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RESUMO

MARASSI, Ana ClaudiaAvaliacdo do mel como substrato para contaminacaoingica no
ambiente da colméia2010. 51p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Wéteass, Sanidade
Animal). Instituto de Veterinaria, DepartamentoMerobiologia e Imunologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Ssliop, RJ, 2010.

O mel é um alimento produzido pelas abelhas arpddinéctar recolhido de flores e
processado pelas enzimas digestivas desses insetay armazenado em favos em suas
colméias para servir-lhes de alimento. A apicultorasileira tem sofrido altas perdas de
abelhas meliferas, devido a uma série de doeng@safgtam as colméias, colocando-as sob
risco. Muitas espécies de leveduras e fungos patksenvolver-se na colméia utilizando o
mel como substrato, como por exemplo, o génkspergillus importante por abranger
espécies produtoras de micotoxinas e/ou patogémiaes as abelhas. A Cria Ensacada
Brasileira (CEB) € uma doenca com alto grau de atidede, caracterizada por morte na fase
de pré-pupa ou pupa e que vém ocorrendo na Regideste do Brasil. Sua etiologia é
desconhecida, ja que foi descartada qualquer sangghcom a Cria Ensacada Européia
causada pel&ac Brood VirugSBV), e com a intoxicagdo pelo polen S8tryyphnodendron
polyphyllum de nome vulgar barbatimdo. Os objetivos destedestoram: 1) avaliar a
contaminacgdo fungica em amostras de mel e criabelbas determinando assim relacdo com
a ocorréncia da CEB no ambiente da colméia, nodBsla Rio de Janeiro; 2) enumerar 0s
propagulos fungicos nas amostras de mel em fagte,cgias (pupas e pré-pupas) provenientes
de apiarios localizados em regides acometidas @&B; 3) determinar a frequéncia e
identificar a micobiota total; 4) identificar espEx fungicas patogénicas para as abelhas; 5)
caracterizar o perfil toxigeno de espécies isolattagéneroAspergillus Um total de 43
amostras de mel e 43 amostras de crias (larvapasptoi adquirido em apidrios localizados
nos municipios de Barra do Pirai, Mendes e Itaigamas endémicas). As coletas ocorreram
nos meses correspondentes ao periodo pré, e tdenea (baseado nos dados dos ultimos
surtos). A analise da micobiota foi feita pelo ndétale diluicio em placa sobre os meios de
cultivo dicloran rosa bengala cloranfenicol agaRBL) e dicloran glicerol 18% agar
(DG18). As contagens flingicas totais foram expeessa ufc . Foram determinadas o
namero de amostras e a frequéncia de isolamental¢®)yéneros fungicos e a densidade
relativa das espécies. A determinacao do perfiggno dos fungos foi feita através da técnica
de cromatografia em camada delgada (CCD). Os waligecontagens fungicas totais foram
similares em ambos os meios DRBC e DG18, para assteas de crias. As maiores
contagens foram observadas em amostras de melvemdam 7,7 x 1bufc g em meio
DRBC e 5,9 x 1bufc g* em meio DG18Aspergillus Penicilliume Cladosporiumforam os
géneros mais frequientemente isolados tanto no mdiaeo, quanto nas criadspergillus
niger, A. flavuse Penicillium citrinumapresentaram as maiores densidades relativas ne mel
nas crias. Na analise em CCD para os fungos iseladanel em favo, ndo foram observadas
cepas positivas para as espécies isoladas do géseeagillus Dentre as cepas analisadas na
micobiota das larvas, ha presenca de cepas pasjima 0 perfil toxigeno de. flavusnas
amostras de Barra do Pirai e ltaipava. Para as @peutoras de ocratoxinas, o resultado foi
de 100% negativas para todos os locais estudaddsinQos encontrados neste estudo podem
estar relacionados as perdas apicolas no estadRiodde Janeiro, porém ndo apresentam
aparente relacdo direta com a CEB. Contudo, maisi@s sdo necessarios para identificacao
da micobiota do mel e das crias, correlacionandcesy¥cies possiveis produtoras de
micotoxinas com a micobiota presente nos subsiratosmovendo assim o auxilio acerca da
etiologia da CEB neste estado.

Palavras chave:fungos, mel, crias, abelhas.



ABSTRACT

MARASSI, Ana ClaudiaEvaluation of honey as a substrate for fungal containation in
the environment of the hive.2010. 51p. Dissertation (Master's Degree in Vegay
Sciences, Animal Health). Veterinary Institute, &atary Microbiology and Immunology
Department, Federal Rural University of Rio de dfané&eropédica, RJ, 2010.

Honey is a food produced by bees from the nectdloafers collected and processed by the
digestive enzymes of insects, stored in combsair thives to serve them food. The Brazilian
apiculture (branch of agriculture that studies ahéy bees) has suffered high losses of honey
bees, due to a number of diseases that affectivles, tputting them at risk. Many species of
yeasts and molds can grow in the hive using horeya substrate, such as the genus
Aspergillus which is important because it contains specias phoduce mycotoxins and / or
pathogenic to bees. The Brazilian sac brood disé@S8) is a disease with high mortality,
characterized by death in the pre-pupa or pupdtfzatchave occurred in southeastern Brazil,
with substantial losses to beekeeping. Howevegtitdogy is unknown in the region, which
were dismissed any similarity to the European @wediagged caused by Sac Brood Virus
(SBV), and theStryphnodendron polyphyllurfFabaceae, Mimosoidea), the common name
barbatimdo. The objectives of this study were 1agsess the fungal contamination in honey
bee brood and thus determining influence on theimence of BSB in the environment of the
hive, in Rio de Janeiro, 2) enumerate the fungapagules in samples of honey in the comb,
and the young (pre-pupae and pupae) from apiaoesdd in regions affected by BSB, 3)
determine the frequency and identify the mycofldodal, 4) identify fungal species
pathogenic to bees, 5) characterize toxigenic lgregolated species of the gerspergillus

A total of 43 honey samples and 43 samples of offgp(larvae and pupae) was purchased
from apiaries that have already expressed the @EB)e municipalities of Barra do Pirali,
Mendes and ltaipava (endemic areas). Sampling waatum the months corresponding to the
period before, during and after - disease (basedata from recent outbreaks). Analysis of
the mycoflora were performed by spread plate onctiiure media dichloran rose bengal
chloramphenicol agar (DRBC) and dichloran 18% glgtagar (DG18). The total fungal
counts were expressed as cfu §Ve determined the number of samples and frequeficy
isolation (%) of fungal genera and the relative gignof species. The determination of
toxigenic fungi was done using the technique af tayer chromatography (TLC). The values
of total fungal counts were similar in both medi®RBC and DG18 for the samples of
offspring. The highest counts were observed in $esngf honey in the comb, with 7,7 x*10
cfu g* on DRBC medium and 5.9 x 4@fu g* in DG18 mediumAspergillus Penicillium
and Cladosporiumwere the most frequently isolated both in the lyonemb, as in the
offspring. Aspergillus niger A. flavusand Penicillium citrinumshowed the highest relative
density in honey and brood. In the TLC analysistfer fungi isolated honey in the comb,
were not observed for positive strains isolateccigseof the genusspergillus Among the
strains analyzed in the mycoflora of the larvaesrehis presence of positive straifos
toxigenic profile of A. flavusin samples from Barra do Pirai and ltaipava. Foaiss
producing ochratoxins, the result was 100% negdtvell sites studied. The fungi found in
this study can be related to losses bee in Ri@deitb, but is not present apparent direct with
BSB. However, more studies are needed to identi&y mycoflora of honey and brood,
correlating the possible species that produce noyoms with the mycoflora present in the
substrate, promoting so help on the etiology of Bi$this state.

Keywords: fungi, honey, brood, bees.
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1 INTRODUCAO

A apicultura estuda a criagdo de abelhas produtteasel, da espécipis mellifera
e as técnicas para usa-las em beneficio do homenmpdrtancia da apicultura esta
diretamente relacionada ao desenvolvimento sustntdpor despertar a consciéncia
ambiental nos homens, e atuando na recuperacaegdtag¢ao de areas degradadas através da
polinizacdo das espécies vegetais. Esta atividadgi iainda a extragdo e comercializacao de
seus produtos: mel, pdlen, cera, geléia real eglisdp

Atualmente, a apicultura tem sofrido perdas dehasemeliferas devido a uma série
de doencas que afetam as colméias, colocando-asrisulh Segundo a Organizagao
Internacional de Epizootia sdo doengas de notéicagtpmpulsoria: acarapisosi&carapis
woodi, cria putrida americanaPg@enibacillus larvag cria puatrida européiaMelissococus
pluton), pequeno escaravelho das colméiatlfina tamidy tropilaelaps e varroatose
(Varroa destructoy. No Brasil, foram registrados casos isoladosraeptitrida européia, cria
ensacada, cria giz e alguns casos de doencasadecatisadas por virus bem como uma baixa
infestacdo, oscilando de 2,0 a 5,0%, em regi6eSulido Brasil, de crias e de abelhas adultas
pelo acaro ecto-parasita de abelhésroa destructor As abelhas africanizadas, poli-hidrido
de diversas subespéciesAjas mellifera que colonizaram nosso pais desde a década de 50,
sdo utilizadas na apicultura brasileira e sdo denadas resistentes as doencas, e o Brasil é
visto como um pais de poucos problemas na areanittasle apicola.

A ocorréncia de doencas pode levar ao aumento ndalidade de abelhas, e
consequente queda de produtividade das colméiaso Bs crias como as abelhas adultas
podem ter suas popula¢gdes reduzidas, perdendosnugires até seus enxames. E devido a
essa susceptibilidade das abelhas a diversas dogagasitas e predadores, é necessario a
participacdo dos apicultores em promover o desgimehto de colbnias fortes e saudaveis,
em especial nas épocas de maior producao.

