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1 INTRODUCAO

As abelhas surgiram a cerca de cem milhdes de anos, junto com o desenvolvimento
das flores, e desde entdo estes dois grupos mantem dependéncia reciproca. A atividade apicola
no Brasil teve inicio em 1839, quando o padre Antdnio Carneiro trouxe algumas colmeias da
regido do Porto em Portugal para o Rio de Janeiro (KADRI et al., 2016).

O Rio Grande do Sul se destaca no cenario nacional como um dos estados com mais
influéncia na producéo apicola (TURCATTO et al., 2012).

Poucas enfermidades e pragas afetando o desenvolvimento das abelhas, porém mesmo
em pequena escala, destaca-se o ectoparasita Varroa destructor, conhecido popularmente
como carrapato da abelha ou acaro varroa (COUTO et al., 2006).

As colmeias acometidas por este ectoparasita exibem como principais sinais clinicos a
reducdo do ndmero de operarias, enfraquecimento dos individuos e por consequéncia
diminuicdo da producdo e polinizacdo, comumente associados ao acaro ha a presenca de
fungos, bactérias e virus alterando a fisiologia natural do apiério (FREIRE et al., 2013).

O Varroa destructor ¢ um &caro ectoparasita que pertence ao reino Animalia,
superordem, parasiformes e familia varroidae, que acomete larvas e abelhas adultas da espécie
Apis cerana e Apis melifera causando a doenca varoose ou varroatose, destruindo as colmeias
expostas a uma alta infestacdo. Seu ciclo de vida possui fases distintas, sendo estas o
desenvolvimento, reproducéo e fase forética. Este acaro apresenta dimorfismo sexual entre o
macho e a fémea onde a cor, o tamanho e o formato do corpo séo divergentes (PIRES et al.,
2016).

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar os aspectos fisioldgicos,
bioquimicos e microbiologicos de amostras oriundas de Apis mellifera africanizadas
acometidas pelo ectoparasita Varroa destructor, realizando isolamento bacteriano a partir do
local da lesdo causada pelo parasita e discutir os aspectos imunologicos envolvidos no quadro
clinico avaliado.

2 METODOLOGIA

A coleta das abelhas Apis mellifera africanizadas acometidas com ectoparasita Varroa
destructor foi realizada na cidade de Vitdria das Missdes-RS, em uma propriedade particular.
Para auxiliar uma coleta segura foram utilizados macacdes de protecdo, um fumegador aceso
produzindo fumaca néo toxica, luvas de protegéo, pingas anatomicas de dissecagdo, um balde
para alojar os favos de mel coletados para analise, alcool 70% e soro fisiologico para soltar o
acaro do dorso das abelhas coletadas, potes de coleta esterilizados para alojar acaros
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capturados, uma lupa para ajudar na visualiza¢do, coador e pano branco para contagem e
separagdo dos &caros.

As 628 abelhas coletadas foram extraidas de uma unica colmeia com o auxilio do
produtor e, em seguida foram colocadas no alcool 70% para que 0s &caros presentes se
soltassem das mesmas e logo apds passadas em um coador sobre um pano branco para melhor
visualizagdo dos parasitas. Os acaros coletados foram contados e separados em recipientes de
coletas esterilizados e imersos em soro fisioldgico.

Um dos favos de mel coletados foi aberto para coleta de pupas e analise da quantidade
de &caros presentes nas larvas. Os ectoparasitas Varroa destructor encontrados nas larvas
foram colocados em frascos de coleta esterilizados e, por fim, realizado uma coleta de
material com swab na regido onde o acaro foi encontrado em uma das larvas infectadas para
fim de estudo microbiolégico.

Apols a coleta do material o swab foi imerso em soro fisiolégico e mantido sob
refrigeracdo até a semeadura em uma placa de crescimento bacteriano com meio de cultura
BHI (brain heart infusion). No momento da semeadura o mesmo foi retirado da solucédo
salina com o auxilio de uma pinga, e logo apés realizado o esfregaco mantendo a placa
proxima a um bico de Bunsen para evitar contaminacao bacteriana ambiental e para protecédo
do manipulador, em seguida a placa foi incubada a 37°C em uma estufa por 24 horas e apds
levada a geladeira para conservacao.

