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Resumo

RASTREIO DE AGENTES PATOGENICOS PRESENTES NA POPULACAO
ADULTA DA ESPECIE Apis mellifera NO EFETIVO APICOLA NACIONAL

A presente dissertacdo de mestrado visa contribuir para o conhecimento do panorama
sanitario do efetivo apicola portugués, fornecendo ferramentas importantes para o
compreender.

O primeiro objetivo foi determinar a prevaléncia nacional, regional e sazonal dos
principais agentes patogénicos que afetam a abelha adulta com base na amostra em estudo,
e o0 segundo foi averiguar a interacao entre os mesmos. Assim, 493 e 226 amostras de abelhas
adultas recolhidas em 2021 e de janeiro a junho de 2022, respetivamente, foram enviadas
para o Posto Apicola, INIAV, provenientes de Portugal Continental e Arquipélago dos Agores.
Foram analisadas utilizando técnicas macroscopicas e microscopicas estabelecidas pelo
laboratério, tendo sido observados Varroa destructor, Nosema spp., Acarapis woodi,
Senotainia tricuspis e Braula coeca. Em 2021, o agente mais prevalente foi V. destructor
(35,29%, 174/493), seguido por Nosema spp. (26,98%, 133/493), sendo que esta tendéncia
se inverteu em 2022, com valores de 23,89% (54/226) e 25,22% (57/226), respetivamente. O
Arquipélago dos Acores foi a Unica regido nacional onde se diagnosticaram casos de
parasitismo por A. woodi e por B. coeca, sendo adicionalmente a Unica zona sem qualquer
caso positivo de V. destructor. O terceiro agente mais diagnosticado, S. tricuspis (2021:
21,30%, 105/493 | 2022: 11,06%, 25/226), apresentou o seu padrao sazonal caracteristico em
2022, com maior prevaléncia no Verao, embora ndo se tenha observado o mesmo no ano
anterior. Aethina tumida e Tropilaelaps spp., agentes etiolégicos de doencas emergentes
exoticas, ndo foram detetados. A infecdo mista por V. destructor e S. tricuspis foi a mais
comum em 2021 (48,96%, 47/96), enquanto em 2022 foi Nosema spp. e S. tricuspis (43,75%,
7/16). Apesar de ndo ser a mais frequente, a combinacdo de V. destructor e Nosema spp.
revelou-se também muito relevante (2021: 29,17%, 28/96 | 2022: 37,60%, 6/16). Por fim, o
terceiro objetivo foi avaliar o impacto da pandemia do Covid-19 no envio de amostras para o
laboratorio, procedendo-se, para esse fim, & comparacao do nimero de amostras de abelhas
adultas processadas no Posto Apicola entre o inicio do ano de 2018 e junho de 2022, a nivel
anual e trimestral. De 2019 para 2020 ocorreu uma queda de cerca de 60% no namero de
amostras enviadas, sendo que uma avaliacdo trimestral revelou que a diminui¢cdo ocorreu no
inicio do segundo trimestre de 2020, coincidindo com inicio da pandemia de Covid-19 e

respetivas medidas de controlo sanitarias.

Palavras-chave: Apis mellifera, Portugal, Varroa destructor, Nosema spp., Covid-19.
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Abstract

SCREENING OF PATHOGENS PRESENT IN THE ADULT POPULATION OF THE
SPECIES Apis mellifera IN THE NATIONAL BEEKEEPING POPULATION

The present Masters’s dissertation aims to contribute to the knowledge of the sanitary
panorama of the Portuguese beekeeping population, providing important tools to understand
it.

The first objective was to determine the national, regional and seasonal prevalence of
the main pathogens that affect the adult bee in this study’s sampling, and the second was to
investigate the interaction between them. Thus, 493 and 226 samples of adult bees collected
in 2021 and from January to June 2022, respectively, were sent to the Posto Apicola, INIAV,
from mainland Portugal and the Azores Islands. They were analyzed using macroscopic and
microscopic techniques established by the laboratory, and Varroa destructor, Nosema spp.,
Acarapis woodi, Senotainia tricuspis and Braula coeca were observed. In 2021, the most
prevalent agent was V. destructor (35.29%, 174/493), followed by Nosema spp. (26.98%,
133/493), and this trend reversed in 2022, with values of 23.89% (54/226) and 25.22%
(57/226), respectively. The Azores islands was the only national region where cases of
parasitism by A. woodi and B. coeca were diagnosed, and it was also the only area without
any positive case of V. destructor. The third most diagnosed agent, S. tricuspis (2021: 21.30%,
105/493 | 2022: 11.06%, 25/226), showed its characteristic seasonal pattern in 2022, with
higher prevalence in summer, although it was not observed in the previous year. Aethina
tumida and Tropilaelaps spp., etiologic agents of exotic emerging diseases, were not detected.
The mixed infection by V. destructor and S. tricuspis was the most common in 2021 (48.96%,
47/96), while in 2022 it was Nosema spp. and S. tricuspis (43.75%, 7/16). Although it was not
the most frequent, the combination of V. destructor and Nosema spp. was also very relevant
(2021: 29.17%, 28/96 | 2022: 37.60%, 6/16). Finally, the third objective was to evaluate the
impact of the Covid-19 pandemic on the sending of samples to the laboratory and, for this
purpose, the number of samples of adult bees processed at the Posto Apicola between the
beginning of the year 2018 and June 2022 was compared, on an annual and quarterly basis.
From 2019 to 2020, there was a drop of around 60% in the number of samples sent, with a
guarterly assessment revealing that the decrease occurred at the beginning of the second
guarter of 2020, coinciding with the start of the Covid-19 pandemic and respective sanitary

control measures.

Keywords: Apis mellifera, Portugal, Varroa destructor, Nosema spp., Covid-19.
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Parte |

Terminologia apicola

Segundo o Decreto-Lei n°203/2005 de 25 de novembro, entende-se por:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

“Abelha” o individuo de espécie produtora de mel pertencente ao género Apis sp.,
designadamente os da espécie Apis mellifera;

“Atividade apicola” a detencao de exploragao apicola, com finalidade de obtencao de
produtos apicolas, reproducdo e multiplicacdo de enxames, polinizagdo, didatica,
cientifica ou outra;

“Alimentacao artificial” a administracdo de alimento pelo apicultor tendo por objetivo
reforcar as provisdes ou estimular o desenvolvimento da colénia;

“Apiario” o conjunto de coldnias de abelhas nas condi¢cdes adequadas de produgéo,
incluindo o local de assentamento e respetivas infra-estruturas, pertencente ao mesmo
apicultor, em que as coldnias ndo distem da primeira a ultima mais de 100 m;
“Apiario comum” o local de assentamento de colénias de abelhas que pertencem a
varios apicultores que acordaram nessa partilha, com determinacéo de parte, e que
nao distem da primeira a ultima mais de 100m;

“Apicultor” a pessoa singular ou coletiva que possua uma exploragéo apicola;
“Autoridade sanitaria veterinaria nacional” a Dire¢cao-Geral de Veterinaria (DGV);
“Colmeia” o suporte fisico em que os quadros de sustentagao dos favos sdo amoviveis,
gue pode ou nado albergar uma colénia e a sua producao;

“Colodnia” o enxame, suporte fisico e respetivos materiais bioldgicos por si produzidos;
“Cortico” o suporte fisico desprovido de quadros de fixagdo dos favos, sendo estes
inamoviveis, que pode ou ndo albergar uma colénia e a sua producdo. Segundo o
artigo 6°, para a contagem de colo6nias, cada nucleo ou cortico equivale a 0,5 colmeia
movel, sendo o total arredondado para o nimero inteiro imediatamente superior;
“Enxame” a populacdo de abelhas, que corresponde a futura unidade produtiva, com
potencialidade de sobrevivéncia, producao e reproducao autbnomas em meio natural,
sem qualquer suporte fisico;

“Exploragao apicola” o conjunto de um ou mais apiarios, incluindo as respetivas
infraestruturas de apoio pertencentes ao mesmo apicultor, com excluséo dos locais de
extracdo do mel;

“Nucleo” a colmeia de quadro moviveis com capacidade superior a trés quadros e
inferior a seis quadros;

“Nucléolo” a colmeia de quadros méveis com capacidade maxima até trés quadros
cujo objetivo é a multiplicacéo de col6nias ou a fecundacéo;

“Quadro” o caixilho que suporta o favo;

Xiv



16.

17.

“Transuméancia” a metodologia de atividade apicola com recurso a transporte para
aproveitamento de producdes especificas com melhores floracdes;
“Zona controlada” a area geografica reconhecida pela autoridade sanitaria veterinaria

nacional e que cumpra 0s requisitos previstos no presente decreto-lei.

XV



1. Relatério de estagio

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa realizou-se no Posto Apicola do Instituto
Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV), localizado na Tapada da Ajuda,
Lisboa, tendo-se iniciado no dia 24 de janeiro de 2022 e terminado no dia 1 de julho de 2022.
Apés o término oficial do periodo de estagio, a aluna continuou a participar de forma voluntéria
nas atividades de laboratorio até ao final do ano civil de 2022.

Sob a tutoria da Dra. Maria José Valério, a mestranda integrou a equipa do Servico de
Patologia Apicola, focando-se na teméatica da Sanidade Apicola. Aqui, participou nas
atividades diarias do laboratério, nomeadamente na rececdo, ordenamento, processamento e
analise de todas as amostras recebidas. As principais atividades realizadas foram a analise
de favos de criacdo (Figura 1) e de abelhas adultas, passando por diferentes técnicas de
detecdo de acaros de Varroa destructor nos dois tipos de amostra mencionados, dissecao de
abelhas, maceracdo de abdémens, preparacao de esfregacos para detecdo de esporos de
Nosema spp. e de Paenibacillus larvae, e preparacdo de laminas para a observacéo de larvas
de Senotainia tricuspis e acaros da espécie Acarapis woodi ao microscopio. Através da
analise rotineira de laminas, favos de criacdo de abelhas, a mestranda aperfeicoou as
capacidades de diagnostico de agentes etiologicos de doencas como a Nosemose, a
Varroose e a Loque Americana. Adicionalmente, com o apoio do técnico superior Jodo Silva,
participou na execucdo da técnica de PCR para a diferenciagdo das espécies de Nosema

spp., em amostras em que se confirmou a infecéo.

Figura 1. Avaliacdo de um favo com criacéo (Original).

A mestranda participou, ainda, em dois ensaios inter-laboratoriais organizados pelo
Laboratério de Referéncia Europeu para a Sanidade Apicola. O primeiro, denominado de “CLI
Identification of Tropilaelaps spp. by morphological examination” decorreu em marcgo de 2022
e teve como objetivo a identificacdo morfolégica de acaros do género Tropilaelaps com base

em critérios morfoldgicos enviados pela organizacao (Figura 2). O segundo realizou-se em
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junho do mesmo ano com o titulo de “ILPT Quantitation of six honey bee viruses by RT-PCR”,
cujo propdsito era detetar, identificar e quantificar a infecao viral de varias amostras enviadas,
através da técnica molecular RT-PCR, de uma gama de seis virus, bem como avaliar a

sensibilidade e especificidade do método.

Figura 2. Exemplar de Tropilaelaps spp. alvo de identificacdo no ensaio inter-laboratorial.
Original.

Ocasionalmente, a aluna acompanhou um apicultor nas suas atividades diarias,
nomeadamente na verificacao do estado de salde das colmeias, troca de quadros, desinfecdo
do material apicola, captura de enxames e divisdo de coldnias, em dois apiarios nos concelhos
de Oeiras e Sintra, na Regido de Lisboa e Vale do Tejo, de modo a expandir o seu
conhecimento em apicultura.

No que concerne a participacdo em palestras e eventos de formacéo, a aluna esteve
presente na XLI Feria Apicola Internacional em Pastrana, Espanha, em marco de 2022,
assistindo a varias palestras sobre diferentes tematicas do mundo apicola. Em maio de 2022,
na sede do INIAV, participou no Férum Vespa velutina Lisboa Atlantic POSItiVE.

Como resultado do trabalho desenvolvido durante o estdgio, a mestranda teve
oportunidade de apresentar alguns resultados no CIISA Congress 2022, decorrido a 11 e 12
de novembro de 2022 na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, sob
a forma de poster com o titulo “Bee or not to Bee? Present and future of Portugal’s honeybee
colonies”, o qual foi vencedor do prémio de Melhor Poster de Aluno de Mestrado.

Apesar de nao se integrar na tematica da Sanidade apicola, durante o seu estagio, a
aluna assistiu a necropsias de animais de companhia realizadas pela Dra. Maria Leonor Orge
e Dra. Paula Mendonca, do laboratério de Patologia do INIAV, em Oeiras, como complemento

da sua formacao continua.



Estagio extra-curricular

De setembro a dezembro de 2021, a aluna realizou um estagio em Clinica de Animais
de Companhia na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Ghent, Bélgica, ao
abrigo do programa ERASMUS+ (Figura 3). Neste periodo, para além de viver uma
experiéncia Unica de estudar e viver num pais culturalmente rico e diferente, foi também
possivel adquirir uma experiéncia valiosa de trabalho num hospital de referéncia com uma
elevada e variada casuistica, com contacto com variadas especialidades e com oportunidade
de praticar a lingua inglesa. Aqui foi possivel participar ativamente em consultas de referéncia,
cirurgias, procedimentos de diagndstico imagioldgico, atividades de internamento e no servigco

de patologia.

e

: “&“

Figura 3. Osteoteca da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de
Ghent. Original.



2. Introducéao

Desde os primdrdios da civilizagdo que o Homem esta ligado a abelha do mel, sendo
gue o registo mais antigo desta interacdo se encontra desenhado numa gruta denominada
Cueva de Arafia, em Espanha, datando cerca de 10 000 a 15 000 anos. Desde cedo, a coleta
de mel fez parte das atividades dos nossos antepassados, que rapidamente descobriram e
estabeleceram a apicultura. Esta atividade foi evoluindo até aos dias de hoje, & medida que
0s estudos sobre a abelha e os seus produtos foram sendo desenvolvidos (Farinha et al.
2019).

Os produtos apicolas como o prépolis, a cera, a apitoxina, a geleia real e,
principalmente, o mel, apresentam um elevado peso na economia mundial, sendo a sua
producéo a principal motivacdo para a pratica da apicultura (Botias et al. 2013). Para além de
serem uma fonte de rendimento, sdo produtos particularmente valorizados na inddstria
farmacéutica (FNAP 2017). No entanto, é na atividade polinizadora da abelha que esta o seu
maior valor. Juntamente com outros insetos, mamiferos, e aves, as abelhas asseguram o
equilibrio nos ecossistemas, promovendo a biodiversidade. Além disso, a qualidade e
seguranca alimentar dependem fortemente destes agentes, bem como a producgédo de
matérias-primas para outros objetivos como a industria, como é o caso do algod&o. Estima-
se que cerca de 5 a 8% das colheitas de vegetais e frutas indispensaveis para a alimentacao
humana a nivel mundial seriam perdidas sem a sua atividade (Khalifa et al. 2021).
Paralelamente, o seu valor econémico € muito elevado a nivel global (OPERA Research
Center 2013; Khalifa et al. 2021). Apis mellifera é o inseto polinizador mais eficiente, mas
também o mais relevante devido a apicultura e, consequentemente, a sua dispersao (Khalifa
etal. 2021). O seu papel polinizador leva a que seja um agente indispensavel no ecossistema
terrestre, a sobrevivéncia humana e a prosperidade econémica, mas o seu papel de produtor
direto de alimentos e outros produtos torna-o o centro de uma atividade que tem um grande
valor sociocultural também (Etxegarai-Legarreta e Sanchez-Famoso 2022).

Nas ultimas décadas, tem sido evidente o declinio dos insetos polinizadores e,
particularmente, da abelha A. mellifera (OPERA Research Center 2013; Etxegarai-Legarreta
e Sanchez-Famoso 2022). Desde o inicio do século XXI tem-se assistido a morte de col6nias
em larga escala por todo o mundo, em que se observa o declinio rapido do nimero de
obreiras, mas com a criacdo e a rainha presentes sem alteragbes e auséncia de sinais de
doenca. A este fendmeno sem causa aparente identificada foi dado o nome de Sindrome do
Colapso de Colbnias (em inglés, Colony Colapse Disorder) (vanEngelsdorp et al. 2009).
Apesar do mistério que rodeia este fendmeno, estdo apontadas algumas causas bioticas e
abidticas que atuam de forma sinérgica e complexa, nomeadamente a presenca de agentes
patogénicos como Varroa spp. € Nosema spp. (vanEngelsdorp et al. 2009; Galajda et al.

2021), as alteragOes climéaticas, perda de biodiversidade e habitats e, consequentemente, falta
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de fontes de alimento, e os pesticidas (Evans and Chen 2021; Galajda et al. 2021; Nikita et
al. 2022).

Tendo em conta a importancia deste tema, através da presente dissertacdo de
mestrado a aluna procurou respostas para melhor compreender o panorama da saude das
abelhas em Portugal. Ndo sendo (ainda) possivel saber na totalidade quais os fatores que
estdo a promover a morte das abelhas em todo o mundo, este trabalho visa contribuir para

esta investigacao tdo complexa e relevante nos dias de hoje.

3. Reviséo bibliografica
3.1. Apis mellifera

Origem e distribuic&o

A abelha europeia — Apis mellifera - pertence ao reino Animal, filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem Hymenoptera, subordem Apocrita, superfamilia Apoidae, familia Apidae,
subfamilia Apinae, género Apis e espécie Apis mellifera (Martinez 2018).

As abelhas produtoras de mel pertencem ao género Apis, com origem na Asia (Farinha
etal. 2019), existindo cinco espécies: Apis mellifera, Apis dorsata, Apis laboriosa, Apis cerana,
Apis florea (Fundacion Amigos de las Abejas c2008-2021). Apis mellifera teve origem, mais
especificamente, no Sudoeste Asiatico, expandindo posteriormente para o Noroeste Asiatico
e para os continentes Africano e Europeu, sendo que neste Ultimo o seu limite a norte é o Sul
da Escandindvia (Farinha et al. 2019). No entanto, pela agdo do Homem, esta espécie chegou
aos restantes continentes, a excecdo da Antartida (Faux 2021). Hoje em dia conhecem-se
varias subespécies desta abelha, sendo que a que esta presente na Peninsula Ibérica é Apis
mellifera iberiensis. Assim, trata-se de um inseto adaptado a varios tipos de clima, geografia
e ecossistemas (Farinha et al. 2019).

Organizacgéo da colonia

Esta espécie organiza-se em colénia, funcionando como um superorganismo, em que
cada individuo tem uma funcédo. As coldnias incluem a criacdo e as abelhas adultas, que
podem ser em nuimero de 10 000 a 40 000. Existem trés castas dentro da colmeia: a rainha,
as obreiras e os zangaos (Farinha et al. 2019).

A rainha, uma Unica na maioria das situagfes, coordena toda a atividade da coldnia e
€ mae de todos os seus membros, interagindo com 0os mesmos através de estimulos quimicos
ou fisicos. Através de feromonas consegue influenciar o comportamento das obreiras e
zangaos. Além disso, é a Unica fémea sexualmente madura e que acasala com os machos.
O seu tempo de vida é, normalmente, entre dois e cinco anos (Farinha et al. 2019; Fundacion
Amigos de las Abejas c2008-2021).



As obreiras correspondem ao grupo mais numeroso da coldnia, cujo nimero varia ao
longo do ano a nivel dos milhares de individuos. Sao fémeas estéreis e apresentam variadas
funcgdes, diferentes ao longo da sua vida. O seu tempo de vida é varidvel consoante a altura
do ano e a atividade da colénia: pode ir de 15 a 40 dias na Primavera, época de grande
atividade devido a floragao, a varios meses durante o Inverno, estacdo em que quase nao
existe atividade. As fungdes destes individuos séo o cuidar e alimentar a criagdo e a rainha
adulta, a limpeza e construcéo do ninho, defesa do mesmo e a procura e armazenamento de
alimento (Farinha et al. 2019) (Tabela 1).

Tabela 1. Funcdes das obreiras dependo da sua idade. Adaptado de Fundacién Amigos de
las Abejas (c2008-2021).

Idade Funcdes
Dias 2-3 Limpeza das células e aguecimento da criacdo
Dias 4-12 Alimentacéo da rainha e da criacéo
Dias 13-18 Producao de cera e construcdo das células
Dias 19-20 Defesa da colmeia
Dias 21-38/42 | Saida para o exterior e colheita de néctar, 4gua, polen e propolis

Os zangéos sdo os machos da colmeia e podem ser milhares durante a Primavera.
Resultam do desenvolvimento de um ovo néo fecundado. Comegam a voar fora da colmeia
guando atingem a maturidade sexual (Fundacion Amigos de las Abejas ¢c2008-2021). A sua
Unica funcdo € fecundar a rainha durante o seu voo de acasalamento, morrendo apés a
copula. Caso ndo acasalem com a rainha, séo expulsos da colénia no Inverno pelas obreiras.
Vivem entre 20 e 90 dias, dependendo da altura do ano (Farinha et al. 2019).

A abelha passa por quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adulto. Dependendo da
célula onde rainha vai pér o ovo, o tempo de desenvolvimento da abelha na criacdo e a casta
a qual ira pertencer sera diferente. Caso o ovo seja colocado num alvéolo real, este sera
fertilizado e a alimentagéo serd a base de geleia real, dando origem a uma rainha, durando o
processo de desenvolvimento 16 dias. No caso em que a ovoposi¢do ocorra numa célula
hexagonal pequena, o ovo serd também fertilizado, mas, como a alimentacdo sera apenas a
base de mel e pélen, ird nascer uma obreira ao fim de 21 dias. Por dltimo, numa célula
hexagonal grande sera colocado um ovo nao fertilizado e ira nascer um macho, com um
periodo de desenvolvimento de 24 dias. Entre o 8° e 9° dia a célula é operculada (Pascoal
2012; Farinha et al. 2019).



