UNIVERZITET U BEOGRADU
FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE

Elmin S. Tarié

KOMPARATIVNO ISPITIVANJE PRISUSTVA
UZROCNIKA I BOLESTI PCELINJEG LEGLA
TRADICIONALNO | SAVREMENO GAJENIH
PCELINJIH DRUSTAVA UZ ANALIZU UTICAJA
NEKIH BIOLOSKIH I ANTROPOGENIH
FAKTORA

Doktorska disertacija

Beograd, 2022



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF VETERINARY MEDICINE

Elmin S. Taric

THE PRESENCE OF CAUSATIVE AGENTS
AND DISEASES OF BEE BROOD IN
TRADITIONAL AND MODERN
BEEKEEPING, AND THE EXAMINATION OF
VARIOUS BIOLOGICAL AND
ATHROPOGENIC FACTORS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2022



MENTOR 1

Dr Jevrosima Stevanovi¢, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

MENTOR 2

Dr Aleksandar Stanojkovié, vi$i naué¢ni saradnik

Institut za stoCarstvo, Beograd

CLANOVI KOMISILJE:

1. Dr Zoran Stanimirovié, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

2. Dr Vladimir Dimitrijevié, redovni profesor

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

3. Dr Uro$ Glavinié, docent

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane: 2022. god. u Beogradu




Ova doktorska disertacija je deo projekta Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja, ev. br. 11146002 pod nazivom
wMolekularno - geneticka i ekoloSka istraZivanja u zastiti autohtonih
animalnih geneti¢kih resursa,o¢uvanja dobrobiti, zdravlja i reprodukcije
gajenih Zivotinja i proizvodnje bezbedne hrane”

rukovodica prof. dr Zorana Stanimiroviéa



Ovaj rad, posvecujem , bebi” Sari i mojoj dragoj porodici na pomoci
i podrsci.



Z.ahvalnica

Veliku i posebnu zahvalnost dugujem prof. dr Zoranu Stanimirovi¢u, na svim
prijateljskim savetima, razumevanju, strucnim, pedagoskim sugestijama, kao i
na profesionalnim zalaganjem tokom naucno - istrazivackog rada i
licnomprofesionalnom razvoju. Hvala na velikom strpljenju i neizmernoj

podrsci.

Ovom prilikom zahvaljujem mentorki prof. dr Jevrosimi Stevanovié¢ na
ulozenom vremenu, sugestijama, smernicama, strpljenju i nesebicnoj strucnoj
pomoci koje su doprinele da ovaj rad bude jos kvalitetniji i prakticnom radu u
laboratoriji i mentoru dr Aleksandru Stanojkoviéu. Veliko hvala na kosrisnim

sugestijama.

Zahvaljujem se svim kolegama i c¢lanovima komisije koji su ucestvovali i
pomogli u izradi doktorske disertacije kao i pcelarskim udruzenjima Republike
Srbije.



Sadrzaj

LU UWVOD ..t bbbttt 1
2. PREGLED LITERATURE ..ot 6
2.1. Pcelarstvo u Srbiji i njen udeo u sto€arskoj proizvodnji ........cccccevvveiiiiiiiinniiniinnnn 6
2.2. Bolesti péelinjeg 1egla ..o 8
2.2.1. Americka kuga peelinjeg 1€gla........cccvivveiieiiiiiiiiese s 8
2.2.2. Evropska kuga pcelinjeg legla...........ccooiiiiiiiiiii e 15
2.2.3. Bolest Krefnog 1€gla .........cccciiiiiiiiiiice 19
2.2.4. Virus meSinastog legla.........cccoceiiiiiiiiiiii 24
2.3. BOLESTI ODRASLIH PCELA ........cceotiiuiireieieieie et 25
2.3.1. Virus akutne paralize peela..........cooiiiiiiiiiiiiieieeee e 26
2.3.2. Virus hronicne paralize pEela ... 27
2.3.3. Virus deformisanin Krila.............cooeoiiiiiiiniicecees e 30
2.3.4. NOZEMOZA .....c.eiiiiiiiiii e s 31
2.3.5. Infekcije izazvane tripan0Zomama ..........cceeveieerieiieseeie e e sa e sre e 35
2.4. OKSIDATIVNI STRES ..ot 38
2.5. SOCIJALNI IMUNITET PCELA .......ooviieieieeeeeeeeeeeeee e, 42
3. CILI I ZADACIT RADA ..o 46
4, MATERIJAL I METODE ...ttt 47
4.1. Uzorkovanje Materijala ..........cccoceiveiiiieie et 47
4.2. Detekija i determinacija vrste mikrospodidija roda NOSEMA ..........ccccerverierieriennnnn 49
4.2.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju RNK I DNK........ccccooiiiiiiiiii e 49
4.3. Real time PCR amplifikacija peelinjih virusa .........ccccooiviiniiiiiiiieiin e 50
4.4. Real time PCR amplifikacija evropske kuge pcelinjeg legla ..........cccovvviiiiinnnnn. 52

