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RESUMO

GONCALVES, Janina Carvalho, M. S., Universidade Federal de Vigcosa, Julho
de 2004. Avaliacdo de esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae
em mel de apiarios do Estado do Piaui e de métodos de deteccéo.
Orientador: Dejair Message. Conselheiros: Maria Cristina Dantas Vanetti e
Marcelo Coutinho Picanco.

Este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de Paenibacillus
larvae subsp. larvae em mel de colméias do Estado do Piaui, pelo método
analitico oficial brasileiro, e avaliar modificac6es nesta metodologia para reduzir
seu limite de deteccdo. Esporos de P. larvae subsp. larvae ndo foram
detectados em mel das colméias de diferentes regides do Estado do Piaui.
Comparando meios de cultura, o agar P. larvae isolou maior nimero esporos
desta bactéria presentes em mel e inibiu do mesmo modo contaminantes
aerobios presentes. A diluicdo de uma parte de mel em quatro partes de
solucdo salina fosfatada tamponada recuperou maior numero de esporos P.
larvae subsp. larvae presentes em mel. As forcas centrifugas 6000 g e 8000
por 30 ou 40 minutos nao diferiram entre si, contudo recuperaram maior
namero de esporos de P. larvae subsp. larvae em comparagdo com a
oficialmente recomendada. A reducédo no limite de deteccdo € relevante para
analise de mel, principalmente, quando o patdégeno encontra-se em

guantidades minimas, tanto na colméia quanto no produto comercializado.
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ABSTRACT

GONCALVES, Janina Carvalho, M. S., Universidade Federal de Vicosa, July de
2004. Valuation of spores of Paenibacillus larvae subsp. larvae in
honey of apiary from Piaui State and of analyticals methods. Adviser:
Dejair Message. Committee members: Maria Cristina Dantas Vanetti and
Mrcelo Coutinho Picanco.

This work had the following aims: detect the presence of Paenibacillus larvae
subsp. larvae spores in honey collected in Piaui State apiaries using official
Brazilian analytical method and to verify modifications in this methodology to
reduce its detection limit. Spores of P. larvae subsp. larvae were not found in
honey of hives from different regions of Piaui State. Comparing mediums, P.
larvae agar isolated bigger spores quantities of these bacteria found in honey
and inhibited, in the same way, other aerobical bacteria presented. Addition of
one part of honey in four parts of phosphate buffer saline pH 7.2 isolated a
bigger number of P. larvae subsp. larvae spores presented in honey.
Comparisons between centrifuge forces of 6000 g and 8000 during 30 or 40
minutes showed that they were not different, however they recuperated a bigger
number of P. larvae subsp. larvae spores than centrifuge force recommended in
Brazilian law. Reduction in detection limit is important to honey analyses, mainly
when pathogen is present in minimal quantities in hives or in commercialized

product.

vii



1. INTRODUCAO

A criagdo de abelhas Apis mellifera no Brasil alcangou um destaque
como atividade econémica, somente na década de 70, quase quinze anos apos
a introducdo da subespécie africana A. mellifera scutellata e seu cruzamento
com as demais subespécies européias presentes (A. mellifera ligustica, A.
mellifera mellifera e A. mellifera carnica). O polihibrido resultante mostrou-se
extremamente produtivo, mas foi necessario estuda-lo intensamente e
desenvolver técnicas de manejo e equipamentos adequados devido a
dominancia das caracteristicas da subespécie africana, especialmente o seu
comportamento defensivo.

A consolidacéo deste agronegocio tem levado ao aumento da producéo,
desenvolvimento de novas empresas e a exportacdo dos produtos apicolas. E
uma atividade econbmica sustentavel, pois gera renda para 0S pequenos
agricultores, ocupa a méao-de-obra familiar no campo, ndo necessita desmatar
a vegetacdo nativa para sua implantacdo e as abelhas desempenham um
papel importante na polinizagdo. Também pode garantir, através da
polinizacdo, o aumento da produtividade quando consorciada com culturas
agricolas.

A sanidade é pode afetar o desenvolvimento da apicultura, pois A.
mellifera € suscetivel a doencas por agentes como bactérias, virus, fungos,
parasitas e a desordens metabdlicas, nutricionais e hormonais, além de

intoxicagOes diversas.



O acaro ectoparasita Varroa destructor e a bactéria Paenibacillus larvae
subsp. larvae causadora da Cria Puatrida Americana (CPA), estdo entre os
principais problemas de sanidade para a apicultura mundial. V. destructor foi
introduzido no Brasil na década de 70 e encontra-se distribuida em todo o
territério com baixos niveis de infestacdo. Contudo nenhum caso de CPA foi
oficialmente relatado no Brasil. Isto é importante, pois a CPA é uma das mais
graves doencas de cria de abelhas, principalmente, pelo fato do agente
etiologico desenvolver esporos altamente resistentes a agentes fisicos e
quimicos. Estes esporos presentes na colméia naturalmente contaminam os
produtos apicolas e, conseqiientemente, facilitam sua disperséao.

Nenhum caso sintomatico de AFB foi oficialmente relatado no Brasil.
Porém a introducdo desta doenca no Brasil ocasionaria prejuizos significativos
como a perda de colméias e da producdo. Além daqueles decorrentes de
mudanc¢as no manejo e da implantacdo de programas de controle do governo.
Tratamentos curativos, além de seu custo adicional, poderiam selecionar
linhagens resistentes do patdgeno. Outros problemas relacionados seriam a
desvalorizacdo de produtos contaminados, o risco de embargo no mercado
internacional e a inviabilizacdo da producédo de “mel organico”.

A intensificagdo da trocas comerciais internacionais de produtos
agropecuarios aumenta o risco da introducéo de pragas e agentes patogénicos
gque comprometem os agronegdécios brasileiros. Esta preocupacdo aumentou
com a deteccdo pelo Brasil de esporos de P. larvae subsp. larvae em mel
importado.

Nos registros de importacdo de mel observa-se, a partir de 2002, uma
reducao expressiva da importacdo e o crescimento da exportacdo. No entanto,
sua escassez no mercado interno pode levar ao retorno das importacdes,
principalmente, da Argentina e Uruguai onde a CPA ocorre, e ao perigo da
introducéo do patogeno P. larvae subsp. larvae.

A necessidade de identificar e controlar a CPA tem levado a
implementacdo de programas de inspecdo em muitos paises. No Brasil a
defesa sanitéria brasileira criou o Comité Cientifico Consultivo em Sanidade
Apicola junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento com a
finalidade de oferecer subsidios técnicos-cientificos para elaboracdo de normas
e procedimentos relacionados a sanidade do plantel apicola brasileiro e a
importacdo de abelha e produtos apicolas (Brasil, 2003a).



Nesse sentido, também foi aprovada regulamentacdo sobre a
importacdo de produtos apicolas (Brasil, 2003b). Atualmente, todo produto
apicola importado, de qualquer procedéncia, além da exigéncia de certificado
sanitario, deve ser submetido a teste por metodologia analitica oficial (Brasil,
2003c) para pesquisa de P. larvae subsp. larvae.

O primeiro isolamento de esporos de P. larvae subsp. larvae em abelhas
e mel de colméias sem sintomas clinicos de CPA foi realizado no Estado do
Rio Grande do Sul por Schuch (2003). A contaminacdo pode ter ocorrido pela
alimentacdo das abelhas com produtos importados contaminados (mel e pdélen)
ou até pela colheita por abelhas campeiras do alimento contaminado no interior
do entreposto. Entdo o governo brasileiro tomou medidas imediatas para
erradicacao deste patdgeno naquela regido.

O monitoramento desta bactéria em mel, coletado diretamente nas
colénias de abelhas, entrepostos e comércio, é fundamental diante do risco de
sua introducéo e para controlar sua disperséo, caso seja introduzida. O método
para pesquisa de P. larvae subsp. larvae, agente da enfermidade CPA, em
produtos da colméia deve assegurar deteccdo de quantidades minimas de
esporos presentes em uma amostra. Para contribuir com estes propdsitos, o
presente estudo buscou:

a) Realizar monitoramento sanitario preventivo em mel de colméias do Estado
do Piaui com a metodologia analitica oficial brasileira destinada a verificacao
da presenca de esporos de P. larvae subsp. larvae;

b) Avaliar modificacdes na metodologia analitica oficial para reduzir o limite de

deteccao de P. larvae subsp. larvae em mel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CRIA PUTRIDA AMERICANA
2.1.1. Caracterizacdo do agente etioldgico

Paenibacillus larvae subsp. larvae (Ash et al. 1994; Heyndrickx et al.,
1996), anteriormente denominado Bacillus larvae (White, 1906), figura entre as
33 espécies do género Paenibacillus (DSMZ, 2004).

