Effetto sulla sopravvivenza delle regine

Tre regine morte per cause esterne:
- 2 perse durante i controlli (19N, 33N)
- 1in catalessi (18C)

Durata
abbiamento Regine vive Regine morte Regine totali
(dd)
13 X 13
14 15

0 100,0% 0 0,0%

23 93,3% 1 67%

79 14 93,3% 1 67% 15

93 12 85,7% 2 14,3% 14
- 53 93,0% 4 7,0% 57

* Mortalita non significativamente differente
(Test Chi2 (3, N=57) = 2,12; p = 0,549)

24/01/2019

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

7
Forza delle colonie al controllo post-invernale gCrea

- Popolazione adulta al llo finale
.

- ot 1 Rk
i v 110893
=

8

o

GRUPOS

N. api non significativamente differente
(Test Kruskal-Wallis: H(3, N= 53)= 5,398 p = 0,145)

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

rca Agricoltura e Ambiente

Covata nelle colonie al controllo post- crea

R,

) Area di covata al controllo finale
nowe
sien
. s
. awronz
g
3
S o
E
" *  GRUPOS ' ‘
Superficie di covata non significativamente
differente
(Test Kruskal-Wallis: H(3, N=53)= 0,809 p = 0,847)
A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 87

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente
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)]
La nuova domanda gcrea

Possiamo usare I'acido ossalico anche in estate?

Vacido ossalico uccide gl acari
foretici ...

ma non raggiunge quelli iy
(che in estate sono la maggior

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)]
La nuova domanda gcrea

Possiamo usare I'acido ossalico anche in estate?
API TRATTATE

=0 e
w1t totale
n ~=- Contaminazione intemna

Ac. ossalico (ug/g)

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)
La nuova domanda gcrea

Possiamo usare 'acido ossalico anche in estate?

T VARROE o
=~ Numero di vamoe
|

1
wl .
L + Perizin in se qﬂelnza —-:E
N i L e

/ A\,

Ac. ossalico (microg/g)

2 8
——
—

ore
Centro di Ricerca Agricoltura @ Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019
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La nuova domanda creca

R

Possiamo usare I'acido ossalico anche in estate?

Blocco della covata Tratt. per gocciolamento
\ » b

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019

crea

R

Inserire la gabbia in un favo

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

=
Individuare la regina i‘%crea

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 93
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‘/,y
Prelevarla con cura gcrea

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 94

crea

LR,

Confinarla

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 95

Bloccare l'uscita crea

LR

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 96
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Aprire e trattare dopo 25 giorni

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

24/01/2019

Cen

Api-Bioxal: prova estiva >\.<

itro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

crea

Effetto acaricida g

Mortalita delle varroe

100%

91,8% (86,0 — 97,0)

1 Controllo

33



Tollerabilita — A lungo termine

creéa

o,

Forza preinvernale delle colonie

N. of bees

o0 Controllo

/arroosi e nosemosi

rea Agricoltura e Ambiente

)
. . C
Effetto della durata d'ingabbiamento >QCI‘eﬁl
* Senza covata Senza covata
o9,
Covata residua di fuco
R
o
[s]
S
E .
)
Covata residua di operaia e fuco
93,1
18 giorni 21 giorni @ 28 giorni

nosemosi

Itura e Ambiente

24/01/2019

Impatto sul benessere delle colonie

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

Afine agosto
Covata omogenea
Alimentazione delle larve
Api giovani
Cera nuova
Alveari con apparenza sana
Alta vitellogenina nell'emolinfa

34
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ernamento

\ Ingabbiamento:

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

Al parenza sana
colonie significativamente pils popolate Alta vitellogenina nell'emolinfa

Prove in Calabria (2011 € 2012)

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

104

Effetto acaricida 2011

CRA

2011 - Efficacia acaricida

O)
é crea

| AFIARIO 1 BControlic APIARIO | B Bloces+ApiBical APIARIO 2 B Controllo APLARID 2

24/01/2019

Bioca+ApiBicxal APIARIO 1

Contralio APIARIO 1 BloccorApiBioxal APIARIO 2

Cortrollo APIARIO 2

35
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;\
Q\ creéa

Effetto acaricida 2012

dig 82 2 8 & £ 2 £ 2 2 2 M
5 8 B 8 R B 8 ¥ 8 R 2 ° W4

m

.
APIARIO 2

T

;\
QCI’C&

Mortalita delle regine

7
Q\crea

Trattamento “dell’apicoltore”

36



Quale vantaggio per la varroa?

