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Material para colheita
de amostras para diagnostico

de doencas que afetam
Abelhas Apis mellifera

W\PORTAN‘W .
ar formdo, facas e
mente desmfeiocsios
e enire apiario
ﬁgtlrgrcc(grn:\ec;(;zo e sabdo, reohszor
esfregacdo mecanica % c/ijpon
subrergir em alcool 7

“Sempre utiliz
pingas devida

Kit EPI — Equipamento
de proteg¢do individual

Formao

Caneta do tipo marcador permanente
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Saco plastico

e m
o -

Lapis e caneta
esferogrdfica

Jornal

V/

Microtubos

Pote plastico
universal

Caixa de isopor
com gelo reciclavel \
k

Pinca &.
» A\

I I
//-'/ y
Luvas de latex

Pincel/ trincha

Envelope

. y
Espuma

E“quems m

_J

-He

Pote plastico Pote pldstico
universal perfurado de 500 mL

181



Garantindo a seguranca

Antes de dirigir-se ao apidrio, o profissional
devera vestir-se adequadamente com o
equipamento de protecdo individual (EPI),
acender o fumigador e pegar o formd@o

LA Chapéu
TRA?N/\'\'ARW.DU o \ Méscara/Véu

0 trabalho de colheita deverd
or executado sempre em - e
ii \a, um individuo controla !
it dor e
om fumiga
b Cdo gs amosiras

outro colhen

uvos de
- borracha
# & o
_Fumigador = . E
0 fumigador é T
imprescindivel, pois a \ I Luvas de
fumaca, na quantidade M I algoddo (usar
certa, permite controlar a [ /| opcionalmente,
v bai
defensividade das abelhas. A porbao
borracha)
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\

Reconhecendo as partes
de uma colmeia

Tampa

Protefor contra
formiga

Cavalete ;
Alvado (entrada da colmeial)

Colmeia Langstroth ou padrdo,
despovoada, em cavalete de madeira
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Identificando os individuos da
colonia, células de operdrias,
células de zangdao e realeira

Célula de
operaria
operculada

Operaria

Célula de Zangdo
operaria
desoperculada

Rainka Operdrias fazendo

corte @ rainha

Célula de zangdo
Célula de zangdo operculada
desoperculada

Realeira
aberta

Realeira fechada
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Abrindo e inspecionando

uma colmeia

1° Passo
Abrindo a colmeia e controlando o
comportamento defensivo das abelhas

v Fazer fumaca no alvado;
v Levantar a tampa;
v Fazer fumaca paralela
a superficie dos quadros;
v Fechar a colmeia por
1 minuto;
Manter o fumigador
cerca de 15 cm
da colmeia

v Abrir a tampa
novamente e fazer
fumaca paralela

a superficie

dos quadros;
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Certificar-se de que
a rainha ndo esta
na tampa

v Apoiar a tampa no chdo, colocando sobre ela als)
melgueirals) ou qualquer outro aparato ufilizado pelo
apicultor (Ex.: Alimentador de topo, coletor de pdlen,
coletor de prépolis, tela excluidora efc.).
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2° Passo - Inspecionando a drea de crig;

NOTA

Localizagdo
mais provove\.
da area de cria.

v Com o auxilio
do formdo,
descolar os
quadros do
ninho (devido a
propolizagdo);
v refirar um
quadro da drea
de cria.
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v Redlizar a inspegdo dos
quadros da drea de cria.
Certificar-se de que a
rainha ndo esta presente
nesse quadro e, caso estejq,
transferi-la gentilmente ¥
para outro quadro ou
permitir que ela o

faca espontaneamente.

Para facilitar a visualizagGo

das crias, se necessario, chacoalhar o quadro
suavemente para dentro da colmeia ou utilizar um
pequeno ramo de planta para afastar as abelhas
adultas que estdo cobrindo a drea de cria.
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Fases do desenvolvimento
das abelhas

Durante seu ciclo de vida, as abelhas passam por quatro
diferentes fases: ovo, larva, pupa e inseto adulto

DIFERENTES FASES DO DESENVOLVIMENTO
DAS ABELHAS - CRIAS NORMAIS

Ovo

No primeiro dia,
enconfra-se na posi¢do
vertical, no segundo dia
inclinada e, no terceiro
dia, passa a ficar na
posicdo horizontal

L-arva
Fase larval Pre-pupa

cCr e \\A

Diferentes sub-estdgios do desenvolwmento
larval, incluindo pré-pupa

Diferentes estagios
da fase larval. Crias
desoperculadas

e operculadas

H.M.Takada, PRDTA-VP/APTA, SAA, SP

M. Elias-Neto, FFCLRP/ USP

PMF&\

Fase de pupa

rwn
cLu\a ee

Diferentes estagios da fase de pupa (pupa de olho branco,

pupa de olho rosa, pupa de olho rosa-escuro e pupa de olho

marrom com pigmentacdo tordcica de leve a forte).