Esta bactéria € um bastonete delgado, Gram-positivo, com comprimento
de 2,5 a 5 um, 0,5 um de diametro, terminacdes ligeiramente arredondadas,
tendéncia de crescer em cadeias, mével por flagelos peritriquios que formam
esporos ovais, com cerca de 1,3 um x 0,6 um, podendo agrupar-se (White,
1920). O esporo tem superficie lisa e o revestimento interno consiste de, no
maximo, sete lamelas distintas (Bakhiet & Stahly, 1985).

Durante a esporulacdo o endosporo imaturo de P. larvae subsp. larvae
formado no esporangio incorpora a copia do DNA bacteriano. O revestimento
externo que se torna mais espesso no esporo maturo, indicando que sua
diferenciacé@o esta completa, sendo liberado do esporangio.

P. larvae subsp. larvae ndo cresce em meios comuns de cultura (White,
1920; Bailey, 1991) e ndo sobrevive a transferéncia seriada em caldo nutriente
(Piccini & Zunino, 2001). Suas colbnias variam em tamanho e apresentam
borda bem definida e uniforme na superficie de &gar, sendo menos

proeminentes em culturas velhas (White, 1920).



As caracteristicas de colénias predominantes de P. larvae subsp. larvae
apos cinco dias a 36°C sobre o agar Paenibacillus larvae (ABL) sao: planas;
com superficie suavemente granulada; achatadas; com ou sem centro elevado
de maior densidade; com bordas levemente irregulares; sem brilho; de cor
verde amarelada e diametro de 2 a 5 mm; sem halo de precipitacdo da lectina
da gema do ovo e com ou sem halo de lipolise (Schuch, 2002).

Os esporos de P. larvae subsp. larvae sobrevivem no alimento larval e
restos de larvas de abelhas mortas (escamas) por muitos anos (White, 1920).
Tém alta resisténcia ao calor, desidratacdo, luz solar direta, fermentacéo e a
desinfeccdo com diversas drogas (White, 1920; Sturtevant, 1926; Rose, 1969;
Machova, 1993; Miyagi et al., 2000; Evans, 2003). A resisténcia dos esporos de
P. larvae subsp. larvae ao calor quando presentes no mel variam com a

linhagem dessa bactéria (Hansen & Brgdsgaard, 1999).

2.1.2. Etiologia

O P. larvae subsp. larvae é o0 agente etiolégico da Cria Putrida
Americana (CPA), doenca que afeta as crias de Apis mellifera (White, 1920). A
CPA ¢ altamente contagiosa devido a forma esporulada do patégeno e, se néo
detectada precocemente, pode matar a colonia e dispersar-se dentro e entre
apiario (Shimanuki, 1997).

Enquanto, Paenibacillus larvae subsp. pulvifasciens (Ash et al. 1994;
Heyndrickx et al., 1996), descrita inicialmente como Bacillus pulvifasciens
(Nakamura, 1984), causa uma doenca conhecida como “powdery scale”, que
raramente causa problema sanitario a colénia. A Cria Puatrida Européia,
causada por Melissococus pluton, recebe esta denominacédo, como no caso da
CPA, devido a area onde foram inicialmente estudadas (Shimanuki, 1997).

Nenhuma raca ou linhagem de abelha melifera €, completamente, imune
a CPA (White, 1920; Sturtevant, 1924; Danka & Villa, 1994), explicado
parcialmente, pelo fato das abelhas ndo conseguirem remover por completo, os
restos larvais (escamas) quando a doenca se estabelece. Além disso o estado
da colbnia (forte ou fraca) exposta a doenca, aparentemente, nao tem relagcédo
com o desenvolvimento da enfermidade, exceto quando as fortes pilham

aguelas fracas e dispersam a doenca no apiario (Sturtevant, 1924).



Larvas de operérias, zangfes e rainhas sdo suscetiveis a infecgéo
durante o periodo da alimentacdo (White, 1920), mas abelhas adultas ndo sédo
suscetiveis a esta doenca (White, 1920; Shimanuki & Knox, 2000; Riessberger-
Gallé et al., 2001).

Resisténcia parcial a CPA foi obtida em colénias de abelhas
selecionadas para comportamento higiénico (Newton & Ostasiewski, 1986;
Palacio & Bedascarrasbure, 2001; Spivak & Reutter, 2001).

Larvas sadias expostas a infeccdo por P. larvae subsp. larvae néo
exibiram resposta imune transcripcional, o que pode ser devido a fatores
fisiologicos e alimentares explicando a vulnerabilidade ao patégeno. Além
disso, individuos de colbnias infectadas podem resistir ou tolerar a doenga por
mecanismos de defesa internos, incluindo resposta imune inata (Evans, 2004)

Larvas de abelhas com até 24 horas sdo mais suscetiveis quando
ingerem esporos de P. larvae subsp. larvae (Woodrow, 1941; 1942).
Brgdsgaard et al. (1998) também verificaram que aquelas larvas com 24 a 28
horas sdo mais suscetiveis a infeccao e apresentam uma clara relagdo entre
dose e resposta, sendo a DL5,=8,49 esporos.

Substancias presentes no intestino médio de abelhas adultas geralmente
apresentam uma maior capacidade para inibir o crescimento de P. larvae
subsp. larvae que aquelas presentes em larvas (Crailsheim & Riessberger-
Gallé, 2001). Sendo que a partir de 30 horas até cinco dias da fase larval,
existe um mecanismo que inibe o desenvolvimento desta bactéria (Crailsheim
et al., 2001).

A infeccéo por P. larvae subsp. larvae ocorre quando esporos, presentes
no alimento, sdo ingeridos e germinam no limen intestinal da larva de abelha
(White, 1920).

De acordo com Davidson (1972) citado por Hansen & Brgdsgaard
(1999), as células vegetativas no limen do intestino invadem a membrana
peritréfica por fagocitose, penetram no epitélio e entram no hemocoel,
proliferando-se intensamente pela hemolinfa até invasédo geral da maioria dos
tecidos.

Larvas de A. mellifera infectadas por P. larvae subsp. larvae levam a
morte e desintegracao, eventualmente se desidratam para formarem escamas
contendo cerca de 2,5 x 10° esporos (Sturtevant, 1932). E sua morte ocorre no

estadio final de larva, pré-pupa ou pupa prematura (White, 1920).



A idade da morte é um das melhores caracteristicas para diferenciar a
CPA da Cria Putrida Européia, causada por Melissococcus pluton (Bailey &
Collins, 1982) e que afeta, apenas, larvas jovens com menos de 48 horas de
idade (Shimanuki, 1997).

O nuamero de esporos para desencadear a CPA em colbnias de A.
mellifera pode ser variavel. Sendo necessarios 5,0 x 10" esporos (Sturtevnat,
1932) ou 5,0 x 10® esporos no xarope de agticar por colénia (L'arrivée, 1958
citado por Hansen et al., 1988).

Sintomas clinicos da CPA apareceram em col6énias de A. mellifera
alimentadas com mel com cerca de 2,9 x 10° esporos (Hansen et al., 1988) e
2,0 x 10° esporos (Hansen & Brgdsgaard, 1997). Esses autores concluiram que
isto ndo esta relacionado, apenas, com a quantidade de esporos presentes no
mel da colénia, mas também, com as diferencas na resisténcia das linhagens

de abelhas a esta bactéria.

2.1.3. Sintomas e diagndéstico da doencga na colméia

O diagnéstico da CPA pode ser feito pelo reconhecimento dos sinais
clinicos da cria doente (Hansen & Brgdsgaard, 1999).

Os sintomas gerais das crias nas colméias afetadas por esta doenca
foram os seguintes: favos de cria falhados com opérculos afundados, muitas
vezes com aparéncia gordurosa e apresentando perfuracées ou remocao total;
cria morta nas fases de pré-pupa e pupa, além de alteracdes na cor do branco
para marrom claro a escuro, consisténcia viscosa e odor caracteristico (White,
1920).