Muitos microrganismos podem se desenvolver na dalmépregando o mel como
veiculo contaminante, no caso de fungos, destaaa-géneroAspergillus, que abrange
espécies produtoras de micotoxinas e, ou patogépara as abelhas. Sabe-se atualmente que
as doencas fangicas mais importantes para as abeleontradas no Brasil, sdo a cria “giz”

e a cria “pedra’A primeiraatinge as larvas de abelhas, e é causada pelo Astgpphaera
apis,a segunda é causada por fungspergillus,sendo as espéciés fumigatus, A. flavus
A. nigeras de maior importancia.

No Brasil, a cria ensacada brasileira (CEB) € umenda de grande importancia por
causar alta e rapida mortalidade em abelhas, eopmovgrande reducdo da populacdo da
colméia, que ao se tornar doente costuma apresemsasdo de outros insetos como formigas
e forideos Pseudohypocera kert¢sou fuga de enxames.

A CEB afeta larvas pré-pupas, acarretando um a@idwiliquido ecdisial abaixo da
cuticula, o que impede sua metamorfose para o iesfdgpal. Sua sintomatologia é
semelhante a cria ensacada européia, cujo agealégeto é oSac Brood VirugSBV).
Porém, este virus nao foi encontrado, até 0 momeatoo agente causador desta doenca no
Brasil, o0 que a torna Unica e identificada com meale CEB.

Foi comprovado que esta doenca no Brasil podeaeada pela ingestdo do pdlen
téxico de barbatimafStryphnodendron polyphyllyimporém sua baixa ocorréncia nas regidoes
afetadas do Estado do Rio de Janeiro indica awsé@®gcienvolvimento desta espécie floral
com a etiologia da CEB neste estado. Logo, maiglestsdo necessarios acerca da etiologia
desta doenca, que causa grandes prejuizos natapacdéste estado, causando interferéncia
na sanidade das abelhas.



1.1Hipdtese

O mel serve como veiculo de contaminacdo do amidatcolméia por diversos
fungos, incluindo espécies patogénicas para abael

1.2 Objetivo Geral

Avaliar a contaminacédo fungica em amostras de noelas de abelhas determinando
assim relacdo com a ocorréncia da CEB no ambienteldhéia, no Estado do Rio de Janeiro.

1.3 Objetivos Especificos

1. Enumerar os propagulos fungicos nas amostrasetiem favo, e de crias (larvas e
pupas) provenientes de apiarios localizados ende@sgicometidas pela CEB.

2. Determinar a frequéncia e identificar a micadbimtal.

3. Identificar espécies fungicas patogénicas paabalhas.

4. Caracterizar o perfil toxigeno de espécies éadalo génerfspergillus



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Apicultura no Brasil

Apicultura € a arte ou ciéncia de criar abelhadadma racional, de produzir em
menor tempo os melhores produtos e com o menoo pasa obter o maior lucro (ROCHA,
2008). O Brasil € um pais tipicamente tropicalmfado de uma grande area de cobertura
vegetal que apresenta alta biodiversidade de ftorde as abelhas tém papel fundamental na
polinizacdo, proporcionando cerca de 80% das peapées das espécies vegetais (MCT,
2001).

A apicultura teve seu inicio, no Brasil, a parr 1939 com a introducéo das abelhas
européias trazidas pelos emigrantes europeus (WIESE). Segundo Gongalves (2006), a
historia da apicultura Brasileira divide-se em &é&gas:

A primeira etapa encontra-se entre 1939 e 1955cquesponde a implantacdo da
apicultura no Pais iniciada pelos colonizadorespus, com 0 uso tecnologias importadas
da Europa.

A segunda etapa se d& a partir de 1956, atravésrdducdo das abelhas africanas
(Apis mellifera scutelatdano Brasil, a partir da africanizacdo dos apiahoave melhora no
desempenho produtivo da apicultura brasileira. Apda visita a Africa do Sul, ao constatar
a alta produtividade das abelhas africanas, o gestatbrasileiro Professor Warwick Kerr da
ESALQ (Piracicaba), decidiu introduzi-las no Brgsiira atender as necessidades da classe
apicola, cujos anseios eram aumentar a resistédasiabelhas as doencas e sua producéo.
Prof.° Kerr objetivou fazer um melhoramento e puostelistribuicdo de rainhas selecionadas
aos apicultores. O Setor de Apicultura da Univexdéd Rural do Rio de Janeiro recebeu
muitas rainhas virgens de duas ragas Africanasr@aa preta) e conseguiu introduzir em
nacleos de Européias que ficaram sob observacdggmaAs colonias de Africanas pretas se
extinguiram, e as de amarelas, no entanto conanuamostrando certa agressividade e uma
alta tendéncia a fugas. Esta tendéncia juntamecapacidade destas abelhas de enxameacao
levou ao cruzamento descontrolado dessas abelhas aso demais abelhas européias
formando um polihibrido com o dominio das africartaste periodo caracterizou-se por um
“caos na apicultura brasileira”, ja que muitos affares abandonaram esta atividade devido a
alta agressividade das abelhas.

A partir de 1970 inicia-se a terceira etapa ouquieride recuperacdo e expanséo da
apicultura brasileira marcada pelo desenvolvima¢ovarias acdes, como a criacdo de
metodologias de manejo, entre outras. Estas ag@ssbpitaram a adaptacao dos apicultores
as abelhas africanizadas.

A criacdo de abelhas meliferas é uma atividadepqueove qualidade de vida através
da geracdo de ocupacao e renda, ndo degrada cambiente, nem contamina ou esgota 0s
recursos naturais e ainda, possibilita as famgiagratica de outras atividades agricolas
(EMBRAPA, 2009).

2.1.1 Importancia econémica da apicultura

A China é a principal produtora de mel comercial ®mmos mundiais, com uma
producdo bem acima da Argentina e Turquia, paiseogqupam, respectivamente, a segunda
e terceira posi¢coes. O Brasil ocupa a 11° posigabsta dos principais produtores (FAO,
2006).



O Brasil comercializa mel principalmente com osalet Unidos e com paises
europeus, tornando-se, em 2006, o quarto maior&dmy mundial, embora tenha enfrentado
embargo desses ultimos. Do total produzido nacmeiale, cerca de 40,3% foi exportado,
sendo Sao Paulo o principal estado exportador d¢lB®E, 2006).

A producéo de mel de abelhas teve um crescimeni2dé relativamente ao ano de
2005, e a Regido Sul do Pais concentra 45,4% digio nacional de mel. O Rio Grande do
Sul sozinho produz 21,6% do mel, além de produsd@gsficativas ocorrerem também nos
demais estados da regido. A Regido Nordeste tamteém grande importdncia como
produtora de mel, produzindo 33,4% do total nadi@aganhando participacédo relativa
(FIBGE, 2006). O cenario é promissor e descortima mundo de oportunidades para a
apicultura brasileira. Ha ainda um grande poterisér explorado e descoberto, favorecido
especialmente pelas caracteristicas naturais dol Bra

A apicultura é consideradsna atividade com grandes efeitos benéficos ngdxao
homem no campo, por envolver familias inteirasewotsabalho despontando também como
uma das atividades econdmicas mais rentaveis d¢o Rados os seus produtos, como o mel, a
geléia real, o polen e a cera tém forte procurmercado (LORENZETTI; MARQUES,;
CALDAS, 2009).

O Brasil tem alcancado producdes de mel elevadagpas pode alcancar a posi¢ao
de organico comercializando mel de qualidade entemtdo no mercado como livre de
residuos de medicamentos (MESSAGE, 2002). As petisps para a apicultura brasileira
sdo as melhores possiveis, devido as suas condigéssiogicas: clima, riqueza em flora
poli-nectarifera. Além das possibilidades praticar@élimitadas de exportacdo para diversos
paises (VIEIRA, 2000).

Para atingir as expectativas esperadas é fundanestéa atento a situacdo sanitaria
das colméias, e saber reconhecer as anormalidadeimdjcam a presenca de doencas. ISso
ajudard a evitar a disseminacdo de doencas nol,Byasi podem causar sérios prejuizos a
apicultura, como é o caso da CEB. Através do camfeeto dos principais sintomas de
doencas, podem-se tomar medidas imediatas, corsolamento das colméias atacadas, o
envio de amostras a laboratérios para andlise gndsico precisos, comunicacdo das
associacOes, cooperativas ou outras instituicdesstaD maneira, poder-se-a evitar
contaminacgdo dos apiarios locais e de outras regiEfdBRAPA, 2009).

O censo apicola, realizado no estado do Rio deirdae 2006, revelou um dado
preocupante: as perdas de colméias atingiram cerd@0% dos apiarios nos ultimos cinco
anos e as doencas constituiram a principal cauasdperdas (Figura 1). O censo também
revelou que 75% das doencas de abelhas foram didcaatas pelo proprio apicultor devido a
baixa disponibilidade de apoio técnico (PACHEC)720
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Figura 1: Causas das perdas na apicultura do Rio de Jar&naltimos cinco anos.
Fonte: PACHECO (2007).

2.2 Mel

Entende-se por mel, o produto alimenticio produzidlas abelhas meliferas, a partir
do néctar das flores ou das secrecdes procedenfetes vivas das plantas ou de excrecdes
de insetos sugadores de plantas que ficam sobtespawvas de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substanciagcésms proprias, armazenam e
deixam madurar nos favos da colméia (BRASIL, 2080abelhaApis melliferaé a espécie
considerada como principal produtora do mel comuenetilizado para consumo humano,
apesar da grande diversidade de espécies de alsdilestres e que produzem mel de boa
qualidade, como as abelhas sem ferheliponing (ALVES et al., 2005).

O mel € uma solucao concentrada de aclcares calonpirgancia de glicose e frutose.
Contém ainda uma mistura complexa de outros hislrdéocarbono, enzimas, aminoacidos,
acidos organicos, minerais, substancias aromatmgsientos e grdos de pdlen podendo
conter cera de abelhas procedente do processdrdedax(BRASIL, 2000).