3.2.  Anatomia externa e interna de A. mellifera

Anatomia externa

Sendo um inseto, a morfologia externa da abelha A. mellifera € muito semelhante aos
restantes seus pares, apesar de haver, naturalmente, diferencas.

Sendo um artrépode invertebrado, apresenta um exoesqgueleto quitinoso, que confere
estabilidade e protege o interior do organismo. Na face interna do esqueleto, encontramos
uma membrana basal, a contactar com a hemolinfa, onde se inserem os musculos. O corpo
da abelha pode ser dividido em cabecga, térax e abdomen encontrando-se coberto de pelos.
A cabeca é triangular na obreira, mas mais arredondada nos zangaos. Na cabeca observam-
se o0s olhos, as antenas e as pecas bucais (Martinez 2018).

A abelha tem um par de olhos compostos, dispostos lateralmente, formados por
milhares de omatideos em forma de hexagono. Estes omatideos comportam-se como um
Unico olho e, no seu conjunto, sdo responsaveis pela visdo da abelha propriamente dita
(Figura 4). Em comparacdo com o Homem, tém melhor acuidade visual na regido do espectro
ultravioleta, sendo praticamente cegas na regido do infravermelho. Conseguem discernir as
cores azul, amarela e verde-azulada (Martinez 2018). Adicionalmente, estdo presentes trés
olhos simples, ou ocelos, entre os dois olhos compostos e na regido dorsal da cabeca. Estes
sdo sensiveis a intensidade da luz, ndo participando na rececdo de imagem. Cada ocelo
apresenta cerca de 800 fotorecetores e permitem que a abelha detete as variaces de
luminosidade (Martinez 2018; Faux 2021). Ambos os tipos de olhos sédo cobertos por pelos
tateis muito sensiveis (Faux 2021) (Figura 4).

As antenas sdo estruturas segmentadas enraizadas na face frontal, entre os olhos
compostos. Na sua composi¢cao estdo presentes inimeros érgaos sensoriais, em forma de
pelos ou de placas. Os primeiros sdo particularmente responsaveis pelo tato, enquanto as
placas garantem o sentido do olfato (Martinez 2018). Adicionalmente, as antenas sé&o
responsaveis por recolher informacdo acerca de humidade e temperatura, e por detetar
vibragfes e feromonas presentes no ar (Faux 2021) (Figura 4).

O aparelho bucal da abelha é constituido pelas mandibulas e pela probéscide, sendo
do tipo lambedor-sugador. Apresenta diferentes caracteristicas consoante a casta: na obreira
as mandibulas sdo mais estreitas na base e terminam em forma de colher, fazendo
movimentos horizontais. Nesta linhagem, as mandibulas sédo usadas para manipular as
laminas de cera produzidas nas respetivas glandulas e para conseguir colher o pélen das
flores. A probdscide é uma estrutura tubular composta por varias pecas bucais separadas,
usada por este inseto para sugar liqguidos como o néctar, 4gua ou o alimento artificial fornecido
pelos apicultores (Martinez 2018; Faux 2021) (Figura 4).

O térax esta coberto de pelos e divide-se trés segmentos, no sentido cranio-caudal:

protérax, mesotdrax e metatérax. Em cada um deles articula-se um par de patas. Cada pata
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€ dividida em anca ou coxa, trocanter, fémur, tibia e tarso. O par de patas ligado ao protérax
apresenta principalmente funcfes de limpeza, nomeadamente dos pelos corporais, olhos e
antenas. Para a limpeza destas Ultimas, a abelha disp6e de uma estrutura em forma de pente
especialmente para este efeito. Em conjunto com o segundo par de patas e com 0s pentes
presentes no terceiro, as obreiras usam as patas para escovar o corpo, de modo a recolher o
polen acumulado e armazenar numa estrutura denominada corbicula (Figura 4), uma bolsa
presente no terceiro par de patas na face exterior das tibias, até chegar a colmeia.
Adicionalmente, também se pode acumular prépolis nesta estrutura (Martinez 2018; Faux
2021).

As laminas de cera produzidas nas glandulas cerigenas, presentes no abdomén, séo
recolhidas por estruturas em forma de pingca presentes no terceiro par de patas e
posteriormente transferidas para as mandibulas para serem trabalhadas (Martinez 2018; Faux
2021).

No térax articulam-se também as asas, membranosas e com nervuras quitinosas, em
namero de quatro: o primeiro par liga-se ao mesotorax e 0o segundo ao metatérax (Martinez
2018). As asas ipsilaterais estdo conectadas por pequenos ganchos presentes no limite
cranial da asa traseira que se ligam ao limite caudal da asa da frente (Faux 2021). Num voo
de maior distancia, a ligacdo entre os pares mantem-se, conferindo estabilidade e velocidade,
enquanto se for um voo mais curto e de precisdo, como quando vai pousar numa flor, h4 uma
interrupgdo da ligagéo (Martinez 2018).

O abddémen esta coberto de pelos, a semelhanca do térax, e € diferente consoante a
casta em questdo. Enquanto a rainha tem um abdémen mais alongado que a obreira, o do
zangao é mais arredondado e volumoso. Nesta regido do corpo encontra-se o ferrdo, um
orgéo de defesa ligado a uma glandula de veneno e a um reservatorio de veneno, em forma
espigado na obreira e liso na rainha (Faux 2021). Pela relag&o intima com o intestino, quando
a obreira ferra ja ndo consegue retirar o ferrdo e, ao tentar fazé-lo, perde este 6rgao e parte

do intestino, acabando por morrer. A rainha pode ferrar indefinidamente (Martinez 2018).
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Figura 4. Anatomia externa de A. mellifera. Adaptado de Faux (2021).

Anatomia interna

A semelhanca de outros insetos, as abelhas possuem um sistema circulatério aberto,
ou seja, em vez de sangue possuem hemolinfa e esta circula livremente. S existe um vaso
sanguineo, presente na linha média na parte dorsal do abdémen e composto por ventriculos
unidos entre si, designado por coracdo (Faux 2021). Os ventriculos estdo interligados por
valvulas unidirecionais designadas por ostiolos e a hemolinfa € bombeada cranialmente para
a aorta toracica. Posteriormente, apos irrigar os 6rgaos da cabeca, abandona esta estrutura
e flui pelo térax e abddmen de modo a voltar a entrar na circulagdo. Aqui existem ainda dois
diafragmas, o ventral e o dorsal, encarregues da circulacdo da hemolinfa no abdémen. O
aporte de oxigénio e nutrientes efetua-se por difusdo. A hemolinfa é constituida por plasma,
linfécitos com capacidade fagocitaria e hemdécitos com um papéis importantes na imunidade
do inseto: fagocitose, encapsulacdo e formacao de nédulos aquando da invasdo de bactérias
ou parasitas (Martinez 2018).

No que concerne ao aparelho respiratério, a abelha possui dez pares de estigmas ou
espiraculos alinhados bilateralmente no abddémen e térax, que dispéem de valvulas, a excecao
do segundo par. Estas abrem-se em resposta a baixas tensdes de oxigénio e a altas
concentracdes de &cido carbonico. A véalvula do primeiro par de estigmas ndo fecha
completamente. O ar entra por estes orificios e passa para as tragueias, que, por sua vez, se
ligam a sacos traqueais e traquiolas (Martinez 2018). Aqui ocorrem as trocas gasosas, sendo
que é através da contracao abdominal que o ar se movimenta através dos sacos aéreos para
o sistema de traqueias (Faux 2021).

O aparelho digestivo comeca no aparelho bucal, seguido pelo eséfago. Este faz o
alimento avancar através de movimentos de contracdo, guiando-o para o estbmago do mel,

um saco de paredes elasticas na porcdo cranial do abdémen. Neste 6rgdo fica armazenado
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o néctar das flores, bem como a agua e o mel, até a chegada a colmeia, onde sera regurgitado.
A estrutura seguinte denomina-se proventriculo, constituido por uma valvula que impede que
0s conteldos passem para a estrutura seguinte do sistema, o ventriculo ou intestino médio.
A digestéo propriamente dita e a absor¢do dos nutrientes ocorrem nesta porcao, cuja parede
interna esta coberta por uma membrana peritréfica. No sentido distal do tubo digestivo, surge
0 intestino, que termina no reto. A ampola retal tem como fun¢cdes a absorcdo de agua e a
retencao do material fecal até que a abelha saia da colmeia, que pode demorar meses devido
ao Inverno (Martinez 2018; Faux 2021) (Figura 5).

Estdmago do mel

Proventriculo
Ventriculo
Intestino

Ampola retal

Figura 5. Anatomiainternada A. mellifera, com foco no aparelho digestivo. Adaptado de Faux (2021)

O aparelho excretor das abelhas é constituido pelos tubulos de Malpighi, que filtram a
hemolinfa, encaminhando os produtos de excrecdo para o intestino, para serem eliminados
através do material fecal. As substancias filtradas séo principalmente derivados nitrogenados.

Dispersas pelas paredes do abdémen encontram-se as células adiposas, com fungées
semelhantes ao figado dos vertebrados. Estdo encarregues da producéo de proteinas para a
hemolinfa, acumulacéo de lipidos, proteinas e glicogénio, e garantem a sobrevivéncia da
abelha durante o Inverno (Martinez 2018; Faux 2021).

No gue concerne ao sistema nervoso, este € composto por um cérebro, onde se liga
um cordao nervoso ventral, composto por um ganglio subesoféagico e por mais sete ganglios,
ao longo da porcao ventral do térax e abdémen (Martinez 2018).

A abelha possui um grande e variado nimero de glandulas dispostas pelo corpo.

Na cabecga das obreiras encontramos as glandulas hipofaringeas, especialmente
desenvolvidas nas abelhas-ama, que produzem a geleia-real, alimento exclusivo das rainhas
e alimento dado as larvas nos primeiros trés dias de vida. Regridem a medida que a idade da
abelha aumenta. As glandulas mandibulares localizam-se também na cabeca e, para além de
produzirem uma parte da geleia-real nas abelhas-ama, produzem feromonas no caso da
rainha (Martinez 2018).
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Na cabeca e no térax, encontram-se as glandulas salivares, cujo produto é a saliva,
gue tem pH basico e possui enzimas para transformacao do néctar em mel (Martinez 2018).

Na parte dorsal do abdémen encontra-se a glandula de Nassanof, que produz um odor
caracteristico quando a abelha esta em “posicdo de chamada”, isto €, a bater as asas e com
o0 abdémen direcionado para cima. Esta substancia atrai as abelhas da mesma col6nia que
estdo desorientadas (Martinez 2018).

As glandulas da cera, localizadas na regido ventral do abdémen, produzem escamas
de cera que, posteriormente, sdo moldadas e amassadas pelo segundo par de patas e
mandibulas das abelhas. Estas glandulas comegam a funcionar aos 12 dias de vida e param
aos 20 dias. Para produzir 1 kg de cera, as abelhas tém de consumir entre 10 e 15 kg de mel
e pollen (Martinez 2018).

O aparelho reprodutor da rainha é constituido por dois ovarios, dois ovidutos e
espermateca, local onde ficam acumulados os espermatozoides. O aparelho reprodutor do
macho é constituido por dois testiculos, dois tubos deferentes, duas vesiculas seminais, duas
glandulas de muco e endofalo. Este ultimo é o 6rgao copulador e esta invaginado quando em
repouso. No entanto, aquando da cOpula, este evagina-se e quebra-se no final da mesma,

resultando na morte do zangdo (Martinez 2018).

3.3.  Principais agentes patogénicos em adultos de A. mellifera
Este trabalho foca-se principalmente no diagnéstico de artropodes e fungos enquanto
agentes patogénicos pelo que os virus ndo serdo abordados, apesar de haver uma grande

namero de virus especificos de A. mellifera.

3.3.1. Artrépodes
3.3.1.1. Acaros

3.3.1.1.1. Varroa destructor

O acaro V. destructor € o agente etioldgico da Varroose, a doenga com maior impacto
sanitario e econémico nas coldnias de A. mellifera e no setor apicola a nivel mundial (OIE
2021). Pertence a classe Arachnida, ordem Parasitiformes e familia Varroidae (Martinez
2018).

A alargada distribuicdo do parasita e o facto da abelha do mel ndo estar adaptada ao
mesmo promove o colapso das col6nias, 0 aumento dos custos com produtos sanitarios e o
aumento dos prejuizos a nivel dos produtos apicolas e, ainda mais importante, a nivel da
polinizacao (Rosenkranz et al. 2010). Segundo Traynor et al. (2020), o acaro apresenta uma

grande capacidade de adaptacéo, com facilidade em se adaptar a novos hospedeiros, o que
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explica a disperséo e a dificuldade em controlar, estabelecendo rapidamente resisténcia aos
acaricidas.

Distribuicdo geografica

Estdo identificadas mais trés espécies que parasitam a abelha: V. rindereri, V.
underwoodi e V. jacobsoni. Esta ultima foi a primeira do género a ser identificada em A.
cerana. V. destructor é a espécie que provoca mais danos nas coldnias e aquela que mais se
espalhou globalmente. Iniciou a sua expansdo a partir da Asia e Oceania, sendo que se
acredita que tera comecado a parasitar A. mellifera na década de 60 do século XX. Na altura
era identificado como V. jacobsoni, até ao inicio do século XXI, altura em que se concluiu que
eram espécies diferentes. Dentro da espécie existem varios haplogrupos, sendo os dois mais
relevantes a estirpe coreana (K1), dispersa globalmente e mais prevalente, e a estirpe
japonesa/tailandesa (J1), limitada ao arquipélago do Japao (Rosenkranz et al. 2010; Traynor
et al. 2020).

Nos anos 80, alcancou o continente europeu, tendo chegado a Portugal em 1986
(Pires et al. 2005), continuando a sua expansao até aos dias de hoje (Noél et al. 2020). No
inicio de 2020, apenas a Austrdlia, alguns paises africanos e ilhas asiaticas eram
considerados territérios sem qualquer registo deste parasita (Noél et al. 2020; Traynor et al.
2020). No entanto, em junho de 2022, foi detetado um surto de V. destructor em colmeias em
Nova Gales do Sul, Austrélia, tendo sido ativado o plano de emergéncia. A data de escrita
desta dissertacdo, o surto ainda ndo estava controlado (Australian Government - Department
of Agriculture 2022).

Em Portugal, a Varroose existe de Norte a Sul do pais. Todavia, as ilhas de Sao Miguel,
Santa Maria, Terceira, Graciosa, Sao Jorge e Corvo, pertencentes a Regido Auténoma dos
Acores séo consideradas indemnes (Decisdo de Execuc¢do (UE) n°2019/1895 da Comissao).

Ciclo de vida

O ciclo de vida tem duas fases distintas: a fase reprodutiva e a fase forética.

A fase reprodutiva ocorre dentro das células da criacdo operculadas. Este parasita
afeta a obreira e 0 zangao, tendo preferéncia pela criagéo deste ultimo. As células de zangéo
apresentam as condi¢fes ideais para a reproducdo do &caro, nomeadamente uma
temperatura menor, por se encontrarem a periferia dos quadros (Martinez 2018); maior
tamanho, permitindo uma postura mais abundante; e maior potencial reprodutivo por permitir
um maior tempo de invasdo. Adicionalmente, sdo cuidadas pelas abelhas-ama de forma mais
intensiva. A criacéo de rainhas raramente é parasitada (OIE 2021).

Um dia antes da operculacdo da larva, a fémea fertilizada faz a selecédo da célula a
invadir e esconde-se, imével, na acumulacéao de mel, pélen e geleia real do fundo do alvéolo,
dos gquais se vai alimentando e respirando através do peritrema. A imobilidade tem como

objetivo minimizar a probabilidade de ser removida pelas obreiras quando fazem a limpeza do
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favo. Apd6s a operculacdo, a fémea perfura a pré-pupa de modo a formar um local de
alimentacdo para si e para a descendéncia, que permanece aberto devido aos
anticoagulantes e acdo supressiva de cicatrizagado presente na saliva do acaro (Traynor et al.
2020).

Inicialmente, o &caro Varroa alimenta-se da gordura corporal da abelha para poder
iniciar a ovoposicao. O primeiro ovo, ndo fertilizado e haploide, é depositado cerca de 60 a
70 horas depois da invasdo, dando origem a um macho, seguido da ovoposicdo de ovos
diploides a cada 30 horas, que irdo dar origem a fémeas (Traynor et al. 2020). Durante os
cinco a seis dias apoés a ecloséo, os 4caros alimentam-se de hemolinfa e gordura no local de
alimentagéo e atravessam dois estadios ninfais e trés mudas até se tornarem adultos. Os
machos atingem a maturidade mais rapidamente e aguardam que a primeira fémea
amadureca para acasalarem. A medida que chegam ao estado adulto, as fémeas vao
acasalando com o “irméao” e acumulam os espermatozoides na espermateca (Rosenkranz et
al. 2010).

A fase forética inicia-se quando a abelha emerge da célula, carregando a fémea
fundadora e as filhas fertilizadas inseridas no abdéomen ou, menos frequentemente, na
transicdo entre o térax e a cabeca ou abdémen (OIE 2021). Estas apresentam preferéncia
pelas abelhas-ama, por visitarem a criacdo com mais regularidade (Del Piccolo et al. 2010).
O parasitismo das abelhas adultas permite ativar os ovarios dos acaros fémea, amadurecer
as células reprodutoras masculinas na espermateca das fémeas fertilizadas e alimentarem-
se da hemolinfa e gordura corporal. O acaro identifica 0 hospedeiro, quer larvar quer adulto,
através da detecdo de feromonas. Quando a abelha visita a criacdo, os varroas invadem a
mesma e o ciclo recomega (Rosenkranz et al. 2010; Traynor et al. 2020). No entanto, existe
evidéncia que é possivel que uma fémea néo fertilizada inicie a fase forética, acasalando com
o seu filho macho quando invadir a criagdo (HaufRermann et al. 2020).

Esta fase torna-se um meio de transmissao entre colénias. Podem surgir, assim, picos
de Varroa numa determinada col6nia quando as vizinhas colapsam ou em caso de pilhagem
(Rosenkranz et al. 2010).

Fisiopatologia

Este acaro é um parasita que afeta tanto a abelha adulta como a criacdo e os danos
causados pelo mesmo devem-se, ndo s6 a sua acgao direta, como indireta (Martinez 2018).

O hospedeiro original, a abelha A. cerana, apresenta mecanismos de defesa face a
este parasita, que estdo ausentes em A. mellifera, sendo eles o comportamento higiénico
exacerbado e a impossibilidade do &caro se reproduzir em criacao de obreiras. Assim, neste
novo hospedeiro, 0 acaro V. destructor provoca danos mais graves (Traynor et al. 2020).

Nas abelhas adultas parasitadas sé se observam altera¢cdes de maior importancia em

caso de infestacdes graves, no entanto, a criacdo é muito mais sensivel.
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Ao alimentar-se da criacdo existe espoliacdo de agua, gordura corporal e hemolinfa,
fazendo com que a abelha, ao emergir, se apresente com menor peso corporal, deformada e
mais fragil, estando por isso mais suscetivel a outras doengas. Nos zangdos, observa-se a
diminuicdo na capacidade de voo e a reducdo do niumero de espermatozoides produzidos,
proporcional ao tamanho corporal, e, consequentemente, a diminuicdo do potencial
reprodutivo (Rosenkranz et al. 2010).

As obreiras comecam a recolha de néctar e pdélen de forma mais precoce (OIE 2021)
e existe uma alteracdo a nivel neural que afeta a capacidade da abelha em voar e orientar-se
no exterior. Em ambas as castas, existe uma diminuicdo da imunidade devido ndo s6 a
deplecéo de reservas corporais, nomeadamente de gordura, mas também devido a supresséo
de genes ligados a resposta imunitaria. Esta imunossupresséo surge na forma de reducao do
namero de hemdécitos e interrup¢cdo da producdo de melanina, essencial para o inseto se
defender de agentes patogénicos e para a cicatrizacdo de lesGes (Applegate e Petritz 2020;
Noél et al. 2020). Além disso, o tempo de vida diminui (OIE 2021).

O é&caro Varroa interage com varios fatores bioticos e abitticos que influenciam o
impacto na abelha do mel. A interacdo com outros agentes patogénicos, como Nosema spp.,
reduz a capacidade de combater a infecdo por parte de hospedeiro (Noél et al. 2020). Além
disso, o artrépode atua como vetor biolégico. Existem variados virus associados a A. mellifera
parasitada por V. destructor. No entanto, apenas o virus da paralisia aguda (ABPV- acute
bee paralysis virus) e o virus das asas deformadas (DWV — deformed wing virus) tém V.
destructor como vetor comprovado. Os virus sdo adquiridos ou transmitidos pelo &acaro
durante a alimentag&o nas pupas e abelhas adultas (Remnant et al. 2019; Traynor et al. 2020).

Por sua vez, os fatores ambientais desempenham um papel bastante relevante. A
interacdo com neonicotinoides, um tipo de pesticida, promove a diminuicdo da populacdo no
Inverno e altera a capacidade de voo. As alteracdes climéaticas aumentam o tempo de criacdo
e o tempo de recolha de néctar e pdlen, aumentando o tempo de reproducdo do parasita, e,
consequentemente, da sua populacdo (Noél et al. 2020). Na abelha A. mellifera existe
tipicamente diapausa na criacdo quando as temperaturas atmosféricas sdo mais baixas. Caso
ndo ocorra este fendbmeno podem surgir ciclos continuos de Varroose, visto ndo serem
naturalmente interrompidos (van Dooremalen et al. 2012; Traynor et al. 2020).