A cria fica escura e ressecada no estadio final da doenca, quando
transformam-se em uma escama fortemente aderida a parede, com a
prosbocide (lingua) estirada de um lado ao outro da célula em caso de ter
morrido na fase de pupa (White, 1920; Bailey, 1991; Hansen & Brgdsgaard,

1999; Shimanuki & Knox, 2000).

2.1.4. Mecanismo de dispersdo de Paenibacillus larvae subsp. larvae
dentro e entre colbnias
A transmissdo primaria de P. larvae subsp. larvae ocorre por alimento ou

agua contaminados (White, 1920) que, as vezes, € fornecido pelo proprio



apicultor (Hansen et al., 1989). Os esporos podem, também, ser transmitidos
pelas abelhas adultas encarregadas da limpeza dos favos (Bailey, 1991).

A dispersdo natural de P. larvae subsp. larvae € baixa, pois a maioria
dos esporos € removida pelas abelhas adultas durante o comportamento
higiénico (White, 1920; Bailey, 1991; Hansen & Brgdsgaard, 1999). No caso da
morte de centenas de larvas da colonia, geralmente, a infeccdo se dispersa
rapidamente e a colonia morre (Bailey & Ball, 1991). O intercambio de quadros
entre coldnias sdo as causas mais comuns de dispersdo de P. larvae subsp.
larvae no apiario (White, 1920; Shimanuki, 1997; Goodwin & Eaton, 1999).

O fornecimento de mel contaminado para algumas col6nias de um
apiario ocasionou, apoés 40 dias, a dispersdo de CPA para as demais, sendo
atribuida a pilhagem de alimento e deriva de abelhas das colénias doentes
para as sadias (Hansen et al., 1988). Entretanto, o desvio de abelhas néo é
considerado um fator importante para a disperséo de P. larvae subsp. larvae
(Goodwin et al., 1994a; Hornitzky, 1998).

P. larvae subsp. larvae pode se dispersar em um apiario ou regiao
quando a infeccdo, ainda, esta em um estado subclinico, isto é, sem sintomas
aparentes. Além disso, abelhas A. mellifera adultas, de colénias sem sinais
clinicos da enfermidade, podem transportar esporos de P. larvae subsp. larvae
(Hansen & Rasmussen, 1986; Hornitzky & Karlovski, 1989; Goodwin et al.,
1996; Picccini & Zunino, 2001; Schuch et al., 2003).

Colénias de abelhas sem sintomas clinicos pode conter mel
contaminado com elevado niamero de esporos durante anos (Hansen, 1986;
Hansen & Rasmussen, 1986; Hansen et al., 1988; Hornitzky & Karlovski, 1989;
Hansen & Brgdsgaard, 1997; Schuch et al.,, 2003). Colbnias com sintomas
clinicos, normalmente, carregam numeros elevados de esporos (Goodwin et
al., 1996), mas aquelas colénias sem sintomas podem conter um numero de

esporos superior aquele das enfermas (Hansen & Rasmussen, 1986).

2.1.5. Distribuicédo geografica da doenca

A doenca causada pelo P. larvae subsp. larvae foi detectada em
produtos da colméia oriundos da Australia, Nova Zelandia, Dinamarca,
Inglaterra, Irlanda, Franca, Alemanha, Suica, Canada, Cuba e Estados Unidos
(White, 1920). A CPA foi diagnosticada mundialmente, exceto em alguns
paises da Africa, da Asia e da América Latina, e na América do Sul, estaria
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presente apenas no Uruguai (Nixon, 1982). No entanto, essa bactéria foi
detectada em mel importado da Argentina em 1980 (Hansen, 1984a) e o
primeiro registro da doenca nesse pais ocorreu em 1989 (Alippi, 1992a).

A CPA néo foi relatada em algumas ilhas Caribenhas, Brasil, Chile,
paises do subsahara Africano e em parte da india (Matheson, 1996; Fries et al.,
2001). Esse patogeno também nédo foi detectado em méis brasileiros (Costa,
1995; Schuch, 2002), mas o primeiro isolamento de esporos de P. larvae

subsp. larvae ocorreu em colméias do sul do pais (Schuch et al., 2003).

2.2. INCIDENCIA DE Paenibacillus larvae subsp. larvae EM PRODUTOS
APICOLAS

O exame de produtos da colméia (mel, pdlen, cera, geléia real, larvas e
abelhas adultas) para a presenca de P. larvae subsp. larvae desempenha
papel importante no monitoramento sanitario preventivo da CPA, sendo
necessario um diagndstico precoce e acurado da ocorréncia do patégeno
(Hansen & Brgdsgaard, 2001).

A presenca de esporos de P. larvae subsp. larvae foi detectado em 8%
(15 de 187) das amostras de mel comercial de diferentes regides dos Estados
Unidos e com numero de esporos abaixo do minimo necessario para causar e
dispersar a doenca (Sturtevant, 1932).

P. larvae subsp. larvae foi detectada em 81% de amostras de mel
estrangeiro e em 23% de amostras locais coletadas no mercado varejista da
Dinamarca, e metade das amostras continha 6,0 x 10> esporos por 5 g de mel
(Hansen, 1984b). Além disso, 11% das 532 amostras de mel de colméias
colhidos entre 1978 e 1985 na Dinamarca estavam contaminadas (Hansen &
Ramussen, 1986).

P. larvae subsp. larva foi isolada de 12 das 46 amostras de abelhas
oriundas de colbnias da Australia que estavam, aparentemente, normais e sem
nenhum histérico anterior da doenca. Também foram detectadas em 12,5% (63
de 505) de amostras de mel coletadas em tambores de apicultores australianos
onde apenas 23,1% (12 de 52) dos produtores ndo tinham histérico da doenca
em nenhuma colméia (Hornitzky & Karlovskis, 1989).

Em 8,5% (7 das 82) das diferentes amostras de mel de apiarios (44) e
do comércio do Canadéa e Estados Unidos continham 2,5 x 10" a 4,0 x 10°
esporos por grama de mel (Steinkraus & Morse, 1992).



Apenas 6,4% (7 das 109) de amostras de abelhas coletadas em coldnias
silvestres da Nova Zelandia continham esporos de P. larvae subsp. larvae,
enquanto todas de colméias racionais (15) apresentavam a doenca (Goodwin
et al., 1994b).

A presenca de P. larvae subsp. larvae foi detectada em mel da Argentina
e Espanha importado pelo Brasil (Costa, 1995) e em 24,6% (347 das 1412) das
amostras de produtos importados (mel e polen) pelo Brasil durante janeiro de
1998 a maio de 2001 (Schuch et al., 2001).

Dez das 122 amostras de mel coletadas em apiarios de provincias da
Argentina continham esporos de P. larvae subsp. larvae, sendo todas oriundas
da Provincia de Buenos Aires onde 60% do mel argentino € produzido (Alippi,
1995).

A presenca de esporos de P. larvae subsp. larvae, em numero elevado,
foi detectada em todas as amostras de mel adquiridas em supermercados e
diretamente de apiarios da Argentina, Grécia, Iran, Russia e Estados Unidos.
No estudo, apenas 7% das amostras coletadas, aleatoriamente, em apiarios da
Alemanha estavam contaminadas (Von Der Ohe & Dustmann, 1997).

P. larvae subsp. larvae foi isolada de larvas de abelhas com sintomas
clinicos e em abelhas adultas coletadas em apiarios do Uruguai, sendo que o
Office International des Epizzoties ja havia detectado esporos dessa bactéria
em 44 amostras de mel uruguaio destinadas para exportacdo em 1999 (Piccini
& Zunino, 2001). Nimeros maiores que 1,0 x 10° esporos por grama de mel
estavam presentes em 51,5% das 101 amostras coletadas em colméias sem
sintomas clinicos de 19 provincias do Uruguai durante 2001 e 2002. O padréo
de distribuicdo de P. larvae subsp. larvae revelou que sua dispersao ocorreu a
partir da margem do Rio Uruguai, na regido ocidental préxima da Argentina,
para regiao oriental onde afetou quase todo o pais (Antlnez et al., 2004).