Pré-pupa e pupa em diferentes estagios,
desoperculadas, para permitir a visualizag@o.

Crias sadias normalmente sdo vigorosas e apresentam-

se na fase larval no fundo dos alvéolos, em forma de
“C" (desoperculadas). Apds 5 a 6 dias, essas larvas
sdo operculadas com cera, mudando constantemente
a sua posi¢do até ficarem retas nos alvéolos, com o

dorso do corpo na parede lateral do alvéolo (pré-pupal.

Nessa fase, ela cessa seus movimentos e passa por
modificacdes, transformando-se em pupa. Desde ovo,
passando por todos os estdgios de larva, até o estagio
inicial de pupa, a cria apresenta-se com coloragdo
branco-pérola em todo o corpo. Ao longo da fase de
pupa, ocorrem mudancgas gradativas na pigmentacdo
dos olhos e dos segmentos do corpo.

M. Elias-Neto, FFCLRP/ USP
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Diferentes anomalias
na fase de cria

Para reconhecer os sintomas das doencas & importante
estar familiarizado com as caracteristicas das diferentes
fases do desenvolvimento das crias e com a aparéncia de
um favo com crias saudaveis.

Quadro com drea
g8 de cria normal

Quadro com drea
de cria falhada

Exemplos de possiveis alteracoes
na aparéncia das crias

Cria com alteracdo de
cor e/ou ressecada

Cria contorcida na
parede do alvéolo
com alteracdo de
cor e murcha

Cria no fundo da célula com
alteragdo de cor e murcha

Cria com alteracoes de
consisténcia (aquosa)
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Principais doencas, intoxicacoes Cria Giz
e parasitoses que afetam Agente causador
CRIAS DE ABELHAS - Apis mellifera Fungo Ascosphaera apis

Fase de desenvolvimento da cria afetada
Crias j@ operculadas, pré-pupa e pupa
Cria POtrida Americana (ficam mumificadas) -

ou Loque Americana

Agente causador
Bactéria Paenibacillus larvae

Fase de desenvolvimento da cria afetada
Pré-pupa e pupa

BART SMITH, BRL/ARS/USDA

BART SMITH, BRL/ARS/USDA

VIRGINIA WILLIAMS, BRL/ARS/USDA

BART SMITH, BRL/ARS/USDA

Cria Ensacada

Cria PUtrida Européia ou Loque Européia
Agente causador
Agente causador Virus SBV (Sac Brood Virus)

Bactéria Melissococcus plutonius Fasaldaldasanvelviments

Fase de desenvolvimento da cria afetada da cria afetada
Geralmente larva desoperculada em fase de Pré-pupa (nGo consegue
olimentogdo- olgumos vezes cria operculada passar para pupa)

KL .
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Cria Ensacada Brasileira

Agente causador
Pélen da planta barbatiméo (Stryphnodendron spp)

Fase de desenvolvimento da cria afetada
Pré-pupa (ndo consegue passar para pupal

Cria com asa deformada

Agente causador
Virus DWV (Deformed Wing Virus), ou, eventualmente,
Varroa (por agdo fisica)

Fase de desenvolvimento da cria afetada
Pupa, proximo a emergéncia ou nascimento
([quando o sintoma é evidente)

Crias Andémalas
Agente causador
Causa indeferminada

Fase de desenvolvimento da cria afetada
Pupa

Varroatose

Agente causador
Acaro ectoparasita Varroa destructor
(na fase de reproducdo)

Fase de desenvolvimento
da cria afetada
Cria j@ operculada




Amostras para diagnostico das principais doencas
que afetam CRIAS DE ABELHAS - Apis mellifera

Antes de iniciar a colheita de amostra, faca uma
observacdo minuciosa dos favos na drea de cria.