A nivel da colénia, o impacto causado depende muito do grau de infestacédo, podendo
passar despercebida no caso de ser leve a moderada. No entanto, a Varroose promove a
diminuicdo da populagdo e da sua viabilidade, enfraquecendo-a, visto que a criacdo esta
afetada, e consequentemente, as abelhas adultas também. Como tal, as fun¢des da colmeia
sdo interferidas a varios niveis (OIE 2021), havendo reducao do alimento dentro da col6nia
(Martinez 2018).
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Adicionalmente, diminui o nUmero de enxames produzidos. Estima-se que uma colénia
infestada morre em um a quatro anos, se néao for tratada de forma sisteméatica (Rosenkranz
et al. 2010; Noél et al. 2020).

Esta doenca leva a consequéncias a nivel sanitario, mas também a nivel econémico,
com perdas de colbnias e quebras nas produgdes de produtos apicolas (Rosenkranz et al.
2010).

Sinais clinicos

Os sinais mais comuns, ainda que ndo especificos da Varroose, séo a presencga de
abelhas atrofiadas, a rastejar e desfiguradas, apresentando as asas deformadas e abdémens
reduzidos, devido a interagdo com o DWV (Figura 6). E possivel observar os 4caros a parasitar
os individuos adultos e cadaveres de abelhas adultas a entrada da colmeia (Rosenkranz et
al. 2010).

Figura 6. Efeitos da infecdo por DWV: asas curtas e deformadas. Fonte: Rosenkranz et al. (2010).

A criacdo apresenta-se dispersa, com a cera dos alvéolos operculados perfurada,
afundada ou mesmo ausente, a chamada “criagdo em mosaico” (Figura 7). Adicionalmente, é

possivel observar larvas mortas (Rosenkranz et al. 2010).

Figura 7. "Criacdo em mosaico" (A) e criagdo com um padrao saudéavel (B). Fonte: Faux
(2021).
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Controlo

Até aos dias de hoje ndo foi encontrada uma solucdo eficaz e sustentavel para o
combate a Varroa destructor. Atualmente, sdo utilizados métodos farmacoldgicos e métodos
biotécnicos (Rosenkranz et al. 2010).

Os farmacos utilizados podem ser sintéticos, acidos organicos ou 6leos essenciais. Os
primeiros incluem o tau-fluvalinato, flumetrina e amitraz, e sdo econdmicos e de facil
aplicacdo. No entanto, podem deixar residuos no mel e outros produtos apicolas e podem ser
toxicos para as abelhas. Além disso, tém vindo a surgir resisténcias a estes acaricidas. Os
acidos organicos, como o acido oxalico, acido latico, acido formico, e 6leos essenciais, como
o timol, canfora e mentol deixam menos residuos nos produtos apicolas e sdao menos
suscetiveis a criar resisténcias. No entanto, os dois primeiros acidos s6 séo eficazes em
periodos em que ndo ha criagcdo. O acido formico € o Unico composto eficaz na fase
reprodutiva e na fase forética (Rosenkranz et al. 2010).

Em Portugal, a DGAV recomenda nado s6 a higienizacao e desinfecdo dos materiais
apicolas, substituicdo regular de ceras e rainhas, mas também a aplicagcdo de “pelo menos
dois tratamentos obrigatérios por ano em cada coldnia, sendo que um tratamento podera ser
constituido por duas ou mais aplicagdes” com os medicamentos homologados aprovados
(DGAYV 2022a).

No que respeita aos métodos zootécnicos, a aplicagdo de quadros para criagdo
exclusiva de zangéos e posterior remocao dos mesmos é bastante eficaz (Applegate e Petritz
2020), sendo que também se pode proceder a remocdo completa da cria¢do e aprisionamento
da rainha durante o tratamento, de modo a eliminar o parasita da criacdo (Vilas-Boas 2008;
Rosenkranz et al. 2010)

A apicultura em modo de producéo biol6gico constitui uma situagcao excecional, na
medida em que 0s Unicos acaricidas permitidos séo os 4cidos organicos e os 0leos essenciais,
sendo que 0s métodos zootécnicos e selecdo genética de linhagens resistentes também séo
permitidos (Vilas-Boas 2008).

Tendo em conta a relevancia desta doenca na atividade apicola existe muita
investigacdo com o objetivo de encontrar métodos sustentaveis e eficazes de a combater. O
controlo biolégico através de fungos entomopatogénicos especificos de Varroa spp. apresenta
resultados promissores em laboratério, embora em condi¢cdes de campo ndo se demonstre
bem sucedido. Além disso, selecionar popula¢gdes de abelhas com mecanismos de defesa e
tolerancia a este acaro parece ser a op¢do mais sustentavel e eficaz a longo prazo, sendo

atualmente alvo de muitos estudos (Noél et al. 2020).
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Diagnostico

Para efetuar o diagnéstico correto deste acaro é necessario conhecer a sua
morfologia, de modo a estabelecer o diagnéstico diferencial com outros agentes, como o
Braula coeca e o Tropilaelaps spp. (OIE 2021).

V. destructor apresenta acentuado dimorfismo sexual (Figura 8). A fémea adulta
apresenta um corpo achatado, elipsoidal, com a largura superior ao comprimento, com cerca
de 1,1 mm em comprimento, 1,5 mm de largura e cerca de 0,5 mm em altura (OIE 2021). E,
ainda, dotada de um escudo dorsal e varios ventrais, esclerotizados, patas curtas com
estruturas especializadas para aderir ao hospedeiro e de coloracdo vermelha acastanhada.
Por sua vez, o macho, de menor tamanho que a fémea em todos os estados, tem forma de
péra, com patas mais longas e pouco esclerotizados (Rosenkranz et al. 2010) e de cor branca
a amarela, tal como os estados ninfais (OIE 2021).

O diagnostico da doencga pode ser clinico, farmacolégico ou laboratorial (Martinez
2018). No que respeita a este ultimo, pode ser feito de forma barata e célere identificando
morfologicamente o agente em amostras de abelhas adultas e favos a olho nu, com recurso
a lupa ou ao microscopio 6tico. Para fazer o diagnostico na criacdo € preferivel utilizar
amostras de criacdo de zangéao (Costa 2021; OIE 2021).

500 pm

Figura 8. Fémea adulta em vista dorsal (A) e ventral (B); Macho adulto em vista dorsal (C).
Fonte: A e B - IZSLT (2015); C- Rosenkranz et al. (2010).

3.3.1.1.2. Acarapis woodi

Originalmente denominado Tarsonemus woodi por Rennie (1921), este acaro pertence
a familia Tarsonemidae e é o agente causal da Acarapisose. O acaro A. woodi foi identificado
pela primeira vez na Gré-Bretanha, mas atualmente estd disperso por todo o mundo, a
excecdo da Australia. Apesar de ter causado uma grande taxa de mortalidade das colénias
ha cerca de cem anos, atualmente o seu impacto é muito reduzido nos paises desenvolvidos.
Os tratamentos usados para o combate a V. destructor tém também impacto neste &caro,
resultando na sua baixa prevaléncia (Martinez 2018).

O &caro A. woodi € um parasita especifico dos membros do género Apis, que invade

o aparelho respiratério das abelhas adultas, e que penetra nas mesmas pelo primeiro par de
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traqueias, por apresentarem um calibre de dimensdes maiores. Podem ser visualizados em
varias traqueias da abelha e, inclusive, nos sacos aéreos da cabeca, do térax e abdémen.
Medem cerca de 150 um (OIE 2018a). Existe dimorfismo sexual, entre o0 macho e fémea: o
primeiro € mais pequeno, com o primeiro par de patas mais largas e apresenta trés segmentos
dorsais, enquanto a fémea apresenta cinco. O &caro apresenta aparelho bucal picador-
sugador, utilizado para perfurar a traqueia e alcancar a hemolinfa do hospedeiro (Martinez
2018).

Ciclo de vida

O ciclo biolégico comeca quando uma fémea fecundada entra na traqueia da abelha,
particularmente através do primeiro par de espiraculos, visto que a valvula deste ndo cerra
completamente, e realiza a postura cerca de quatro a cinco dias depois. Larvas com apenas
o primeiro par de patas desenvolvido eclodem dos ovos quadro dias apés a postura. Estas
larvas vao alimentar-se da hemolinfa do hospedeiro e convertem-se em deutoninfas com
quatro pares de patas dez a onze dias ap0s a eclosdo, passando posteriormente a adultos.
Os adultos tornam-se sexualmente maturos apos seis dias (Martinez 2018). No total, o ciclo
dura cerca de 11 a 12 dias para o macho e 13 a 16 dias para a fémea. Existem cerca de duas
a quatro vezes mais fémeas que machos (OIE 2018a). A fecundacgao ocorre na tragueia da
abelha e, ap6s a mesma, a fémea abandona o local e passa para outras abelhas. Por
contacto, o processo recomega.

O ciclo de vida deste agente patogénico € muito influenciado por fatores ambientais e
bidticos, podendo ter uma fase de laténcia. O acaro tem uma baixa taxa de multiplicacéo e,
associado ao tempo de vida tendencionalmente mais curto das abelhas no Verao, a doenca
acaba por regredir espontaneamente. Pelo contrario, no Inverno afeta muito mais a satde da
coldnia, porque o tempo médio de vida do hospedeiro aumenta, apesar do parasita ter mais
dificuldade em lidar com temperaturas mais baixas do que com o calor. Além disso, as abelhas
passam mais tempo na colmeia nesta altura do ano, pelo que aumenta a transmissao entre
as mesmas (Martinez 2018).

O éacaro A. woodi afeta todas as castas da coldnia, com preferéncia pelos zangédos
(OIE 2018a), sendo que os elementos mais jovens sdo mais suscetiveis a infestacdo. Sao
alimentadas por abelhas mais velhas, que transmitem o acaro. Apés os cinco dias de vida,
diminui drasticamente a possibilidade de se infetarem. Esta resisténcia advém dos pelos que
rodeiam os estigmas toracicos, que se tornam mais espessos e duros ao longo do tempo,
fazendo efeito barreira a entrada do acaro (Martinez 2018).

Fisiopatologia

Os efeitos patogénicos deste agente dependem do niumero de parasitas no aparelho
respiratorio (OIE 2018a). A ocupacao do limen traqueal pelo acaro leva a obstrucéo fisica da

passagem do ar e, consequentemente, da chegada do oxigénio aos diferentes tecidos,
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especialmente musculos e sistema nervoso. Além disso, a agdo perfuradora na tragueia
permite a passagem de outros agentes, como bactérias e virus, para a hemolinfa, e conduz a
destruicdo dos tecidos musculares (Martinez 2018).

Sinais clinicos

Em termos de sinais de doenca, os mesmos sao altamente inespecificos e comegam
principalmente na Primavera, apoés o final do periodo de laténcia (Martinez 2018; OIE 2018a).
A capacidade de voo das abelhas diminui bastante, devido a destrui¢cdo da articulacao das
asas, e quando conseguem voar, fazem-no de modo lento. As asas surgem deslocadas,
caidas e em posi¢do anormal. Paralelamente, a entrada em circulagdo de bactérias e virus
gue podem conduzir a septicémia e 0 consumo precoce de reservas corporais levam a
replecdo da ampola retal, dilatacdo abdominal e, consequentemente, disenteria (Martinez
2018). O rastejar em frente a colmeia é também um indicador que algo est4 a afetar a col6nia
(OIE 2018a).

Controlo

Em relacdo ao tratamento, o alvo é o 4caro adulto, visto que os ovos e formas imaturas
ndo reagem aos acaricidas. E muito importante ainda ter em conta o tipo de produtos
utilizados, tendo em conta a biologia de A. woodi. Por ser um endoparasita da abelha, devem
ser escolhidos acaricidas de acdo sistémica ou que atuem por evaporagao, pois 0s que atuam
por contacto nao chegam ao local onde o acaro se aloja. Mesmo com os produtos adequados,
€ necessario escolher a altura certa para efetuar o tratamento da col6nia, pois idealmente
sera quando a maior quantidade de individuos estiver dentro da colmeia e quando as
temperaturas forem as ideais, visto que, no caso dos produtos que atuam por evaporacao, as
temperaturas elevadas levam a uma evaporacdo demasiado rapida e potencialmente
prejudicial a colbnia, e temperaturas demasiado baixas ndo promovem a evaporacao
(Martinez 2018).

Diagndstico

O diagndstico pode ser clinico, embora seja dificil porque o quadro clinico é muito
inespecifico. A melhor maneira de detetar o agente é através de diagndstico laboratorial,
através da observagdo das traqueias ao microscopio e dete¢cdo de adultos, ovos e formas
imaturas no interior das vias respiratorias (Figura 9) (Martinez 2018). A acao dos acaros
promove 0 escurecimento das areas traqueais afetadas, por deposicdo de crostas de

melanina, para além do seu enfraquecimento (OIE 2018a).
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Figura 12. Acaro Acarapis woodi adulto (seta vermelha) e ovo (seta verde) dentro do lGmen

traqueal. Original.

3.3.1.1.3. Tropilaelaps spp.

Estes acaros pertencem a classe Arachnida, subclasse Acari, superordem
Parasitiformes, ordem Mesostigmata e familia Laelapidae. Atualmente estdo identificadas
guatro espécies, duas que afetam A. mellifera — Tropilaelaps clareae e Tropilaelaps
mercedesae — enquanto outras duas sao inofensivas para a mesma — Tropilaelaps thaii e
Tropilaelaps koenigerum (OIE 2018b).

As caracteristicas morfolégicas do &caro variam consoante a espécie, no entanto o
comprimento corporal ronda entre os 0,6 e 1 mm e o corpo é alongado, pelo que o
comprimento € maior que a largura, em oposicdo a Varroa spp. (OIE 2018b). Os adultos
apresentam uma cor vermelha-acastanhada, e os estados imaturos apresentam uma cor
esbranquicada (de Guzman et al. 2017).

Distribuicdo geografica

O &caro Tropilaelaps spp. € um agente etioldgico de declaracéo obrigatoria na Unido
Europeia (Decisdo da Comissdo 2008/650/CE, de 30 de julho).

Neste momento, este parasita esta restrito ao continente asiatico e afeta as espécies
de abelha locais, como Apis dorsata breviligula, A. dorsata binghami e A. cerana.
Originalmente era um parasita exclusivo de A. dorsata (OIE 2018b). Neste capitulo
abordamos o impacto deste parasita em A. mellifera.

Ciclo de vida

Este acaro apresenta muitas semelhancgas com V. destructor, a comecar pelo seu ciclo
de vida. A fémea gravida invade o alvéolo que possua uma larva madura, com preferéncia
pela criacdo de zangdo, pouco tempo antes ser operculado. Cerca de 48 horas depois,

comeca a postura, sendo depositados entre um e quatro ovos, ao ritmo de um ovo por dia.
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Um macho e vérias fémeas emergem em cerca de 12 horas e comecam a alimentar-se da
hemolinfa da larva. Dentro de uma semana, 0s acaros passam por trés estadios ninfais e
atingem a idade adulta e, quando a abelha adulta abandona o opérculo, os parasitas procuram
outro hospedeiro (de Guzman et al. 2017; OIE 2018b).

Uma das diferengas mais importantes entre o ciclo deste acaro e o de Varroa spp. € 0
facto de aquele ndo conseguir alimentar-se da abelha adulta, uma vez que ndo tem a
capacidade de perfurar a cuticula do inseto. Assim, a fase forética é muito curta, apesar de
ser a principal forma de disseminacdo deste parasita (OIE 2018b). Além disso, a fémea
fundadora de Tropilaelaps spp. ndo necessita de se alimentar de hemolinfa larvar para iniciar
a ovoposicao (de Guzman et al. 2017). Por fim, devido a dura¢do mais curta do seu ciclo de
vida, a populacéo de Tropilaelaps spp. aumenta muito mais rapidamente (OIE 2018b).

Fisiopatologia

As abelhas que conseguem emergir das células apresentam um peso reduzido e
deformacdes (Khongphinitbunjong et al. 2016; Ma et al. 2019), ndo s6 por a¢édo do parasita,
mas também devido ao virus DWV, do qual Tropilaelaps spp. € um vetor bioldgico
(Chantawannakul et al. 2018; OIE 2018b; Ma et al. 2019). Adicionalmente a estas
deformacdes, existe uma diminuicdo do tempo médio de vida e a resposta imunitaria fica
bastante comprometida (Khongphinitbunjong et al. 2016; de Guzman et al. 2017; Pakwan et
al. 2018). Segundo Pakwan et al. (2018), infestagdes mais graves aumentam a suscetibilidade
a traca-da-cera.

Ao contrario de A. cerana e A. dorsata, que apresentam comportamentos de
resisténcia a esta doenca (Chantawannakul et al. 2018), A. mellifera € muito suscetivel, pelo
gue uma forte infestagé@o pode resultar em graves danos na col6nia, ndo s6 pelos impactos
diretos do acaro, mas também pela potencial transmissao de virus (OIE 2018Db).

Sinais clinicos

Os sinais clinicos apresentados pelos individuos e pela colénia sdo muitos
semelhantes aos apresentados quando existe uma infestacao por Varroa spp. Existe uma
elevada taxa de mortalidade nas larvas afetadas, sendo que poucas abelhas emergem e, as
gue o fazem, apresentam-se deformadas (OIE 2018b). Observam-se abelhas adultas com
abdémens distorcidos, asas encurtadas e membros deformados ou mesmo ausentes
(Martinez 2018; OIE 2018b). Na criacdo, observa-se um padrdo irregular, opérculos
perfurados e morte de pupas e larvas (Chantawannakul et al. 2018; OIE 2018b).

Controlo

N&o se conhecem métodos de controlo especificos para este ectoparasita, no entanto
0s métodos aplicados para o controlo de V. destructor demonstram alguma eficacia,
nomeadamente o recurso a acaricidas sintéticos, os acidos organicos e Oleos essenciais. As

boas praticas de maneio e higiene apicolas sdo também bastante relevantes (de Guzman et
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al. 2017). O facto de a fase forética ser muito curta neste parasita diminui a eficacia dos
produtos utilizados na Varroose (Martinez 2018).

Diagndstico

No que concerne ao diagnéstico laboratorial deste &caro, a técnica é muito semelhante
a de diagnostico da Varroose: identificagcdo morfologica a lupa ou microscépio 6tico (Figura
10). Também é possivel efetuar o diagndstico por técnicas moleculares, como a PCR, que

permite identificar a espécie em questao (OIE 2018b).

500 pm

Figura 13. Acaro Tropilaelaps spp. adulto em decubito ventral. Original.

3.3.1.2. Dipteros

3.3.1.2.1. Braula coeca

Braula coeca é o agente etiol6gico da ectoparasitose denominada Braulose. Pertence
a ordem Diptera, subordem Cyclorrhapha e familia Braulidae. Atualmente estdo reconhecidas
cinco espécies e duas subespécies de um mesmo género, diferenciadas pelos érgaos
genitais, presenca de um sexto segmento abdominal e nimero de dentes nos pentes podais
(Martinez 2018). Os adultos tém até 1,5 mm de comprimento e sdo cobertos por pelos (Ellis
e Nalen [data desconhecida]). Apesar de ser considerado um diptero, apresenta varias
modificacBes face aos seus pares, hnomeadamente a auséncia de asas e presenca de pentes
de dentes finos nas extremidades podais, que Ihe permitem fixar-se aos pelos toracicos das
abelhas. Assim, foi-lhe atribuida a designacéo “piolho das abelhas”, embora n&do seja um
piolho (Martinez 2018).

Esta disperso por todo o mundo (Martinez 2018; Ellis e Nalen [data desconhecida]),
ainda que esteja a desaparecer das colonias das abelhas do mel devido aos tratamentos
sistematicos contra V. destructor (Alfallah e Mirwan 2018; Martinez 2018).

No inicio do seu ciclo bioldgico, a fémea ovovivipara deposita 0s ovos na face interna

dos opérculos que cobrem as células cheias de mel ou nas suas paredes. Aqui da-se o
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desenvolvimento larvar, sendo que as larvas escavam tlneis quando eclodem e se alimentam
de mel e pélen. Depois da-se a passagem a pupa e, ja em adulto, fixa-se ao corpo da abelha
adulta. Afeta todas as castas, no entanto, apresenta preferéncia pelas obreiras que alimentam
as jovens larvas e pela rainha, pois esta apresenta uma alimentacdo mais rica em termos de
qualidade e quantidade, e movimenta-se menos (Martinez 2018).

Sobre o térax, provoca a regurgitacdo por parte da abelha com os pentes das suas
extremidades e consegue alcancar o alimento da abelha com o seu aparelho do tipo sugador
(Martinez 2018; Ellis e Nalen [data desconhecida]). Também se pode alimentar da secrecao
das glandulas hipofaringeas — a geleia real (Martinez 2018).

O diptero B. coeca raramente provoca problemas numa colonia, a excecao de casos
de grande infestacdo. As abelhas parasitadas podem apresentar sinais nervosos, sacudindo
as patas para tentar retirar os parasitas, e, devido ao incbmodo, a postura da rainha diminui
(Martinez 2018). Por sua vez, os quadros com mel apresentam tlneis construidos pelas larvas
e € possivel observar-se mel fermentado, o que resulta em perdas economicas (Martinez
2018; Ellis e Nalen [data desconhecidal).

O diagndstico deste parasita (Figura 11) é feito através da observacéao e identificacdo

morfoldgica de forma direta ou através da lupa ou microscopio 6tico (Martinez 2018).

il
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Figura 11. Braula coeca em decuUbito dorsal observado ao microscépio 6tico. Original.