Investigando 15 amostras de mel de apicultores e 24 amostras do
mercado local em cinco paises do subsahara Africano, Fries et al. (2001) ndo
detectaram a presenca do microrganismo. Porém, 6 das 14 amostras de mel
importado de diferentes continentes e do Norte da Africa estavam
contaminadas com o patogeno.

P. larvae subsp. larvae ainda ndo havia sido detectado em produtos
apicolas produzidos no Brasil (Sattler, 1993; Costa, 1995; Sattler et al., 1996;
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Schuch et al.,, 2001) até Schuch et al. (2003) realizarem a deteccdo dos

esporos em mel, bem como em abelhas adultas e polen.

2.3. METODOS PARA DETECCAO DE Paenibacillus larvae subsp. larvae

Muitas investigacBes foram feitas para aperfeicoar meios seletivos que
respondessem, qualitativa e quantitativamente, aos requerimentos do
organismo nas fases de germinacao, crescimento e esporulacdo de P. larvae
subsp. larvae.

O diagnéstico conclusivo de CPA deveria ser feito por exame
bacterioldgico de materiais retirados adequadamente da colméia. White, em
1904, elaborou um &gar contendo larvas de abelhas sadias, porém o
crescimento das colbnias era sempre lento e escasso (White, 1920). Utilizando
um filtrado estéril das larvas, em 1907, o referido autor alcancou resultados
mais positivos, porém ndo obteve a esporulacdo. Posteriormente, em 1919,
encontrou resultados satisfatérios usando suspensdo de gema de ovo a 70%
em agua esterilizada. Sturtevant (1924) também adicionou suspenséo de gema
de ovo esterilizada, além de extrato de levedura, ao meio extrato de cenoura
(Lochhead,1928) e verificou o aumento do vigor de crescimento e longevidade
das culturas.

O primeiro método para investigacdo qualitativa e quantitativa de
esporos de P. larvae subsp. larvae baseou-se na concentracdo de esporos por
centrifugacdo e exame microscopico (Sturtevant, 1932). Essa técnica porém,
apresentou dificuldades para separacdo dos esporos da bactéria de outros
componentes do sedimento.

A adicdo de tiamina (vitamina B;) ao meio elaborado por Lochhead
(1942), composto de glicose, K;HPO,4, KNOs, MgSO,4, CaCl,, NaCl, FeCls,
peptona e agar, foi essencial para promover um bom crescimento de P. larvae
subsp. larvae. Os resultados foram confirmados por Matuka & Topolnik (1952).

Bailey & Lee (1962) ndo obtiveram bons resultados para deteccdo de P.
larvae subsp. larvae com um &gar semi-sélido composto por extrato de
levedura, glicose, amido e K;HPO,. Avaliando este meio para contagem de
esporos viaveis Shimanuki et al. (1965) verificaram que a retirada da glicose
facilitava o isolamento da bactéria. Este ultimo resultado foi confirmado por
Rose (1969).
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Gordon et al. (1973) utilizando o meio de cultura J-4gar, composto por
triptona, extrato de levedura e glicose, obtiveram resultados satisfatorios tanto
para o0 crescimento vegetativo quanto para esporulacdo de P. larvae subsp.
larvae. Hansen (1984b) descreveu dois métodos envolvendo a inoculacao
direta de mel no meio J-agar, sugerido por Gondon et al. (1973), que
determinavam a presenca de aproximadamente 1,0 x 10* esporos por grama
de mel.

Avaliando diversos meios de cultura Lodesani et al. (1985) selecionaram
0 meio de Bailey & Lee (1962) modificado com 1,5% de amido como o mais
adequado para esporulagéo.

Lloyd (1986) verificou que o agar sangue apresentava resultado superior
quanto a facilidade e rapidez no diagndéstico da doenca em relacdo a outros
meios comumente utilizados. O tratamento térmico de um preparado com
larvas de abelhas infectadas inoculadas em placas com &agar base,
suplementado com 7 % sangue de carneiro, foi eficiente para isolar o P. larvae
subsp. larvae e evitou o crescimento de Paenibacillus alvei (Hornitzky &
Karlovskis, 1989).

Para determinar o niumero de esporos presentes no mel Shimanuki &
Knox (1988, 2000), apGs concentrar os esporos por didlise e centrifugacao,
inocularam em agar cérebro-coracdo suplementado com tiamina (0,1 mg/L).
Contudo a deteccdo do patdgeno era dificultada quando o mel estava
contaminado com P. alvei.

Hornitzky & Clark (1991) resolveram este problema suplementado agar
sangue de carneiro com acido nalidixico, na concentracdo de 3 pg/mL. Alippi
(1991, 1992b) também adicionou a mesma concentracdo de acido nalidixico ao
caldo nutriente desenvolvido por Rose (1969) para conseguir isolar o P. larvae
subsp. larvae em restos larvais de abelhas contaminadas com P. alvei.

Comparando diferentes meios Hornitzky & Nicholls (1993), encontraram
que o J-agar foi superior ao agar sangue de carneiro e ao agar infusdo cérebro-
coracdo, todos suplementados com &cido nalidixico. O agar MYPGP que
contém caldo Muller-Hinton, extrato de levedura, K,HPO,, piruvato de sédio,
agar e glicose, foi superior para recuperacdo de numeros baixos de esporos
guando atmosfera com 5% de CO,, apds estudo comparativo com outros meios

sélidos, entre eles o J-agar (Nordstrom & Fries, 1995)
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Concentracdo de esporos por centrifugacdo e cultivo em agar cérebro de
coracdo suplementado com 0,1 mg de tiamina e 3 ug/mL de &cido nalidixico
(Costa, 1995) apresentou resultados melhores que o cultivo direto em meio J-
agar (Hansen, 1984a) ou a concentracao por dialise e cultivo em agar cérebro
de coracdo (Shimanuki & Knox, 1988), quando utilizadas para deteccédo de P.
larvae subsp. larvae em mel.

Alippi (1995) evitou o desenvolvimento de outras espécies de Bacillus
gue normalmente se desenvolvem antes que os esporos de P. larvae subsp.
larvae germinem, adicionando os acidos nalidixico e pipemidico ao J-agar.

Von Der Ohe & Dustmnn (1997), detectaram até 9,78 x 10* esporos por
grama de mel utilizando o método desenvolvido por Von Der Ohe et al. (1996),
onde o mel diluido a 50% é inoculado em &gar sangue de carneiro.

Recentemente, Schuch et al. (2001) elaboraram um meio solido seletivo
denominado agar Paenibacillus larvae que compreende quantidades iguais de
agar base Bacillus cereus (PEMBA), agar soja triptona (TSA) e agar nutriente
suplementado (SNA), enriquecido com acido nalidixico a 0,1%, acido
pipemidico a 0,2 % e emulsdo de gema de ovo a 50%. A metodologia analitica
completa desenvolvida detecta menos de 10 esporos viaveis por mililitro de
mel.

Outros procedimentos baseados na combinacdo do crescimento do P.
larvae subsp. larvae em meio seletivo e identificacdo por Reacdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) estdo sendo desenvolvidos para deteccdo e
identificacdo deste microrganismo (Govan et al., 1999; Dobbelaere et al., 2001,
Lauro et al., 2002, Piccini et al., 2002).

Allipi et al. (2002) desenvolveram um procedimento rapido para
identificacdo do P. larvae subsp. larvae, baseado em PCR e anélise de
fragmento de restricdo dos genes rRNA 16S em larvas exibindo sintomas
clinicos de CPA.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia Apicola do
Departamento de Biologia Animal, na Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Minas Gerais em duas etapas. Na primeira, as amostras de mel de apiarios do
Estado do Piaui foram analisadas com a metodologia analitica oficial brasileira
para pesquisa de Paenibaccillus larvae subsp. larvae. Na segunda, foram
avaliadas modificacdes nesta metodologia, quanto ao meio de cultura utilizado
e ao preparo da amostra de mel, visando torna-la mais facil de executar e

eficaz na recuperacéo de esporos presentes, além de reducédo de custos.