O mel pode apresentar-se em sua forma verde (remaduro) com alto indice de
umidade, ndo operculado pelas abelhas. A quantiddtde de agua no mel facilita a
proliferacdo de fungos e leveduras, tornando-o émpmo para o0 consumo humano e
impossibilitando a sua comercializacdo (EMBRAPAL@0 O mel também pode apresentar-
se em sua forma madura, que é aguela com menaliessrde umidade, operculado pelas
abelhas. Porém, devido a alguns fatores interna®lda€ia, como a dificuldade de producéo
de cera, por exemplo, 0 mel maduro pode ndo secapdo. Logo a operculacédo ou ndo do
favo pode ser um falso indicador de maduridade elo m

A cera que recobre o mel é formada de &cidos grakesnatureza hidrofébica,
diminuindo assim a possivel contaminacdo por fungokveduras. O ninho apresenta
disposicdo caracteristica, em que as crias enootgealocalizadas no centro do ninho,
rodeadas por poélen, e mel mais externamente (FREH,).

A utilizacdo dos produtos das abelhas com fingpéracos € denominada Apiterapia,
e vem se desenvolvendo consideravelmente nos §lémas com a apresentacdo de inumeros
trabalhos cientificos, cujos efeitos benéficos @eahumana tém sido considerados por um
namero cada vez maior de profissionais da saudeefaomo a Alemanha ja a adotaram
como pratica oficial em sua rede publica de satd¢BRAPA, 2010). Exemplificando, o
mel pode ser utilizado no tratamento de asma oa @ambater um coma diabético. Quando



diluido, pode ser usado como xarope contra a tespede ser aplicado em queimaduras e
outras feridas devido a sua acdo osmotica. Devidoaintidade minima de pdlen que se
encontra no mel, este pode ser usado também parantar a resisténcia contra a rinite
alérgica (MUTSAERS; ARAUJO, 2006). Além disso, olmpresenta acédo antioxidante e
antisséptica relacionada aos compostos fenolidespnesentes (MOREIRA, 2001). Destaca-
se o efeito inibidor do mel de abelhas contra bestédos génerosStaphylococcus,
Streptococcug Bacillus (TAVARES et al., 2006).

A cor do mel é variavel, dependendo da sua com@osiQuanto mais escuro (cor de
café) mais rico em minerais e mais forte € o sborsguanto mais claro mais pobre em sais
minerais, podendo até apresentar-se quase inaman, um sabor mais suave (CRANE,
1996). Sua coloracéo esta diretamente relacionanaa fonte de néctar que o originou e
também com a espécie de abelha que o produziu (EWBIR2010). Sua elaboracéo resulta
de duas reacOes principais a partir do néctar: sofada pela desidratacdo, através da
evaporacdo na colméia e absorcdo no papo (vesitdlfera), e outra que atua
transformando a sacarose, através da enzima isggdm glicose e frutose. Ou seja, 0 néctar
sofre no trajeto da boca a vesicula melifera agfiaitiva das enzimas, estando assim pronto
para ser regurgitado nos alvéolos do favo, locé¢ emde o mel sofre a maturacao,
possibilitando assim a operculagéo dos favos weddipelas abelhas (CRANE, 1996).

2.4 Doencas fangicas das abelhas

A ocorréncia de doencgas nas colméias pode acaprefaizos diretos pela diminui¢ao
da produtividade, uma vez que o aumento da maatddidtanto de crias como de abelhas
adultas, leva a uma reducéo da populagédo da cobuiaconsequente reducdo da producéo.
Em casos mais graves, o apicultor podera perdeanees;, ja que as abelhas africanizadas,
costumam abandonar as colméias quando a populdgla se reduz.

Existem varios organismos que podem causar prokl@ara as abelhas, tanto na fase
de larva quanto na fase adulta. Algumas bactdtiagps e virus causam doencas que afetam
principalmente as larvas. J4 as abelhas adultaBegfientemente atacadas por protozoarios,
acaros e insetos. (EMBRAPA, 2009). Algumas espédesfungos e leveduras podem
desenvolver-se utilizando o mel como substrato, ccamgéneroAspergillus por conter
espécies produtoras de micotoxinas e/ou patogéparasas abelhas (SNOWDON; CLIVER,
1996).

A seguir estdo apresentadas as principais doeagggés que acometem as abelhas.
Originalmente conhecido com®ericystis apis e posteriormente reclassificado como
Ascosphaera apjgsse fungo caracteriza-se por causar mortalidasi€rias de abelhagis
mellifera As larvas infectadas geralmente morrem nos ddmmeros dias, apds serem
operculadas em suas células, na fase de pupa. E&ssamicialmente apresentam coloracao
branca e, em fase mais adiantada da doenca, algtmnéisuam brancas, mas outras se
tornam cinza-escuras ou quase pretas. O fungooindpetir por alimento com a larva
provocando desnutricdo. Passard entdo a consumésto do corpo da larva, fazendo-a
parecer branca e calcaria, porém gquando mortaasaateristica serd marrom, tipico sinal de
putrefacdo (Figura 2). Esta doenca € mais visivedrde estacfes de alta umidade; colméias
com estes sintomas geralmente podem ser recupeaadags do aumento da ventilacao, e
consequente queda de umidade (ARONSTEIN; MURRAY9200 fungoAscosphaera apis
apresenta duas fases distintas de vida: uma viegetat micelial e outra reprodutiva, na qual
sdo formados os ascosporos, que sdo 0s propagspsnsaveis pela disseminagdo da
doenca. As larvas de abelhas contaminam-se ap@sirerg alimento com esporos que
germinam no lumen do intestino, com crescimento esedvolvimento de micélio,
particularmente na parte posterior do intestinocda. Quando ocupam todo o corpo das



larvas, estas ficam ressecadas, mumificadas e, d@@aglhantes a um diminuto bastéo de giz,
0 que motivou a proposi¢cao do nome da doenca d@izriBAILEY; BALL, 1991).

Figura 2: Larvas de abelha&pis melliferaapresentando larvas mortas e mumificadas pelo

fungoAscosphaera apis
Fonte: MORTON (2006).

A cria pedra é uma doenca causada pelos fuAgpsrgillus fumigatus, A. flavigsA.
niger causando mumificacdo de abelhas na colméia. Agaoérdificil de identificar na fase
inicial da infec¢do. Os conidios destas espéciessaptam-se de cores diferentes, e também
podem causar danos respiratorios aos humanos @ artimais. Quando a larva ingere os
conidios, estes sdo conduzidos ao intestino earesapidamente formando um “colarete”
perto da cabeca. Apos a morte das larvas, estas fitetas e se tornam dificeis de triturar,
dai o nome. Eventualmente, o fungo se desenvoparta do tegumento da larva e faz uma
falsa pele. Nesta fase, as larvas sdo cobertas amidios fungicos (ALl ZADEH;
MOSADEGH, 1994).

2.5 Cria Ensacada Brasileira

A CEB € uma doenca que cursa com alta e rapidaahaade de larvas pré-pupas nas
colméias afetadas. A doenca tem se constituidorargrave problema para a apicultura nos
estados do Sudeste e Centro Oeste brasileirogteadzados por prejuizos substanciais. Os
sintomas sdo muito semelhantes aos da cria ensacani@eia, causada pelo SBV, descrita
em alguns paises. Esta é a virose de abelhas coaoa difusdo mundial (BAILEY, 1968).
Entretanto a doenca aqui no Brasil foi nomeada cGEB por nédo ter sido detectado o virus
como agente causador (MESSAGE, 1997). A larva alkurtiquido ecdisial abaixo da
cuticula, ndo realiza a muda para o estagio pupabge escurecimento da regido cefalica e
depois de todo o seu corpo (Figura 3).



Figura 3: Larvas de operéarias apresentando sintomas tiglaodoenca CEB (forma de

“saco” com acumulo de liquido ecdisial).
Fonte: www.apacame.org.br

Héa divergéncias entre os pesquisadores quantmlagii da CEB. Carvalho (1998)
considerou que esta enfermidade € uma intoxicalgioyada da ingestdo do pdlen téxico de
barbatim&o $tryphnodendron polyphyllymcontudo para Cintra et al. (2003) outras esgécie
florais também podem estar envolvidas. A baixa@mia de barbatimao nas areas afetadas
pela CEB no estado do Rio de Janeiro, constataddP@acheco et al. (2008) e Tokarnia
(2005), indicam que outros agentes podem estanados e que ha necessidade de estudos
mais amplos.

2.6 Os Fungos

Durante muito tempo os fungos foram consideradgetees, mas a partir de 1969
passaram a ser classificados como pertencentesiaim dReino, o Reino Fungi. S&o seres
Vivos eucariéticos e podem se apresentar comowplwicelulares, temos como exemplo as
leveduras e fungos filamentosos, respectivamenda $intetizam clorofila nem qualquer
pigmento fotossintético (TRABULSI et al., 2002). s @Qungos sdao um grande grupo de
microorganismos que podem ser encontrados em wliésreambientes como solo, agua, ar,
plantas e matéria organica em decomposi¢ao, crds@m quase todos os tipos de substratos
(MARCIA; LAZZARI, 1998). Os conidios dos fungos dihentosos sdo abundantes e
amplamente encontrados na natureza. De um mod§ gewanidade presente no ambiente
favorece a proliferacdo dos fungos (FONSECA, 20@)nidios fungicos podem ser
transportados pela agua, vento, plantas, entreouiendo resistentes a oscilagbes de
temperatura e podendo permanecer dormentes npaola@rios anos (MARCIA; LAZZARI,
1998).

A variacdo de temperatura do ambiente interfereatndade de agua @\ do
substrato, que € a quantidade de agua livre deagim substrato que o microorganismo utiliza
para crescer e se desenvolver. E considerado dmténpia, pois quanto maior o seu valor
maior serd a proporcdo de agua no substrato e gimrge influéncia na proliferacdo e
destruicdo microbiana. Sdo poucos os fungos quesgizes de crescer e se desenvolver em
baixas A, sdo os chamados fungos xerofilicos, como exemi@o®s pertencentes aos
géneroAspergilluse Penicillium (EL HALOUAT; DEBEVERE, 1997).