3.3.1.2.2. Senotainia tricuspis

O inseto Senotainia tricuspis pertence a ordem Diptera e familia Sarcophagidae sendo
0 agente causal da Apimiase nas abelhas adultas. Atualmente, estd disperso pela zona
mediterranea da Europa e Norte de Africa, sendo particularmente prevalente nos meses de
Verdo e observaveis a voar perto das colmeias nas horas de maior exposicdo solar.
Morfologicamente, os adultos apresentam manchas cinzentas triangulares no abdémen e uma
faixa branca entre os olhos compostos, sendo critérios de distingdo com a mosca doméstica
(Haddad et al. 2015; Martinez 2018).
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A fémea, larvavipara, ataca as abelhas forrageiras fora da colmeia, depositando uma
larva de primeiro estado no térax do hospedeiro. Esta penetra no corpo, desenvolve-se e
alimenta-se de hemolinfa numa primeira instancia. Posteriormente, alimenta-se dos musculos
das asas, sendo que a obreira acaba por morrer cerca de dois a cinco dias apos a infe¢do. A
larva continua a desenvolver-se e, no terceiro estado migra para o abdémen para continuar a
alimentar-se, de onde acaba por eclodir. Depois penetra no solo, onde evoluird para pupa e,
posteriormente, para inseto adulto cerca de 20 dias depois, no final da Primavera ou inicio do
Verdo (Haddad et al. 2015; Martinez 2018). Quando as larvas passam a pupa no final do
Verdo, normalmente sofrem uma diapausa até a proxima Primavera (Haddad et al. 2015).

Em termos de sinais clinicos, esta descrito que as abelhas parasitadas ndo conseguem
voar e apresentam asas deslocadas, podendo evidenciar também diarreia e tremores. A nivel
de colmeia, a atividade diminui (Martinez 2018). No entanto, normalmente este agente nao
afeta a colmeia de forma grave.

O diagnéstico é efetuado através de técnicas laboratoriais, observando-se a forma
larvar, com cerca de 5 mm, quando se observa o material do térax ao microscopio (Figura 12)

ou quando se observa a forma adulta a lupa (Martinez 2018; Costa 2021).
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Figura 12. Larva de Senotainia tricuspis (A) e pormenor dos ganchos bocais do

aparelho bucal (B). Originais.

3.3.1.3. Coleopteros

3.3.1.3.1. Aethina tumida
O pequeno escaravelho da colmeia, Aethina tumida, € o agente etioldégico da
Aethinose (Martinez 2018). Pertencente a ordem Coleoptera e familia Nitidulidae, é originario

de Africa Subsariana. E um parasita das subespécies de abelhas afficanas, no entanto, pode
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também alimentar-se de fruta em decomposicdo, ndo sendo, assim, um parasita obrigatério
(Neumann e Elzen 2004).

Inicialmente estava limitado ao continente africano, mas, em 1996, foi detetado nos
Estados Unidos da América (EUA) e, posteriormente, na Austrdlia e Canada em 2002 (Hood
2004; Martinez 2018). Em 2004, em Portugal, foram detetados larvas e ovos em rainhas
importadas do Texas (EUA), mas as colmeias foram destruidas imediatamente (Silva 2014).

Em 2014 chegou a ltalia, as regies da Calabria e Sicilia, onde continua até hoje
(Mutinelli et al. 2014; Martinez 2018), sendo o Unico pais europeu em que o coledptero esta
presente. Até entdo era considerada uma doenga exdtica na Unido Europeia (Mutinelli et al.
2014), sendo atualmente uma doenca de notificacdo obrigatéria nesta comunidade (Deciséo
da Comisséo 2008/650/CE, de 30 de julho). Ja foi detetada também nas Filipinas, Coreia e,
recentemente, na Coldbmbia (2020), Guatemala (2021) e Bolivia (2022) (WOAH ¢2020).

Este escaravelho passa por quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (Martinez 2018).
Os adultos tém cerca de 5 a 7 mm de comprimento e cerca de 3 mm de largura (OIE 2018c).
As antenas sdo muito caracteristicas da espécie, em forma de macgo. As fémeas sdo maiores
gue o macho (Martinez 2018; OIE 2018c). Esta espécie apresenta uma cor vermelho-escura
a negra. O corpo é dividido em trés partes, apresentando trés pares de patas e dois élitros,
gue ndo cobrem todo o abdémen (Figura 13). As larvas apresentam cerca de 1 cm de
comprimento, cor branca-nacarada, trés pares de patas e duas fileiras de espinhos na face
dorsal do corpo (Figura 12) (OIE 2018c).

O acasalamento dos adultos maduros ocorre dentro da colmeia e, passados seis a
sete dias, a fémea inicia a ovoposicdo em massas que podem chegar aos 2000 ovos (Hood
2004) em fendas da colmeia e na cria¢do operculada (Ellis et al. 2004; Cuthbertson et al. 2013;
OIE 2018c). Ao fim de um a seis dias, as larvas emergem (Martinez 2018). Durante as suas
duas semanas de desenvolvimento, estas alimentam-se de mel, polen e criagdo (Ellis 2005).
Por fim, as larvas saem da colmeia, passam a pupas no solo, onde escavam tlneis (Martinez
2018). Duas a doze semanas depois, emergem o0s adultos, que voam em busca de novos
hospedeiros. O ciclo deste escaravelho é dependente da humidade e do tipo de solo (Ellis et
al. 2004). A disseminacdo da doenca pode ocorrer por voo do adulto, transuméancia de
colmeias, comércio de produtos apicolas como rainhas, obreiras, e outro material e comércio
de fruta e legumes. As proprias abelhas funcionam como agente de disseminacdo ao
transportarem ovos e larvas no seu corpo. As colénias débeis sdo mais suscetiveis e,
paralelamente, as colmeias com excesso de mel tornam-se apelativas (Martinez 2018).

Nas abelhas africanas o impacto desta espécie € negligenciavel, no entanto, as
abelhas europeias ndo apresentam mecanismos de resisténcia (Ellis et al. 2003). A fase larvar
€ o estadio mais prejudicial as abelhas, devido ndo s6 a sua alimentacao, mas também devido

a acdo fermentativa das suas fezes no mel (Martinez 2018). Isto impede que o mel seja
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consumido pelas abelhas e também a sua comercializacdo (Hood 2004). Estes danos podem
acontecer dentro da colmeia ou ja nas instalacdes de coleta de mel, se as condi¢cdes
ambientais o permitirem. Assim, este parasita causa elevadas perdas econémicas (Martinez
2018). Adicionalmente, a presenca dos adultos pode provocar a enxameacdo dos insetos
(Ellis et al. 2003).

O diagndstico definitivo deste coledptero é feito em laboratério, através da identificacédo
morfologica de exemplares de larvas e/ou adultos, sendo possivel também recorrer a técnicas
de biologia molecular (OIE 2018c).

5000 pm

Figura 13. Aethina tumida adulto em decubito ventral (A) e dorsal (B), e em fase larvar
(C). Fonte: OIE (2018d).

3.3.2. Fungos
3.3.2.1. Nosema spp.

Os agentes do género Nosema spp. inserem-se no grupo dos microsporideos, fungos
formadores de esporos e sdo parasitas intracelulares obrigatérios de seres eucariotas
(Galajda et al. 2021; Marin-Garcia et al. 2022).

Atualmente sdo conhecidas trés espécies associadas a infecdo de abelhas do mel,
designadamente Nosema apis, N. ceranae e N. neumanni (Galajda et al. 2021). No entanto,
apenas as duas primeiras sédo reconhecidas como agente etiolégico de nosemose, que pode
ser de dois tipos: N. apis é responsavel pela Nosemose tipo A e N. ceranae pela Nosemose
tipo C (Applegate e Petritz 2020; Marin-Garcia et al. 2022). Ambas as espécies invadem as
células epiteliais da por¢céo posterior do ventriculo da abelha adulta e as infecbes mistas sédo
comuns (OIE 2018d; Applegate e Petritz 2020).

Distribuicéao

Apesar de, originalmente, N. ceranae ser parasita de A. ceranae e N. apis de A.
mellifera, N. ceranae afeta também as abelhas europeias. Atualmente, ambas as espécies de
microsporideos podem infetar A. mellifera e A. ceranae (OIE 2018d; Applegate e Petritz 2020;
Galajda et al. 2021).
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Assim, inicialmente, N. apis estava limitado ao continente Europeu e Americano e N.
ceranae a Asia. No entanto, o primeiro acabou por se disseminar devido, principalmente, &
acdo do Homem, tornando-se dominante (Grupe e Quandt 2020). Nos dias de hoje, a
Nosemose esté dispersa a nivel global (OIE 2018d; Marin-Garcia et al. 2022), mas existe
indicios que N. ceranae apresenta maior prevaléncia e que tera substituido N. apis como
espécie dominante em muitos paises (Fries 2010; Grupe e Quandt 2020; Galajda et al. 2021).

Ciclo de vida

Os esporos produzidos séo a fase infetante, sendo a Unica forma do agente que
sobrevive fora do hospedeiro. A infecdo ocorre através da ingestdo de esporos através da
alimentacéo, da trofilaxia (trocas de alimento entre as abelhas através do aparelho bucal) e
através dos habitos de grooming. Os produtos da colmeia, como a cera, a geleia real e 0 mel,
atuam como fomites (OIE 2018c; Galajda et al. 2021). As fezes ficam bastante mais
adocicadas, pelo que, nos hébitos higiénicos de A. mellifera, existe ingestao e novas infecdes
(Galajda et al. 2021). No que respeita particularmente a N. ceranae, a transmisséo vertical
também estid documentada, tendo-se detetado esporos nos ovarios da rainha (Marin-Garcia
et al. 2022). Além disso, durante a atividade forrageira existe contaminagéo do pdlen e agua
circundantes, espalhando a infe¢do (Grupe e Quandt 2020).

Més préticas durante a atividade apicola levam a perpetuacdo da infecao,
nomeadamente através da auséncia de desinfecdo do material, a reutilizacdo de ceras
contaminadas e a troca de rainhas e juncdo de colonias com diferente estado sanitario
(Galajda et al. 2021).

No ventriculo da abelha, emerge um filamento do esporo de Nosema spp. através do
qual é injetado o esporoplasma na célula intestinal. Nesta existe replicacdo do agente e,
posteriormente, existe producdo de esporos, que serdo libertados nas fezes. Estes, em vez
de serem libertados nas fezes, podem infetar as células intestinais do mesmo hospedeiro (OIE
2018d). Durante o processo de infecdo a parede ventricular fica destruida (Applegate e Petritz
2020).

Fisiopatologia

Todas as castas da colmeia podem ser alvo desta infecdo, sendo particularmente mais
prevalente nas obreiras (Marin-Garcia et al. 2022).

A Nosemose tipo A é considerada uma infecdo oportunista, afetando as colbénias
enfraquecidas (Applegate e Petritz 2020; Marin-Garcia et al. 2022). Além disso, em climas
temperados apresenta um carater sazonal, com baixa prevaléncia no Verdo, um pequeno pico
no Outono e um aumento da infe¢cdo durante o Inverno (Fries 1993; Martin-Hernandez et al.
2012; Galajda et al. 2021). A infecdo por N. apis pode ndo causar sinais clinicos ao inicio, no
entanto o tempo de vida dos individuos fica bastante reduzido e a col6nia enfraquecida
(Galajda et al. 2021).
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Na sua forma tipica causa disenteria. Esta deve-se a ma-absorcéo dos carbohidratos
e as abelhas defecam dentro da colmeia, em vez de o fazer no exterior. A funcado
gastrointestinal fica afetada, levando a uma digestdo incompleta (Galajda et al. 2021). A
inflamacao intestinal leva a uma mé& absor¢do de nutrientes, alterando o metabolismo dos
lipidos e das proteinas (Applegate e Petritz 2020). A deficiéncia neste nutriente resulta em
atrofia das glandulas hipofaringeas e, consequentemente, na impossibilidade em alimentar as
larvas e a rainha, a qual interrompe a postura. A infecdo por esta espécie esta comumente
associada a infecéo por trés virus: black queen cell virus (BQCV) (D’Alvise et al. 2019), bee
virus Y (YV) e filamentous virus (FV). A combinagdo com o primeiro é particularmente mais
debilitante. Nos primeiros dias de infecéo, a rotura da parede intestinal permite a passagem
de bactérias saprofitas para a hemolinfa do hospedeiro, que pode resultar em septicémia e
morte (Galajda et al. 2021).

Em relacdo a Nosemose tipo C, existe alguma discordancia entre os autores acerca
da sua sazonalidade. Segundo Martin-Hernandez et al. (2012), D’Alvise et al. (2019),
Applegate e Petritz (2020) e Grupe e Quandt (2020), esta espécie nao apresenta
sazonalidade, sendo estavel durante o ano. Mas Marin-Garcia et al. (2022) afirmam que
apresenta um padréo sazonal diretamente relacionado com as temperaturas mais elevadas.
No que concerne aos sinais clinicos, € unanime entre estes autores que N.ceranae ndo
provoca sinais clinicos na maioria dos casos. Esta espécie altera a fisiologia hormonal das
obreiras, acelerando o seu amadurecimento. A nivel metabdlico, existe um stress energético
devido as alteracfes nas reservas de nutrientes, e, consequentemente, dificuldade em voar e
em orientar-se e atrofia das glandulas hipofaringeas. O resultado destes efeitos é a supressao
da imunidade humoral das abelhas, amadurecimento precoce e uma reducdo do tempo de
vida das obreiras. A colmeia apresenta assim um menor nimero de obreiras, uma criagdo
reduzida e uma menor producéo de mel (Marin-Garcia et al. 2022).

Um estudo realizado por Retschnig et al. (2017) concluiu que, para ambas as espécies
deste microsporideo, a carga de esporos é superior no Inverno e inicio de Primavera, devido
ao confinamento dos individuos (devido a condigbes meteoroldgicas desfavoraveis) que
aumenta a probabilidade de defecarem dentro da colmeia, em vez de executarem voos de
higiene (OIE 2018d; Applegate e Petritz 2020; Marin-Garcia et al. 2022).

Ainfecdo por N. ceranae esta correlacionada com o Sindrome de Colapso de Colmeias
(Higes et al. 2008) e existe uma interagdo sinérgica entre a presenc¢a do fungo e a aplicacao
de pesticidas aumentando a mortalidade das abelhas (Marin-Garcia et al. 2022).

Sinais clinicos

Muitas vezes a Nosemose nao leva ao aparecimento de sinais clinicos. No entanto,
numa fase aguda da doenca, o abdomen das abelhas fica dilatado e com tremores, com

manchas castanhas de fezes presentes nos favos e paredes das colmeias (interiores e
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exteriores) e com abelhas fracas, mortas ou doentes na proximidade da colmeia (OIE 2018d;
Applegate e Petritz 2020; Galajda et al. 2021; Marin-Garcia et al. 2022)

Segundo a OIE (2018c), infecdo por Nosema spp. provoca uma mudancga de cor no
intestino das abelhas, inicialmente castanho, para branco, para além de o fragilizar.

Quando a infegdo se torna crénica, as colénias enfraquecem, com o numero de
individuos a diminuir e com tempo de vida reduzido (Galajda et al. 2021).

Controlo e tratamento

N&o existe atualmente um método totalmente eficaz e seguro para 0 combate e
prevencdo desta doenca. O antibiético fumagilina apresenta alguma eficacia contra N. apis,
mas nado para N. ceranae, para além de deixar residuos nos produtos da colmeia (Burnham
2019). Por essa razdo ndo € autorizado em varios paises, como € o caso dos pertencentes a
Unido Europeia (OIE 2018d; Applegate e Petritz 2020). A utilizacdo de extratos de plantas,
suplementacdo proteica com pdlen e propolis e o recurso a prebidticos e probiodticos
apresentam resultados promissores, mas ainda sdo necessarios mais estudos (Burnham
2019; Marin-Garcia et al. 2022). A melhor maneira de prevenir € garantir a higiene e
desinfecdo das colmeias (Marin-Garcia et al. 2022).

Diagndstico

O diagnéstico é feito através da observagdo ao microscopio 6tico do conteudo do
abddémen das abelhas infetadas ou das suas fezes (Figura 14). O diagnéstico positivo € obtido
guando se observam os esporos ovais, sem conteudo, com cerca de 5-7 x 3—4 uym, sendo
gue os de N. apis apresentam dimensfes ligeiramente maiores em comparagdo com N.
ceranae (OIE 2018d). No entanto, estas espécies ndo sdo distinguiveis entre si ao
microscopio 6tico, sendo a técnica molecular PCR a metodologia de elei¢cdo para alcangar um

diagnostico definitivo.

10 pm

Figura 14. Esporos (setas vermelhas) de Nosema spp. Original.
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3.4. Contexto legislativo / sanitario portugués

O combate as doengas apicolas em Portugal assenta em dois grandes pilares:
vigilancia passiva e vigilancia ativa. A primeira é assegurada pelos apicultores que declaram
situacbes clinicas que considerem suspeitas. A segunda, por sua vez, inclui diferentes
entidades, nomeadamente as organizac6es de apicultores e as entidades gestoras de zonas
controladas, responsaveis por aplicar planos sanitarios que considerem necessarios; e a
DGAV. A esta, enquanto autoridade sanitaria, compete o desenvolvimento anual do Plano
Sanitario Apicola (PSA) e de ac¢des de informacéo, divulgacdo e formacao dos participantes
na area da apicultura (Artigo n°10 Decreto-Lei n°203/2005, de 25 de novembro).

O PSA tem como objetivos o desenho de medidas de sanidade veterinaria para
combater doencas do efetivo apicola e o estabelecimento de requisitos que os integrantes
das zonas controladas devem obedecer. Este plano inclui normas gerais aplicadas aos
apicultores nacionais, e normas que se aplicam apenas aqueles que estéo estabelecidos nas
zonas controladas (DGAV 2022a), entre elas a obrigacao de enviar amostras para diagndstico
de doencgas (Decreto-Lei n°203/2005, de 25 novembro).

Segundo o Decreto-Lei n°203/2005, de 25 novembro, sdo consideradas doencas de
declaracao obrigatéria em Portugal: Loque americana; Loque europeia; Acarapisose;
Varroose; Aethinose por Aethina tumida; Tropilaelaps por Tropilaelaps spp; Ascosferiose
(apenas em zonas controladas) e Nosemose (apenas em zonas controladas).

Para além das 19 zonas controladas, existem zonas nao controladas e zonas
indemnes (DGAV 2022a). Em setembro de 2019, no Comité Permanente da Comissao
Europeia, os Estados Membros aprovaram, por unanimidade, a atribuicdo do estatuto
oficialmente indemne de Varroose as ilhas de Sao Miguel, Santa Maria, Terceira, Graciosa,
S&o Jorge e Corvo, pertencentes a Regido Autonoma dos Acores (Decisdo de Execuc¢ao (UE)
n°2019/1895 da Comissao).

O PSA estabelece trés grandes planos sanitarios: o Plano Integrado de Controlo Oficial
de Apiéarios (PICOA), o Plano de Luta contra a Varroose e o Plano de Emergéncia contra
Aethina tumida .

O PICOA tem por objetivos garantir a vigilancia das doencas de declaracéo obrigatoria
e das doencas exoticas como a Aethinose e Tropilaelapsose, garantido a saude animal, mas
também controla a utilizacdo e posse de medicamentos veterinarios e a seguranga alimentar
do mel. Para isto, procede a colheita de amostras de abelhas e favos para analise de cerca
de 150 apiarios, 30 por cada uma das Direcdes de Servicos de Veterinaria e Alimentacao
(DSAVR) , escolhidos com base em determinados critérios. Assim, para além de assegurar a
sanidade apicola, garante também a salubridade do mel que chega ao consumidor (DGAV
2022b).
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O Plano de Luta contra a Varroose abrange as medidas que devem ser aplicadas para
0 combate ao agente etioldgico desta doencga, incluindo ndo s6 medidas de maneio, mas
também a lista de medicamentos homologados aprovados pela DGAV. A Varroose é a Unica
doenca apicola para qual estdo aprovados medicamentos para serem utilizados nas colmeias.
Tendo em conta das condi¢des climaticas portuguesas, devem ser feitos, pelo menos, dois
tratamentos obrigatorios por ano (DSPA 2022).

O coledptero Aethina tumida, apesar de ndo estar presente em Portugal atualmente,
€ um agente patogénico com impactos catastréficos nas colénias e que ja esta estabelecido
num pais europeu, a Italia, pelo que foi desenvolvido um plano de atuagdo em caso de
diagnostico ou suspeita da mesma. Este plano faz a descricdo da doenca, estabelece critérios
de suspeita e de diagnéstico, acdes a tomar em caso de suspeita e em caso de confirmacéo
de doenca — incineracao do apiario em causa e delimitacédo de zonas de protecdo (DESA and
DSPA 2016).
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Parte Il — Rastreio de agentes patogénicos presentes na populacdo adulta da

espécie Apis mellifera no efetivo apicola nacional

4. Objetivos do estudo
1. Determinar a prevaléncia dos principais agentes patogénicos que afetam os individuos
adultos de Apis mellifera no efetivo nacional, tendo por base a distribuicdo nacional,
regional e sazonal da amostra em estudo;
2. Analise da tipologia de infecdo presente (simples e mista) e 0 seu possivel impacto na
sanidade da colonia.
3. Avaliar o impacto da pandemia da Covid-19 no envio de amostras para diagndstico

laboratorial.