3.1. INVESTIGACAO DE Paenibacillus larvae subsp. larvae EM MEL
3.1.1. Amostras de mel

As amostras de mel foram fornecidas por produtores, empresas e
associacbes do Estado do Piaui e solicitadas pessoalmente ou por
correspondéncia. Os locais de coleta foram selecionados em regides com
maior risco potencial de introducdo do patdégeno como as microrregides e
municipios polo da atividade apicola e limitrofes com os Estados do Cearéa e
Bahia (Figura 1).

Uma amostra representativa de um apiario foi composta por uma fragéao
de mel de cada colméia, coletada pressionando-se um copo sobre a regido

superior do favo de um quadro de cria até romperem os opérculos e 0 mel
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escorrer para dentro do recipiente (Figura 2). Em seguida, o mel era transferido
para um pote plastico de 250 g, lacrado, identificado com o nome do apicultor,
apiario, municipio, data da coleta e enviado ao Laboratério de Patologia
Apicola da UFV.

A coleta foi realizada em apenas um quadro do ninho de cada colméia.
Quando o apiario possuia mais de 20 colméias, coletou-se, aleatoriamente, em
20. O recipiente de coleta do mel no favo, bem como os utensilios utilizados

eram higienizados entre a coleta dos apiarios.

Capital: Teresina Namero de Municipios: 221
%ﬁf L Hos
{:‘ { o ifinwias pavimentaras
‘)’{.:L_" &+ wulradas de fene
i}"( i @ o porios
@ <= asropanos

O @ anroportos intermacienais

8o Lourengo do Fiaui

Corongl losé Dias

Figura 1. Mapa do Estado do Piaui (IBGE, 2004), destacando 0os municipios
amostrados pela pesquisa.

Figura 2. Coleta do mel operculado da regido superior do favo com crias do
ninho da colméia.
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A amostra podia conter cera ou abelhas por ndo se tratar de analise de
qualidade do produto. No momento da coleta a colméia foi examinada em
busca de sintomas de doencgas de crias.

Foram investigadas cerca de 1220 colméias em 61 apiarios, totalizando
61 amostras. No Estado do Piaui, estima-se ter em torno de 170.000 colméias,
baseando-se na produtividade média por colbnia fixa (12,5 kg) e no total de mel
produzido no Estado (2.2000 toneladas) segundo o IBGE (2002).

3.1.2. Preparo das amostras

Conforme a metodologia oficial, cada amostra foi aquecida em banho-
maria a 45°C durante o tempo necessario para descristalizar e/ou diminuir sua
viscosidade. Apdés homogeneizacdo vigorosa da amostra, transferiu-se,
assepticamente, uma aliquota de 20 mL para tubo de centrifuga esterilizado,
tipo “Falcon” com tampa rosqueével, e adicionaram-se 30 mL de solucao salina
tamponada fosfatada (PBS).

O tubo fechado foi agitado vigorosamente e centrifugado a 3000 g
durante 30 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado.
O sedimento, ressuspendido em 1 mL de PBS, foi transferido para tubo de
ensaio com tampa de rosca e submetido a choque térmico de 80°C por 10

minutos para inativacao das células vegetativas.

3.1.3. Isolamento e confirmacédo de Paenibacillus larvae subsp. larvae

Aliquotas de 0,1 mL da suspensao preparada a partir de cada amostra
de mel foi inoculada, em duplicata, sobre a superficie seca de agar P. larvae
subsp. larvae (ABL), desenvolvido por Schuch et al. (2001) e recomendado
pela Instrucdo Normativa n°62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2003c).

O &gar ABL é um meio sélido seletivo a base de quantidades iguais (100
mL) de agar base Bacillus cereus (PEMBA), agar soja triptona (TSA) e agar
nutriente suplementado (SNA), enriquecido com acido nalidixico (0,1 %), &cido
pipemidico (0,2 %) e emulsédo de gema de ovo (50 %).

Com auxilio de bastdo de vidro tipo “hockey”, espalhou-se,
cuidadosamente, o indculo sobre a placa. As placas foram incubadas invertidas
a 36+1°C e examinadas diariamente por até cinco dias quanto ao crescimento
de colbnias tipicas de P. larvae subsp. larvae. Cada série de amostras
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analisadas foi acompanhada de uma amostra-testemunha positiva
propositalmente contaminada com esporos de P. larvae subsp. larvae.

Colonias de P. larvae subsp. larvae morfologicamente suspeitas foram
submetidas aos testes de catalase e Gram. Para fins de comparagcdo, um
esfregaco de P. larvae subsp. larvae da amostra-testemunha positiva foi corado
pelo método de Gram.

Em caso da ocorréncia de colbnias catalase negativas e células Gram-
positivas, as analises complementares de crescimento em superficie de agar
nutriente sem extrato de levedura, decomposicdo da caseina e verificacdo de
crescimento tipico no agar leite tiamina (ALT) desenvolvido por Schuch et al.
(2001) seriam conduzidas.

3.2. AVALIAC;AO DE MEIOS DE CULTURA PARA PESQUISA DE
Paenibacillus larvae subsp. larvae EM MEL
3.2.1. Amostras de mel
O mel utilizado neste experimento foi coletado nas colméias do Apiario
da UFV, em maio de 2004 e analisado com a metodologia oficial, para
confirmar ou ndo a auséncia de esporos de P. larvae subsp. larvae.
Caso o mel colhido e analisado para o experimento ndo apresente
esporos de P. larvae subsp. larvae, se evitara esteriliza-lo para que mantenha

diferentes populacdes de bactérias naturalmente presentes.

3.2.2. Microrganismos

Foi usada estirpe de referéncia P. larvae subsp. larvae da American
Type Culture Collection (ATCC 9545), obtida pelo Laboratério Regional de
Apoio Animal (LARA) do Ministério de Agricultura e Abastecimento, Porto
Alegre, RS.

3.2.3. Preparo da suspensédo de esporos de Paenibacillus larvae subsp.
larvae
As células de P. larvae subsp. larvae foram cultivadas no meio de
esporulacdo proposto por Rogert Fulginiti Corseuil denominado “Meio
Experimental para Esporulacdo de Clostridios” (Schuch, 2002). Este meio &
composto por peptona (20 g), extrato de levedura (5 g), glicose (12,5 g), cloreto
de sodio (5 g), L-cisteina (0,5 g), extrato de carne (3 g) e caldo de figado (0,5
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L) por 0,5 L de agua destilada. O caldo de figado foi obtido por fervura de 500 g
de figado bovino em 1 L de 4gua durante uma hora e, em seguida, filtrado em
papel de filtro.

Vérias colbnias do microrganismo cultivadas durante 3 dias em ABL
foram inoculadas em 80 mL do meio de esporulacdo, contido em um tubo de
ensaio, e incubadas por cinco dias a 35°C e cinco dias a temperatura ambiente.

O contedado do tubo foi centrifugado a 3.000 g por 30 minutos em
temperatura ambiente apos periodo de incubacdo. O sedimento foi
ressuspendido em 40 mL de PBS e centrifugado outra vez. O processo foi
repetido mais quatro vezes. Na Ultima vez o sedimento foi ressuspendido em
10 mL de PBS para concentrar a suspensao de esporos e submetido ao
choque térmico de 80°C por 10 minutos.

O numero de esporos na suspensado foi determinado pelo método de
contagem de colbnias em meio ABL. A partir da suspenséo foram preparadas
diluicBes decimais sucessivas no mesmo diluente. Aliquotas de 0,1 mL das
diluicbes foram plaqueadas em superficie de agar ABL e espalhadas com
bastéo tipo “hockey” até completa absorcdo pelo meio. Entdo, foram incubadas
a 36°C por até 120 horas para a contagem presuntiva de P. larvae subsp.
larvae.

A contagem de colbnias foi realizada em placas com 25 a 250 colbnias
tipicas e 0o numero de esporos da suspensdo inicial foi determinado
multiplicando-se o numero de coldnias observado pelo fator de diluicdo e
dividindo-se este resultado pela quantidade da aliquota inoculada.

3.2.4. Contaminagao do mel com Paenibacillus larvae subsp. larvae
Cada aliguota de 20 mL de mel foi contaminada com um ndmero
conhecido de esporos de P. larvae subsp. larvae e homogeneizada para

garantir uma distribuicdo uniforme do microorganismo.