A contagem da micobiota total presente no substéate grande importancia para
verificacdo da qualidade sanitaria do material isadb. Para o estabelecimento da carga



fungica em ufc g sdo utilizados meios de cultura especificos. Egiee estdo o agar dicloran
glicerol a 18% (DG18) seletivo para fungos xerofi§i, que por possuir dicloran na sua
férmula, este meio é um eficaz inibidor de fungaotdem MucoraleRhizopussp. eMucor
sp.,como exemplos) e de bactérias, além de controlaighaente o crescimento de fungos
de outros géneros, como Trichoderma (PITT; HOCKING, 1997; BEUCHAT,; DAZA,
1992). O meio de cultura agar dicloran rosa de @lengloranfenicol (DRBC), é utilizado
para contagem geral de fungos, sendo portanto cdpasimular condicfes ideais de
crescimento da micobiota presente na amostra.rsi@contém rosa bengala (25 mg/kg) e
dicloran (2 mg/kg), uma combinacéo de inibidoresagkes, que restringem o crescimento da
maioria dos fungos da ordeMucorales E um meio muito utilizado, pois permite a
identificacdo de variados géneros fungicos, express assim a qualidade higiénica do
material analisado (PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos séo deteriorantes de alimentos por exdaléporém muitos deles, quando
presentes em alimentos e sob condi¢des de temeeatimidade adequadas, sédo capazes de
produzir micotoxinas, que séo produtos toxicosalormetabolismo secundario (ROSA et al.,
2006).

A identificacdo das espécies fangicas contaminaétesn importante sinalizador
quanto a potencial presengca de micotoxinas nostratdss Entretanto, o isolamento e a
identificacdo desses fungos nem sempre estao Bgadeteccdo de micotoxinas no substrato
analisado, considerando que existem cepas de usraarespécie que podem nao apresentar
capacidade toxigena quando as condi¢cdes ambiarédaishe forem favoraveis, tais como
temperatura do ambientegAresenca de oxigénio, entre outros. Logo, parficagdo do
potencial destes fungos faz-se necessario a ghlizde técnicas especificas (FARIAS, 2000).

Aspergillus Fusariume Penicillium sdo considerados como o0s principais géneros
produtores de micotoxinas (BATISTA; FREITAS, 2000).

2.6.1 Génerdspergillus

O géneroAspergillus possui mais de 200 espécies, é filamentoso, caditeope
distribuido amplamente na natureza. Comumente ladsodo solo, debris de plantas e,
ambientes fechados; encontra-se em maior abundaasiaregides de climas tropicais e
subtropicais (PITT; HOCKING, 1997).

Este género pertence a classe dos HyphomycetesteBralucédo ocorre de forma
anamorfica atraves de conidios, embora algumasiespEpresentem a forma teleomorfica do
tipo ascosporada (Euascomycetidae), como € o ee8orddulans As espécies sdo aerdbicas
e encontradas em ambientes ricos em oxigénio, gatldmente crescem na superficie do
local que vivem (KLICH, 2002).

A diferenciacdo das espécies Algpergillusé realizada a partir da avaliacdo macro e
microscoépica do fungo. Na avaliacdo macroscépEa@asacteristicas para a identificagdo das
espécies sdo: coloracdo dos conidios, diametrootfmia (que pode variar conforme o
periodo de incubacdo da cepa, composicdo do meicultiera utilizado e temperatura),
coloracdo do micélio (usualmente branca, porém pa@i@r de acordo com a espécie),
exsudato (presencga ou auséncia de micro gotas dasme superficie do micélio), pigmento
soluvel (presenca ou auséncia de pigmento formadwadgem da colénia), esclerocios
(presenca ou auséncia de massas firmes de hifaspeaficie da colbnia, geralmente em
formato esférico e coloracdo escura), células déeHfresenca ou auséncia de massas de
células, produzidas por algumas espécies desteajéneoloracdo do reverso da colénia. O
crescimento é, em geral, rapido a moderadamentelotaguando utilizados os meios
especificos para a identificacdo das espécies d@gstero, variando em um periodo de
incubacéo de cinco a sete dias, a temperatura dédl&°C (KLICH, 2002).



Microscopicamente, possuem hifas regulares e septadtipes robustas com paredes
espessas geralmente ndo septadas, formadas adeadima célula pé. Através da estipe
forma-se a vesicula, que varia em tamanho e fornfgittboso ou esférico, piriforme,
espatulado ou clavado) conforme a espécie. As wlasigppodem originar diretamente as
fidlides (unisseriados) ou pode ocorrer uma camatErmediaria entre as fidlides e a
vesicula, chamada de métulas (bisseriados) (F#jura partir das fidlides sdo formados os
conidios, que pode ser de diferentes tamanhosatamsuperficies (lisa, finamente rugosa ou
rugosa) de acordo com a espécie (XAVIER, 2008).
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Figura 4: Caracteristicas morfologicas basicas represeatatio génerdspergillus.
Fonte: SAMSOM et al. (2000).

A forma teleomdrfica do génerdspergillus se caracteriza pela presenca de
cleistotécio, asco e ascosporos representada pEasros Eurotium, Neosartoryae
Emericella(TEIXEIRA, 1994).

Estas caracteristicas estaveis, combinadas conmasouyirimarias e secundarias
constituem a base para a taxonomia classica do@@&idCH, 2002).

Muitas espécies daspergillussao capazes de produzir metabdlitos toxicos. Duas
dessas importantes toxinas séo: aflatoxina Bcratoxina A.

2.6.2 GéneroPenicillium

O géneroPenicillium é formado por fungos filamentosos encontrados alo, $1a
vegetacdo em decomposicdo e no ar, com maior dle€es em termos de numero de
espécies. S840 pouco exigentes no aspecto nutdicioo@endo crescer em quase todos 0s
tipos de ambientes, com diferentes temperaturag IACHADO, 2006).

Este género pertence a classe dos Hyphomyc@testaxonomia € dificil, ja que suas
espécies apresentam a cor e colénias de aparéndaras, e suas estruturas reprodutivas sédo
pequenas. Em situacfes controladas de ambientepenatura, a identificacdo das estruturas
microscopicas e 0 aspecto das colonias tornamesigaidas (PITT; HOCKING, 1997).

Suas coldnias sao filamentosas, com texturas \ariéaveludada ou flocosa). Sua
coloracdo € inicialmente branca, alterando-se & eserdeado, verde acinzentado, verde
oliva, até amarelado ou rosado. Apresentam coma@cieafsticas macroscépicas de
importancia em sua identificacdo: o diametro danias; a presenca ou auséncia de
exsudato, pigmento sollvel e sulcos; presenca,niamea cor de esclerécios; coloracdo do
reverso da coldnia; e coloracao do micélio (PITOGKING, 1997).



Microscopicamente, apresentam hifas hialinas saptadonidiéforos simples ou
ramificados formando um “pincel” (sdo formados p@lides, métulas e conidios). As
métulas sdo ramos secundarios que se formam a ¢astconididforos de algumas espécies
de Penicillium e que transportam as fidlides. A organizacao fddisles nas pontas dos
conidiéforos € muito tipica, e podem ser de dgiesi ampuliformes e acerosas. Os conidios
sdo redondos, unicelulares, e visualizados comeiasdas pontas das fialides. (LARONE,
1995). Distinguem-se pelo numero de pontos de reagéio entre as fialides e a estipe
(estrutura do conidiéforo). O tipo mais simplesigieg-se monoverticilado, pois a fidlide se
conecta diretamente a estipe, ou seja, ha apenasnim de ramificacdo. O biverticilado tem
métulas entre a fialide e a estipe, apresentantopdmtos de ramificacdo. O terverticilado
contém métulas e ramos, entre a fidlide e a edipmando trés pontos de ramificacédo, e
quando existem quatro pontos de ramificacdo engreestruturas citadas, designa-se
quaterverticilado (MACHADO, 2006; PITT; HOCKING, 29) (Figura 5).

Figura 5: “a — €”, tipos de ramificacdes do conidi6foro: &,esimples; c, biverticilado; d,
triverticilado; e, quaterverticilado. “f — k”, tigode colbnias: f, aveludada; g, algodonosa; h,

funicular; i - k, fasciculada.
Fonte: SAMSON et al. (2000).

Sédo identificadas em chave especifica as caraatasismorfolégicas basicas em
diferentes meios de cultivo, e a identificacdo dégénero conforme mostra Figura 6.
Subsequentes, dentro de cada subgénero sdo ichhEi suas respectivas espécies, segundo
Pitt (1988).
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Figura 6: Chave especifica para identificacdo de subgéreg@derdPenicillium.
Fonte: PITT, 1988.

2.6.3 Os fungos no mel

Existem escassos relatos em literatura mostramqpteseenca de fungos contaminantes
de mel em favo. Alves et al. (2009), analisaramsemn estudo 24 amostras de mel organico,
sendo que 22 amostras coletadas diretamente ngaeitak das col6nias. As amostras foram
coletadas em trés apiarios, localizados no altoFRi@na, nas imediacdes de Porto Brasilio,
em Queréncia do Norte, Parana (PR). Foram feitabsas para a enumeracao de fungos e
leveduras (ufc Q). Estes autores encontraram contagem flingica @don maximo de 3,8 x
10" ufc g*, quando utilizado o meio de cultura agar bataxardse (BDA).

2.6.4 Os fungos nas crias

Escassos relatos em literatura sdo apresentadosantms a presenca de fungos
contaminantes em crias. Pacheco (2007) estudowabioia de amostras de pdlen, péo de
abelha e crias, coletados em apiarios das reg@dfeddes, Petropolis e Sapucaia, no estado
do Rio de Janeiro. Para seu trabalho foram colstanestras em duas colméias por apiario,
nas categorias de ninho ou melgueira, totalizarddamostras de crias mortas. Foi realizada,
apos a identificacdo fungica das espécies, a andls perfil toxigeno daquelas
potencialmente produtoras de micotoxinas. Em séwdesforam utilizados os meios de
cultura BDA e agar Sabouraud ampicilina a 2,0%.if\éeu presenca deAspergillus
Penicillium, Trichodermae Beauveria obtendo valores de frequéncia de 2,5%; 7,5%; &5%
2,5%, respectivamente.