5. Materiais e métodos
5.1. Contexto geografico e apicola de Portugal
5.1.1. Clima e flora portuguesa

Localizado no extremo Sudoeste da Europa Continental, Portugal Continental ocupa
cerca de 89 000 km?. Além deste territério, o pais inclui o Arquipélago dos Acores, com 2300
km?, e o Arquipélago da Madeira, com 801,5 km?, ambos localizados no Oceano Atlantico
(INE 2021). Segundo o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA c2023a), o clima de
Portugal continental é do tipo temperado, variando com zonas com Inverno chuvosos e Verao
seco e guente (Csa) e zonas com Inverno chuvoso e Verao seco e pouco quente (Csb) (Anexo
1). A semelhanca do continente, o Arquipélago da Madeira apresenta um clima temperado
com Verdo quente e seco, enquanto que nos Acores € possivel ver variagcbes consoante 0s
grupos: no Grupo Oriental o clima € do tipo temperado com Verao seco e suave, enquanto
gue os Grupos Ocidental e Central sdo do tipo oceénico (temperado himido com Veréo
temperado) (IPMA c2023b).

A localizagdo dos apiarios influencia as caracteristicas dos produtos da colmeia,
nomeadamente do mel (FNAP 2017). A Carta de Uso e Ocupacdo Do Solo em Portugal
Continental de 2018 indica que, em 2018, 51% do territério continental portugués estava
ocupado com floresta e matos e 26% estava afeto a agricultura (Observatério do
Ordenamento do Territorio e Urbanismo 2020). Assim sendo, uma grande parte do nosso pais
esta ocupado com flora, desde arvores de fruto a arbustos, passando também por espécies
florestais, todos eles cruciais para a sobrevivéncia das coldnias das abelhas. Aliando isto a
variacao de altitude, clima e relevo ao longo do territrio, constatamos que Portugal apresenta
uma grande riqueza e diversidade de flora melifera. Por exemplo, enquanto nas baixas

altitudes, o rosmaninho (Lavandula stoechas) é das espécies mais caracteristicas, nas regides
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montanhosas predomina o castanheiro (Castanea sativa), sendo que no litoral do pais
prevalece o eucalipto (Eucaliptus globulus) e no Alentejo o girassol (Helianthus annuus) ganha
particular relevancia. Em cada regido, plantas como o cardo (Carlina racemosa), 0 poejo
(Mentha pulegium) e o alecrim (Rosmarinus officinalis) assumem também um papel
importante. Esta biodiversidade, aliada as diferentes épocas de floracdo ao longo do ano,
permite uma grande variedade de méis mono e multiflorais ao longo do pais, com diferentes
propriedades nutricionais e sensoriais (Florestas 2020) (Anexo 2). Trés dos méis monoflorais
mais caracteristicos sdo o mel de rosmaninho (Lavandula stoechas), mel de urze (Erica

umbellata) e mel de castanheiro (Castanea sativa) (FNAP 2017).

5.1.2. Setor apicola portugués

O setor apicola portugués tem vindo a crescer e a organizar-se na Ultima década,
apesar de ainda ter espaco para melhorar a sua dindmica e cooperagdo entre produtores
(GPP 2019). A partir de 2019, tem-se vindo a observar uma queda no nimero de apiarios,
bem como de colmeias (Anexos 3 e 4) (IFAP 2022).

Em Portugal, segundo dados de 2018, estdo registados 11 883 apicultores,
verificando-se um aumento de 12,7% face ao ano de 2015. Estes distribuem-se de forma
irregular pelo pais, concentrando-se, segundo os limites estabelecidos pelas NUTs, nas
regides Norte e Centro (GPP 2019). Segundo dados da DGAV de 2018, os apicultores
portugueses sdo maioritariamente de pequena dimensdo, sendo que 88% sao nhao-
profissionais (efetivo inferior a 150 colmeias). A média nacional € de 68 colmeias por apicultor
(GPP 2019).

Observamos, assim, uma reduzida taxa de profissionalizacao do setor, cerca de 12%.
No entanto, dados de 2015 da DGAYV, indicam que neste ano a taxa de apicultores
profissionais era de 10%, pelo que no espago de trés anos houve uma alteragcdo na dindmica
do setor (GPP 2016).

Segundo os ultimos dados das declaragfes de existéncias, existiam 43 926 apiarios
e 721 867 colmeias em 2021 (IFAP 2022). Apesar de ter havido um aumento de cerca de
3,9% e 19,6%, respetivamente, face ao ano de 2018, desde 2019 tem havido uma diminuicao
nos valores destes parametros, tendéncia que ainda se observa em 2022, em que existem
em territério portugués 42 865 apiarios e 691 323 colmeias (Anexos 3, 4 e 6). A regido Centro
€ a que tem maior propor¢ao de apiarios, embora a regido Norte tenha maior percentagem de
colmeias (Anexos 5 e 6).

Regido Norte

A regido Norte inclui os distritos de Braga, Bragancga, Porto, Viana do Castelo, Guarda,
Aveiro e Viseu, sendo que estes trés ultimos sao partilhados com a regido Centro, que inclui

a maior parte destes distritos.
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Em 2018, estavem registados na regido Norte 3 798 apicultores, sendo que menos de
20% deles sdo profissionais. A data, existiam 11 entidades coletivas e apenas estava
reconhecida pela autoridade competente uma organizagéo de produtores do mel (GPP 2019;
Costa 2021). Em 2021, a regiao englobava 11 780 apiarios, 251 242 colmeias e 254 705
colbnias, tornando-se a regido com maior nimero de coldnias e colmeias (Anexo 5). Os
nameros de 2022 confirmam que esse fendmeno se mantém, estando declarados 11 631
apiarios, 236 733 colmeias e 240 160 coldnias (Anexo 6) (IFAP 2022).

Regido Centro

A regido Centro é constituida pelos distritos de Castelo Branco, Coimbra, Leiria,
Santarém, Guarda, Viseu e Aveiro, sendo estes trés ultimos partilhados com a regido Norte
do pais. Santarém é também partilhado com o Alentejo.

Na regido Centro do pais estava estabelecido um efetivo de 13 501 apiarios,
constituidos por 185 012 colmeias e 190 266 col6nias em 2021 (Anexo 5). Em 2022, na ultima
delcaracdo de existéncias foram registados 13 160 apiarios, 182 012 colmeias e 187 671
colénias (Anexo 6) (IFAP 2022). E a regido do pais com maior concentracdo de apiarios
(Anexo 6) e onde esta registado o maior numero de apicutlores, nomeadamente, 4 062, sendo
gue apenas uma pequena percentagem é considerado profissional. No que concerne a
organizacao do setor, existem cerca de 18 entidades coletivas, sendo que esté reconhecida
pela autoridade competente um organizacéo de produtores para a producéo do mel. E a zona
onde o associativismo é mais marcado (GPP 2019).

Regido Area Metropolitana de Lisboa

Esta regido integra o distrito de Lisboa e a parte norte do distrito de Setlbal.

Em 2018, existiam 1 246 apicultores registados na Area Metropolitana de Lisboa, um
namero que tem vindo a aumentar consecutivamente desde 2015. A maioria deles séo
considerados nédo profissionais, registando-se cerca de 51,2 colmeias por apicultor (GPP
2019). Na mais recente declaracéo de existéncia de atividade apicola, em setembro de 2022,
registaram-se 720 apiarios, 10 811 colmeias e 11 092 colbnias, uma diminuicdo face ao ano
de 2021, em que foram registados 826 apiarios, 12 384 colmeias e 12 728 colbénias (Anexos
5e6).

Regido Alentejo

O Alentejo abrange os distritos de Beja, Evora, Portalegre, Setiubal e Santarém, estes
utimos partilhados com outra regides.

Na regido alentejana, encontramos 1 381 apicultores registados e este valor tem vindo
a crescer desde 2015, a semelhanca da Area Metropolitana de Lisboa. E a segunda regi&o
de Portugal Continental com o maior nimero de colmeias por apicultor. Cerca de 20% dos
trabalhadores deste setor aqui sedeados possuem mais de 150 colmeias (GPP 2019).

Segundo dados de 2022, cerca de 18% do efetivo nacional de apiarios tem sede neste
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territério, estando registados 7 801. Além disso, houve a declarar 148 230 colmeias e 149 934
colonias. A semelhanca de outras regides do pais, houve uma diminuicéo face a 2021, em
gue foram declarados 7 908 apiarios, 152 549 colmeias e 149 934 coldnias (Anexo 5 e 6).

Regido Algarve

A NUTII mais a sul de Portugal Continental, o Algarve, inclui um Unico distrito, Faro.

Na regido algarvia, ha a registar a existéncia de duas associa¢cfes de apicultores.
Tratando-se da zona do pais com maior percentagem de apicultores profissionais registados
(quase 40%), é aqui que se regista 0 maior nimero de colmeias por apicultor (GPP 2019).
Atualmente, existem 8 013 apiarios, a albergar um total de 95 094 colmeias e 95 966 coldnias,
cerca de 13% do efetivo nacional. Em 2021 o efetivo era maior, a mencionar 8 331 apiarios,
103 525 colmeias e 104 544 colonias (Anexos 5 e 6) (IFAP 2022).

Regido Autbnoma dos Acores

O Arquipélago dos Acores é constituido por nove ilhas: Santa Maria, Sdo Miguel
(Grupo Oriental); Terceira, Graciosa, Sao Jorge, Pico, Faial (Grupo Central); Flores e Corvo
(Grupo Ocidental).

Neste arquipélago estéo instalados 830 apiarios e um total de 7 325 colmeias. Esta &
a regido do pais com o menor namero de colmeias (Anexo 6) (IFAP 2022) e com menor taxa
de profissionalizacdo dos apicultores (GPP 2019). Em 2021 os dados eram muito
semelhantes, com 903 apiarios, 7 535 colmeias e 7 819 colonias (Anexo 5) (IFAP 2022).

Regido Auténoma da Madeira

O Arquipélago da Madeira inclui as ilhas da Madeira, de Porto Santo, as Selvagens e
as Desertas, sendo que apenas as duas primeiras sao habitadas.

Este arquipélago é a regido do pais com o menor nimero de apiarios declarados, num
total de 710, albergando um total de 10 149 colmeias e 10 623 coldnias. Foi a Unica regido do
pais a registar um aumento no efetivo relativamente a 2021, em que estavam registados 677
apiarios, 9 620 colmeias e 10 099 colbnias (Anexos 5 e 6) (IFAP 2022). Simultaneamente, é

também a regido onde operam menos apicultores, num total de 213 (GPP 2019).

5.2.  Caracterizacdo das amostras

Neste estudo foram utilizados dados recolhidos durante o estdgio curricular, que
decorreu no Posto Apicola entre os meses de janeiro e junho de 2022, referentes as amostras
de abelhas adultas provenientes do efetivo apicola nacional recebidas e analisadas durante
o periodo referido. Adicionalmente, foram também avaliados neste trabalho os dados
retrospetivos referentes as amostras recebidas e processadas entre os anos de 2018 e 2021

no mesmo laboratorio.
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A informacéo recolhida de cada uma das amostras referentes aos anos de 2021 e
2022 foi: o nUmero da analise, més de colheita da amostra, més de entrada no sistema do
laboratorio, NUT 1l de origem e agentes diagnosticados.

Para o estudo da distribuicdo das andlises e para o calculo das prevaléncias dos
agentes foram apenas tidas em conta as analises que apresentavam informacédo em relacéo
a regido, més e ano em que foram colhidas, 0 més de entrada no sistema do laboratério, o
diagnéstico, e que ndo tenham sido dadas como prejudicadas. Independentemente do més e
ano de entrada no sistema laboratorial, as analises foram enquadradas tendo em conta 0 més
e ano de colheita.

Para o estudo do numero de analises recebidas no laborat6rio por ano no periodo
decorrido entre 2018 e o primeiro semestre de 2022 foram incluidas todas as amostras que
incluiam abelhas adultas e que eram acompanhadas por informacao relativa ao més e ano
em que entraram no sistema do laboratério, a partir da qual foram organizadas.

As amostras eram enviadas pela DGAV, no ambito do PICOA, associa¢cbes de
apicultores, pertencentes ou ndo a zonas controladas; e apicultores individuais, profissionais
ou ndo. Por uma questdo de protecdo de dados, todas as informacbes pessoais dos

apicultores foram ocultadas e mantidas em anonimato.

5.3. Metodologia da colheita

O servico de Patologia Apicola desenvolveu diretrizes de colheita de amostras de duas
tipologias — abelhas adultas e favos de criagcdo — disponibilizadas as entidades que pretendam
enviar amostras para analise, tendo como base os métodos recomendados pela OIE (2018d).
Atendendo ao facto deste trabalho se focar em doencgas de abelhas adultas, a metodologia
aplicada aos favos de criacdo ndo sera mencionada.

Assim, foram recolhidas entre 50 e 70 abelhas de cada col6nia, vivas ou mortas
recentemente, sendo que se fossem recolhidas no solo tal deveria ser mencionado. As
abelhas eram recolhidas para a mesma embalagem, a excec¢ao de haver suspeita de doencas
nas colonias, cujas amostras seriam enviadas num recipiente a parte com o respetivo registo
da suspeita.

Cada amostra é referente a um apiario, sendo que o niamero de colénias alvo de
amostragem depende do nimero de coldnias na exploracdo (Tabela 2), sendo preferencial
recolher de coldnias que se encontrem no centro ou na periferia do mesmo.

E fulcral que as abelhas ndo sejam enviadas em sacos de plastico, nem que sejam
acompanhadas de mel, aglcar ou favos com mel, pois estes compostos podem prejudicar a

viabilidade da amostra.
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Tabela 2. Namero de colénias a amostrar consoante o tamanho do apiério (INIAV).

NUumero de col6nias no apidrio Colbnias a amostrar
1 a5 colénias 2
6 a 10 colénias 5
11 a 20 colbénias 6
21 a 60 colbnias 9
61 a 100 colbénias 10

Cada amostra do mesmo apiario era acompanhada pelo mesmo nimero de analise e
por uma folha de registo que continha informa¢des como, por exemplo, o nimero da analise,
a data de recolha da amostra e a entidade remetente. Este registo acompanhava a amostra
desde o momento de entrada no sistema laboratorial até a andlise estar concluida. Em
conjunto com este documento existia uma folha onde eram registadas as observacdes durante

a analise (Anexo 7).

5.4. Conservacgéao

Idealmente as amostras deveriam ser enviadas para o laboratério apés a colheita,
mas, nos casos em que tal ndo é possivel, as amostras foram refrigeradas a 53 °C, num
periodo maximo de 72 horas. Quando o periodo de tempo foi superior, as mesmas foram

congeladas. As amostras eram enviadas para o laboratdrio através de transporte rodoviario.

5.5. Técnicas de processamento para diagnostico laboratorial
Para diagnosticar os diferentes agentes patogénicos foram aplicadas técnicas

especificas a amostras de abelhas adultas.

5.5.1. Pesquisa de artrépodes
5.5.1.1. Diagnostico de V. destructor, Tropilaelaps spp., B. coeca
e A. tumida
O diagnostico destes artropodes foi feito através do seguinte processo:

1. Esvaziamento da embalagem para a superficie da bancada e separacdo dos
individuos, aguardando uns minutos para promover a descongelacdo a temperatura
ambiente e facilitar a queda dos parasitas;

2. Pesquisa de exemplares a olho nu, com recurso a lupa em caso de necessidade.

No caso de Tropilaelaps spp. é importante observar com atencéo os detritos que
acompanham as abelhas, pois o0 acaro pode estar livre. Em relacdo ao coledptero A.tumida,

efetuou-se a pesquisa das formas larvares e adultas.
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5.5.1.2. Diagnoéstico de A. woodi e S. tricuspis
Tendo como objetivo o diagndstico ao microscépio 6tico, as abelhas adultas foram
submetidas aos seguintes passos (Figura 15):

1. Selecéo de cerca de 30 obreiras;

2. Fixacéo do corpo do inseto a uma base de cortica, em decubito dorsal, com o recurso
a um alfinete, e, com uma lamina de bisturi, procedeu-se a separa¢ao da cabeca e do
primeiro par de patas, seguida do corte transversal de uma porcao do térax, de modo
a incluir o primeiro par de traqueias e musculo;

3. Imersao das 30 fatias de térax em 5mL de acido latico a 90% numa placa de Petri de
plastico de cerca de 6 cm de diametro, durante 24 horas. No final, remocao dos cortes
das placas de Petri e colocagdo sobre papel absorvente durante, no minimo, 5
minutos, para retirar o excesso de &cido;

Montagem de 5 segmentos, em linha, entre duas laminas;
Esmagamento da preparacdo dos mesmos e fixacdo dos bordos laterais das laminas

com fita-cola.

As preparacdes foram depois observadas ao microscopio 6tico com uma ocular de x10
e objetiva x4 (perfazendo uma ampliacdo de x40), ou com uma ocular de x10 e uma objetiva
de x10 (perfazendo uma ampliacdo de x100), analisando a totalidade da lamina.

O diagnéstico positivo do acaro A. woodi decorreu da identificacdo do acaro, na sua
forma adulta e/ou imatura, e/ou dos seus ovos. A melanizacdo das traqueias pode ser um
sinal da presenca anterior deste parasita, no entanto ndo constitui critério para o diagnéstico
definitivo.

No gue concerne ao diagnostico de S. tricuspis, previamente ao seccionamento dos
segmentos do torax, foi efetuada a observacdo macroscopica das abelhas adultas para
pesquisar a presenca da larva da mosca, visto que a mesma pode ser visivel ao olho nu caso
esteja exteriorizada. Além disso, a segmentacdo do térax foi feita de forma a incluir mais
massa muscular, para aumentar a possibilidade de encontrar larvas. Estas apresentam uns

ganchos escuros muito caracteristicos no aparelho bucal.
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Figura 15. Montagem de preparac8es para diagnéstico de A. woodi e S. tricuspis. Originais.

A numeracgdo das imagens remete para a numeracao apresentada no texto.

5.5.2. Pesquisa de fungos
5.5.2.1. Diagndstico de Nosema spp.
Para o diagnostico de Nosema spp. ao microscopio 6tico € necessario preparar a
amostra para fazer a observagédo (Figura 16):

1. Selec¢édo de cerca de 30 obreiras;
2. Fixagéo do corpo do inseto a uma base de cortica, em decubito dorsal, com o recurso

a um alfinete, e remog¢éo do abdémen com recurso a uma lamina de bisturi;
3. Maceracéo, com o recurso a um almofariz, dos abdémens em 10mL de agua destilada

a temperatura ambiente, deixando repousar durante 5 minutos.
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4. Colocacao de uma gota de sobrenadante entre lamina e lamela. Repeticdo deste

passo, de modo a obter duas |laminas por maceracgao.

As laminas foram observadas com uma ocular de x10 e uma objetiva de x40
(perfazendo uma ampliagdo de x400). Foi considerado como resultado positivo quando foi
possivel observar os esporos do agente, ndo sendo possivel morfologicamente distinguir a

espécie.

Figura 16. Montagem de preparagdes para diagnostico de Nosema spp. Originais.

A numeracgéo das imagens remete para a numeracgao apresentada no texto.

5.6. Anélise estatistica

Todos os dados recolhidos para a execucéo deste trabalho foram introduzidos em
ficheiros do programa Microsoft Excel 365. As prevaléncias foram calculadas com recurso ao
programa SPSS 25 e os intervalos de confianca a 95% foram calculados na ferramenta

Epitools.
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Célculo da prevaléncia de cada agente a nivel nacional

A prevaléncia de cada agente a nivel nacional hum determinado ano foi calculada
através da formula:

N2 amostras positivas ao agente nesse ano

o 7 - x 100
N2 total de amostras a nivel nacional nesse ano

Célculo da prevaléncia a nivel regional

A prevaléncia de cada agente a nivel regional num determinado ano foi calculada
atraves da formula:

N2 amostras positivas ao agente nessa regiao

x 100
N? total de amostras nessa regiao

Esta formula foi aplicada para cada regiao para os anos de 2021 e 2022.

Calculo da prevaléncia sazonal

A distribuicdo das andlises pela estacdo do ano em que foi colhida foi efetuada com
base nas estacdes do ano meteoroldgicas, em que o Inverno engloba os meses de dezembro,
janeiro e fevereiro; a Primavera inclui os meses de margo, abril e maio; o Verdo engloba os
meses de junho, julho e agosto; e o Outono inclui os meses de setembro, outubro e novembro

(NOAA 2021 Mar).

A prevaléncia de cada agente a nivel regional num determinado ano foi calculada
através da férmula:

N2 amostras positivas ao agente nessa estacao do ano

— x 100
N2 total de amostras nessa estagdo do ano

Esta formula foi aplicada para cada esta¢do do ano para os anos de 2021 e 2022.

Andlise do tipo de infec&o e proporcdo dos mesmos
Numa primeira fase, procedeu-se a contagem do niumero de infe¢ces simples (apenas
um agente patogénico diagnosticado) e do numero de infec6es compostas (dois ou mais

agentes diagnosticados), e calculou-se a propor¢édo de cada um com a seguinte formula:

N2 infecbes simples/compostas

100
N2 total de amostras positivas

De seguida, procedeu-se a contagem discriminada de cada tipo de infecdo composta

existente e calculou-se a sua proporgao face ao numero total de infegces compostas.
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6. Resultados
6.1. Estudo das analises do ano de 2021 e 2022
6.1.1. Distribuicdo das andlises por ano e regiao

Das amostras coletadas em 2021, 493 andlises corresponderam aos critérios. A regiao
mais representada foi o Centro, correspondendo a 48,68% (240/493) das amostras, seguida
do Alentejo com 143 anadlises. A regido Norte contou com 47 amostras, Lisboa e Vale do Tejo
com 26 e o Algarve com 29. No que concerne as regides autbnomas, apenas o Arquipélago
dos Acores esta representado, com 8 amostras, provenientes das ilhas de Sao Miguel,
Terceira, S&o Jorge e Graciosa.