Nos quadros que apresentarem falhas (conforme
apresentado na pagina 16), procure detectar a
presenca de crias com altera¢des na cor (mudanga de
branco-pérola para marrom claro a escuro); murchas;
contorcidas nas paredes dos alvéolos ou mumificadas.

Colheita de crias para andlise

Para diagnéstico da doenca, colher 4 amostras diferentes

Amostra 1 NOTA o
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Reglizar as colheitas de

amostras utilizando luva
" Onde oolhu descartavel de latex s9bre as
No ninho de borracha e descartd-la, entre

uma e outra colmeia, em saco
de lixo, fechando-o em seguida.

2.0 que colher

Favos falhados e com crias anormais (sem mel,
contendo crias que apresentem alguma anormalidade)

3. Como colher

Com a faca, cortar pedagos
de favo em uma regido com
crias suspeitas (entfre os
arames do quadro)

4 Quantidade

Pedacos de favo contendo

o maximo possivel de crias
anormais — 3 a 5 pedagos de
favo de aproximadamente
3x3cm a 3x10cm,
preferencialmente entre os
arames do quadro. Pode
também ser o favo inteiro

5. Recipiente

Envolver as amostras de favo em papel jornal
ou outro tipo de papel ndo encerado.
Atencao: Nunca envolver em pléstico ou papel
aluminio, nem colocar em frasco fechado

o. Temperatura da amostva pava vansporte

Ambiente

+ Tempo critico pava chegada ao laboratério
Até 48 horas

B. Exames

Isolamento/identificacdo

Andlise microscopica e/ou molecular, se o material
estiver preservado*

* A descoberta fardia de anormalidades em um apidrio muitas
vezes inviabiliza a utilizagdo de certas técnicas para diagndstico,
em virtude da decomposicdo do material submetido
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S. Recipiente

Envolver os pedagos
de favo em papel

. Onde colher jornal ou outro tipo de
‘ papel ndo encerado.
No ninho | Atencgdo: nunca envolver
| em pldstico ou papel
\aluminio, nem colocar em
frasco fechado

\

20 que colner |

|
Favos contendo '

crias operculadas
(preferencialmente, sem
mel e com pupas mais
velhas, de olho escuro)

3. Como colner

Com uma faca,

cortar um pedaco de : . e

R T e : o. Temperatura da amostva pava tvansporte
Ambiente

4 Quantidade

e s F. Tempo critico para chegada ao laboratério

aproximadamente Até 48 horas

3x10cm (contendo

pelo menos 100 crias

operculadas, entre os 8 Exames

arames do quadro)

Avaliagdo da taxa de infestacdo de crias por
Varroa destructor (varroatose)
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. Onde colher

No ninho

2.0 que colher

Crias anormais

3. Como colher

Com uma pinca,
colher, individualmente,
crias anormais

4 Quantidade

Efetuar colheita individual de aproximadamente
20 crias ou todas, se forem menos de 20

5. Recipiente

Dividir as amostras em 2
partes iguais e colocar em:

a) Tubos Eppendorfde 1,5
ou 2,0 mL - colocar uma cria
suspeita por fubo

b) Papel oficio comum
- esmagar a amostra
ao dobrar o papel
{colocar o papel dentro
deum envelope)

o. Temperatura da amostva pava dvansporte

A) Para a amostra em tubos b) Paraa
Eppendorf de 1,5 ou 2,0 mL. amostra em
Congelada (-20°C). Congelar papel oficio

comum

imediatamente as amostras,
mantendo o material em freezer até o Ambiente
envio para o laboratério

Enviar para o laboratério em caixa

isotérmica com gelo reciclavel

F. Tempo critico para chegada ao laboratirio
Até 48 horas

B. Exames

Andlise microscopica, microbioldgica e/ou molecular *

* A descoberta tardia de anormalidades em um apidrio muitas

vezes inviabiliza a utilizagdo de certas técnicas para diagndstico,

em virtude da decomposicdo do material submetido
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Detalhe do favo
contendo mel

Il operculado e pdlen
" Onde colher armazenado no
No ninho alvéolo (fambém

chamado
de “pdo de abelha’)

Pélen armazenado  Mel operculado

2.0 que colher

Pedaco de favo contendo
mel operculado
(na parte superior de favos R
de cria - caso ndo encontre, B -
colher mel desoperculado) ] e