3.2.5. Isolamento e contagem de Paenibacillus larvae subsp. larvae

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos nos itens 3.1.2. e
3.1.3., porém, para propositos comparativos os sedimentos procedentes das
centrifugac6es foram ressuspendidos para completar 2 mL (in6culo A) e 1 mL
(indculo B) de PBS.
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Os suplementos utilizados no meio de cultivo adotado pelo método
oficial brasileiro para pesquisa deste microrganismo foram adicionados ao agar
cérebro-coracdo com tiamina (BHIT), utilizado por Shimanuki & Knox (1988). O
BHIT € um meio de preparo mais simples que aquele (ABL) usado pela
metodologia oficial. A escolha deste meio é devido a capacidade comprovada
de isolar esporos de P. larvae subsp. larvae em mel (Costa, 1995) e seu modo
de preparo simplificado. Entdo, aliquotas de 0,1 mL de cada suspensédo foram
inoculadas, em duplicata, nos diferentes meios preparados:

1. Agar P. larvae (ABL);

2. Agar infusdo cérebro coracdo, suplementado com 0,04 mL de tiamina a
0,25%, 10 mL de acido nalidixico a 0,1% e 10 mL de acido pipemidico a
0,2% por litro de meio (BHITA);

3. BHITA suplementado com 100 mL de emulsdo de gema de ovo a 50%
(EMO) por litro de meio;

4. BHITA, suplementado com 30 mL de leite em p6 desnatado reconstituido
a 12% (LDR) por litro de meio €;

5. BHITA, suplementado com 100 mL de EMO a 50% e 30 mL de LDR a
12% por litro de meio.

A adicdo de LDR ao meio BHIT foi feita para tentar facilitar a
identificacdo da colonia, baseando-se na deteccao de enzimas produzidas pelo

P. larvae subsp. larvae que hidrolisam a caseina presente no leite.

As amostras positivas submetidas a analises foram acompanhadas por
uma amostra-testemunha negativa preparada a partir do mesmo mel. A
determinacdo qualitativa e quantitativa da presenca de P. larvae subsp. larvae
baseou-se na avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas das colbnias e testes
bioquimicos apds cultivo. Colénias morfologicamente duvidosas para P. larvae
subsp. larvae foram submetidas a provas confirmatorias de catalase e Gram.

Foi feita a contagem, simultanea, do niumero de colbnias de P. larvae
subsp. larvae e de contaminantes aerdbios presentes por placa. A unidade
experimental foi constituida pela placa de Petri e os tratamentos por cada meio
mais o respectivo indculo (A ou B). Foram feitas cinco repeticdes e o resultado
das contagens médias das colbnias foi submetido a ANOVA e comparado pelo

teste de Duncan.

19



3.3. AVALIACAO DA DILUICAO, TEMPO E VELOCIDADE DE
CENTRIFUGACAO DO MEL PARA DETECCAO DE Paenibacillus
larvae subsp. larvae

3.3.1. Amostras de mel
O mel para compor as amostras desta etapa do experimento teve origem

e anéalise conforme descrito no item 3.2.1.

3.3.2. Contaminagao do mel com Paenibacillus larvae subsp. larvae

Cada aliguota de mel inoculada com uma populacdo conhecida de
esporos, conforme os procedimentos descritos nos itens 3.2.3 e 3.2.4., foi
submetida a rotinas de preparo da amostra, combinando diferentes dilui¢cdes,
tempos e forca centrifuga (Tabela 1). Em cada repeticdo experimental foi
preparada uma nova diluicAo a partir da suspensdo de esporos para

contaminar o mel, conforme descrito no item 3.2.3.

Tabela 1. As diluicbes, tempos de centrifugacdo e forcas centrifugas
empregadas para pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. larvae

em mel.
Variaveis Fatores
Diluicdo (mel em PBSY) 1:25 1:5 1:10
Tempo de centrifugacéo (min?) 20 30 40
Forca centrifuga (g°) 3.000 6.000 8.000

1 PBS = solugéo salina tamponada fosfatada.
2 min = minutos.
3 g = aceleracao gravitacional.

Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, o sedimento
ressuspendido em 1 mL de PBS e submetido ao choque térmico. A diluicdo do
mel foi realizada em um erlenmeyer quando o volume total da amostra (mel +
PBS) excedeu a capacidade do tubo da centrifuga, sendo depois distribuida em
um numero suficiente de tubos. Ao final da centrifugacao, os sedimentos foram

reunidos em um unico tubo antes do choque térmico.

3.3.3. Isolamento e contagem de Paenibacillus larvae subsp. larvae

Cada aliquotas de 0,1 mL, resultante do procedimento descrito no item
3.2.3., foi inoculada em duplicata sobre a superficie seca do meio selecionado
na etapa anterior da pesquisa. As placas foram, entdo, incubadas a 36+1°C,

examinadas diariamente. Fez-se a contagem de colonias tipicas de P. larvae
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subsp. larvae por placa apdés 72 horas. Cada série de amostras analisadas foi
acompanhada com uma amostra-testemunha negativa do mel. Em col6nias
duvidosas quanto sua morfologia eram feitas provas confirmatérias de catalase
e Gram.

A unidade experimental foi constituida pela placa de Petri e o0s
tratamentos pela combinacdo entre os fatores da variavel diluicdo, tempo de
centrifugacdo e forgca centrifuga. Cada tratamento foi repetido trés vezes. O
resultado das contagens meédias do numero de colbnias foi submetido a

ANOVA e comparado pelo teste de Duncan.

3.4. DESINFECCAO DE MATERIAL PROVENIENTE DOS TESTES COM
ESPOROS DE Paenibacillus larvae subsp. larvae
Devido a periculosidade de Paenibacillus larvae subsp. larvae, todo
material usado durante as analises microbiolégicas foi submetido a

autoclavacao por 60 minutos a 121°C, antes da lavagem ou descatrte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. INVESTIGACAO DE Paenibacillus larvae subsp. larvae EM MEL DE
APIARIOS DO ESTADO DO PIAUI

Todas as 61 amostras de mel, coletadas no Estado do Piaui,
apresentaram resultados negativos quanto a presenca de esporos de
Paenibacillus larvae subsp. larvae, indicando que o patdgeno ndo deve ter
atingindo estes apiarios. Todas as colméias inspecionadas nao exibiam
nenhum sintoma de Cria Puatrida Americana (CPA). Isto € importante, pois a
regido amostrada compreende municipios que estdo incluidos entre os mais
importantes para a pratica da apicultura desse Estado (Vilela, 2001).

Cada amostra composta por fragcbes de mel de 20 colméias de um
apiario, embora resultasse numa diluicdo de 1:20, o modo de coleta foi
considerado eficiente, ao contrario do realizada no tambor do mel colhido em
um apiario, onde a diluicdo pode ser extremamente maior. Além disso, o mel
colhido nos favos de crias, ou seja, dentro do ninho, pode conter uma
concentracdo de esporos de P. larvae subsp. larvae mais elevada em relacéo
aos da melgueira. A coleta de amostra composta é recomendada por Hansen &
Rasmussen (1986) e Hansen & Brgdsgaard (1999) para reduzir o custo da
andlise.

A andlise do mel das colméias € importante, pois 0 humero de esporos
de P. larvae subsp. larvae necessarios para causar a infeccdo em uma colénia
é variavel (Sturtevant, 1932; Hansen et al., 1988; Hansen & Brgdsgaard, 1997).

A incidéncia final de P. larvae subsp. larvae em mel de um apiario monitorado
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de 1979 a 1984 foi acima de 3,0 x 10° esporos por grama de mel, contudo sem
qualquer sinal da infecgcdo durante esse periodo (Hansen, 1986). A técnica
desenvolvida por esse autor detectava a bactéria, apenas, quando a mesma
apresentava mais de 2,0 x 10% esporos por grama de mel. Mesmo com 10
esporos por mililitro de mel a deteccdo de contaminacdo em produtos apicolas
pode ser realizada mesmo sem observar sinais da infec¢cdo (Schuch et al.,
2003).

O monitoramento para a prevencdo da CPA € importante devido ao
aumento da importacdo de mel pelo Brasil, a partir da década de 90, em
especial para o Piaui e Estados vizinhos proveninetes, principalmente, da
Argentina e do Uruguai (MDIC, 2004). Nestes paises, essa doenca esta
amplamente distribuida, o que constitui um risco para a introducéo da doenca.