No que concerne a 2022, 226 analises foram alvo de estudo. A semelhanca do ano
anterior, a regido Centro foi a zona com maior representacdo, com 67,26% das amostras
(152/226), enquanto as regides autbnomas dos Agores e Madeira e Lisboa e Vale do Tejo n&o
tiveram qualquer amostra. A regido Norte foi representada por 69 amostras, o Alentejo por 4
e o Algarve com 1 amostra.

Na Tabela 3 esta a proporcao de apiarios submetidos a este estudo, a nivel regional e

nacional.
Tabela 3. Proporcéo de apiarios em estudo, por regido e por ano.
2021 2022
Norte 0,40% (47/11780) 0,59% (69/11631)
Centro 1,78% (240/13501) 1,16% (152/13160)
Lisboa e Vale do Tejo 3,15% (26/826) -
Alentejo 1,81% (143/7908) 0,05% (4/7801)
Algarve 0,35% (29/8331) 0,01% (1/8013)
RA Acores 0,89% (8/903) -
Total Nacional 1,12% (493/43926) 0,53% (226/42865)

No que concerne as amostras de 2021, 25 foram colhidas no Inverno, 164 na
Primavera, 129 no Verao e 175 no Outono. Em 2022, no Inverno foram colhidas apenas 7
amostras, 190 na Primavera e 29 no Verdo. A distribuicdo das amostras por més encontra-se
no Tabela 4. E relevante reforcar que, em relacdo a este ano, apenas estdo em estudo as

analises que deram entrada no sistema laboratorial no primeiro semestre.
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Tabela 4. Distribuicdo das amostras por més e por ano.

Distribui¢cdao das amostras
2021 2022
N % N %
Janeiro 0 0,00% 3 1,33%
Fevereiro 5 1,01% 4 1,77%
Margo 49 9,94% 33| 14,60%
Abril 51 10,34% 26| 11,50%
Maio 64 12,98% 131 | 57,96%
Junho 47 9,53% 29| 12,83%
Julho 72 14,60% - -
Agosto 10 2,03% - -
Setembro 11 2,23% - -
Outubro 111 22,52% - -
Novembro 53 10,75% - -
Dezembro 20 4,06% - -
Total 493 | 100,00% 226 | 100,00%

6.1.2. Resultados da pesquisa de agentes patogénicos
Cada agente patogénico serd abordado individualmente e sera calculada a sua
prevaléncia regional, sazonal e nacional na amostra em estudo.
Todos os agentes patogénicos em estudo foram detetados em, pelo menos, um dos
anos em analise, a excecdo do acaro Tropilaelaps spp., que permanece sem ser

diagnosticado em Portugal até aos dias de hoje, e do coledptero Aethina tumida.

6.1.2.1. Prevaléncia nacional, regional e sazonal de V. destructor
A prevaléncia nacional de V. destructor em 2021 foi 35,29% (174/493 | IC95%: 31,20-
39,61%), enquanto em 2022 foi 23,89% (54/226 | IC 95%:18,80-29,86%) (Tabela 5).
Em 2021, 54,60% (95/174) dos diagndsticos positivos de V. destructor
corresponderam a infe¢des simples, enquanto 45,40% (79/174) corresponderam a infegbes
mistas. Em 2022, estes valores passaram para 83,33% (45/54) e 16,67% (9/54),

respetivamente.
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Tabela 5. Prevaléncia de V. destructor por regido e ano.

Norte Centro Lisboa e _Vale Alentejo Algarve RA
do Tejo Acores
oo
2
@ 48,94% 18,33% 65,38% 51,05% 58,62% 0,00%
g (23/47) (44/240) (17/26) (73/143) (17/29) (0/8)
R
o
N
2 35,28 13,95 42,94 40,74
LO ) - ) - - 0 ) - ) -
> | 57.79% | 237106 | A0:228099% | 591105 | 74.49%
@
2
@ 23,19% 23,68% i 25,00% 100,00% i
g (16/69) (36/152) (1/4) (1/1)
| @
o
N
S
Lo 14,81%- 17,63- i 4,56- 20,65- i
O 34,40% 31,04% 69,94% 100,00%

Em 2021, a prevaléncia no Inverno foi de 60,00% (15/25 | IC95%: 40,74-76,60%), ha
Primavera foi 12,20% (20/164 | 1C95%: 8,03-18,09%), 38,76% (50/129 | IC95%: 30,79-
47,38%) no Veréo e 50,86% (89/175 | IC95%: 43,51-58,17%) (Grafico 1).

Em 2022, a prevaléncia no Inverno foi de 28,57% (2/7 | 1C95%: 8,22-64,11%), na
Primavera foi 21,05% (40/190 | 1C95%: 15,86-27,39%) e 41,38% (12/29 | 1C95%: 25,51-
59,26%) no Verdo (Grafico 1).

Grafico 1. Prevaléncia sazonal de V. destructor por ano.
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6.1.2.2. Prevaléncia nacional, regional e sazonal de A. woodi

A prevaléncia de A. woodi a nivel nacional em 2021 foi 0,41% (2/493 | 1C95%:0,11-
1,47%). Um dos casos positivos correspondeu a uma infe¢éo simples, enquanto o outro foi
considerado uma infegdo composta (50,00% - 1/2).

Nesse mesmo ano, a prevaléncia no Inverno foi de 4,00% (1/25 | IC95%:0,71-19,54%),
na Primavera foi 0,61% (1/164 | IC95%: 0,11-3,37%) e 0,57% (1/175 | 1IC95%: 0,10-3,17%)
no Outono. Nao foram detetados casos positivos no Verao.

Nas regides continentais ndo foram detetados casos positivos de infe¢édo por A. woodi,
a excecdo do Alentejo, com 1 caso positivo em 143 analises (0,70% | IC95%: 0,12%-3,85%).
A Regido Auténoma dos Acores apresentou uma prevaléncia de 25,00% (2/8 | IC95%: 7,15-
59,07% ).

No ano de 2022 ndo foram diagnosticados casos de infe¢&do por A. woodi.

6.1.2.3. Prevaléncia nacional, regional e sazonal de B. coeca

A prevaléncia de B. coeca a nivel nacional em 2021 foi 1,01% (5/493 | IC95%: 0,43-
2,35%). Todos os casos diagnosticados corresponderam a infe¢cdes mistas (100% - 5/5).

Nesse mesmo ano, a prevaléncia no Inverno foi de 4,00% (1/25 | IC95%:0,71-19,54%)
e na Primavera foi 2,44% (4/164 | 1C95%: 0,95-6,10%), ndo tendo sido detetados casos
positivos nas restantes esta¢cfes do ano.

A nivel regional, nenhuma regido em Portugal Continental registou casos positivos
deste agente patogénico. A Regido Autbnoma dos Acores apresentou uma prevaléncia de
62,50% (5/8 | IC95%: 30,57-86,32%).

Em 2022 néo foram diagnosticados casos positivos de infecdo por Braula coeca.

6.1.2.4. Prevaléncia nacional, regional e sazonal de S.tricuspis
A prevaléncia nacional de S. tricuspis em 2021 foi 21,30% (105/493 | IC95%: 17,91-
25,13%), sendo que no ano seguinte foi 11,06% (25/226 | IC95%: 7,61-15,82%) (Tabela 6).
Em 2021, 35,24% (37/105) das infecbes foram simples e 64,76% (68/105) foram
compostas. Em 2022, os valores passaram para 60,00% (15/25) e 40,00% (10/25),

respetivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Prevaléncia de S. tricuspis por regido e ano.

Lisboa e RA
Norte Centro Vale do Alentejo Algarve
: Acores
Tejo
P
e
& | 1915% | 1333% | 2692% | 22,38% 58,62% 100,00%
S | (9i47) | (321240) | (7/26) | (32/143) (17/29) 8/8)
— —
8 o
N
S
D | 10,42 9,61- 13,70- 16,32- .| 6756
> | 3254% | 1820% | 46,08% | 29.88% | 40T4TH49% | 100000
©
<
& | 435% | 14.47% _ 0,00% . _
S | (369) | (22/152) (0/2) 0,00% (071)
NI
o
N
S
D | 140 9,76- _ _ _ _
> | 12,02%) | 20,94%

Em 2021, a prevaléncia no Inverno foi de 36,00% (9/25 | IC95%: 20,25-55,48%), na
Primavera foi 14,02% (23/164 | I1C95%: 9,53-20,17%), 26,36% (34/129 | IC95%: 19,52-
34,56%) no Verdo, e 22,29% (39/175 | IC95%:16,75-29,01%) no Outono (Grafico 2).

No ano de 2022, a prevaléncia na Primavera foi 10,53% (20/190 | IC95%: 6,92-15,70%)
e 17,24% (5/29 | 1C95%: 7,60-34,55%) no Verdo. Nao foram diagnosticados casos no Inverno

(Grafico 2).

Gréfico 2. Prevaléncia sazonal de S. tricuspis por ano.
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6.1.2.5. Prevaléncia nacional, regional e sazonal de Nosema spp.

A prevaléncia de Nosema spp. a nivel nacional em 2021 foi 26,98% (133/493 | IC95%:
23,25%-31,06%), sendo que em 2022 foi 25,22% (57/226 | IC95%: 20,01-31,27%) (Tabela 7).
Em 2021, 64,66% (86/133) dos diagndsticos positivos de Nosema spp.
corresponderam a infe¢cdes simples, enquanto 35,34% (47/133) corresponderam a infecdes
mistas. Em 2022, estes valores passaram para 77,19% (44/57) e 22,81% (13/57),

respetivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Prevaléncia de Nosema spp. por regido e ano.

Lisboa e Vale . RA
Norte Centro do Tejo Alentejo Algarve Acores
.©
(% 38,30% 31,67% 19,23% 14,69% 27,59% 62,50%
< | (18/47) (76/240) (5/26) (21/143) (8/29) (5/8)
< | 8
8 o
AN
X
Tp) 25,79- 26,11- ) o 9,81- 14,70- 30,57-
8 52,57% 37,80% 8,51-37.88% 21,41% 45,72% 86,32%
.°
g
@ 42,03% 17,76% i 0,00% 100,00% i
% (29/69) (27/152) (0/4) (1/1)
~ | a
AN
o
AN
X
b | 31,11 12,50- ] ] 20,65- ]
O | 53,79% 24,61% 100,00%

No ano de 2021, a prevaléncia no Inverno foi de 28,00% (7/25 | IC95%: 14,28-47,58%),
na Primavera foi 37,20% (61/164 | IC95%: 30,17-44,81%), 16,28% (21/129 | IC95%: 10,90-
23,61%) no Verdao, e 25,97% (47/181 | IC95%: 20,13-32,81%) no Outono (Grafico 3).

Em 2022, a prevaléncia no Inverno foi de 28,57% (2/7 | 1C95%:8,22-64,11%), na
Primavera foi 26,32% (50/190 | IC95%:20,57-33,00%) e 17,24% (5/29 | IC95%:7,60-34,55%)

no Verao (Grafico 3).
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Gréfico 3. Prevaléncia sazonal de Nosema spp. por ano.
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6.1.3. Tipologias de infecdo e propor¢cao das mesmas
Em 2021, 69,52% (219/315) das amostras positivas foram consideradas infecdes
simples e 30,58% (96/315) infecBes compostas. Do total das amostras analisadas, 178
amostras ndo apresentaram qualquer tipo de agente patogénico diagnosticado. Na Tabela 8
estao discriminados os tipos de infecdo composta, em 2021.

Tabela 8. Proporcéo do tipo de infecdo composta, em 2021

N %
Varroa+Senotainia 47 48,96%
Varroa+Nosema 28 29,17%
Nosema+Senotaina 12 12,50%
Varroa+Senotainia+tNosema 4 4.17%
Nosema+Senotainia+Braula 2 2,08%
Braula+Senotainia 2 2,08%
Acarapis+Braula+tNosema+Senotainia 1 1,04%
Total 96 100,00%

Em 2022, 86,67% (104/120) das amostras positivas foram consideradas infe¢cbes
simples e 13,33% (16/120) infegcbes compostas. 106 amostras ndo apresentaram qualquer
tipo de agente patogénico diagnosticado. A Tabela 9 estao discriminados os tipos de infecdo
composta, em 2021.

Tabela 9. Proporcéo do tipo de infegdo composta, em 2022.

N %
Varroa+Nosema 6 37,50%
Varroa+Senotainia 3 18,75%
Nosema+Senotaina 7 43,75%
Total 16 100,00%
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Na Tabela 10 encontram-se sintetizados os valores das proporc¢des de infecbes mistas

e simples por agente etioldgico, jA mencionadas no respetivo capitulo.

Tabela 10. Sintese das proporc¢des de infe¢c6es simples e compostas, por agente
etiolégico e por ano.

2021 2022
Infecao Infecao Infecao Infecao
simples composta simples composta
Varroa destructor 54,59% 45,41% 83,33% 16,67%
Acarapis woodi 50,00% 50,00% - -
Nosema spp. 64,66% 35,34% 77,19% 22,81%
Braula coeca 0,00% 100,00% - -
Senotainia 35,24% 64,76% 60,00% 40,00%
tricuspis

6.2. NUmero de analises por ano

A distribuicdo e evolucdo do nimero de amostras recebidas pelo laboratério entre o
inicio do ano de 2018 e junho de 2022 esta exposta na Tabela 11 e Grafico 4.

A diferenga entre o nimero de amostras enviadas para analise no laboratério nos anos
de 2018 e 2019 é -0,84%. Por sua vez, em comparacdao com 2019, 2020 apresentou uma
diminuicéo de 60,10% no nimero de amostras recebidas. No ano de 2021, houve um ligeiro
aumento de 14,88% face ao ano anterior.

Os primeiros trés meses dos anos 2018, 2019 e 2020 apresentaram valores
semelhantes, sendo que, na entrada do segundo trimestre de 2020 apresentou uma quebra
de 90,44% face ao mesmo periodo do ano anterior. O terceiro trimestre foi marcado, também,
por um reduzido niumero de amostras, enquanto o0 quarto demonstrou um novo aumento.
Assim, 2020 apresentou uma dinamica diferente, ou até contraria, dos anos anteriores.

Por sua vez, o ano de 2022 enquadrou-se nos moldes dos primeiros anos, sendo que
0s primeiros trés meses do ano de 2022 foram marcados por um reduzido envio de amostras,

seguido de um aumento significativo no segundo trimestre.

Tabela 11. Distribuicdo do nimero de amostras recebidas no laboratério de 2018 a 2022.

Numero de amostras de abelhas adultas
Ano 1°trimestre | 2°trimestre | 3°%trimestre | 4°trimestre | Total
2018 113 342 427 322 1204
2019 158 490 331 218 1197
2020 177 47 18 241 483
2021 87 155 115 193 550
2022 11 263 - - 274
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Grafico 4. Distribuicdo do nimero de amostras recebidas no laboratério de 2018 a 2022.
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7. Discusséo

7.1. Prevaléncias dos agentes patogénicos em estudo em 2021 e 2022

Proporcado de apiarios estudados em 2021 e 2022

No que concerne ao ano de 2021, foram analisados apenas 1,12% dos apiarios
nacionais. Esta tendéncia também se verificou a nivel regional, sendo que Lisboa e Vale do
Tejo foi a regido em que se verificou uma maior proporcao de apiarios submetidos a analises
e o Algarve a que se destacou pelo motivo contrario. Nos primeiros seis meses do ano de
2022, foram enviadas para o laboratério amostras de 0,53% dos apiarios em Portugal.
Contrariamente ao ano anterior, neste periodo, Lisboa e Vale do Tejo e a Regido Auténoma
dos Acores nao foram representadas, sendo a regido Centro a regido onde uma maior
percentagem de exploracdes apicolas foram avaliadas. As regifes alentejana e algarvia
salientam-se pela representacdo de apenas quatro e uma amostras, respetivamente, um
namero que nao permite uma avaliacao fidedigna do panorama sanitario nestas regides. A
Regido Auténoma da Madeira néo foi representada por nenhuma amostra nos dois anos em
estudo.

A Regido Autonoma dos Acores é uma regido com caracteristicas diferentes das
outras. E constituida por nove ilhas, que n&o partilham do mesmo estatuto sanitario. Enquanto
Séao Miguel, Santa Maria, Terceira, Graciosa, Sdo Jorge e Corvo séo consideradas livres do
acaro V. destructor (Decisdo de Execucdo (UE) 23 n°2019/1895 da Comisséao), Faial, Pico e

Flores continuam infestadas por este parasita (Pinto et al. 2019). Neste estudo, estas ultimas
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trés ilhas ndo sao representadas devido a auséncia de amostras, pelo que os dados obtidos
relativamente a esta regido nao espelharam a realidade acoriana.

A analise dos primeiros seis meses de 2022 n&o pretende substituir a avaliacdo do
ano inteiro, permite apenas fazer uma andlise preliminar que, em conjunto com os dados de
2021, nos dard, ndo soO, um retrato atual do panorama sanitario em Portugal, mas também
uma antevisao do que o futuro trard.

A baixa proporcao de apiarios avaliados e a auséncia de amostras provenientes de
certas regibes dificulta a compreenséo do estado sanitario das colmeias em Portugal. Nao sé
ficam por analisar uma elevada percentagem de colmeias e colénias, como a reduzida
amostragem leva a que as prevaléncias dos agentes patogénicos sejam subestimadas, ndo
permitindo extrapolar, com confianga, para o universo do efetivo apicola portugués.

Dados da prevaléncia de agentes patogénicos

A data da escrita desta dissertacdo de mestrado ndo existia nenhum trabalho
publicado a descrever as prevaléncias dos agentes patogénicos abordados neste estudo a
integrar todas as regides do pais. Os Unicos trabalhos existentes a abordar este tema séo
dissertacfes de mestrado que incidem nas regides Norte e Centro, da autoria de Costa (2021),
ou a abordar apiarios individuais na regido Centro, como nos trabalhos de Jesus (2020) e de
Silva (2021). Assim, o presente trabalho é uma ferramenta para aprofundar o conhecimento
do estatuto sanitario apicola portugués no seu todo.

Todos os agentes patogénicos em estudo foram identificados em, pelo menos, um dos
anos, a excec¢ao do 4caro Tropilaelaps spp. e do coledptero A. tumida.

A discussdo de cada um dos agentes sera feita em detalhe em seguida, sendo que
para cada um deles é feita uma reflexdo acerca dos fatores que influenciam a sua dinamica
com Apis mellifera. No entanto, existem dois fatores que sdo comuns a todos o0s agentes
patogénicos: a nutricdo da colénia e o maneio apicola. Uma nutricdo adequada da coldnia
passa por um aporte de pdlen e néctar em quantidade e qualidade, de modo a garantir a
saude de todos os elementos da colénia e garantir a imunidade individual e de grupo
(DeGrandi-Hoffman e Chen 2015; Dolezal e Toth 2018; Tsuruda et al. 2021). O maneio apicola
€ um fator preponderante na salde das col6nias, uma vez que as boas praticas permitem a
prevencdo e/ou combate aos agentes patogénicos mais comuns na abelha, enquanto um
maneio deficiente pode conduzir a um combate insuficiente das doencgas, bem como a sua
disseminacéo (Jesus 2020; DSPA 2022).
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7.1.1. Varroa destructor

V. destructor constitui o maior desafio sanitario de A. mellifera a nivel global
(Rosenkranz et al. 2010; Traynor et al. 2020; OIE 2021), sendo que Portugal ndo é excecao.
Desde 2010 que as prevaléncias anuais nacionais estao estaveis, rondando entre os 27% e
0s 45%. Dados recolhidos pela DGAV indicam que em 2019, 2020 e 2021, a prevaléncia
nacional deste agente foi, respetivamente, 44%, 37% e 45% (DSPA 2022).

O célculo da prevaléncia deste acaro neste estudo, quer a nivel nacional, regional ou
sazonal, sera subestimado em virtude de ser, principalmente, um parasita da criagdo. Foram
objeto de analise apenas amostras de abelhas adultas, pelo que em muitos casos de
infestacdo, este acaro ficou por diagnosticar. A reproducédo deste acaro ocorre na criacéo
operculada e s6 no fim do seu desenvolvimento é que existirdo acaros a parasitar as abelhas
adultas.

Outro fator que pode influenciar o diagnostico deste agente patogénico € o processo
de recolha de abelhas adultas para analise, visto que as obreiras ndo sdo parasitadas da
mesma forma dentro da colmeia. Segundo Del Piccolo et al. (2010) (citado em Cervo et al.
(2014)), o acaro Varroa sp. apresenta preferéncia para parasitar abelhas-ama quando sai do
alvéolo, sendo que deteta estas obreiras através de sinais quimicos por elas emitidos. Esta
escolha favorece o ciclo deste parasita, pois as abelhas nesta fase visitam muito mais a
criacdo para fazer a sua manutencdo e, assim, existe maior probabilidade de o mesmo
reiniciar o seu ciclo. Isto é importante porque, caso o processo de recolha de abelhas néo
inclua estas obreiras e a infestagao for ligeira, a probabilidade de diagndstico do acaro diminui
e pode haver falsos-negativos.