ApOs ocorrer crescimento bacteriano pode-se realizar coloracdo de GRAN, para
identificar bactéria gram positivas e negativas. O teste consiste em fixar uma colbnia de
bactérias que se desenvolveu no meio de cultura BHI, com o auxilio de uma alca de platina
flambada (para que se evite o contagio com meio), a colénia foi recolhida e fixada em uma
lamina histologica junto a solugdo salina, e apo6s alguns minutos foi passada pela chama do
fogo por 4 vezes para que ocorresse a fixacao das bactérias na lamina. Em seguida realizou-se
a coloracdo colocando algumas gotas de violeta de genciana sobre a lamina e deixada em
repouso por 2 minutos, enxaguando-a e acrescentando algumas gotas de iodo deixando por
mais 2 minutos, repetindo o processo de enxague e adicionando acetona por 20 segundos
sendo lavada e adicionada fuxina por mais 1 minuto e realizada a Gltima lavagem.

ApOs observado as bactérias no microscopio realizou-se uma nova semeadura em
meio seletivo um em Agar sangue e outro em Agar Maconchy, sendo estes armazenados por
24 horas na estufa a 37°C. Por conseguinte, efetuou-se testes bioquimicos para identificacao
bacteriana, baseados nas reacdes enziméticas que ocorrem nos meios empregados. O primeiro
foi o teste de catalase, onde se ha a homogeneizacdo de uma coldnia de bactéria com perdxido
de hidrogénio 3% onde observa-se caracteristicas referentes a microrganismos fermentadores
ou de ciclo ndo fermentativo. O segundo teste é de oxidase: bactérias que produz a enzima
oxidase+, mudam de cor em contato com uma fita reagente, a reacéo é imediata. O proximo
foi o teste de motilidade: onde microrganismos moveis turvam o meio SIM (sulfato indol
motilidade) e é incubado na estufa a 37 °C durante 18 horas, para este teste foi utilizado uma
agulha de platina flambada para se realizar a picada no meio de cultura SIM. O quarto e
ultimo teste foi de TSI (triple sugar andiron) composto por 3 agucares: glicose, sacarose e
lactose+ferro, identifica bactérias fermentadoras ou ndo de agucares, e produtoras ou nao de
gas e H2S (enxofre), com auxilio de uma agulha de platina flambada para se realizar a picada
e estrias no bisel do meio e incubado a 37 °C na estufa durante 18 horas.

A hemolinfa foi retirada das larvas de Apis mellifera africanizada coletados com o
auxilio de trés agulhas e seringas de um ml, e armazenadas em tubo ependorfe, foi possivel a
coleta de 500 pl, a mostra foi pesada e centrifugada para separar o plasma das células, o
plasma foi retirado com uma pipeta automatica de 100pl.

Para a andlise foram utilizados quatro tubos de ensaio, sendo um branco com dois ml
de reagente de trabalho, um tubo padrdo com dois ml de reagente de trabalho ¢ 20 pl de



padrao e dois tubos de amostra com dois ml de reagente de trabalho e 20 ul de plasma da
hemolinfa em cada.

A partir das amostras 1 e 2 uma dilui¢dao foi realizada com 1800 pl de reagente de
trabalho e 200 pl da solucdo das amostras 1 e 2. Os seis tubos de ensaio foram levados a
banho maria a 37°C por dez minutos e depois levados ao espectrofotdmetro para analise de
glicose.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a coleta realizada das 628 abelhas (Apis mellifera africanizadas), foram
encontrados 33 acaros, sendo 32 fémeas e 1 macho, equivalente a 5,2% de incidéncia na
populacdo de abelhas da colmeia analisada, considerada baixa quando comparada aos
parametros citados por Costa et al. (2005), conforme Grafico 1.
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Gréfico 1. Porcentagem de infestacdo pelos acaros na colmeia.

