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Isolamento de esporos de Paenibacillus larvae
subsp. larvae no Brasil"
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Resumo — Este trabalho objetivou detectar presenga de esporos de
Paenibacillus larvae subsp. larvae em produtos de um entreposto do
interior do Estado do Rio Grande do Sul, a identificagdo de possiveis
fontes de contaminagdo e a avaliacdo da possibilidade da transferéncia
de esporos para colméias de apiarios adjacentes a partir de produtos
importados contaminados. Foram analisados mel e polen importados
disponiveis no entreposto, favo do ninho (crias, pdlen e mel) colhido
de uma colméia sadia, mel estocado em um dos apiarios e¢ abelhas
adultas. Os resultados foram positivos em relagdo ao mel e polen
importados, a trés grupos de abelhas adultas e ao mel do favo.

Termos para indexagdo: Apis mellifera, mel, polen, contaminag@o, col-
méia.

Detection of Paenibacillus larvae subsp. larvae spores in Brazil

Abstract — The objective of this work was to detect the presence of
Paenibacillus larvae subsp. larvae spores in products from a ware-
house located in Rio Grande do Sul State, Brazil, the identification of
possible contamination sources, and the assessment of spores trans-
ference possibility from contaminated imported products from the
warehouse to apiaries located in the surrounding area. Samples of
imported pollen and bulk honey stocked in the warehouse, and honey-
comb (brood, honey and pollen) from a healthy hive, honey from one
apiary and adult bees were analyzed. Imported honey and pollen, and
three groups of adult bees and the honey collected from the honey-
comb resulted positive.

Index terms: Apis mellifera, honey, pollen, contamination, hives.

A cria putrida americana (CPA), conhecida internacionalmente pela sigla
AFB (american foulbrood), ¢ uma das enfermidades que mais prejudicam as
crias das abelhas Apis mellifera. E produzida pela forma esporulada do mi-
crorganismo Paenibacillus larvae subsp. larvae e é transmitida antes do
terceiro dia de vida através da alimentagdo das larvas (Hansen, 1984; Shimanuki
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& Knox, 1991). Até o momento, a enfermidade ndo foi diagnosticada no Brasil
(Sattler, 1993; Costa, 1995; Sattler et al., 1996; Schuch, 2000) e o isolamento do
seu agente etioldgico, em produtos ou materiais apicolas produzidos no pais,
também ainda n2o havia sido registrado.

Os objetivos deste trabalho foram a deteccdo da presenca de esporos de
Paenibacillus larvae subsp. larvae em produtos de um entreposto do interi-
or do Estado do Rio Grande do Sul, a identificacdo de possiveis fontes de
contaminacdo e a avaliac@o da possibilidade da transferéncia de esporos para
colméias de apidrios adjacentes a partir de produtos importados contamina-
dos.

Foram colhidas e analisadas 16 amostras de produtos importados estoca-
dos no entreposto, sendo 11 de mel a granel e cinco de pdlen. As amostras de
mel foram analisadas segundo o método oficial brasileiro (Brasil, 1999; Schuch
et al., 2001). As amostras de pdlen foram pesadas em aliquotas de 5 g,
homogeneizadas com 45 mL de tampdo fosfato pH 7,2 (PBS) e filtradas
em papel Whatman n° 2. A seguir, o sobrenadante foi centrifugado a 2.500
a3.000 g por 30 minutos, o sedimento re-suspenso em 1 mL de PBS e aquecido
a 80°C por 15 minutos, seguindo-se as etapas constantes no método oficial
para amostras de mel. Cinco amostras de produtos importados, duas de mel e
trés de polen, apresentaram resultados positivos em relagdo a presenga de
esporos, o que ¢ indicativo de que o controle realizado para a emissdo do
certificado zoossanitario internacional, que obrigatoriamente acompanha os
produtos de origem animal importados pelo Brasil, ndo € suficientemente sen-
sivel para garantir a auséncia de esporos de P. larvae subsp. larvae nos
produtos apicolas importados.

