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1. INTRODUCAO

As abelhas Apis mellifera sdo agentes polinizadores muito importantes para
a preservacao do ecossistema, biodiversidade e aumento da produtividade agricola
(BARCELOS et al., 2013; RICKETTS et al., 2008). Existem varios patégenos que
acometem as coldnias de abelhas, provocando perdas na industria apicola, dentre
0S quais pode-se citar o microsporidio Nosema spp., 0 virus deformador de asas
(DWV, do inglés Deformed Wing Virus) e o virus da realeira negra (BQCV, do inglés
Black Queen Cell Virus) (MCMENAMIN; FLENNIKEN, 2018; POTTS et al., 2010).

A infeccgéo viral causada pelo DWV pode ser transmitida através do acasa-
lamento, gerando descendentes contaminados, mas que nem sempre apresenta-
réo sinais clinicos (DE MIRANDA; GENERSH, 2010). No entanto, quando conco-
mitante a infeccéo pelo acaro Varroa destructor, vetor de transmisséo viral, as abe-
Ihas podem apresentar deformacdes nas asas e reducédo da longevidade (OLI-
VEIRA, 2015; WOODFORD et al., 2022). Ja na infeccdo por BQCV, geralmente
assintomatica, pode ocorrer o escurecimento do opérculo, levando princesas em
estagio larval & morte (SIMENC et al., 2021).

Ha duas espécies de Nosema spp. que afetam negativamente a longevidade
em colbnias de abelhas: o N. apis e N. ceranae, e 0s sinais clinicos sao diferentes
dependendo do agente. Infec¢des por N. apis sdo responsaveis pela nosemose tipo
A, que causa diarreia e manchas fecais na colmeia, reducéo na producdo de mel e
aumento da mortalidade durante o inverno. A nosemose tipo C, causada por N.
ceranae, resulta em fraqueza e pode culminar em colapso da colmeia afetada (HI-
GES et al., 2020; MARTIN-HERNANDEZ et al., 2018).

A interacdo sinérgica entre N. ceranae e BQCV em abelhas operarias eleva
a mortalidade em casos de coinfeccdo (DOUBLET et al., 2015). A aplicacéo de
métodos diagnosticos de alta especificidade, como a Reacdo em Cadeia da Poli-
merase (PCR), mostra-se conveniente na vigilancia epidemiolégica (CAGIRGAN;
YAZICI, 2020). Ao permitir a deteccao de mais de um agente simultaneamente, a
PCR multiplex otimiza a rotina laboratorial e foi 0 método utilizado neste estudo,
cujo resumo objetiva relatar a identificacdo de casos multiplos de coinfecc¢do por
trés patogenos: N. ceranae, DWV e BQCV em apiarios do sul do Brasil.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta: Para a elaboracao deste trabalho, abelhas de oito colmeias localizadas
em Porto Alegre (RS) foram coletadas, de forma aleatdria, armazenadas e refrige-
radas até a chegada ao Laboratorio de Virologia e Imunologia da Universidade Fe-
deral de Pelotas (LABVIR/UFPEL), onde foram congeladas a -80°C.
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2.2 Preparo: Das oito amostras compostas por cerca de 20 abelhas adultas, foram
selecionadas, aleatoriamente, seis abelhas inteiras ainda congeladas, das quais os
abdomens foram seccionados e macerados.

2.3 Extracao de RNA e cDNA: Foi realizada extracdo de RNA com o agente TRI-
zol™ (Life Technologies, Carlsbad, CA), conforme as instruces do fabricante. As
amostras foram submetidas a sintese do DNA complementar (cDNA), com o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™).

2.4 rtPCR: Neste estudo foram utilizadas duas PCR multiplex para detecgéo dos
virus e uma PCR duplex para deteccdo de Nosema spp. Os pares de primers utili-
zados para a duplex foram N. Apis (F.GCATGTCTTTGACGTACTATGTA, R:.CGTT-
TAAAATGTGAAACAACTATG) com amplicon de 321pb, e N. Ceranae (F.CGA-
CGATGTGATATGAAAATATTAA, R:TCATTCTCAAACAAAAAACCG) com ampli-
con de 218pb (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2007). Os pares de primers utilizados
na multiplex estdo descritos na tabela 1, a seguir.