Vantaggio delle colonie trattate con I'interruzione di covata + ApiBioxal

[=#="Biocco + ApiBioxal ——Metodo dellapicoltore |

oy

.

:
‘g /
310

14

Settembre Ottobre Novembre Dicembre

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Gennaio

creéa

24/01/2019

Trattamento estivo con acido
ossalico/glicerolo (~ Api-Bioxal 62 mg/ml)

oy

crea

\ Estate, ingabbiamento delle regine

100% avg = 96.5%

90%

80%

70%

60%

50%

Efficacy %

40%

30%

20%

10%

0% T
Glycerol Sucrose

Co-formulant in the OA solution

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Un cambio di strategia?

Prova finanziata in parte da:

ERegioneEmilia—Rmnagna

Reg. (CE) 1308/2013 - Misura F, Azione F2

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

R

crea

37



Disegno della prova

m 2 gruppi (N=15)

® /. Strategia

®m Trattamenti con:

® Ingabbiamento regina

m Controlli
® Varroa (settimanale)

L]
e Colonie (trisettimanale)
L]

rea Agricoltura e Ambiente

Miele (al momento del raccolto)

e Api-Bioxal (gocciolamento, 5 ml/favo con api)

Sciamatura (settimanale nel periodo critico)

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

e T: Strategia Tradizionale (trattamento in inverno ed estate)
(trattamento in primavera e autunno)

7
Qgcrea

24/01/2019

Nanetti - Varroosi e nosem

Piccolo album fotografico della prova

o000

Dinamica della popolazione adulta

Numero de sbejas
g
g

20000

s

s

s -
e
=

s -

* Differenza significativa

o
bz

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

38



Tendenza alla sciamatura Q\"‘Cl‘ea

SCIAMATURA Colonie con celle reali
s . . .
SOSTITUZIONE | +
I |
Dopo il 5/5:
| proporzioni N N N N e
W sign. differenti {8 - i

rca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Raccolto di miele nei due gruppi crea

LR

Produzioni realizzate nel 2017

Ant

* Differenza significativa

kid

Millefiori Tiglo " Mehta ' Totale

rca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

crea

R

Mortalita delle varroe nei due gruppi

Mortalita media giornaliera di varroa

ooA —omT —eminterventiA = interventi T

o»
, o0 cna] 4
H 4—=f - ° S

i 500

:

= 400

300

* Diferencia significativa

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

24/01/2019
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0
chea

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019

Y
Nosemosi delle api gcrea

Infezione delle cellule epiteliali del ventricolo causata da
funghi del genere Nosema.

Sono suscettibili
individui di ogni
casta e sesso

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)
Due forme (Crea
‘ Nosema apis ‘ ‘ Nosema ceranae ‘

Nosemosi tipo C ‘

‘ Nosemosi tipo A ‘

Sintomatica e ben Esotica e asintomatica
conosciuta

Ritenuto originario di Apis cerana

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

40



Difficile riconoscimento al microscopio gCrCa

Nella pratica si usano tecniche di
biologia molecolare

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Ciclo biologico di Nosema spp. gcrea

o ° & o
MEROGONY -— &) Springer|

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

)

Sintomi classici in api singole ... Screa

* Gonfiore addominale
* Incapacita di volare

/

AMMALATE

* * Mortalita precoce

SANA

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019
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... e nella colonia

* Diarrea interna e esterna
* Mortalita sul fondo

Non & Nosemosi tipo C

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

crea

LR

Stagionalita

EVOLUZIONE DELLA NOSEMIASI (da Bailey, 1981)