Por fim, a altura do ano de colheita de amostras influencia a detecédo destes acaros
em laboratério (Peck 2021). Na Primavera, a rainha comec¢a a ovoposicdo e a expandir a
criagdo de obreiras e zangdos e os acaros iniciardo a fase reprodutiva, sendo que serdo
poucas ou nenhumas as abelhas adultas parasitadas. No Verdo, a criacdo e as abelhas
adultas estardo igualmente parasitadas, enquanto a colonia atinge o niamero maximo de
individuos. A entrada no Outono é acompanhada pela diminuicdo da postura da rainha e do
namero de abelhas na colonia, com um aumento concomitante de acaros, especialmente em
fase forética. A criacdo parasitada desta fase dara origem as abelhas de Inverno, também
parasitadas (van Dooremalen et al. 2012; Traynor et al. 2020). Além disso, o processo de
enxameacao pode alterar a carga parasitaria de uma colénia. Tendo em conta que existe uma
inter-relacdo entre o hospedeiro, 0 parasita e ambiente (Meixner et al. 2014), é importante
interpretar os resultados de maneira cautelosa, pois a auséncia de Varroa nas abelhas adultas

nao exclui a possibilidade de a colénia estar parasitada.
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2021

O &caro V. destructor foi o agente mais prevalente este ano, com uma prevaléncia
nacional em 2021 de 35,29%. Este valor segue a tendéncia dos valores dos anos anteriores
obtidos pela autoridade sanitaria nacional, apesar de ser inferior aos ultimos dados fornecidos.
No entanto, é preciso relembrar que os dados desta entidade incluem a analise de favos de
criacdo e de abelhas adultas, e ndo apenas de abelhas adultas.

Na amostra estudada, a nivel regional, Lisboa e Vale do Tejo salientou-se como sendo
a regido com maior prevaléncia, seguida pelo Algarve e Alentejo. O Centro do pais foi a zona
com menor percentagem de casos positivos deste agente, com um valor de 18,33% (44/240).
No trabalho realizado por Costa (2021) com dados de 2019, o valor obtido foi de 30,2%
(175/580) para as amostras de abelhas adultas, denotando-se uma diminuigdo para 2021. E
interessante real¢car que o autor calculou a prevaléncia, ndo s6 tendo por base as amostras
de abelhas adultas e as amostras de favos de criagcdo contabilizadas individualmente, como
também calculou 0 mesmo parametro assumindo como amostra representativa do apiario, o
favo e as abelhas em conjunto. Deste modo, obteve uma prevaléncia de 59,0% (342/580),
salientando assim, a importancia a nivel sanitéario e epidemioldgico do diagnostico de Varroa
com o recurso a estes dois tipos de amostra.

A segunda regido com menor prevaléncia foi o Norte do pais, com 48,94% (23/47), um
valor superior ao descrito por Costa (2021) - 27,6% (43/156).

A Unica regido livre deste parasita foi a Regido Autonoma dos Acores, reiterando assim
0 seu estatuto de indemnidade atribuido pela Comisséo Europeia, tendo em conta que apenas
estdo em estudo amostras com origem nas ilhas consideradas indemnes. No entanto, é
importante reforcar, que as oito amostras em estudo deste arquipélago sdo pouco
representativas e ndo permitem tirar conclusées com confianca, para além do facto de trés
ilhas n&o terem sido alvo de analise.

Em Portugal, o Inverno foi a estacdo do ano em gque a percentagem de amostras
positivas foi superior, seguida de uma diminui¢cdo para um quinto do valor na Primavera. No
Verdo surge um novo aumento, que continua até ao Outono. Assim, concluimos que a
dindmica populacional de V. destructor e de A. mellifera seguiu o que esta descrito na literatura
e o0 que ja foi mencionado anteriormente.

2022

Nos primeiros seis meses deste ano a prevaléncia nacional foi de 23,89%, mais baixa
gue nos anos anteriores, sendo o segundo agente mais diagnosticado neste periodo.

O reduzido nimero de amostras provenientes do Alentejo e Algarve sdo impeditivas
de uma avaliacao fidedigna. Em relacéo ao Norte e Centro do pais, os valores sao bastante

semelhantes, ao contrario dos valores discrepantes verificados no ano anterior.
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No que se refere a avaliagdo sazonal, s6 estiveram em estudo o Inverno, Primavera e
Verdo. O Inverno ndo apresentou uma percentagem de casos positivos téo elevada, como no
ano anterior. Os Invernos em 2021 e 2022 foram considerados quentes e secos (IPMA 2022a)
e, sabendo-se que as temperaturas mais amenas aumentam a atividade pecoreadora
(colheita de néctar e poélen) das obreiras e que, a presenca de podlen e néctar
consequentemente despoletam a postura da rainha, € possivel que neste tempo os parasitas
estivessem em fase reprodutiva na criacdo. Esta situacdo climatica prolongou-se até a
Primavera (IPMA 2022b). No entanto, o valor de prevaléncia obtido é pouco fidedigno, pois
apenas foram analisadas sete amostras. Na Primavera e no Verdo, as prevaléncias foram
superiores ao mesmo periodo do ano anterior, provavelmente devido clima quente e seco que
se verificou (IPMA 2022b; IPMA 2022c; IPMA 2022d).

7.1.2. Nosema spp.

A par com Varroa destructor, estes microsporideos sdo 0s agentes patogénicos mais
debilitantes para as colonias de A. mellifera (Botias et al. 2013) A distribuicdo das duas
espécies identificadas na abelha europeia atualmente, N. apis e N. ceranae, estd a mudar,
sendo que, nas colbénias europeias, N. ceranae esta a tornar-se predominante (Grupe e
Quandt 2020; Galajda et al. 2021).

Nos Ultimos dez anos, as prevaléncias nacionais oficiais deste microsporideo
estiveram compreendidas entre os 13% e 25% de forma estavel, sendo que valor maximo foi
obtido no ano de 2020. E o segundo agente patogénico mais prevalente em Portugal (DGAV
2022a). Estes dados néo distinguem a espécie responsavel pelo resultado positivo, pelo que
nao espelham a distribuicdo e prevaléncia especifica nacionais. No entanto, um estudo a nivel
nacional realizado por Pires et al. (2013) nos anos de 2011 e 2012 indica que apenas foram
diagnosticados casos positivos de N. ceranae, sem nenhum padrao geografico caracteristico,
concordando com o descrito na literatura acerca da predominancia desta espécie. Em
Espanha, esta espécie também é predominante e apresenta prevaléncias elevadas, sendo
responsavel por perdas significativas de coldnias (Higes et al. 2008; Botias et al. 2012).

A semelhanca do que acontece com o &caro V. destructor, as condicbes ambientais
influenciam a dispersao e presenca deste agente patogénico. Estudos demonstram que 0s
niveis de esporos na col6nia sao superiores nas regides mais a Norte da Europa em
detrimento das do Sul, pois nessa regido as abelhas estdo em confinamento durante mais
dias durante o Inverno e Outono, aumentando, assim, 0 contacto entre os individuos e ndo
permitindo que defequem fora da colmeia (Meixner et al. 2014; Retschnig et al. 2017; OIE
2018d).

No que respeita a prevaléncia sazonal de Nosema spp., a literatura existente ndo é

concisa. Enquanto a sazonalidade de N. apis e a sua maior prevaléncia no final do Inverno e
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inicio da Primavera séo aceites de forma generalizada (Fries 1993; Martin-Hernandez et al.
2012; Galajda et al. 2021), em relacédo a N. ceranae ndo existe consenso. No entanto, esti
descrito que a introducdo deste microsporideo nas colonias espanholas conduziu ao
desaparecimento da sazonalidade da infe¢cdo por Nosema spp. até ai observada (Martin-
Hernandez et al. 2007). Um estudo aleméao reportou as maiores prevaléncias de N. ceranae
na Primavera (Gisder et al. 2010) e um estudo realizado por Traver et al. (2012) nos EUA
detetou niveis baixos deste parasita no Inverno e valores mais elevados na Primavera e
Veréo.

As prevaléncias de ambas as espécies sdo influenciadas pela resisténcia dos esporos.
Enquanto os de N. ceranae sao resistentes a altas temperaturas e suscetiveis a temperaturas
mais baixas, o contrario acontece para os esporos de N. apis (OIE 2018d), favorecendo o
desenvolvimento do primeiro em regides de clima temperado.

Adicionalmente a estagdo do ano, a idade e, consequentemente, a funcao da abelha
obreira influenciam a dindmica da infecdo por N. ceranae. A prevaléncia é superior nas
abelhas cuja funcao é colher o néctar e o pélen, em comparagédo com as abelhas-ama (Higes
et al. 2008; Botias et al. 2013; Jabal-Uriel et al. 2022). Quando a colonia esta gravemente
afetada, existe uma grande perda das abelhas que vao ao exterior, levando a que as abelhas
mais jovens amadurecam mais precocemente para as substituir. Assim, existe uma perda
populacional, diminuicdo na propor¢cdo de criacdo, por ndo ser cuidada, e consequente
diminuic&o da col6nia e da producéo de mel (Higes et al. 2008; Botias et al. 2013). E relevante
ter estes aspetos em consideracdo no momento da colheita de amostras de modo a incluir
abelhas de diversas idades e fun¢gBes para aumentar a probabilidade de detetar a
infecdo/doenca.

2021

A prevaléncia nacional em 2021 foi muito semelhante aos valores registados pela
DGAV nos anos anteriores. O valor obtido para o Norte do pais foi mais reduzido que o obtido
por Costa (2021) no ano de 2019 (57,7%, 90/156), no entanto o presente estudo incluiu um
menor nimero de amostras. Por sua vez, a regido Centro apresentou um valor muito
semelhante ao registado no trabalho citado. No entanto, registou-se na mesma a tendéncia
para Nosema spp. ser mais prevalente no Norte do que no Centro do pais. Lisboa e Vale do
Tejo foi a regido com menor proporcdo de casos positivos, ao contrario da Regido Auténoma
dos Acores, onde se detetou o valor mais alto.

Em relacdo ao Arquipélago dos Acores, a situacao sanitaria é peculiar. Os Ultimos
dados indicam que as abelhas em todas as ilhas estdo parasitadas por Nosema spp., a
excecdo de Santa Maria e Flores. A ilha de Santa Maria é, assim, livre de V. destructor e
Nosema spp., estando assim ausentes dois dos maiores fatores de stress das colonias de A.

mellifera. Por sua vez, Terceira e Sdo Jorge nao s6 foram positivos a este agente, como a
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prevaléncia do mesmo aumentou no periodo entre 2014-2015 e 2020 (Lopes et al. 2022).
Apesar de apenas quatro ilhas, entre elas S&o Jorge e Terceira, terem sido incluidas no
presente trabalho, os dados obtidos estdo de acordo com a literatura. No entanto, é preciso
interpretar os resultados obtidos com cautela devido ao facto de os mesmos nao abrangerem
o0 arquipélago na generalidade.

Em relacédo a distribuicdo sazonal, a maior frequéncia de casos positivos ocorreu na
Primavera, seguida do Inverno. O Inverno 2020/2021 foi considerado quente e chuvoso (IPMA
2021a), particularmente em fevereiro, o0 que pode ter conduzido a um maior confinamento das
abelhas. Esta limitagdo pode conduzir a uma maior carga de esporos acumulada e a uma
maior probabilidade de os individuos defecarem dentro da colmeia, e, portanto, a uma maior
disseminacdo da doenca nas abelhas. Na Primavera, quente e seca (IPMA 2021b), a
prevaléncia aumentou devido as condicbes impostas no Inverno e a infecdo das novas
abelhas que vao emergindo da criacdo. No Verdo, a prevaléncia diminuiu com uma nova
subida no Outono, como descrito na literatura (Retschnig et al. 2017; Applegate and Petritz
2020; Marin-Garcia et al. 2022).

2022

Nos primeiros seis meses deste ano, Nosema spp. foi o agente infecioso mais
recorrentemente diagnosticado, seguindo a tendéncia de valores registados pela DGAV nos
ultimos anos (DGAV 2022a).

Em termos regionais, a Unica amostra a representar a regiao Algarvia foi positiva, pelo
gue nao é representativo. De igual modo, o Alentejo ndo registou qualquer caso positivo, mas
o0 reduzido numero de amostras recebidas com origem nesta regido nao permite tirar
conclusdes. As regibes Norte e Centro apresentaram valores mais baixos do que os
registados por Costa (2021), mantendo a tendéncia para a regido Norte apresentar uma
prevaléncia superior em compara¢do com a regido vizinha.

No que concerne aos valores sazonais, a maior prevaléncia registou-se no Inverno,
com um valor muito semelhante a Primavera. O Inverno e Primavera corresponderam a
periodos de alguma instabilidade climética, com aguaceiros fortes pontuais, situagbes de
trovoada e dias quentes para a época (IPMA 2022b; IPMA 2022a), pelo que, apesar das
temperaturas amenas, a colénia provavelmente esteve em confinamento parcial, permitindo

a disseminacédo do agente.

7.1.3. Acarapis woodi e Braula coeca
O acaro A. woodi e o diptero B. coeca foram diagnosticados apenas no Arquipélago
dos Acores, a excec¢do do caso positivo isolado de acarapisose no Alentejo em 2021. Do ponto
de vista nacional, estes agentes apresentam prevaléncias muito reduzidas. A nivel regional,

0 acaro mantém a tendéncia, enquanto B. coeca surge em mais de 60% das amostras.
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Todavia, o reduzido niumero de amostras em estudo provenientes desta regido nao permite
tirar conclusGes do panorama sanitario acoriano com confianca.

A presenca destes parasitas nas colmeias acorianas, quase exclusivamente, &
justificada pela auséncia de planos de tratamento para controlo da Varroose. Dada a auséncia
deste parasita, ndo sao feitos os tratamentos com acaricidas de rotina impostos pela DGAV
(DSPA 2022), ocasionando o desenvolvimento de outros artropodes suscetiveis aos mesmos,
como outros acaros e dipteros (Martinez 2018). E expectavel que nas ilhas ndo-indemnes
deste arquipélago, dado a presenca de V. destructor e planos de tratamentos, B. coeca e A.
woodi ndo se consigam desenvolver, resultando nas baixas prevaléncias ou mesmo auséncia
dos mesmos. O estudo realizado por Costa (2021) ndo detetou qualquer caso positivo deste
acaro nas regido Norte e Centro do pais.

Em 2006, um estudo efetuado por Murilhas (2009) reportou uma prevaléncia de 0,3%
e o0s ultimos dados da DAGV para 0 ano de 2021 apontam para uma prevaléncia de A. woodi
de 0% (DSPA 2022), valores muito préximos aos obtidos neste trabalho.

N&o existem estudos recentes relativos aos valores da prevaléncia deste parasita na
Europa, a excecao de um estudo realizado por Garrido-Bailon et al. (2012). Este aborda a
prevaléncia nacional, regional e sazonal em Espanha, em 2006 e 2007, tendo obtido um valor
nacional anual de 13% (142/1089) e 15,5% (132/854), respetivamente. Na Alemanha, um
estudo demostrou uma frequéncia de infecdo de 14,8% (158/1064) (D’Alvise et al. 2019).
Estas frequéncias de casos positivos sdo bastante superiores aos obtidos na presente
dissertacdo, sendo que esta pode ser explicada pelo facto de os autores terem recorrido a
técnicas de biologia molecular, PCR e gPCR, respetivamente, mais sensiveis que a
observacdo ao microscopio 6tico para realizar o diagnostico. Assim, é possivel que as
prevaléncias obtidas com base neste Ultimo método sejam inferiores ao que acontece na
realidade.

Segundo a OIE (2018a), a melhor altura do ano para a recolha de amostras para
pesquisa de A. woodi € o inicio da Primavera e final do Outono no Hemisfério Norte, pois
coincide com a altura em que a populacdo destes acaros € maior dentro da colmeia. No
presente estudo os dados obtidos foram de acordo com o publicado, com o Inverno a
apresentar a maior frequéncia de casos positivos, com uma reducéo na Primavera, auséncia
de diagnésticos positivos nas amostras de Verao e hovo aumento no Outono.

Em relagéo a B. coeca, ndo existem estudos a abordar a prevaléncia deste agente na
Europa nem sobre o seu padrao sazonal (Martinez 2018). No presente estudo, apenas foram
detetados casos positivos no Inverno. Possivelmente o confinamento da col6nia no Inverno

cria as condi¢cdes favoraveis para o parasita se transmitir entre as abelhas.
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7.1.4. Senotainiatricuspis

A mosca S. tricuspis esta distribuida pelo sul da Europa e outros paises da faixa
mediterranea, como o Egipto e a Argélia (Orantes Bermejo et al. 1996; Haddad et al. 2015).
Nestas regibes é encontrada a rodear as colmeias nas horas de maior radiagdo solar, no
Verdo (Martinez 2018). Em Portugal foi detetada pela primeira vez em 1986 (Rocha e Mira
Delgado 1986 citado por Orantes Bermejo et al. 1996). Os ultimos dados de prevaléncia neste
pais foram documentados por Pires et al. (2011), para o ano de 2009, com um valor de
prevaléncia nacional de 10,2 %, sendo que Murilhas (2009) obteve um valor de 19,8% para o
ano de 2006.

Este parasita apresenta uma clara preferéncia pelas temperaturas elevadas e
humidades baixas. Pires et al. (2011) documentaram uma maior frequéncia de amostras
positivas nos meses de julho e setembro, a semelhanca do registado por Orantes Bermejo et
al. (1996). Por sua vez, Costa (2021) registou as maiores prevaléncias no Veréo (17,4%, 4/23
no Norte; 24,8%, 54/218 no Centro) e Outono (40,9%, 9/22 no Norte; 44,4%, 8/18 no Centro).
Sendo um parasita muito influenciado pelas temperaturas e nimero dias de sol (Martinez
2018), é expectavel que se observem oscilagdes na sua frequéncia anual, regional e mesmo
sazonal, especialmente tendo em conta a instabilidade climatica e o aumento dos fendmenos
extremos derivados das alteracbes climaticas (ONU 2022). As condi¢cdes climéticas
influenciam também a dindmica da colénia, em que as temperaturas amenas estimulam a
atividade forrageira das obreiras (Farinha et al. 2019), tornando-as mais suscetiveis a serem
alvo do ataque pela mosca larvipara. Assim, a altura do ano em que se procede a recolha de
amostras influencia muito a probabilidade de se obter um diagnéstico positivo.

2021

Neste ano, a prevaléncia nacional obtida foi de 21,30%, sendo o terceiro agente
patogénico mais diagnosticado. O valor obtido é mais do dobro do que foi registado
anteriormente (Pires et al. 2011).

Em termos regionais, a Regido Auténoma dos Acores foi a zona do pais com maior
frequéncia deste diptero, em que todas as amostras foram positivas, seguida do Algarve. Este
facto difere do que foi registado anteriormente por Pires et al. (2011), cujo estudo concluiu
que o Arquipélago dos Acgores foi a regido com menor prevaléncia. Todavia, no presente
trabalho o numero de amostras provenientes destas ilhas é muito reduzido e com origem em
colmeias com um estatuto sanitario muito particular. As regiées Norte do pais apresentaram
uma prevaléncia superior & documentada em 2019 (Costa 2021), enquanto a regido Centro
se manteve dentro do mesmo registo.

A distribuicdo dos casos positivos por estacdo do ano desviou-se do padrao sazonal
desta espécie. O Inverno foi a altura do ano em que se diagnosticaram mais casos de S.

tricuspis, em comparacao com as restantes estacdes, 0 que € incomum visto que esta mosca

58



apresenta preferéncia por temperaturas altas e dias mais longos e soalheiros. Dados do IPMA
(2021; 2022a) indicam que o Inverno foi quente, com um més de dezembro de 2021
especialmente seco e quente para a época, criando-se assim as condigfes 6timas para o
desenvolvimento do diptero.

2022

A prevaléncia obtida no primeiro semestre foi semelhante aos valores registados por
Pires et al. (2011). No entanto, foi menor que no ano anterior, provavelmente devido a
auséncia de amostras colhidas no Outono e devido ao facto do Verado deste ano apenas ser
representado pelo més de junho.

Até junho deste ano, a regido Centro registou a maior prevaléncia em Portugal
Continental, seguida pelo Norte do pais. Nestas duas regides os resultados obtidos foram
semelhantes aos registados por Costa (2021) no ano de 2019.

A auséncia de casos positivos no Inverno e uma prevaléncia mais elevada no Verao

corroboram os dados de outros estudos (Pires et al. 2011; Martinez 2018; Costa 2021).

7.1.5. Tropilaelaps spp. e Aethina tumida

Sao agentes etiologicos de declaracao obrigatéria em Portugal e na Comunidade
Europeia, sendo considerados emergéncias sanitarias. Ndo foram detetados no presente
trabalho, contudo o recurso a abelhas adultas para o diagnéstico de Tropilaelaps spp., que
apresenta uma fase forética muito curta, pode prejudicar o mesmo e induzir em erro. Assim,
para o diagnéstico deste parasita sdo essenciais amostras que incluam favos de criagao.

Tropilaelaps spp. ndo esta presente na Europa e, segundo a EFSA (2013), a
probabilidade de entrada neste continente depende de varios fatores como: a importacéo de
rainhas da espécie A. mellifera e de produtos nao-apicolas (frutas, vegetais, ...) de paises
terceiros, o que constitui um meio de baixo risco, e a importacao de produtos apicolas, o que
j& constitui um risco moderado. A importacdo de enxames e colénias ndo é permitida na Uniao
Europeia, no entanto a entrada acidental de abelhas através de outro tipo de cargas pode
levar a uma introduc&o deste acaro nativo da Asia. Em Portugal, a implementacéo do PICOA
permite fazer a vigilancia desta doenca, prevenindo a sua entrada em territério nacional
(DGAYV 2022b). As alteracges climéticas favorecem o ciclo deste parasita na abelha europeia,
uma vez que as mesmas promovem ciclos continuos de criacdo, essencial para o sucesso
reprodutivo do artropode (Sammataro et al. 2000; le Conte e Navajas 2008).