2.6.5 Micotoxinas

Alguns fungos sdo capazes de produzir metabol@éosnslarios que sao toxicos e as
vezes carcindgenos aos animais. Estes sdo cham@dosgos toxigenos e seus metabdlitos
de micotoxinas. S&o conhecidas mais de 80 esp#eiB1g0os toxigenos, que produzem mais
de 300 diferentes tipos de micotoxinas (BATISTAHBFRAS, 2000).

O termo micotoxinas foi adotado pela primeira vaz 962, na Inglaterra, em um
surto no qual aproximadamente 100 mil perus mameEssta misteriosa doenca X dos perus
estava relacionada a um farelo de amendoim consmmitom metabdlitos secundarios
produzidos poAspergillus flavusas aflatoxinas (BENNET; KLICH, 2003).

Dentre os principais fungos toxigenos destacargseles dos génerdsspergillus
Penicillium e Fusarium (MARQUARDT; FROHLICH, 1992). Embora existam difegas
geograficas e climaticas para a producdo e ocoaé&le micotoxinas, a exposicdo a estas
substancias é mundial (KUIPER-GOODMAN, 2004). Destaneira, a caracterizagdo e
identificacdo de fungos contaminantes em diferesiidstratos sdo essenciais para o controle
da contaminagdo por estes microrganismos e seivpbgstencial produtor de micotoxinas.

Muitas espécies do génehspergillussdo capazes de produzir metabdlitos toxicos. As
espécies mais importantes destacadas neste eginidb. flavuse A. parasiticus potenciais
produtores de aflatoxinas;fe ochraceusA. carbonariuse A. niger, potenciais produtores de
ocratoxina A (Tabela 1). Estas duas toxinas satackdas neste estudo por terem relatos na
literatura como possiveis causadoras de doencasbelhas, ja que ha confirmacdo da acao
de uma substancia téxica produzida pelos fungosedpgciesA. flavuse A. niger que
ocasionaram a morte de abelhas, possivelmenteatafla B (BURNSIDE, 1930) e a
ocratoxina A, respectivamente (CORNEJO; ROSSI, 1975



Tabela 1 Potencial toxigeno das principais espécieAsjeergillus

ESPECIES MICOTOXINAS

A. aculeatus Acido Secal6nico D

A. candidus Acido Kgjico, Candidulina, Terfenilina, Xantoacina

A. clavatus Citochalasina E, Patulina, Clavatol, Triptoquivasn

A. carbonarius Rubrofusarina BOcratoxina A

A. carneus Citrinina

A. flavus Aflatoxinas B, e B,, Aflatrem, Acido Aspergilico, Acido Ciclopiazonicégcido
Kajico, Aflavininas, Acido 3-Nitropropionico, Padpdnas

A. fumigatus Fumitremorgens A e C, Gliotoxinas, Fumigaclavifagnitoxinas, Fumigatinas,
Fumagilinas, Espinulosinas, Triptoquivalinas, Veulogem

A. niger Ocratoxinas, Malforminas, Naftoquinonas

A. niveus Citrinina

A. nomius Aflatoxinas (B, B,, G, e G), Acido Aspergilico, Acido Kéjico

A. ochraceus Ocratoxinas, Acido Penicilico, Acido Kojico, Acido SecalbnicoA,
Xantomegnina, Viomeleina

A. oryzae Acido Ciclopiazonico, Acido Kdjico, Acido 3-Nitroppidnico

A. parasiticus Aflatoxinas (Bi, B,, G; e G,), Acido Aspergilico, Acido Kéjico, Aflavininas

A. tamarii Acido Ciclopiazénico, Acido Kojico

A. terreus Citrinina, Patulina, Citreoviridina, Mevinolina, fri#rems, Acido Terréico,
Terramide A

A. versicolor Esterigmatocistina, Versicolorinas, Nidulotoxinas

A. wentii Metilxantonas, Acido 3-Nitropropidnico, Acido Kéfic

Fonte: FRISVAD; SAMSON (1991); PITT; HOCKING (1997)

As aflatoxinas possuem quatro tipos diferentes, a@as: B, B,, G e G. Sao
consideradas as primeiras em importancia toxico#gia alimentacdo animal e humana,
podendo se desenvolver em diferentes substrat&NER et al., 1987).

S&o substancias do grupo das bifuranocumarinasiziias com atividade £> 0,7;
umidade do ar alta e temperatura do ambiente 8Bitea 30C, variando conforme o tipo de
substrato (PEREIRA et al., 2002). A aflatoxinga@a mais freqiente e a mais toxica dentro
do grupo, possui efeitos carcinogénicos, mutagérecteratogénicos (PRADO, 1999), sendo
um potente hepatocarcindgeno para o homem e ossn(lARC, 1993) (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura quimica da aflatoxina.B
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Fonte: JARDIM; CALDAS. 2009

As ocratoxinas possuem sete tipos diferentes, sandais destacada neste estudo, a
do tipo “A”. E a segunda em importancia toxicol@gioca alimentacdo animal e humana,
depois das aflatoxinas (BRAGULAT; ABARCA; CABANES001). E uma fenilalanina ¢
His CINOg) que se deriva da substituicdo da isocumarinaega; uma dihidro-isocumarina
unida a um grupo L-fenilalanina por uma ligacaotjokpa (Figura 8) (MOSS, 1996).
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Figura 8: Estrutura quimica da ocratoxina A.
Fonte: STORMER (1992)

A ocratoxina A (OTA) é produzida por uma série diegos dos génerdsspergilluse
Penicillium, destacadas as espéchesochraceus A. carbonariuse A. nigerem regides de
clima tropical, como o Brasil

Segundo a Agéncia Internacional de Investigacaaesab Cancer a OTA foi
classificada como pertencente a categoria 2bgiston possivel carcinégeno para o homem
com evidéncias para animais (IARC, 1993).

A OTA é muito toxica e tem associacdo com nefr@gatitoxicidade renal e
imunossupressao em varias espécies animais, @imepte suinos (CREPPY, 1999);
resultando em parametros de desempenho reduzidmdacédo animal. Esta toxina também
foi detectada em soro sanguineo (ZIMMERLI; DICK9R9UENO et al., 1998) e em leite
humano (MIRAGLIA et al., 1998), e tem sido rela@da a doenca endémica dos Balcas
(MARQUARDT; FROHLICH, 1992).



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostragem: locais, periodo e procedimentos

A escolha dos locais de amostragem exigiu que &snoe fossem préximos ao local
de manipulacdo (laboratério), que houvesse disgmi@tde do apicultor para colaborar nas
revisbes, que fossem regides endémicas da CEB esgudispusesse de apiarios com
condicbes minimas de higiene e do uso da tecnosqjcla.

Neste estudo foram obtidas amostras coletadasarasdps pré e trans ocorréncia da
sintomatologia da CEB, provindas do Estado do Ridaheiro, dos seguintes Municipios: a)
Barra do Pirai, pertencente a mesorregido Sul flamge (microrregido do Médio Paraiba),
que localiza-se a latitude 22°28'12" sul e longitd8°49'32" oeste, a 363 metros de altitude
(FIBGE, 2008); b) Mendes, pertencente a mesordgignopolitana (microregido Centro Sul
Fluminense), localiza-se a latitude 22°31'36" sallengitude 43°43'58" oeste, a 446 metros
de altitude (FIBGE, 2008); c) ltaipava, distrito &etropolis, pertencente a mesorregido
Metropolitana do Rio de Janeiro (microregido Sexyalocaliza-se a latitude 22°30'18" sul e a
longitude 43°10'44" oeste, a 845 metros de latit(d BGE, 2008). A divisdo das
microrregides do Estado do Rio de Janeiro podelsssrvada na Figura 9.

COSTA VERDE

OCEANDO ATLANTICO

Figura 9: Regides do estado do Rio de Janeiro. Divisdoipmi@dministrativa.
Fonte: http://www.codin.rj.gov.br/Regions/Regiomht

De cada municipio, utilizou-se um apiario. A inat@#lo de cada apiario € tipica para
abelhas africanizadas: cavalete individual, distgdde mais de 2 metros entre cavaletes, local
de clareira (aberto), distante de residénciasg@eis, etc. Cada apiario apresentava no minimo
15 colméias de abelhas africanizadas, na categeriainho mais melgueira, todas bem
populosas e em periodo de producdo de mel. Deagadeao selecionaram cinco colméias ao
acaso para a amostragem. As revisdes para a agewsteaam realizadas no ninho, nos favos
centrais e foram realizadas pelo menos duas argesgapor colméia, dependendo da
ocorréncia da CEB.

Ao total, nos trés apiarios foram obtidas 43 anagstie mel em favo e 43 amostras de
crias (larvas e pupas) do ninho das colméias. Agtaocorreram sempre no turno da manha,



desde que com clima favoravel (céu aberto), nagerde agosto de 2009 a janeiro de 2010,
conforme ultimos surtos descritos por Pacheco (RO@7amostragem de Barra do Pirai e
Mendes ocorreu de Setembro a Outubro, que corrdespoao periodo de “seca” e a de
Itapaiva de Dezembro a Janeiro, correspondeu &odeechuvoso.

De cada colméia foi coletada uma amostra de mel fam, com corte de
aproximadamente 5 cm de diametro, comumente forpadmel verde. Da mesma forma, de
cada colméia selecionada foi coletadoponl amostral de cinco crias cada. O corte dos favos
foi feito com o auxilio de bisturi estéril, durantedo o procedimento de amostragem a
higiene de coleta foi absoluta, e as amostras faeomdicionadas em frascos coletores de
polipropileno estéreis, sob refrigeracdo desdeletacaté o processamento, que foi realizado
nos laboratorios do Nucleo de Pesquisas Micologecddicotoxicologicas da UFRRJ. Este
processo transcorreu em periodo maximo de 24 horas.