100
80
* Picco primaverile
60
% * Declino estivo
40  Eventuale recrudescenza autunnale
20
0 mu /= I

Maggio Giugno Luglo  Agosto Sellembre Ofiobre Novembre Dicembre Gennaio Febbraio Marzo  Aprile

Non & Nosemosi tipo C

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

N. ceranae: stagionalita? crea

R,

= N
4 H
] l—vw—w 8 | | Nosema ceranae individustoin spagna
=] 2
g o [\w //\/\,,ﬁ g
8 o
5
s g3
% = o L
s =] [ T . 5
& E]
i =] g
= _— = Martin-Hernéndez, R., Meana, A., Prieto, L.,
B Salvador, A. M, Garrido-Bailén, ., & Higes,
pa| 8 M. (2007). Outcome of colonization of Apis
= . e S ‘mellifera by Nosema ceranae. Applied and
- iology, 73(20), 6331-
= 23 6338.
- 2
Sariary wacn | ey wiy | sopember | oventer |
Febnuary Aot e Augst December
Month

Distribuzione mensile dei campioni positivi per Nosema negli anni 1999-
2005 presso il Laboratory of Bee Pathology di Marchamalo (Spagna).

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

24/01/2019
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Ridotta specificita crea

LR

\

10000000

—
| —o

S

%/‘
—m— A mellifera/N. apis

100000
/ / —e— A cerana/N. apis
pre '3

1000000

Number of spores per ventriculus

—&—  A. Mellifera/N. ceranae
10000

—&— A cerana/N. ceranae

1000 ! I
4days 6 days 8 days 10 days 12 days 14 days

Time post infection Dati: |. Fries

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

crea

>R

Ampio spettro d’ospite

[N
fo

species

osers ceraree Tosama s oS B
=5
pem « 3 Per per

— T i e e = T T T
@aow.560,am, 29 (46w, 40, ) w40, 0
——— Btemons ® ' 62 ' 625 o o
ciow,s0) aw )
5. ooy 13 o o o o o o
@w.20.30.7)
— oo ) 2 am 2 e o o Plischuk et al, 2009

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

=
Altri possibili ospiti gcrea

Osmia cornuta Heriades truncorum Andrena ventralis
(Ravoet et al. 2014) (Ravoet et al. 2014) (Ravoet et al. 2014)

Osmia bicornis
(Ravoet et al. 2014)

Bombus brasiliensis

(Plischuk and Lange 2016) Polybia scutellaris

(Porrini et al. 2017)

24/01/2019
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creéa

LR

rca Agricoltura e Aml A. Nanetti - Varroosi e nosemos

Aethina tumida e N. ceranae

Carico addominale individuale: 564 copie di N. ceranae
Prevalenza: 70%

Possibili infezioni mediate da A. tumida

yCcrea

R

Apiologic Original article
TN DIB s Speinger Vg Frce SAS, pstofSpigee Not, 018
DO 10007A 39301805895

‘The first detection of Nosema ceranae (Microsporidia) in
the small hive beetle, Aethina tumida Murray (Coleoptera:
Nitidulidac)

Giovanai Ciia' aria Casoao’. Podro Emanuel Jarmela dos Sxxos'

James D. Evus”, Antonio Navern'

Esologs s Nl T, sy of Pl s, 57 et Ars . O o 11063,

e Aetina
7 bt spcimens wer samplad i Gaesville (Flrs) By Rea T PR (qPCR), wing
TRNA g\ 1051 spcinens

N i, ahough vt on e spcimces.