5. Recipiente

Colocar as amostras em frascos pldsticos de 500g
a 1kg. Fechar bem, colocando em seguida cada
frasco em saco pldstico

3. Como colier - o. Temperatura da amostva para tvansporte

Com uma faca, cortar Ambiente
a parte superior do
favo contendo mel
(entre o arame e a
madeira do quadro)

F. Tempo critico pava chegada ao laboratirio
Até 48 horas

4’- Quantidade

Quatro pedagos de
aproximadamente
3X7 cm (a amostra
pode conter pélen)

B. Exames

Andlise para esporos de P larvae
e presenca de pélen de barbatimdo
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Principais doencas, intoxicacoes

e parasitoses que afetam i
ABELHAS ADULTAS - Apis mellifera £
e e L e b L o L el L el

Nosemose

Agente causador
Microsporideos, Nosema apis e/ou Nosema ceranae

Sintomas clinicos
Diarréia, quando causada por N. apis;
Sinfoma inespecifico, quando causada por N. ceranae

Acariose

Agente causador
Acaros endoparasitas, Acarapis wood,
dentre outras espécies

Sintomas clinicos
Inespecifico

Varroatose e

Agente causador
Acaro ectoparasita, Varroa destructor

Constatagdo visual Wa\‘/\}
da presenca do dcaro =
sobre as abelhas ". _

F.

Viroses —

Agente causador

Cerca de 18 diferentes virus podem infectar abelhas,
dentre os quais podem ser citados Black Queen Cell
Virus (BQCV) - Filamentous Virus (FV) - Deformed Wing
Virus (DWV) - Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) - Acute
Bee Paralysis Virus (ABPV) - Israeli Acute Paralysis Virus
(IAPV) e Cloud Wing Virus (CWV)

Sintomas clinicos
Inespecificos, muito embora, alguns sintomas te-
nham sido associados a viroses, tais como: abelhas
com asas deformadas
dentro e na frente da
colmeia, abelhas sem
pelos e com aspecto
brilhoso, abelhas com
asas opacas e abelhas
com fremores

Yanping Chen, BRL/ARS/USDA

Intoxica¢Ges por agrotdxicos

Agente causador
Constituintes quimicos de
inseticidas e de outros
defensivos agricolas e e

Sintomas clinicos M

Grande quantidadede &+ = %
abelhas mortas fora
e/ou dentro da colmeia
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Amostras para diagnéstico das principais doencas

20 que colner
gue afetam ABELHAS ADULTAS - Apis mellifera

Abelhas adultas ainda vivas
e moribundas (rastejando e
sem conseguir voar)

3. Como colner

Com o auxilio de
uma pinga, colher as
A - abelhas moribundas

Se possivel, um dia antes
da colheita, capinar/limpar

Em abelhas adultas, geralmente, ndo ocorrem sintomas
caracteristicos para cada doenga. O que se observa
comumente é a presenca de algumas abelhas

adultas moribundas na entrada da colmeia (alvado)

ou no chdo, rastejando até morrerem. Quando ocorre
mortalidade por algum tipo de inseficida, observa-se
maior quantidade de abelhas mortas no chdo na frente
da colmeia e, algumas vezes, no fundo da colmeia.

Eventualmente, certas viroses e parasitas podem na frente de 4— Quantidade
produzir sintomas especificos (asas deformadas, 203 m?trosio ara facilitar @
auséncia de pelos, entre outros) cada colmeia, p Cerca de 30 abelhas

visualizacdo das abelhas que

60 moribundas ou mais por colmeia
est@o

} S. Recipiente

| Frascos de plastico tipo universal
/ perfurado na tampa e nas laterais

Colheita de abelhas < -"&s

adultas para andlise

o. Temperatura da amostva
pava tvansporte

Para diagnéstico das doencas e infoxicagdes de
abelhas adultas, colher 5 amostras diferentes

Ambiente

Amostra 1 E2 Tempo critico para chegada ao laboratério

Até 48 horas

'.OanC0h&V i;.E«nnms
Na frente da colmeia (no solo) e na Detecgdo de esporos de Nosema spp.,
entrada da colmeia (alvado) dcaros endoparasitas e protozodrios
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. Onde colher

Na entrada da colmeia (alvado)