Observou-se o dimorfismo sexual entre 0 macho e a fémea do Varroa destructor, a
partir das caracteristicas especificas de cada individuo, como mostra Figura 1. Sendo que o
macho apresenta coloragdo mais esbranquicada, tem aparelho bucal atrofiado, em relacdo a
alimentacdo resumindo-se apenas para carregar 0S 0vos, apresenta didmetro corpdoreo
reduzido em relacdo e fémea, tendo o macho forma arredondada. Ja fémea possui forma
ovalada, aparelho bucal picador-sugador que permite sugar a hemolinfa de seu hospedeiro,
tem coloracdo acastanhada escura, caracteristicas estas que analisadas através do auxilio de
uma lupa e assim dita pela literatura de Silva (2010).

Figura 1. O acaro Varroa destructor macho e fémea vista com lupa eletrénica em aumento 4x
- imagem A: macho vista dorsal - imagem B: macho vista ventral - imagem C: fémea vista
dorsal - imagem D: fémea vista ventral.

Durante a amostragem das abelhas pode-se observar que o exame se apresentava tanto
em namero quanto em escore corporal menor em relacdo a colmeias ndo infectadas. Por



conseguinte, ao crescimento bacteriano na placa BHI, segundo Figura 2, observou-se o
desenvolvimento de col6nias de coloracdo branca com aparéncia viscosa, onde foi realizada a
coleta de coldnias isoladas para a coloracao de gram.
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Figura 2. Crescimento bacteriano em meio BHI

As bactérias coradas e visualizadas no microscopio éptico apresentaram morfologia
arredondada e coloragdo roxa, sendo estas caracteristicas de bactérias Staphylococcus spp.
gram positivas, segue Figura 3. Conforme citado por Queiroz (2017) comprova-se a
coexisténcia de microrganismos virais associados ao 4caro Varroa que podem acometer as
abelhas causando-lhes varios danos, sendo citado principalmente o Varroa destructor virus-1-
VDV-1. Porém ndo foram obtidos resultados na literatura referentes a presenca associativa de
bactérias Staphylococcus spp. gram-positivas relacionadas ao acaro V. destructor.
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Figara 3. Bactérias Staphylococcus sbp. GRAM positiva vista em microscopia Gtica no
aumento em 1.000 vezes.

As bactérias Staphylococcus spp. GRAM positivas foram submetidas aos testes de
catalase e apresentaram resultado positivo, pois ao entrar em contato com peroxido de
hidrogénio houve formacdo de bolhas devido a acdo fermentadora da bactéria. A col6nia
submetida ao teste de oxidase, onde esta foi exposta a uma fita impregnada com p-fenil
enodiamina, ndo apresentou mudancas na coloracdo, sendo assim negativa. As bactérias
expostas ao teste SIM (Sulfato Indol Motilidade) crescerem somente no local onde a colénia
foi aplicada, sendo entdo imdveis e sem a presenca de flagelos. O ultimo teste realizado foi o
de TSI (triple sugar andiron) que apresentaram coloragdo amarela no &pice do tubo de ensaio
e vermelho na base, sendo entdo fermentadora de glicose apenas e ndo apresentou gas no tubo
nem producdo de enxofre.

Os testes bioquimicos realizados para dosagem de glicose a partir da hemolinfa
coletadas das larvas infectadas apresentaram 2,720 mg/dL em 2000 ul, sendo 1800 ul de
reagente e 200 pl de amostra diluida. Segundo Ladim (2009) as larvas apresentam maior teor



de glicose na hemolinfa do que as abelhas na fase adulta. Porém ndo foram encontrados
parametros para comparacao para os indices glicémicos identificado nas amostras.

4 CONCLUSOES

Tendo em vista 0s aspectos observados, pode-se concluir que o ectoparasito Varroa
destructor possui uma vasta gama de enfermidades ocasionadas pela varroatose, detendo-se a
calculos mensurados constatou-se uma baixa infestacdo do acaro, em relacdo a total
populacdo da colmeia. Em conseguinte aos testes laboratoriais realizados obteve-se resultados
significativos para a identificacdo de microrganismos associados ao &caro, ndo tendo
eficiéncia aos resultados dos niveis de viruléncia e patogenicidade da bactéria Staphylococcus
spp. em relacdo ao hospedeiro (Apis mellifera).
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