Para avaliar a possibilidade de transferéncia de esporos, pelas abelhas
adultas, do entreposto para colméias localizadas nas proximidades, na area
externa do entreposto foram expostos alimentadores-armadilhas e colhidos
16 grupos de abelhas adultas (60 a 100 exemplares por grupo) € uma amostra
de abelhas de uma caixa-isca povoada havia trés semanas. Em cada grupo de
abelhas foram adicionados 100 mL de PBS e, apos mistura e enxagiie manual,
uma por¢ao de 45 mL da parte liquida da mistura foi transferida para tubos de
centrifuga com tampa de rosca e centrifugada a 2.500 a 3.000 g por 30 minutos.
O sedimento foi tratado como os sedimentos das amostras de mel, de acordo
com Schuch et al. (2001). Dois desses grupos de abelhas adultas apresenta-
ram resultado positivo quanto a esporos de P. larvae subsp. larvae.

Também foram realizadas inspe¢des visuais em outros cinco apidrios do
mesmo proprietario, localizados em um raio de 3 km do entreposto, de onde
foram colhidas amostras (grupos) de abelhas adultas de qualquer origem me-
diante alimentadores-armadilha. Em um dos apidrios foi colhida amostra de
abelhas do interior da colméia, a qual revelou presenca de esporos de P. larvae
subsp. larvae pelas analises laboratoriais. De outra colméia foi colhida uma
amostra de favo da area do ninho que, além de crias sadias, continha mel e
pélen armazenados. As analises das crias e do pdlen resultaram negativas em
relagdo a esporos do agente, ao contrario das analises com o mel armazenado
no favo; observou-se ainda crescimento de nimeros de colonias correspon-
dentes a 10 e 20 esporos por 20 mL de mel. Também foram colhidas e analisa-
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das amostras de mel estocado pelo apicultor em um de seus apidrios, as quais
se mostraram isentas de esporos de P. larvae subsp. larvae. Durante as ana-
lises microbiolodgicas, foram utilizados como controles positivos uma cultura
de P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 e duas amostras de mel importado po-
sitivas em analises previamente realizadas no Laboratorio Regional de Apoio
Animal do Ministério da Agricultura, de Porto Alegre (Lara/RS); como contro-
les negativos foram utilizadas duas amostras de mel negativas em analises
também realizadas pelo Lara/RS.

Baseando-se nos sintomas apresentados por Bailey (1984) e Shimanuki &
Knox (1991), as inspeg¢des ndo revelaram sinais clinicos de CPA.

O baixo numero de esporos de P. /arvae subsp. larvae na amostra de mel
do favo, a auséncia de esporos nas crias e no polen armazenados em alvéolos
desse favo, junto com a comprovacdo da presencga de esporos no mel e pélen
importados, associados ainda ao resultado positivo da presenga de esporos
de P, larvae subsp. larvae obtido em um dos grupos de abelhas colhido de
colméia de outro apiario de propriedade do mesmo apicultor, sdo forte indicio
de que a presenca de esporos do agente no mel do favo tenha sido por causa
do uso de residuos contaminados do entreposto na alimentagdo das abelhas,
ou mesmo em colheita de mel contaminado no interior do entreposto por
abelhas campeiras deste apidrio.

Os resultados da andlise deste estudo constituem o primeiro isolamento
oficial de esporos de P. larvae subsp. larvae em produto apicola obtido no
interior de uma colméia, bem como em abelhas adultas, em territorio brasileiro.

Como a cria putrida americana ¢ uma enfermidade de instalagdo lenta e
progressiva, podendo levar anos desde a deteccdo de esporos no mel até a
manifestacdo dos sintomas na colméia (Hansen, 1984), a adoc¢éo imediata de
medidas sanitarias de contingéncia preconizadas para os casos de doencas
exoticas, pelas autoridades sanitarias brasileiras, sera importante para impedir
a instalacdo e disseminag@o dessa doenga no Brasil.
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