Fomiti ambientali

Le borre di gruccione possono
contenere spore vital

maria subrer ‘o9

ro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanet

C
yCrea
R

/

/arroosi e nosemosi

24/01/2019
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Centro

Maggior virulenza di N. ceranae

creéa

2R,

7 24

< N. apis

2 [

= 30 g » N. ceranae

£ a —<— control
=

£ 25 g

§ _‘; 16

5 2 5 ! )

g 5 5 Ridotta longevita

2 15 £

2 N. apis &

a o 8

2 10 N. ceranae H

2 control g

& s E 4

5 ; 3

= 0,

2 4 14 16 2
Day post infection Day post infection

Paxton et al., 2007

Ricerca Agricoltura e Ambiente

Centro

)
Api infette rientrano con difficolta @ crea
40%
34.21%
30%
2
10% 8.57%
6.25%
0%
Cee (n=32) C (n=35) Ne (n =38)

Wolf S, McMahon DP, Lim KS, Pull CD, Clark SJ, et al. (2014) So Near and Yet So Far: Harmonic Radar Reveals
Reduced Homing Ability of Nosema Infected Honeybees. PLoS ONE 9(8): e103989.

icerca Agricoltura e Ambiente

=
Divisione del lavoro alterata gcrea

24/01/2019
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Piti grave in paesi caldi gcrea

By
ez

Gisder et al,, 2010
Stevanovich et al., 2011
Hedtke, 2011

Higes et al. 2008
MIPAAF, 2009
Bacandritsos et al., 2010
Bromeshenk et al., 2010
Suwannapong et al., 2010
Soroker et al., 2011
Hatjina, 2011

Sensibile alle basse temperature gcrea

. ceranae, | week frozen
Congelamento

N.apis, 1 week frozen

. ceranae, | week refrig. Fr—

Refrigerazione 1000 spores

N.apis, | week refrig.

Nosema verance, fiesh
Spore fresche
Nosema apis, fresh
0 02 04 06 08 I
Proportion infected bees (N=25)

The effect of freezing on N. ceranae spore viability is dramatic. Each bar represents 25 bees individually fed with 10 ul sugar suspension
containing 1000 or 10,000 spores of either N. ceranae or N. apis. Spores were fed from fresh infections (fresh) or (using the same suspension)
after one week in a refrigerator at +8 °C (refrig) or in a deep freezer at ~18 °C (frozen). (From Fries and Forsgren, 2009).

N
Sviluppa anche a temperature non ottimali <Cr6a

o
N. coranao 2°C
g -

e s av
FIG. 1. Growth curves. Dependent varable: ncreasing of N. ceranae V. s spore counts (SC). Independent variable: days pi

Martin-Hernandez et al., 2009

ro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019
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Un caso pratico: 20 colonie...

21 aprile

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

R

creéa

24/01/2019

..alcune molto forti...

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

...e alcune ambigue

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

141
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...e alcune ambigue

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

nosemosi

Cowata maschie
o —— )

24/01/2019

...e alcune ambigue

Centro rroosi

nosemosi

143

Nosemosi di tipo C

crea

R

In zone a clima temperato compaiono sintomi simili a quelli

descritti per il CCD

/arroosi

di Ricerca Agricoltura e Ambiente

nosemosi

Spagna

48



Dinamica del collasso gcrea

Higes, M., Martin-Hernandez, R., Botias, C., Bailon, E.G., Gonzdlez-Porto, AV., Barrios, L., del Nozal,M.J., Beral, J.L.,
Jiménez,1.J., Palencia, PG, Meana, A., 2008. Hownatural infection by causes P
x.

Environ. Microbiol. 10, 2659-2669. http://dx.doi.org/10.1111/}.1462-2920.2008.01687.
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Collasso invernale da N. ceranae gcrea

Nanetti A, Rodriguez-Garcia C, Meana A, Martin-Hernandez R,
Higes M. 2015 - Effect of oxalic acid on Noserma ceranae
infection. Research in Veterinary Science 102: 167-172.
htp://doi.org/10.1016/j.rvsc.2015.08.003
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Collasso invernale da N. ceranae g’CI‘Ca

Nanetti et al,, 2015
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Acido ossalico contro N. ceranae

[Fazrasse |
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Fig. 3. Relative change of i inthe

pre-p period: average
(white: untreated; black: treated) and standard deviation (pins ).
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Gocciolamento