No periodo de coleta trans sintomatologia da dqefayam coletadas crias com
caracteristica da CEB. Néao foi possivel se efenais de duas amostragens no ninho, ja que
este procedimento provoca forte estresse nas @dmAssim, nem sempre foi possivel se
obter amostras de colméias com sintomas da CEBg coarreu com Barra do Pirai, embora
esta doenca possa ter ocorrido pés-amostragemideéomse que, mesmo sem 0s sintomas, €
provavel a presenca do vetor também neste munjdggo foram coletados apenas amostras
sem sintomatologia da CEB, fato este que ocasiovemiacdo de amostras entre 0s
municipios.

No laboratorio, as crias foram discriminadas ponitipio, com e sem sintomatologia
aparente da CEB, foram maceradas e homogeneizadasdiltiente especifico. As amostras
de méis foram também separadas por municipio, ceemesintomatologia aparente da CEB
e armazenadas sob refrigeracdo a temperatura medéC, para posterior analise segundo
metodologia especifica.

3.2 Determinagédo da atividade de agua das amostras

As amostras de mel em favo foram imediatamenteisagi@s quanto a ;A em
equipamento AquaL&bmodelo CX 2 (Figura 10).

Cada amostra foi colocada em um recipiente prépde, modo a preencher
aproximadamente 1/3 de sua capacidade. O apamltualibrado com solugdes-padrao de
agua destilada antes de cada afericdo. As anétisms realizadas em sala climatizada, em
temperatura média de 20°C.

Figura 10: Equipamento AquaL&modelo CX 2



3.3 Isolamento e identificacdo da micobiota contarvante do mel

A analise das amostras de mel realizou-se atrasésié@todo de diluicdo decimal
seriada em placa para isolamento e contagem daiwtadotal (PITT; HOCKING, 1997). A
quantidade de 10mL de cada amostra de mel em tavidef/idamente pesada em balanca
calibrada e colocada em Erlenmeyer estéril com @0de agua peptonada 0,1% estéril
(diluicdio 10Y, onde foram devidamente homogeneizadas. Diluisdgadas 1/10 da solucédo
anterior foram realizadas colocando 1,0 mL em 9,Gdmmesmo diluente (diluicées 1010
3 e 10%, e aliquotas de 0,1 mL foram semeadas nos meiesltdvo DRBC e DG18 (Figura
11). As placas foram incubadas durante cinco a diete a 25°C para o crescimento das
colonias. Apos crescidas, estas foram repicadasubos de agar extrato de malte (MEA)
inclinados, aguardando novamente o crescimentongasnas em condicdes idénticas as das
placas. Apos o crescimento das colbnias, os tulrasif conservados a temperatura média de
5,0°C. A identificacdo em nivel de género foi adia de acordo com suas caracteristicas
macro e microscopica (SAMSON et al., 2000; PITT;GHING, 1997). As cepas de fungos
isoladas foram entéo identificadas segundo as staxendmicas apropriadas de cada grupo
particular: Klich (2002) para o génetspergilluse Pitt (1988) para o géne@nicillium

1mL 1 mL 1 mL

N
N
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Figura 11: Esquema de diluicdo de amostra e contagem padrémidades formadoras de
col6nias por grama (ufc™y,

0,1 mL

A marcha de identificagcdo taxondmica Agpergillusspp. foi baseada na semeadura
padrdo em trés meios basicos segundo Klich (20Bguia 12): agar Czapek extrato de
levedura (CYA); agar Czapek extrato de levedurarsse a 20% (CY20S) e MEA .



CYA 25°C CYA 37°C MEA 25°C CY20S 25°C

Figura 12: Esquema de inoculagcéo e incubacéo das cepas dm g&pergillusnos meios
CYA, MEA e CY20S em duas condi¢des de temperatoagoladas (25°C e 37°C).

A identificac@o taxondmica das espéciesPamicillium sp. foi realizada através da
chave proposta por PITT (1988) e foi baseada n&aaguna em trés meios basicos composto
por CYA; MEA e agar nitrato glicerol a 25% (G25Nynéorme Figura 13.

CYA (1) MEA (.
CYA 37° ‘ CYA 5° G25N
\Q 02 ‘ \0 02 \0 02
CYA (2) MEA (2)

Figura 13: Esquema de inoculacéo e incubacéo das duas cepd?) do géner@enicillium
a serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N te@s regimes de temperaturas
controladas (25°C, 37°C e 5°C).

3.4 Isolamento e identificagéo da micobiota contarante das crias

A anélise micoldgica das amostras de crias reafizoutilizando a diluicdo 10 que
foi preparada com um total de cinco larvas devidaeé&ituradas, pesando em média 0,19
cada uma, com posterior adicdo de 4,5 mL de agpsomeda 0,1%. Aliquotas de 0,1 mL
deste preparado foram inoculados nos meios devaulRBC e DG18. As placas foram
incubadas durante cinco a sete dias a 25° C pammescimento das colbnias, apos
desenvolvidas estas foram repicadas em tubos de iM&ifados (em condicdes idénticas a
incubacéo inicial das placas de meios DRBC e DGAB§s desenvolvidas as colénias nos
tubos, estes foram conservados em temperatura médid@ °C. A identificacdo em nivel de
género e a identificagdo das espécies pertencaotgénerdAspergilluse Penicillium foram
realizadas de acordo com suas caracteristicas neamucroscopicas, segundo chaves
especificas citadas no item 3.3.

3.5 Caracterizacao do perfil toxigeno de espécsatadas

Para as espécies produtoras de aflatoxidafigvuse A. parasiticuy a determinacao
do perfil toxigeno foi feita segundo metodologiaGEsen (1996) com modificacdes, em que
as cepas foram cultivadas em MEA a 25°C por sete &ipos a incubacédo, foram retirados
com auxilio da alca de platina, trés fragmentosdesfantes de cada col6nia e transferidos
para microtubos onde foram adicionados 1,0 mL aeofdrmio. Os microtubos foram
centrifugados durante 10 minutos a 4000 rotacdesnpauto (rpm). A solucdo sobrenadante



foi separada com o auxilio de uma pipeta, e emigagwlocada em novos microtubos que
foram acomodados em uma estante, para evaporaGi/gpaem temperatura ambiente
durante 24 horas, foram entdo armazenados em ambéfrigerado a temperatura abaixo de
0°C. Para deteccdo por cromatografia em camadaadieldCCD) o conteudo foi
ressuspendido em 1,0mL de cloroformio.

Para as espécies produtoras de OPAdchraceus A. carbonariuse A. nige) a
determinacao do perfil toxigeno foi feita segundetadologia de Bragulat; Abarca; Cabaries
(2001) com modificacdes. Metodologia esta que éeanma daquela citada anteriormente,
modificando apenas o solvente de extracao utilizadaual a Gltima faz uso do metanol.

3.6 Analises estatisticas

As analises dos dados foram realizadas por ardgisariancia (ANOVA). Todos o0s
dados foram testados para normalidade a partiredte tde Shapiro Wilk e em caso de
auséncia de normalidade foram transformados usatidiocdo logaritmica lag(x + 1) para
a realizacdo da ANOVA. O teste de Duncan foi wdia na comparagcédo entre as regides
baseado nos dados de enumeracdo fungica nos thferereios de cultivo. O nivel de
significancia para informar as diferencas foiode5%. As andlises foram conduzidas usando
o programa computacional PROC GLM em SAS (SAStlrsti Cary, NC).

Foram testadas as variaveis entre as localidadare amostras coletadas com e sem
sintomatologia da CEB.



4 RESULTADOS

4.1 Determinagéo da atividade de agua

As andlises de atividade de &guay)(Aealizadas em amostras de mel em favo
apresentaram-se com valor médio de 0,62. A andbtseresultados ndo mostrou diferencas
significativas entre as localidades.

4.2 Contaminacao fungica
4.2.1 Amostras de Mel em favo

Os valores obtidos para a carga fungica contaménda$ amostras de mel em favo,
expressa através de lggem ufc ¢, encontram-se apresentada na Tabela 2, segundo as
localidades de coleta.

Tabela 2 Contagem total, em legde ufc ¢, dos fungos filamentosos isolados nas amostras
de mel em favde colméias de abelhas africanizadas. Estado ddeRianeiro. 2010.

Mel em favo DRBC DG18
(n=43) (média) (média)
Barra do Pirai Sem sintomas 482 4,76°
(n=14) Com sintomas NA NA
Mendes Com sintomas 4,342 4,252
(n=17) Sem sintomas 3,45° 4,11°
ltaipava Com sintomas 5,00? 4,68%
(n=12) Sem sintomas 4,77° 4,712

2 letras diferentes na mesma linha diferem signifieaente (p valar0,05).
NA néo aplicavel.

Os resultados apresentados na contagem total (DRIBE)fungos filamentosos
indicaram que ndo houve diferenca significativaeent apiarios de Barra do Pirai e Itaipava
(ambos apresentaram contaminacéo deuf® g'). No municipio de Mendes verificou-se
uma contaminacdo significativamente menor® (L€ g*) quando comparados as outras
localidades.

Para a andlise de fungos xerofilicos (DG18), olmsese que ndo houve diferenca
significativa entre os municipios de Barra do Rixééndes e Itaipava.

4.2.2 Amostras de Crias

A contagem geral dos fungos filamentosos obtidaadirpde amostras de crias
coletadas em periodos com e sem sintomatologiakla éhcontra-se expressa, através de
logio em ufc ¢, na tabela 3.



Tabela 3 Contagem total, em legde ufc g', dos fungos filamentosos isolados das amostras
de crias de colméias de abelhas africanizadasd&dt@aRio de Janeiro. 2010.

Crias DRBC DG18
(n=43) (média) (média)
Barra do Pirai Sem sintomas 2,64 2,23
(n=14) Com sintomas NA NA
Mendes Com sintomas 2,90° 3,40°
(n=17) Sem sintomas 2,85% 3,04%
ltaipava Com sintomas 3,43 3,47%°
(n=12) Sem sintomas 2,78% 2,72%

% letras diferentes na mesma linha diferem sigrtiflamente (p valot0,05).
NA néo aplicavel.