4.5. Kultivacija bakterija Paenibacillus 1arvae ...........c.cccoovvieieiie i 52



4.6. Liza spora bakterija Paenibacillus [arvae ............cccccooevieiiiic i 52

4.7. Kultivacija bakterija MelisSO0COCCUS PIULONIUS .......ccvvevviieeiiiieceeceec e 53
4.8. Kultivacija gljivice ASCOSPNEEra apiS........cccouviririieriiiiie e 53
4.9. PCR amplifikacija DNK Paenibacillus larvae............c.cccooiiiiiiiiinne 53
4.10. PCR amplifikacija DNK ASCOSPNaera apis ........cccceveerveiiveesieeiieesieesineesieesveesnens 54
4.11. PCR amplifikacija DNK Lotmaria passim i Crithidia mellificae ..............c.......... 54
4.12. Priprema uzorka za SPektrofOtOMELIiju .........ccvvirieiiniiie e 55
4.13. Parametri OKSIAatiVNOQ SIIESA........cvvirviriiriiiiiiiieieie e 55
4.14. Odredivanje iRNK za ekspresiju gena enzima glokozo oksidaze ............ccc.ceen..e. 56
4.15. StatistiCka obrada podataka.............ceecuieiiiiiiiiiiii e 56
O REZULT AT et S7
5.1. REZUNALT ANKETE .....oviiiiieieiieieee e bbb 57
5.2. Rezultati KIINIKOG Pregleda..........ooooiiiiiiiiiiieceee s 60
5.3. Komparativni prikaz zastupljenosti pcelinjih patogena u leglu i na odraslim pcela

kod tradicionalno i komercijalno gajenim pcelinjim zajednicama..............c.cccvvevernnnne. 62
5.4. Parametri OKSIAtIVNOQ SEIESA........cciuieiieiirii i esiee et re st ene e 69
5.5. Relativna ekspresija GOX gena za socijalni imunitet péela.........cccoovvvviienienieennn. 71
B. DISKIUSIIA ..ottt b e bt et e sbe et e snbeenbeeaneeen 73
7. ZAKLIUCCT ..ottt 81
8. LITERATURA .ttt ettt b e nbe e ab e e nbe e et 83
0. BIOGRAFIJA AUTORA ..ottt 114

10. PRILOZI DOKTORSKE DISERTACIJIE.......cccoiiiiiiii e 115



KOMPARATIVNO ISPITIVANJE PRISUSTVA UZROCNIKA I BOLESTI
PCELINJEG LEGLA TRADICIONALNO I SAVREMENO GAJENIH
PCELINJIH DRUSTAVA UZ ANALIZU UTICAJA NEKIH
BIOLOSKIH I ANTROPOGENIH FAKTORA