Ottobre-novembre

50 ml, due volte a tre settimane di intervallo

Soluzione pil diluita di quella in uso contro la varroa

Nanetti A, Rodriguez-Garcia C, Meana A, Martin-
Hemnéndez R, Higes M. 2015 - Effect of oxalic acid on
Nosema ceranae infection. Research in Veterinary
Science 102: 167-172.
http://doi.org/10.1016/;.rvsc.2015.08.003
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Acido ossalico contro N. ceranae
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Gocciolamento

Ottobre-novembre

50 ml, due volte a tre settimane di intervallo

Soluzione pil diluita di quella in uso contro la varroa

Nanetti A, Rodriguez-Garcia C, Meana A, Martin-
Hemnéndez R, Higes M. 2015 - Effect of oxalic acid on
losema ceranae infection. Research in Veterinary
Sclence 102: 167-172.
http://doi.org/10.1016/;.rvsc.2015.08.003
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Api vecchie esterne
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Prove su Api-Herb

Mangime complementare contenente estratti
vegetali

50 mi/colonia
3volte
intervalli settimanali

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi

24/01/2019

Prova preclinica di laboratorio crea

R

* 3 gruppi di 60 api non infette (in arnietta da
laboratorio)
* somministrazione ad libitum (24 h):

*sciroppo con Api-Herb

sciroppo (controllo negativo)

*sciroppo con antibiotico (controllo positivo)
* Infezione con 100 000 spore/ape
« Alimentazione con sciroppo per 10 giorni

* Conta delle spore al microscopio ottico

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 152

Risultati della prova di laboratorio crea

R

PREVENTION OF NOSEMA IN CAGED BEES
Post treatment infections
3 557
F
s
E‘ . significant
E 3,01
=
E 2
&
1
010
o ——
fumagiliin ApiHerb untreated
Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente A. Nanetti - Varroosi e nosemosi 153
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Prova in pieno campo in Sardegna

creéa

oy

+Colonie con infezione spontanea
“Trattamenti primaverili
*2 gruppi da 11:
“Api-Herb
“controllo negativo
+Campionate api vecchie pre e post-trattamento

+Conta delle spore al microscopio ottico

A. Nanetti - Varroosi e nosemosi
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Risultati della prova in Sardegna

crea

oy

Spring trial in Sardinia

| oprwosmont  spostiratment |

P=

1
o

Newman-Keuls post-hoc:
0.037

Newman-Keuls post-hoc:
8

Api-Herb treated Untreated controls
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Prova in pieno cam

*Apis mellifera iberiensis
+Colonie con infezione spontanea
*Trattamenti primaverili
*2 gruppi di 5 colonie:

. Api-Herb

. controllo negativo
« prevalenza nei campioni pre e post-
trattamento, interni ed esterni

*PCR

Centro di Ricerca Agricoltura e Ambiente

crea

R

po (Spagna)
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Risultati della prova spagnola gcrea

Spring trial in Marchamalo

mApiHerb treated @ Untreated controls

o0
Mann-Whitney U =0.000, P=.009

soo% +500%

00

200

Mann-Whitney U = 0.000, P=.009

100

Prevalence variation of infected bees

House bees Flying bees
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Disinfezione materiale gcrea

m Contro N. apis
e impilare i favi da nido in melari sovrapposti
@ interporre materiale assorbente impregnato con 150 ml di acido acetico

@ esporre al sole per 8-10 giorni

® Ma contro N. ceranae?.

rca Agricoltura e Ambiente

Sporicidi contro N. ceranae

Wortalty Smin % * Mortalty 15min % ‘

iy

Viabo

Mopnerma

Composti efficaci:

- ammoniaca

- ipoclorito di sodio

- Micoplasma OFF ™ (Minerva Biolabs)
- acido acetico

= etiacss

Rodriguez-Garcfa C., Cabbri R., Higes M., Meana A, Nanetti A., Lazzeri L., Martin-HernandezR. -
Nosema ceranae spores. Poster 7" EurBee

conference, 6-9 September 2016
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Grazie per 'attenzione
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