Na analise da contagem fungica das crias, ndo hdifmenca significativa entre as
localidades, e entre a presenca ou auséncia densittlogia da doenca. Quando analisados
os resultados obtidos em Itaipava verifica-se quevé diferenca significativa entre crias com
sintomatologia da doenca e sem sintomatologia @éagy mostrando uma contaminacao
maior em crias sintomaticas (média dé aft g*) quando comparada as crias assintomaticas
(média de 1bufc g%).

Para os municipios de Mendes e Barra do Pirai ogamf observadas diferencas
significativas entre as contagens fungicas das @asos

4.3 Determinacéo da micobiota
4.3.1 Mel em favo
Os génerog\spergilluse Penicillium foram encontrados na micobiota isolada a partir

das amostras sem sintomatologia da doenca colesapagir do mel em favo, porém outros
géneros podem ser observados conforme Figura 14.
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Figura 14: Numero de géneros fungicos isolados a partir destlas do mel em favo de
colméias de abelhas africanizadas, sem sintomaofgmarente da Cria Ensacada Brasileira.
Estado do Rio de Janeiro. 2010.



Entre as localidades estudadas, Barra do Piraisemies maior frequéncia dos
génerosAspergilluse Penicillium, com 39% (13/33) e 30% (10/33), respectivameraea B
municipio de Mendes, ndo foi identificado o généspergillus Em Itaipava o género
fungico prevalente foiVallemiacom freqiiéncia de 40% (8/20).

Foram isolados quatro géneros fungicos a partiardestras de mel em favo com
sintomatologia da CEB (Figura 15).
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Figura 15: Numero de géneros fangicos isolados a partir destas do mel em favo de
colméias de abelhas africanizadas, com sintomasoklygarente da Cria Ensacada Brasileira.
Estado do Rio de Janeiro. 2010.

No municipio de Barra do Pirai néo foi identificadpresenca de géneros fungicos, ja
gue ndo houve coleta de amostras com sintomatoldmi&EB nesta localidade. Houve
prevaléncia do génemenicillium em Mendes e ltaipava, com frequéncias de 46% Y &13
40% (4/10), respectivamente. Destaca-se a ideagdic de uma cepa disariumsp. em
Itaipava, localidade esta que apresentou maioaotnacao fungica no mel em favo.

Cinco espécies déspergillus foram identificadas nas amostras de mel em favo.
Dentre os resultados, destacam-se as que tivenqadgies prevalentes de flavuse A. niger
agregados (Tabela 4).

Tabela 4 Numero total de cepas das espécieAsfergillussp. identificadas nas localidades
para 0 mel em favo de colméias de abelhas afriadagz Estado do Rio de Janeiro. 2010.

Localidade A.flavus A. niger A.fumigatus A. versicolorA. ochraceus Total

Barra do Pirai  6(-) 6() () 30) 10) 20(-)
Mendes 2(2) 1(1) 4(4) . . 7(7)
ltaipava 3(1) 4(3) 0() 1() : 8(4)

Total 11(3)  11(4) 8(4) 40) 1(-) 35(11)

() nimero de cepas identificadas em amostrasactaletcom sintomatologia da doenca.

Pode-se observar maior contaminagao por este génarwnicipio de Barra do Pirai,
com presenca de 20 cepas do total de 35 isoladas.



Em Mendes, todas as cepas pAspergillussp. foram isoladas de amostras com
sintomatologia da doenca. J& em lItaipava houveaf@egia deA. niger em amostras
coletadas em periodo com sintomatologia da doemgayue dentre quatro cepas isoladas, trés
eram pertencentes as amostras de colméias sintasida CEB, ou seja, 75%.

Foram encontrada&. flavuse A. nigerem todas as localidades estudadas, espécies
fungicas potencialmente toxigenas.

Para o génerdenicillium foram identificadas, nas amostras de mel em favo, a
presenca de oito espécies fungicas, conforme modtesa 5.

Tabela 5 Numero total de cepas das espécieBatacilliumsp. identificadas nas localidades
para o0 mel em favo de colméias de abelhas afriadagz Estado do Rio de Janeiro. 2010.

Penicillium sp. Barra do Pirai  Mendes Itaipava Total
P. citrinum 6(-) 3(3) 6(2) 15(5)
P. corylophilum 5(-) - - 5(-)
P. citreonigrum 1(-) 4(3) - 5(3)
P. variabile 1() - - 1(-)
P. brevicompactum 1() - - 1(-)
P. funicullosum 1(-) - - 1(-)
P. implicatum - 2(-) - 2(-)
P. janthinelum - - 1(2) 1(2)
Total 15(-) 9(6) 7(3) 31(9)

() niamero de cepas identificadas em amostrasatizetcom sintomatologia da doenca.

Os resultados mostram a presenc&deitrinum em todas as localidades estudadas,
totalizando 15 cepas das 31 identificadas paragéstero. Dentre estas 15 cepas, cinco eram
pertencentes as amostras com sintomatologia da €#lo trés identificadas nas amostras
coletadas em Mendes e duas identificadas nas awakdritaipava, ou seja, 100% (3/3) das
cepas isoladas em Mendes e 33% (2/6) das cepadasam Itaipava.

4.3.2 Crias
Foram encontrados na micobiota isolada a partiadasstras de crias de abelhas sem

sintomatologia da CEB os génerdspergillus Penicillium Cladosporium Wallemia e
Eurotiumconforme Figura 16.
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Figura 16: Numero de géneros fungicos isolados a partir desaa®de crias de colméias de
abelhas africanizadas sem sintomatologia da Creadada BrasileiraEstado do Rio de

Janeiro. 2010.

Os resultados mostram a presenca do géhkspergillusem todas as localidades, com
frequéncias de 29% (5/17) em Barra do Pirai, 28/21§6em Mendes e 44% (7/16) em

Itaipava.
Para o Municipio de Barra do Pirai ndo foram idmatilas cepas do género

Penicillium Em Mendes e ltaipava este género fungico foi minado com frequéncia de

19% (4/21) e 12,5% (2/16), respectivamente.
Para as amostras de crias com sintomatologia decdderam isolados trés géneros

fungicos (Figura 17).

6 6 B dspergillus
Penicillium

B Cladosporium

0 0 0

Barra do Pirai Mendes Itaipava

Figura 17: Numero de géneros fungicos isolados a partir desaa®de crias de colméias de
abelhas africanizadas sem sintomatologia da Creadada BrasileiraEstado do Rio de

Janeiro. 2010.

Observa-se a auséncia de géneros fungicos isotaddBarra do Pirai, pois ndo foi
coletado amostras com sintomatologia da CEB nestdidlade.



Os resultados mostram prevalénciaPamicillium sp. em Mendes e despergillussp.
em ltaipava, ambos com frequiéncia de 46% (6/13).

Seis espécies dAspergillus foram identificadas nas amostras de crias. Dewdre
resultados as espécifs flavuse A. fumigatusforam identificadas em todas as localidades
estudadas (Tabela 6).

Tabela 6 Numero total de cepas das espécieAsfeergillussp. identificadas nas localidades
para crias de colméias de abelhas africanizédado do Rio de Janeiro. 2010.

Aspergillussp. Barra do Pirai  Mendes Itaipava Total
A. fumigatus 3() 5(-) 2() 10()
A. flavus 2(-) 5(3) 13(6) 20(9)
A. oryzae 1(-) - - 1(-)
A. versicolor - 1(2) - 1(1)
A. candidus - 1(-) 2(-) 3(-)
A. niger - - 7(4) 7(4)
Total 6(-) 12(4) 24(10) 42(14)

() niumero de cepas identificadas em amostrasadizetcom sintomatologia da doenca.

Foram isoladas, nas amostras de crias, um to®#2 depas para o génekspergillus
dentre estas 14 estavam presentes em amostrasntomatologia da doenca, ou seja, 33,3%.

Os resultados revelam como espécies prevalenteamastras com sintomatologia da
CEB, A. flavuse A. niger agregadosA. flavusfoi encontrado com frequéncias de 41,6%
(5/12) em Mendes e 54,2% (13/24) em ltaipavA, aigerfoi encontrado em 29,2% (7/24)
das cepas isoladas para a localidade de Itaipava.

Para o géneroPenicillium trés espécies fungicas foram isoladas, conforme
demonstrado na tabela 7.

Tabela 72 Numero total de cepas das espécieBatacilliumsp. identificadas nas localidades
para crias de colméias de abelhas africaniz&sdado do Rio de Janeiro. 2010.

Localidade P. citrinum P. corylophilum P. implicatum Total
Barra do Pirai - - - -

Mendes 6(3) 4(3) - 10(6)
Itaipava 5(4) 1(0) 1(1) 7(5)
Total 11(7) 5(3) 1(1) 17(11)

() niumero de cepas identificadas em amostrasatizetcom sintomatologia da doenca.

No Municipio de Barra do Pirai ndo foram identiflaa cepas do géneRenicillium
nas amostras de crias analisadas.

Dentre os resultados foram observados prevalércespécid®. citrinumem Mendes
e ltaipava, com frequiéncias de 60% (6/10) e 7189 ,(respectivamente. Também se pode
verificar a prevaléncia desta espécie em amostas sintomatologia da CEB, com
frequiéncias de 50% (3/6) em Mendes e 80% (4/5)aipala.



4.4 Perfil toxigeno

O resultado obtido através da andlise por CCD dgmsc fungicas do género
Aspergillus,encontradas nos méis, foi negativo, isto €, nemhdas espécies deste género
mostrou-se micotoxigenas em todas as localidadedaeias.

Na analise da micobiota das crias, 50% das cepds flavusem Barra do Pirai e
7,7% das cepas dk. flavusem ltaipava, foram positivas para a producdo tkoxinas.
Dentre as cepas de nigerisoladas, nenhuma foi produtora de OTA, quanddsatas por
CCD.