A importacdo de mel fracionado pode facilitar a introducdo e disperséo
dos esporos de P. larvae subsp. larvae até os apiarios brasileiros, pelo fato
dessas embalagens, ainda com residuo de mel, serem descartadas em locais
inadequados. Desta forma, as abelhas podem coletar e transportar o produto
até sua coldnia, onde estes esporos podem encontrar condicbes de
germinacdo através das crias de abelhas da colénia (Message, 2000). O
produto contaminado pode, também, conter residuos de quimioterapicos devido
a necessidade de realizacdo do tratamento das colbnias afetadas nos paises
afetados com a CPA. Em mel fracionado importado pelo Brasil foram
detectados esporos de P. larvae subsp. larvae (Costa, 1995; Schuch et al.,
2001).

No entanto, a presenca de esporos P. larvae subsp. larvae ndo foi
detectada em mel fracionado dos Estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia (Satller, 1993; Costa, 1995).
Além disso, nenhuma colméia brasileira foi diagnosticada com CPA, apesar de
terem sido isolados em produtos de colméias do sul do pais (Schuch et al.,
2002, 2003).

E importante realizar-se o monitoramento da presenca de esporos P.
larvae subsp. larvae, a nivel nacional, incluindo amostras nacionais e
importadas, devido a extensa fronteira brasileira com paises onde a doenca
ocorre. Os monitoramentos sédo feitos por amostragem, o que pode excluir
alguma amostra positiva. Por isto, uma medida complementar seria a

implantagdo de politicas que visem o treinamento dos apicultores no
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reconhecimento dos sintomas da doenca para que se possam registrar

qualquer caso e tomar medidas sanitarias de controle.

4.2. AVALIAC,‘AO DE MEIOS DE CULTURA PARA DETEC(;AO DE
Paenibacillus larvae subsp. larvae EM MEL

N&ao foi necessario esterilizar o mel colhido para este estudo, pois nao
foram detectados esporos de P. larvae subsp. larvae. Deste modo, as amostras
de mel continham outras populacbes de bactérias, além daquela de P. larvae
subsp. larvae inoculada experimentalmente.

A suspensdo de P. larvae subsp. larvae preparada continha 7,6 x 10°
esporos/mL. Ensaios preliminares, apds centrifugacao a 3000 g por 30 minutos,
mostraram reducdo na grandeza de casas decimais na contagem dos isolados
na placa em relacdo a concentracédo de esporos inoculada no mel. Por isto, foi
usada uma aliquota de 0,1 mL a partir da diluicdo de 1 mL da suspensdo em 9
mL de solucao salina tamponada fosfatada (PBS) para inocular cada amostra
de mel. Assim, garantiu-se o isolamento de um namero inferior a 250 colbnias,
facilitando a contagem.

Verificou-se a formacao de colonias P. larvae subsp. larvae a partir de
30 horas de incubacdo e as caracteristicas morfolégicas dos isolados ndo
diferiram entre os meios e foram as mesmas descritas por Schuch et al. (2001).

O agar Paenibacillus larvae (ABL) mostrou capacidade de isolar maior
namero de esporos desta bactéria em mel (P<0.05) comparada aos demais
meios avaliados (Tabela 3). A contagem média de colénias nesse meio foi
maior para as duas concentracbes do indculo. Schuch et al. (2001) nao
verificaram diferencas significativas entre as contagens do ABL e BHIT.

Esporos de bactérias do género Bacillus, provavelmente, germinam em
resposta a nutrientes ou substancias ndo nutritivas como lisozima, ions calcio,
acido dipicolinico, surfactantes, sais e efeito de altas pressdes (Selton, 2003).
O ABL inclui em sua formulacao extrato de levedura, presente no agar nutriente
suplementado (SNA), que é eficiente no isolamento de P. larvae subsp. larvae
(Sturtevant, 1924; Bailey & Lee, 1962; Shimanuki et al., 1965; Rose, 1969;
Gordon et al., 1973). Considerando que ndo houve adi¢cao de tiamina ao ABL,
como foi feito para os outros meios, o extrato de levedura ja é rico em tiamina
(Matuka & Topolnik, 1952).
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Tabela 2. Numero de coldnias de Paenibacillus larvae subsp. larvae isoladas,
apos incubacdo a 36+1°C por 72 h, em diferentes meios: (ABL) agar
P. . larvae; (BHITA) agar infusdo cérebro coragdo + tiamina + acido
nalidixico + acido pipemidico; (BHITA-1) BHITA1L + emulsdo de
gema de ovo a 50% (EMO); (BHITA-2) BHITA + leite em po
desnatado reconstituido a 12% (LDR); (BHITA-3) BHITA + EMO +

LDR.
NUMERO DE COLONIAS P. larvae subsp. larvae*
MEIO DE CULTURA In6culo A* In6culo B2
APL 129.4 aA 58.3 bA
BHITA 4.9 aC 1.1 aC
BHITA-1 70.5 aB 50.2 aAB
BHITA-2 8.7 aC 4.3 bC
BHITA-3 64.8 aB 47.6 aB

* Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha ou mailsculas na coluna, ndo diferem, entre si, a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

1 Inéculo de P. larvae subsp. larvae obtido pela ressuspensdo do sedimento da centrifugacdo com
solucdo salina tamponada fosfatada para completar 2 mL.

2 In6culo de P. larvae subsp. larvae obtido pela da ressuspensdo do sedimento da centrifugacdo com
solucéo salina tamponada fosfatada para completar 1 mL.

Agar infusdo cérebro coracdo suplementado com tiamina quando foi
adicionada emulsdo gema de ovo a 50% (BHITA-1 e BHITA-3) isolou maior
namero de esporos de P. larvae subsp. larvae (P<0.05) em relacdo aqueles
sem suplementos (BHITA) ou com leite em pd desnatado reconstituido a 12%
(BHITA-2). Este efeito positivo também foi constatado nos meios propostos por
White (1920), Sturtevant (1924) e Schuch et al. (2001).

N&o foi possivel distinguir a formacado de um halo transparente ao redor
das colbénias nos meios onde o LDR foi adicionado devido a protedlise. Nestes
meios as colbnias nao diferiram morfologicamente daquelas observadas nos
demais meios avaliados. Schuch et al. (2001) nédo verificaram diferencas
morfologicas em colbnias inoculadas em agar leite tiamina quando se observa
o halo de clarificagdo resultante da hidrolise da caseina.

Todos o0s meios inibiram, de modo semelhante, os contaminantes
aerobios (P<0.05) (Tabela 3). Este resultado foi em razdo da adicdo em todos
0s meios de quantidades iguais de acido nalidixico e pipemidico para inibir total
ou parcialmente o crescimento de diversas espécies de microrganismos

contaminantes.

Tabela 3. Numero de colénias contaminantes aerdbios, ap0s incubagdo a
36+1°C por 72 h, em diferentes meios de cultura: (ABL) agar P. |.
larvae; (BHITA) agar infusdo cérebro coracdo + tiamina + acido
nalidixico + acido pipemidico; (BHITA-1) BHITA1 + emulsédo de
gema de ovo a 50% (EMO); (BHITA-2) BHITA + leite em pd
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desnatado reconstituido a 12% (LDR); (BHITA-3) BHITA + EMO +

LDR.
NUMERO DE COLONIAS P. larvae subsp. larvae*
MEIO DE CULTURA In6culo A’ In6culo B?
APL 25.7 aB 5.0 aB
BHITA 18.9 aAB 7.4 bAB
BHITA-1 15.6 aAB 13.6 aAB
BHITA-2 23.9 aA 17.7 aA
BHITA-3 10.6 aB 9.4 aAB

* Médias seguidas pela mesma letra, minUscula na linha ou maidsculas na coluna, ndo diferem, entre si, a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

1 In6culo de P. larvae subsp. larvae obtido pela ressuspensdo do sedimento da centrifugacdo com
solucéo salina tamponada fosfatada para completar 2 mL.

2 Iné6culo de P. larvae subsp. larvae obtido pela ressuspensdo do sedimento da centrifugagdo com
solucéo salina tamponada fosfatada para completar 1 mL.