2.0 que colher

Abelhas adultas campeiras que estdo chegando

3. Como colher

Fechar a entrada da
colmeia (alvado) com
uma tira de espuma
comum e colher as
abelhas que estdo
chegando dentro de
um frasco plastico
tipo universal,
contendo dlcool 70%

+ NOTA

Para a colheita de abelhas
no alvado, pode-se suga-las
utilizando-se um sugador del
abelhas ou, alternativamente,

| Varré-las com um pincel/
frincha comum (de pinturq) de
4a 5 cm delargura

L
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4'. QMMHAM&

Cerca de 30
abelhas ou mais,
por colmeia

5. Meio

Alcool 70%. No
frasco, deixar
5mm de dlcool
acima das
amostras de
abelhas

0. Recipiente

Frasco plastico tipo universal (contendo dlcool 70%)
Atencdio: fechar bem o frasco, colocando cada frasco
em um saco pldstico. Em seguida, colocar em caixa de
papeldo com divisdrias entre os frascos

T Temperatura da amostva pava dvansporke

Ambiente

8 Tempo critico para chegada ao [abovatsvio
Até 72 horas

9 teames

Detec¢do de esporos de Nosema spp., Gcaros
endoparasitas e protozodrios
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Cerca de 10 abelhas

por colmeia
. Onde colher
Dentro da colmeia 5 R%ipiu\ to
Frascos plastico
20 Qe colher | tipo universal
Abelhas adultas que estdo cobrindo a drea de cria
o. Temperatura
4a amostva
3. Como colher pava transporte

Congelada (-20°C).
Congelar imediatamente
as amostras, mantendo
o material em freezer
até o envio para o
laboratério

Enviar para o
laboratoério em

caixa isotérmica com
gelo reciclavel

Suspender um favo de cria. Com o auxilio de um
frasco de pldstico tipo universal, posicionado
obliguamente e arrastado de baixo para cima,
colher as abelhas dentro do frasco

Ed Tempo critico para chegada ao [Abovatério
Até 24 horas

B. Excames

Andlise molecular
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4'. QMM'HMAQ/

Cerca de 200 a 300 abelhas por colmeia

amostra 4

. Onde colher

Dentro ‘\
da colmeia

5. Meio

Alcool 70%. No frasco, deixar 5mm de
Glcool acima das amostras de abelhas.

0. Recipiente

Frasco pldstico de 500 mL
(contendo dlcool 70%)
adultas que it Atengdo: fechar bem o frasco,
estéo cobrindo colocando cada frasco em
a érea de cria um saco pldstico. Em seguida,
colocar em caixa de papel&o com
divisorias enfre os frascos

2.0 que colher

Abelhas

_ -

3. Como colher Ed Temperatura da

amostva para tvansporte

W Ambiente

8 Tempo critico para chegada ao laboratério
Até 72 horas

Suspender um
favo de cria. Com
0 auxilio de um
frasco de pléstico
de 500 mL contendo
250 mL de dlcool
70%, posicionado
obliguamente e
arrastado de baixo
para cima, colher
as abelhas dentro
do frasco

9 teames

Determinacdo da taxa de infestagdo
de dcaros ectoparasitas
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amostra 5
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|, Onde. colner

Na frente e/ou
no fundo de
cada colmeia

2.0 que colher

Abelhas adultas
moribundas e/ou
mortas

Importante: Colher
abelhas mortas
somente se a
mortalidade tiver
ocorrido um dia
antes da colheita

3. Como colner

Com o auxilio de
uma pin¢a ou

com a propria

mdao utilizando

luvas descartaveis,
colher as abelhas
moribundas e/ou
recentemente mortas

OSMAR MALASPINA, CEIS/UNESP.

\1 4' &MMMQ/

=T Cercade 300a
.|| 500 abelhas nas
proximidades de
cada colmeia

OSMAR MALASPINA, CEIS/UNESP,

S Recipiente
Frasco plastico com
capacidade de kg

l

o. Temperatura da amostva pava tvansporte

Congelada

- (-20°C). Congelar

] imediatamente as

NQTA ara \dorator amostras, mantendo
Eaviar PO sotermica com o material em freezer
e CO e até o envio para

gelo reC o laboratério

F. Tempo critico pava chegada ao laboratsrio
Até 24 horas

B. Exames

Deteccdo de inseticida e outros defensivos agricolas
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