5 DISCUSSAO

A andlise da Adas amostras evidencia que o substrato ndo desari@avoravel ao
crescimento microbiano (valor médio de 0,62 pard eme favo). Marassi et al. (2010)
obtiveram valores para,Ale mel comercial de 0,55 (média), de amostraslabtno Estado
do Rio de Janeiro. A diferenca verificada deveesenamento de maturacdo do mel, que em
favo do ninho de colméias no inicio de florada teadser de mel verde e o de mel comercial
de mel maduro.

O mel verde encontrado na proximidade da areaids, @erve ao consumo destas. E
comumente pode apresentar um alto teor de umigade,A. Entretanto, os valores obtidos
no mel verde deste experimento foram baixos, quandgparados ao valor de 0,61 e de 0,85
que sao valores que favorecem o crescimento dedues® osmofilicas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008) eAspergillus flavusrespectivamente (AFONSO JUNIOR, et al. 2003).
Esta condicdo do substrato deveria inibir a presele;esporos fungicos contaminantes do
mel. Considera-se que outros fatores internos méal como o pdo de abelha e outros
substratos possam estar favorecendo a manuten¢hatadingica.

Os resultados encontrados para contaminacao fungicael em favo discordam dos
encontrados por Alves et al. (2009), em que esteses relataram valores maximos de 3,8 x
10" ufc g1 (média) e em nosso estudo de 2,0% E8ta diferenca deve-se a origem amostral:
em nosso estudo originaram-se de colméia (do sebonienquanto que nos autores
supracitados de mel comercial, além das diferecaeslicdes climaticas entre as regifes e
também devido aos distintos meios de cultura: Aleesal. (2009), empregou o BDA,
enquanto nosso estudo utilizou meios DRBC e DGIBT(PHOCKING, 1997). O BDA é
um meio comumente preconizado para isolamentoivoult contagem geral de fungos e
leveduras em alimentos e produtos lacteos, pemitisolamento de fungokrichodermae
Fusarium.

No geral, a contaminacdo fungica do mel em favo cdéméias de abelhas
africanizadas foi alta em todas as localidadesdadas, mas destaca-se a do municipio de
[taipava como a maior contaminacgéo aparente. Eeieedca é devida a fatores locais, como
a umidade, em que esta localidade teve sua amestragalizada no periodo chuvoso
(estacdo verdo). Fatores de manejo peculiar aalspidcambém podem ter favorecido a
maior contaminacdo, como a revisdo em intervaltgitss (menor que 15 dias) e o periodo
do dia (manhd). A contaminagao pode ter ocorridabtam por fontes secundarias e fatores
ambientais, ja que € um experimento em campo, e gofter variagbes provocadas por
fatores ambientais, como vento, insetos, poeiliayas, entre outros.

A alta contagem fungica das amostras analisadawieleem favo implica na sua
reprovacdo. Embora a legislacdo ndo apresenta gmadnicrobiologicos para mel, ao se
comparar aos valores permitidos para a alimenthgémna, segundo a Portaria n°® 451/97-
do Ministério da Saude (MS), estes valores superavalimite aceito para assegurar a
qualidade higiénica do mel (1,0 x40fc g*) para fungos e leveduras. Infelizmente, esta
Portaria foi revogada pela Anvisa (Agéncia NaciateVigilancia Sanitaria) em 2 de janeiro
de 2001, que naquela época considerou 0 mel, eBo mEs, como um produto sujeito a
baixa contaminacdo por microorganismos. Este estondstra que o mel pode apresentar
indices altos de ufc'e merece especial atencéo pelo governo, no saleidaiar a questio
sanitaria dos apiarios e monitorar a ocorréncitodes de doencas.

A analise da contaminacdo fungica das crias revelalores superiores para com
sintoma da doenca, ao se comparar com as criasis@mas, possivelmente, isto € um forte



indicio da susceptibilidade das larvas a contandimdgngica secundaria. Ressalta-se que
mesmo nas crias sem sintomas, a contagem foiaglésar da condicdo de homeostase e de
higiene do ninho da colméia, por ser esta a arema@rnidade, onde os cuidados séo

redobrados pelas abelhas. Os favos das crias ho 8#0 0s mais revestidos de propolis,

substrato de desinfeccao e de isolamento térmarthecido por seu poder germicida contra

microrganismos (FREE, 1987). As crias sem sintop@dem assim adoecer a qualquer

momento, dependendo de algum fator se estresse.

Na determinagdo da micobiota em amostras de mefago) todas as localidades
apresentaram presenca de géneros potencialmergerios, coma@spergilluse Penicillium
nas amostras originarias de periodo com e sennsatddogia da doenca, fato este que pode
indicar auséncia de relacdo destes fungos com a B&Bm, a presenca destes géneros e de
espécies possiveis causadoras de doencas em abmhasA. flavus e A. niger nas
localidades de Mendes e Itaipava, indicam o caotréu seja, que pode existir a relacao
destas espécies com a doenca em questdo, o qeecaidgdosa pesquisa.

Em ltaipava, espécies drrisariumforam encontradas em amostras de mel coletados
em areas com sintomatologia da doencga, o que poideicar possivel relacdo deste género,
que é um potencial produtor toxigeno, com a CEBrém, a auséncia deste fungo em
amostras coletadas com sintomas da CEB, no mumidgpMendes, descartaria uma possivel
relacédo deste género com a CEB, 0 que exige nadoss

Na determinacdo da micobiota em amostras de origénercCladosporiumeé o unico
presente em todas as localidades. Ja o g&deliemiafoi encontrado somente em areas sem
sintomatologia da doenca. Estes géneros sdo ampiawlistribuidos no ar e matéria organica
em decomposicéo, podendo ser freqientemente isotadno contaminantes nos substratos
em geral (PITT; HOCKING, 1997)

Os resultados deste trabalho concordam parcialntemteos de Pacheco (2007), uma
vez que no presente estudo foram encontrados saioferiores a 50% na frequéncia de
Aspergillussp.,com excec¢édo de Mendes (crias sem sintomatologieiaca), em que foram
verificados valores superiores a 50%. Esta sinddéitpode ser explicada pelo uso do mesmo
tipo de substrato (crias) e de coleta em mesmaéatibi

Deve-se destacar que a presenca da espgécitiavus em todas as localidades
estudadas, que podem ser um importante produtonidetoxinas (aflatoxinas). Em duas
areas de amostragem com sintomatologia da CEB (&4eedtaipava) houve maior numero
de cepas isoladas, quando comparadas a localidade n§o houve amostras com
sintomatologia da doenca (Barra do Pirai). Obsseevéeambém uma alta freqiéncia destas
cepas pertencentes as amostras com sintomas dg6C&Bem Mendes e 46% em ltaipava).
Isto pode indicar um foco de contaminacdo na dasacdas, com aparente relacao direta com
a CEB. Os resultados mostram também que a preslascespécies isoladas nas localidades
estudadas deve constituir um alto risco de contagdim no ambiente da colméia.

Na anadlise dos resultados das crias sem sintorgé&olta doenca, encontramos
também espécies. flavus A. fumigatuse A. candiduse em Itaipava também se encontfou
niger. Esta analise é discordante da de Pacheco (2§0&)verificou a presenca de niger
em 100% das amostras de crias analisadas em V@ece&lades, enquanto que em nosso
estudo verificou-se presenca desta espécie apenasunicipio de Itaipava. Esta variacédo
pode ter sido favorecida pelas condi¢ces abidtogseriodo e revela a prevaléncia de fungos
nas regides sujeitas a CEB.

A presenca ddPenicillium neste estudo, em particular &e citrinum que esteve
presente em todas as amostras de crias analisaig@#fica outro fator de risco de
deteriorizacdo das mesmaB. citrinum € um fungo distribuido mundialmente, com
caracteristicas mesofilicas, seu crescimento \emtee temperaturas de 5-37° C, sendo a



temperatura otima entre 26-30° C. Tem sido amplé&néolado nos alimentos, sendo
considerado o principal produtor da toxina citran(PITT; HOCKING, 1997).

A analise do perfil toxigeno d&. flavuse A. nigerreforca a potencialidade produtora
de toxinas destes fungos. Burnside (1930) e Caorfgesi (1975) afirmaram a acdo de uma
substancia toxica produzida por estes fungos guasi@mtaram a morte de abelhas,
possivelmente as aflatoxinas e a ocratoxina A aesmmente.

Enquanto que as analises para as cepas fungidsspdegillus,por CCD, no mel em
favo foram negativas, isto é, nenhuma das espéeiste género isoladas no substrato em
guestdo mostrou-se micotoxigena para as toxindsaotas, na micobiota das larvas 33,3%
das cepas deé\. flavus foram positivas para a producao de aflatoxinas agias sem
sintomatologia da doenca, e 8% em crias com sirttdagga da doenca. Este resultado pode
sinalizar uma relacéo entre a presenca do fungtoafgeno e a ocorréncia da CEB em crias
de abelhas. Vale observar que os fungos mencionpddem produzir outros tipos de
metabdlitos secundérios, quando em condi¢cdes fesistdque ndo foram analisados no
estudo em questdo e que podem estar relacionatbgrtacom a etiologia da CEB, o que
exige mais estudos.



6 CONCLUSOES

. Os fungos isolados neste estudo podem estar nedalns com a cria ensacada
brasileira (CEB) no Estado do Rio de Janeiro;

. As elevadas contagens flngicas obtidas a partanaestras de mel em favo
demonstraram que este pode servir como meio dewroamcdo fungica no ambiente da
colméia;

. Aspergilluse Penicillium foram os géneros mais frequentemente isolados no
mel em favo;
. O mel em favo e crias de abelhas podem ser coragamgnporA. fumigatus, A.

niger e A. flavus possiveis causadoras de doencas em abelhas;

. Cepas deAspergillusisoladas em mel em favo ndo foram produtoras de
micotoxinas, entretanto, as cepas isoladas em moideam ser.
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