Tabela 1. Pares de primers multiplex utilizados no estudo

Multiplex 1 Multiplex 2

Virus ABPV CBPV SBV IAPV BQCV DWV

Primer F | TCTGAT | CAAC- AAGGG- | AGACA- | AGTGG- | GAGA-
GATG- CTG- CGGTG- | CCAAT- | CGGA- TTGAAG
CTGAA | CCT- GAC- CACG- GATGTA- | CGCATG
GAGAG | CAACA- | TATG GACCT- | TGC AACA
AAA CAG CAC

Primer R | AAT- AA- CCAC- AGA- GGAGG- | TGAATT-
CAT- TCTGG- | TAGG- TTTG- TGAAG- | CAGTG-
CATTG- | CAAGG- | TGATCC | TCTG- TGGCTA- | TCG-
CCGG- | TTGAC- | ACACT |TCTCCC | TATC CCCATA
CTCTA | TGG AGTG

CACAT
Amplicon | 514pb 296pb 135pb 475pb 294pb 130pb

Fonte: Hou et al., 2014; Teixeira et al., 2008; Tsevegmid et al., 2016.

As condi¢des de termociclagem das duas multiplex foram as mesmas: 94°C
por 3 minutos, seguidas de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segun-
dos e 72°C por 40 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. J& para o
duplex, as condi¢des de termociclagem foram: 94°C por 2 minutos, seguido de 10
ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 40 segundos.
Apos esta etapa, 20 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C
por 50 segundos com extenséao final de 72°C por 7 minutos. Todas as PCRs reali-
zadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e visualizadas
em transiluminador UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema multiplex é uma alternativa rapida e econémica para detecgdo de
varios agentes em uma unica amostra (SGUAZZA et al., 2013), e foi 0 método uti-
lizado em nosso trabalho para deteccdo de multiplos casos de coinfecgdo por trés
patogenos. Das amostras analisadas, mostrou-se alta prevaléncia de coinfeccao
por DWV, BQCV e Nosema ceranae. N&o foi encontrada infeccéo por Nosema apis.
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Segundo Tentcheva et al. (2004), os resultados de seu estudo fornecem evi-
déncias de que mdltiplas infec¢des sdo detectadas frequentemente nas coldnias de
abelhas, apesar da falta de sinais clinicos. No presente estudo, obteve-se mais de
80% de coinfecgcédo desses 3 agentes (DWV, BQCV, N. ceranae), resultado que
estd em conformidade com o estudo de Chen et al. (2005), no qual das 29 rainhas
examinadas nos Estados Unidos e na Gedrgia, 93% tiveram multiplas infec¢des por
mais de dois virus.

No estudo de Matthijs et al. (2020) também é relatado que grande parte das
colonias estudadas na Bélgica estdo coinfectadas com trés patdgenos ou mais.
Neste mesmo estudo foi constatado que apenas N. ceranae foi detectada em mais
da metade das amostras, assim como o V. destructor. Embora este ndo tenha sido
detectado nas amostras aqui analisadas, a reproducéo desses acaros vem aumen-
tando nos apiarios do Rio Grande do Sul devido a importacéo de abelhas de outras
regioes, fazendo-se importante a monitorizagcdo das colmeias, uma vez que a as-
sociacdo desses patdgenos pode levar a perda das colénias (GARCIA, 2014,
SCHAFASCHEK et al., 2019). Este fato reforca a importancia do estudo das infec-
¢cBes com multiplos patdgenos perante a saude das abelhas (MATTHIJS et al.,
2020).

Os resultados aqui apresentados comprovam a presenca desses patdogenos
(DWV, BQCV, N. ceranae) na regiao sul do Brasil, o que esta de acordo com o
encontrado por Chagas et al. (2021), estudo em que das 92 col6nias analisadas,
57% (53/92) estavam infectadas por N. ceranae e mais de 30% (30/92) por BQCV.
Apesar da caréncia de dados frente a incidéncia de DWV nas A. mellifera do sul do
Brasil, a vigilancia realizada pelo LABVIR/UFPEL pdde demonstrar, através do pre-
sente trabalho, a presenca desse virus na regiao.

4, CONCLUSOES

Multiplos casos de coinfec¢des em abelhas tém sido evidenciados em diver-
sas regibes do mundo, sendo este um dos principais fatores do declinio populacio-
nal das mesmas. Este problema esta relacionado com a perda de col6nias, assim,
afetando ndo sé o ecossistema, como também a produtividade agricola. Desse
modo, é de suma importancia aprofundar estudos sobre as infec¢gdes com multiplos
patdogenos que afetam a salde das abelhas. Ademais, € possivel concluir que o
PCR multiplex utilizado no trabalho, por detectar mais de um agente simultanea-
mente, demonstrou ser um método eficaz, rapido e econémico.
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