A. tumida estd presente em lItalia, nas regides da Calébria, Sicilia e Cosenza. Tendo
em conta que este parasita ndo se expandiu para o resto do pais (IZSVe 2022), as restricbes
impostas nas duas primeiras regibes, nomeadamente a proibicdo de exportacédo de produtos
apicolas ou nao, equipamentos e mel (Decisao de Execuc¢ao da Comissao 2014/909/EU, de

12 de dezembro), passaram a ser limitadas a regido da Calabria (Decisdo de Execuc¢do da
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Comissdo  2019/1399/EU, de 10 de setembro). Segundo modelos matematicos, a
probabilidade deste coledptero ser introduzido noutros estados-membro da Comunidade
Europeia a partir de Italia depende da quantidade de produtos importados, da sensibilidade
do setor para o cumprimento das regras sanitarias estabelecidas em cada pais e,
principalmente, da sensibilidade dos testes de diagnoéstico utilizados, sendo que se este
parametro for elevado diminui a probabilidade de contagio (EFSA, 2015). Em Portugal, a
semelhanca do que acontece com Tropilaelaps spp., o PICOA permite a vigilancia ativa desta
doenca (DGAV 2022b), estando estipulado um manual de operacfes para casos suspeitos
(DESA e DSPA 2016).

Dados os danos causados por estes parasitas, € crucial manter a vigilancia e
monitorizar a dispersdo dos mesmos, de modo que, em caso de entrada no nosso pais, seja

possivel atuar com rapidez e eficécia.

7.2. Tipologias de infecédo e proporcédo das mesmas

Nos dois anos em estudo foram registadas infe¢cées simples e infecdes compostas,
sendo as primeiras as mais frequentes. Em 2021, a combinacdo mais predominante foi a de
V. destructor e S. tricuspis, enquanto em 2022 foi Nosema spp. e S. tricuspis. Apesar da
diferenca entre os dois anos, une-os a relevancia das combinagfes entre V. destructor,
Nosema spp. e S. tricuspis.

A ocorréncia de infegbes mistas é expectavel tendo em conta o caracter a acao
imunosupressiva de V.destructor (Rosenkranz et al. 2010; Applegate e Petritz 2020; Noél et
al. 2020) e de Nosema spp. (Antunez et al. 2009; Marin-Garcia et al. 2022). Assim, a abelha
adulta fica mais suscetivel a infecbes secundarias. Apesar de ndo ser a infecdo mista mais
comum, os efeitos sinérgicos resultantes da combinacao de V. destructor e de Nosema spp.
conduzem ao enfraquecimento das col6nias (Orantes Bermejo e Garcia Fernandez 1997) e
estdo associadas as perdas de colbnias reportadas nos EUA e Europa (Anderson e lain 2008
citado por Costa, 2021; Higes et al. 2008; Rosenkranz et al. 2010). Tendo em conta os efeitos
graves desta combinacdo de agentes, é expectavel uma menor frequéncia da mesma, visto
gue a colbnia pode ndo sobreviver. A mosca S. tricuspis ndo apresenta consequéncias mais
prejudiciais na colmeia (Martinez 2018), pelo que a coexisténcia de parasitoses € possivel.
Em 2021, observou-se que em mais de metade dos casos positivos de infe¢ao por este diptero
se diagnosticou outro agente patogénico.

N&o existem muitos dados relativos a intera¢cdes de Braula coeca e Acarapis woodi,
guer entre si, quer com outros agentes. Em 2021, B. coeca foi diagnosticado sempre em
conjunto com outro agente, nomeadamente com S. tricuspis, Nosema spp. e A. woodi. O
comportamento de higiene das abelhas é fulcral para manter a imunidade individual e de grupo

(Leclercq et al. 2017). Tendo em conta o papel imunossupressor de Nosema spp., é provavel
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gue este habito esteja suprimido. V. destructor ndo surge simultaneamente com A. woodi ou
com B. coeca devido as condicdes sanitrias especificas das ilhas agorianas de origem das
amostras.

E relevante mencionar, ainda, o papel de Varroa destructor enquanto vetor biolégico
de virus. Este tipo de interacéo pode alterar as caracteristicas fisiologicas e morfolégicas das
abelhas parasitadas, tornando-as mais suscetiveis a outras doencas (Noél et al. 2020; Flores

et al. 2021) e ao colapso da col6nia (Dainat et al. 2012) .

7.3. Impacto da pandemia de Covid-19 no envio de amostras

Os anos de 2018 e 2019 foram marcados por uma grande afluéncia de amostras, tendo
ultrapassado as 1000 amostras anuais. Uma analise a nivel trimestral destes mesmos anos
permite inferir a tendéncia do envio de amostras para o laborat6rio. O primeiro trimestre
corresponde ao periodo de menor afluéncia, sendo que existe um aumento significativo na
entrada do segundo trimestre. O niUmero de novas amostras enviadas mantem-se na mesma
ordem de valores no terceiro trimestre, seguido de uma queda nos ultimos trés meses do ano.

Contrariamente a esta tendéncia, 2020 nao chegou as 500 amostras, sendo que a
partir do segundo trimestre desse ano, o numero de amostras recebidas pelo laboratério do
Posto Apicola diminuiu face aos nimeros dos anos anteriores.

Este fendbmeno coincidiu com a tomada de medidas politicas e sanitarias para
combater o avango da pandemia de Covid-19 em Portugal e no Mundo. Estas consequéncias
ndo foram exclusivas do laboratorio do Posto Apicola do INIAV em Portugal. Dall’Olio et al.
(2020) conduziram um inquérito a 230 investigadores na &rea da sanidade apicola em 56
paises com a finalidade de averiguar o impacto da pandemia na investigacdo e concluiram
gue todos apontavam ter sentido dificuldades na continuacdo da sua atividade. A colheita de
amostras e 0 seu envio para laboratério foram dois tépicos mencionados, como tendo sido
prejudicados por esta pandemia e pelas medidas estabelecidas para a mitigar. Mas em que
medida?

A Organizagdo Mundial de Saude declarou a doenga causada pelo virus SARS-CoV-
2 (agente etiol6gico da Covid-19) uma pandemia no dia 11 de marco de 2020 (Ghebreyesus
2020) e, a 18 de marco, o Presidente da Republica de Portugal declarou aquele que seria o
primeiro estado de emergéncia, através do decreto n°14-A/2020 de 18 de marco. Este estado
excecional aplicado suspendeu, entre outros, o direito a deslocacao livre dos cidadaos,
limitando-a ao essencial para a sobrevivéncia das familias. Além disso, foi declarado o dever
especial de protecéo aos cidaddos com mais de 70 anos de idade, aos portadores de doencas
cronicas consideradas de risco e imunodeprimidos (Decreto n°2-A/2020 de 18 de margo).
Assim, a pandemia obrigou ao confinamento de milhares de pessoas em Portugal,

suspendendo atividades de lazer, atividades letivas e, até mesmo, profissionais.
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Segundo a FNAP (2017), a idade média dos apicultores portugueses é 56 anos, sendo
gue 56,0% apresenta uma idade superior a 55 anos. Tendo em conta que a prevaléncia de
doencas cronicas aumenta com a idade, particularmente a partir dos 55 anos (Quinaz Romana
etal. 2019), é possivel inferir que grande parte desta faixa etaria seria considerada populacao
de risco. O seu maior confinamento podera ter levado a um abandono das suas atividades de
maneira proviséria e/ou a uma diminuicdo na frequéncia de visita aos apiarios. Além disso, o
préprio medo e desconhecimento da situagéo nova em que se vivia podia gerar 0 afastamento
das pessoas, de risco ou ndo, desta atividade. As atividades de maneio do apiario e recolha
de amostras para fins de diagndstico ficariam, assim, em pausa, pausa essa que tem sido
dificil retornar a normalidade.

Adicionalmente, a DGAV suspendeu as deslocacdes aos apiarios em zonas
controladas para colheita de material apicola para analise (Despacho n.° 2/G/2021, de 5 de
fevereiro), contribuindo ainda mais, para a quebra no numero de amostras enviadas para o
laboratério. Segundo dados provisorios constantes no Programa Sanitario Apicola de 2022,
foram avaliados em 2020 um total de 1728 apiarios e 1004 em 2021, enquanto em 2018 e
2019 foram alvo de andlise 6991 e 2883, respetivamente (DGAV 2022a). Esta quebra
acentuada na amostragem leva a consequéncias a nivel sanitario. Uma das bases para
promover um programa de vigilancia é conhecer o estado sanitério atual da populagéo, neste
caso, das colonias. Sem uma amostragem correta, ndo é possivel calcular a prevaléncia de
infecdo/doenga e, consequentemente, atestar a eficacia de métodos de controlo de
determinado agente patogénico e conhecer o estado de salde das colonias (Lee et al. 2015).

Esta falha na vigilancia é particularmente relevante na sanidade apicola devido a
biologia de A. mellifera. Sendo um inseto social, este animal vive numa col6nia com milhares
de individuos num espago relativamente reduzido, havendo um estreito contacto entre todos
0s membros. Além disso, os habitos de higiene e de trofilaxia leva a que exista um elevado
grau de interacao entre as abelhas (Fries e Camazine 2001; Chen et al. 2006; Wilson-Rich et
al. 2009). Em sinergia com as caracteristicas individuais anteriores, as condi¢cdes ambientais
dentro da colmeia, nomeadamente, a temperatura e humidade a valores constantes, e a
presenga de alimento promovem, assim, um ambiente perfeito para as infe¢bes se
transmitirem horizontalmente de forma rapida e eficaz (Fries e Camazine 2001).
Adicionalmente a transmissdo de doencas dentro da coldnia, a transmissao entre coldnias
também ganha algum peso. Nos apiarios, devido a proximidade entre as colmeias, pode
acontecer o fendmeno de drifting, ou seja, entrada de obreiras e zangdos em col6nias que
nao as originais, promovendo, assim, a dispersdo de agentes patogénicos (Fries e Camazine
2001; Seeley e Smith 2015; McArt 2021). As pilhagens de col6nias mais fracas tém o0 mesmo
efeito, havendo contacto entre individuos com estados sanitarios provavelmente diferentes

entre si (Fries e Camazine 2001).
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No primeiro semestre de 2022 ndo se observou uma recuperacdo nos valores de
amostras recebidas pelo laborat6rio, apesar do alivio das restric6es impostas pela pandemia
da Covid-19. Assim, teria sido interessante fazer uma nova avaliacdo dos numeros no final do
ano civil, para averiguar a recuperacao ou nao do setor apicola no pés-pandemia, contudo tal
nao cabia no &mbito deste estudo..

Contudo, apesar da quebra do nimero de amostras enviadas para analise laboratorial
coincidir com a chegada da Covid-19 a Portugal e imposicdo das medidas sanitarias a ela
associadas, ndo foram recolhidos dados suficientes neste trabalho para afirmar com certeza
gue a pandemia foi a Unica razdo pela qual se registaram estas altera¢fes. Para tal, seria
necessario questionar os apicultores e restantes entidades do setor acerca deste assunto,

para compreender os motivos subjacentes.

7.4. Consideracdes gerais

Como mencionado anteriormente, a amostra incluida neste trabalho é muito reduzida
para permitir afirmar, como seguranca, que os resultados obtidos neste trabalho refletem o
estado sanitério dos apiarios portugueses. Para atingir este objetivo seria necessario repetir
o desenho experimental com uma amostra mais representativa do efetivo portugués.

Independentemente das causas ligadas a quebra do nimero de amostras enviadas
para analise laboratorial, seria extremamente importante realizar a¢des de sensibilizacao junto
dos apicultores e restantes entidades associadas para salientar a importancia da amostragem
no planeamento e manutencgéo da vigilancia e controlo de doencas apicolas, especialmente
para prevenir uma eventual entrada de agentes etiolégicos de doencas exoéticas, tais como

Tropilaelaps spp. e/ou Aethina tumida
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8. Conclusdes e perspetivas futuras

O presente trabalho visa contribuir para o conhecimento do panorama sanitario do
efetivo apicola portugués. Assim, com base na distribuicdo nacional, regional e sazonal da
amostra deste estudo, foi possivel ter um vislumbre do panorama sanitario das colonias de
abelhas pertencentes ao efetivo portugués.

No que concerne ao primeiro objetivo deste projeto, o estudo da prevaléncia nacional,
regional e sazonal dos agentes de doenca no individuo adulto de Apis mellifera nas amostras
incluidas neste trabalho foi concluido de modo satisfatorio. No entanto, o reduzido nimero ou
mesmo auséncia de amostras provenientes de certas regibes ou estacbes do ano
impossibilitou que se tirassem conclusbes fidedignas acerca do panorama sanitario
portugués. A titulo de exemplo, o Arquipélago da Madeira nao foi representado por qualquer
amostra, sendo assim, o seu estatuto desconhecido neste trabalho.

Algumas das conclus6es mais importantes foram a dominancia de Varroa destructor
como agente patogénico mais prevalente, seguido por Nosema spp. Além disso, a Regido
Auténoma dos Acores revelou apresentar um panorama bastante dispar das restantes
regibes, por ser o Unico local com diagnésticos positivos de A. woodi e B. coeca, sendo
paralelamente a Unica regido a demonstrar a auséncia de V. destructor, de A. tumida e de
Tropilaelaps spp., agentes de doencas exoéticas de notificacdo obrigatdria. Apesar destas
conclusdes importantes, seria relevante fazer um novo rastreio a nivel nacional, com um
namero de amostras significativo a abordar todas as regides, para ultrapassar os obstaculos
mencionados neste trabalho. Adicionalmente, as doencas da criagdo podiam ser, também,
alvo de estudo paralelamente, para uma analise completa.

No que concerne ao segundo objetivo do trabalho, a infecdo combinada entre dois dos
seguintes agentes patogénicos — V. destructor, Nosema spp. € S. tricuspis - revelaram-se
importantes do ponto de vista sanitario, especialmente V. destructor e Nosema spp., pelo seu
impacto na coldnia. Visto que ndo ha informacao relativa aos efeitos sinérgicos da infecédo
mista entre S. tricuspis e Nosema spp. ou V. destructor, e que é frequente nas coldnias
portuguesas, seria importante proceder a um estudo nesse ambito.

O ultimo objetivo deste trabalho foi analisar o impacto da pandemia de Covid-19 no
envio de amostras para diagnéstico laboratorial, sendo que foi possivel concluir que, entre
2019 e 2020, houve uma queda de cerca de 60% no numero de amostras recebidas. Este
fendbmeno apresenta repercussdes a nivel de vigilancia sanitéria, especialmente tendo em
conta que ainda ndo ocorreu a recuperacao para valores pré-pandémicos, mesmo com alivio
das restricdes sanitarias relativas a Covid-19. No entanto, ndo € possivel afirmar com
seguranca que a pandemia foi a Unica causa para este fenbmeno com base nos dados
disponiveis. Independentemente da causa, considerando a importancia da vigilancia ativa

para o controlo das doencas na abelha, é imperativo retomar a recolha de amostras de rotina
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e envio para diagnostico laboratorial, através da sensibilizacdo de apicultores individuais e

associacdes para a importancia desta acéo.
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10. Anexos

Anexo 1 - Clima em Portugal Continental (Fonte: IPMA ¢c2023a)
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Csa - clima temperado com Inverno chuvoso e Verao seco e quente

Csb - clima temperado com Inverno chuvoso e Verao seco e pouco quente

Anexo 2 - Epocas de floracdo de algumas espécies de flora melifera.
Fonte: adaptado de FNAP (2017).

Floracdo

Jan

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun | Jul |Ago | Set |Out | Nov

Dez

Urze (Erica umbellata)

Castanheiro (Castanea sativa)

Eucalipto (Eucaliptus globulus)

Rosmaninho (Lavandula stoechas)

Soagem (Echium plantagineum)

Girassol (Helianthus annuus)

Laranjeira (Citrus sinensis)

Medronheiro (Arbutus unedo)

Alecrim (Rosmarinus officinalis)

Cardo (Carlina racemosa)
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Anexo 3 - Evolucdo do numero de apiarios em Portugal, desde 2011 a
2022. Fonte: IFAP (2022).
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Anexo 4 - Evolucdo do numero de colmeias em Portugal, desde 2011 a
2022. Fonte: IFAP (2022).
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Anexo 5 - Efetivo apicola portugués, por regido, em 2021. Fonte: IFAP

(2022).
Regido Apiérios Colmeias Colbnias

Norte 11 780 26,8% 251 242 34,8%| 254 705 34,7%
Centro 13 501 30,7% 185 012 25,6% | 190 266 25,9%
Lisboa e Vale do Tejo 826 1,9% 12 384 1,7% 12 728 1,7%
Alentejo 7908 18,0% 152 549 21,1%| 154680 21,0%
Algarve 8 331 19,0% 103 525 14,3%| 104 544 14,2%
RA Acores 903 2,1% 7535 1,0% 7819 1,1%
RA Madeira 677 1,5% 9 620 1,3% 10 099 1,4%
Total 43926| 100,0% 721867| 100,0%| 734841| 100,0%

Anexo 6 - Efetivo apicola portugués, por regido, em 2022. Fonte: IFAP

(2022).
Regido Apiarios Colmeias Colénias

Norte 11631 27,13%| 236 733 34,24% | 240 160 34,16%
Centro 13160 30,70% | 182981 26,47% | 187 671 26,69%
Lisboa e Vale do Tejo 720 1,68% 10 811 1,56% 11 092 1,58%
Alentejo 7 801 18,20%| 148 230 21,44% | 149934 21,33%
Algarve 8 013 18,69% 95 094 13,76% 95 966 13,65%
RA Acores 830 1,94% 7 325 1,06% 7634 1,09%
RA Madeira 710 1,66% 10 149 1,47% 10 623 1,51%
Total 42 865| 100,00% | 691 323| 100,00%| 703 080| 100,00%
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Anexo 7 - Folha de registos de observacbes durante o processo de
analise.
inlav
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Bee or not to Bee? Present and future of Portugal’s honeybee colonies

Mariana Campos'?". Maria José Valério® Isabel Pereira da Fonseca'-2

Center for Interdisciplinary Research in Animal Health. Faculty of Veterinary Medicine. University of Lisbon. 1300-477 Lisboa. Portugal; 2 Associated Laboratory for Animal and
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INTRODUCTION

Pollination is crucial to maintain the balance in the ecosystems and food chains. Along with other insects, mammals, and birds, bees ensure
balance in ecosystems, promoting biodiversity. In addition, food quality and safety strongly depend on these agents. It's estimated that about 5
to 8% of the crops of vegetables and fruits essential for human consumption worldwide would be lost without their activity. Apis mellifera is the
most efficient and relevant pollinating insect, being an indispensable agent in the terrestrial ecosystem, for human survival and economic
prosperity. In recent decades, the decline of pollinating insects and, particularly, the bee Apis mellifera has been evident. Since the beginning of
the XXI century, colonies have died on a large scale around the world. This phenomenon with no apparent cause was named Colony Collapse
Disorder. Despite the mystery surrounding this phenomenon, some biotic and abiotic causes that act in a synergistic and complex way are
pointed out, namely the presence of pathogens such as Varroa spp. and Nosema spp., climate change, loss of biodiversity and habitats and,

consequently, lack of food sources and pesticides. Bearing in mind the importance of these insects, is urgent to ensure their health.

Fig.1. Honeybee (Apis mellifera). Source: Kane and Faux
(2021).

OBJECTIVES

The aim of this project was to understand the health status of the Portuguese honeybees by evaluating the
pathogens’ prevalence, specifically, Varroa destructor, Aethina tumida, Nosema spp., Tropilaelaps spp., Acarapis

woodi, Senotainia tricuspis and Braula coeca. The project took place in the first semester of 2022.

MATERIALS AND METHODS
Sampling
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30-50 individuals.
Methods

Fig.2. 1- Braula coeca; 2- Nosema spp.; 3 - Aethina tumida;

A total of 823 samples of adult bees (550 collected in 2021 and 273 from January to June of 2022) were sent to

the Honeybee Pathology Laboratory, coming from continental Portugal and Azores islands. Each sample included

The diagnosis of the different pathogens was achieved recurring to macroscopic and microscopic methods

adopted by the Honeybee Pathology Laboratory, which are described in detail in Costa (2021).

RESULTS
Prevalences nationwide Type of infection

2021 2022

= No infection
Simple infection

= o <o -
g g S 3
: 3
N o
. 41,76%
S s S 3 == aiiasAcarpis
VARROA BRAULA SENOTAINIA NOSEMA SPP. ACARAPIS TROPILAELAPS  AETHINA # BraulaSer la+Acarapis
DESTRUCTOR COECA TRICUSPIS wooD! SPP. TUMIDA
Graph.1. Prevalence of the pathogens in the years of 2021 and 2022, in Portugal. Graph.2 and 3. Type of infection, by year.
Prevalences by region [r— Pre— pr——— - [Epr—
Lishos e Vals do 35.7% 500% 0.0% 0.0% 286% 0.0% 25.0% 0.0% 00% 00% | 00%  00% | o00% 00% 28 2
Madeira No data 0 0

Tab.1. Prevalence of the pathogens, by region, in the years of 2021 and 2022, in Portugal.

2022

»

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

* The mite Varroa destructor was the main threat to Apis mellifera’s health in Portugal.

* The most common mixed infection in 2021 was Varroa destructor in association with Senotainia tricuspis, whereas in 2022 was the combination of Varroa destructor and Nosema spp..

« There were no positive results to Varroa destrutor in the Azores Islands. Futhermore, this was the only region positive to the fly Braula coeca and the mite Acarapis woodi.

* The small sample size from Azores Islands and the absence of samples from Madeira Islands jeopardizes the evaluation of the Portuguese honeybee sanitary status.

« Coleopteran Aethina tumida and mite Tropilaelaps spp., emerging honeybee sanitary threats, were not detected.

* Due to the declining of the honeybee colonies worldwide, we stress the importance of continuing to collect and analyze national bee samples to better monitor the health of Portuguese

colonies.
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