O crescimento da microbiota natural contaminante do mel em meio de
cultura ndo seletivo pode ocorrer antes do crescimento de P. larvae subsp.
larvae (Alippi, 1991, 1995; Schuch et al., 2001). Contudo, a inibicdo do P.
larvae subsp. larvae ndo ocorre quando o meio € suplementado apenas com
acido nalidixico (Hornitzky & Clark, 1991; Alippi; 1991, 1992b; Costa, 1995) ou
quando se utiliza estes dois antibiéticos no meio J-agar e ABL (Alippi, 1995;
Schuch et al., 2001).

Verificam-se possibilidades de que a combinacdo de acido nalidixico
com pipemidico pode influenciar o crescimento dessa bactéria quando
inoculada no meio BHITA. Entretanto, efeitos de inibicdo do P. larvae subsp.
larvae quando suplementaram o meio, apenas, com acido nalidixico ndo foram
relatados (Hornitzky & Clark, 1991; Alippi, 1991, 1992b; Costa, 1995) ou com
estes dois antibiéticos no meio J-4gar e ABL (Alippi, 1995; Schuch et al., 2001).

As bactérias relacionadas como os principais contaminantes de mel e
capazes de crescerem nos meios de cultura usados para isolar esporos de P.
larvae subsp. larvae inclui Paenibacillus alvei. Esporos dessa espécie
germinam, rapidamente, e, em razdo de sua motilidade, formam col6nias que
cobrem toda a placa de cultivo em 24 a 48 horas, o que impossibilita a
visualizacdo das col6nias de P. larvae subsp. larvae (Alippi, 1991, 1992b). No
entanto ndo foi constatada a presenca dessa bactéria em nenhuma placa dos

meios avaliados.

43. AVALIACAO DA DILUICAO, TEMPO E VELOCIDADE DE
CENTRIFUGACAO DO MEL PARA PESQUISA DE Paenibacillus

larvae subsp. larvae
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A diluicdo de uma parte de mel em quatro de PBS (1:5) isolou maior
namero de esporos de P. larvae subsp. larvae em mel (P<0.05). Porém, a
diluicdo de uma parte de mel em nove de PBS (1:10) isolou numero inferior de
esporos (P<0.05) dessa bactéria comparada aquela de 1:5 (Tabelas 3 e 4). Isto
pode ter ocorrido em funcao da divisdo do volume final da diluicdo 1:5 em dois
tubos de centrifugacéo e de 1:10 em quatro. O sedimento era reunido em um
anico tubo ao final da centrifugacdo, assim este procedimento pode ter
resultado na perda de esporos nas paredes dos tubos.

Sturtevant (1932) constatou ser necessario diluir, no minimo, uma parte
de mel para nove de 4gua e uma dupla centrifugacéo, por 30 minutos e depois
mais 20 minutos em 2000 r.p.m., para recuperar-se esporos de P. larvae
subsp. larvae. Sugeriu que muitos esporos podem permanecer em suspensao
apos as centrifugacdes com diluicbes baixas e, assim, serem perdidos quando

descarta-se o sobrenadante.

Tabela 4. Andlise de variancia referente a contagem de colénias Paenibacillus
larvae subsp. larvae em funcédo da diluicdo, tempo de centrifugagao
e forca centrifuga.

FONTE DE VARIACAO GL QUADRADO MEDIO * F
Diluicdo (D) 2 1212.56 * 9.81
Tempo (T) 2 2000.60 1.62

DxT 4 106.11 0.86
Velocidade (V) 2 1748.21 * 14.14
DxV 4 141.81 1.15
TxV 4 304.96 * 2.47
DxTxV 8 107.12 0.87
Residuo 52 619.02 5.01

* Significativo a 5 % de probabilidade.

Apo6s as centrifugacdes, foi verificada a presenca de muito sedimento,
podendo ter ocorrido pelo fato do mel ter sido coletado direto do favo, sem a
adocéao de qualquer procedimento de filtracdo. Sturtevant (1932, 1936) também
encontrou dificuldades em separar a bactéria de outros componentes do
sedimento apods processo de centrifugagao.

A solucao para esses problemas pode ser a realizagdo de uma filtracéo
prévia do mel em peneira de aco para remocéo dos sedimentos maiores e uma

centrifuga com rotor para tubos conicos de volume maior.
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Tabela 5. Numero de coldnias de Paenibacillus larvae subsp. larvae isoladas,
apos incubacéo a 36+1°C por 72h, em diferentes diluices.

DILUICAO (mel em PBS) GL MEDIA (UFC/ml de mel) * + ERRO PADRAO
1:2,5 27 39.05C
1:5 27 52.44 A
1:10 27 45.22 B

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Os tempos de centrifugacdo investigados apresentaram resultados
semelhantes. Entretanto, verificaram-se diferencas entre as forcas centrifugas
(P<0.05) e em sua interacdo com o tempo (P<0.05). Sob centrifugacfes de
6000 g e 8000 g por 30 ou 40 minutos foram isolados um namero maior de
esporos de P. larvae subsp. larvae (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de col6nias de Paenibacillus larvae subsp. larvae isoladas,
apés incubacdo a 36+1°C por 72h, sob diferentes tempos de
centrifugacéo e forca centrifuga.

TEMPO FORCA CENTRIFUGA (g)

(min) 3.000 6.000 8.000
20 31.04 bA 44.94 aB 51.33 aAB
30 37.22 bA 50.67 aAB 52.72 aA
40 40.78 bA 57.83 aA 43.61 bA

* Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha ou mailsculas na coluna, ndo diferem, entre si, a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Na técnica de Hornitzky & Clark (1991), com diluicdo 1:3 e forca
centrifuga de 3.000 g por 45 minutos, foi possivel recuperar a bactéria quando
em concentracao inferior a 5000 esporos por mililitro de mel. Shimanuki & Knox
(1988) centrifugaram o produto da dialise em 2.000 g por 20 minutos e
obtiveram um limite de deteccdo em torno de 80 esporos/mL de mel. Costa
(1995) com diluicdo de 1:10 submetida a 10.000 g por 40 minutos, obteve
recuperacado de até 10 UFC/g de mel. O método oficial brasileiro prevé diluicdo
de uma parte de mel em uma e meia de PBS (1:2,5) e centrifugacéo a 3.000 g
durante 20 minutos (Schuch et al., 2001; Brasil, 2003c) para detectar menos de
10 esporos por mililitro de mel. Isto indica variacdo no numero de esporos de P.
larvae subsp. larvae detectados em funcdo da diluicdo, tempo e forca de
centrifugacédo empregada.

A utilizacdo de 6000 g e 8000 g por 30 e 40 minutos resultou na
recuperacdo de maior numero de esporos desse patdégeno que a 3000 g. Isto
sugere que haveria uma reducéo no limite de deteccéo de esporos de P. larvae
subsp. larvae em mel para numero inferior ao de Schuch et al. (2001),
adotados pela metodologia oficial brasileira. Porém, é necessario investigar o
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efeito de maior diluicdo, tempo de centrifugacdo e forca centrifuga em funcéo
das limitagBes dos equipamentos para andlise.

Trabalhos que visam melhorar a metodologia adotada sado importantes
em funcdo da periculosidade de P. larvae subsp. larvae para abelhas Apis
mellifera e pelo fato da CPA néo ter, ainda, sido diagnosticada no Brasil. Além
disso, a reducdo do limite de deteccdo € relevante, pois geralmente se
analisam amostras de mel compostas a partir de um apiario ou de entrepostos,
fracionados ou néo, e que resultam na mistura de mel de todos os apiarios.
Nessas condi¢cdes, o numero de esporos de P. larvae subsp. larvae pode esta

bastante reduzido.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae ndo foram detectados em
amostras de mel coletadas nas colméias de Apis mellifera do Estado do
Piaui.

O agar Paenibacillus larvae isolou um numero maior esporos de P. larvae
subsp. larvae em mel.

Todos os meios de cultura avaliados inibiram igualmente o crescimento de
contaminantes aerobios.

Um maior namero de esporos de P. larvae subsp. larvae foi isolado quando
se diluia uma parte de mel em quatro partes de solucdo salina tamponada
fosfatada.

Sob centrifugacbes de 6000 g e 8000 g por 30 e 40 minutos foram isolados

um numero maior de esporos de P. larvae subsp. larvae em mel.
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