REZIME

Steto¢ine i patogeni predstavljaju najée$ée uzroke gubitaka péelinjih drustva.
Americka truleZz (AFB) je bolest péelinjeg legla, uzrokovana bakterijom Paenibacillus.
larvae, White (1906), moze se smatrati glavnom pretnjom po zdravlje pcela, s obzirom
da je re¢ o panzootskoj bolesti koja se vrlo brzo $iri, ne samo iz kosSnice u kosnicu, sa
pcelinjaka na pcelinjak iz regije u regiju, vec 1 iz drzave u drzavu 1 Sire. Evropska trulez
je bakterijska bolest pcelinjeg legla uzrokovana sa vise bakterisjkih vrsta gde dominira
Melissococcus plutonius. Ova bolest je jako rasirena i predstavlja veliki problem u
pcelarstvu smanjujuci proizvodne rezulte pcelinjih zajednica. Kre¢no leglo (CHB) je
infekcija izazvana gljivicom Ascosphaera apis izazivajuci gubitke komercijalno gajenih
pcelinjih zajednica, naroCito u kombinaciji sa vrstama mikrosporidija roda Nosema i
virusom meSinastog legla. Nozemoza je najceS¢a bolest medu odraslim pcelama
uzrokovana mirkosporidijama Nosema apis i N. ceranae i ¢esto dovodi do ekonomskih
gubitaka u pcelarstvu. Virusne infekcije pcela, koje su ve¢ odavno dostigle razmere
panzootije, ugrozavaju zdravlje pcela 1 predstavljaju konacne egzekutore pcelinjih
zajdnica. Pcelinji krpelj Varroa destructor je glavni vektor skoro svih, a naroéito
virusnih infekcija pcela, koje su postale ozbiljan problem ne samo za komercijalno
gajene, vec 1 za pcelinje zajednice u divljini, zahvaljujuéi upravo krpelju V. destructor
kao fizickom i bioloskom vektoru Na osnovu svega navedenog jasno je da je
zdravstveno stanje druStava u komercijalnom pcelarstvu izlozeno velikim rizicima, a
njihovo ispitivanje i tretman predstavljaju veliki izazov kako za istrazivace tako i za
pcelare.

Bolesti odraslih pcela 1 pcelinjeg legla u komercijalnom pcelarstvu najcesce su
posledica energetskog stresa, nastalog zbog neadekvatne prihrane pcelinjih zajednica,
prvenstveno prevelikom upotrebom secernog sirupa. U osnovi energetskog stresa je

oksidativni stres pcelinjih zajednica koji se moze definisati kao disbalans izmedu



proizvodnje reaktivnih oblika kiseonika i antioksidativne odbrane. Reaktivni oblici
kiseonika (ROS) negativno utiCu na celijske funkcije i1 stvaraju se tokom oksido-
redukcionih metaboli¢kih procesa u ¢eliji. Oni su ukljuceni u regulaciju razli¢itih
mehanizama, intercelularne signalizacije, a imaju i baktericidno dejstvo.

Medonosne pcele, kao i ostale Zivotinje, razvile su niz enzimskih mehanizama
kojima se odupiru oksidativnom stresu, uklanjaju¢i slobodne radikale. U ovim
procesima vaznu ulogu umaju: superoksid dismutaza (SOD), enzim prisutan u citosolu i
mitohondrijama; katalaza (CAT) prisutna u peroksizomima glutation S-transferaza
(GST), glutation S transferaza (GST), peroksidaza i tireodoksin/tireoreduktazni sistem.
Imunitet pcela, kao 1 imunitet u opste, obuhvata kompleksan sistem koji ima cilj da
obezbedi oc¢uvanje zdravlja kao i opstanak organizma na osnovu mnogih mehanizama
odbrane od patogena i drugih Stetnih noksi (fizi¢kih i hemijskih). Medonosna pcela svoj
socijalni imunitet ostvaruje uz pomo¢ bihejviorlanih mehanizama koji pomazu zajdnici
u odbrani od patogena. Ulaganje u individualni imunitet ima visoku materijalno-
energetsku cenu za drustvo, pa su udruzivanjem pcela (razvoj socijlanog ustrojstva)
uspostavljeni zajednicki socijalni mehanizmi odbrane koji omogucavaju pcelinjem
drustvu efikasniju 1 ekonomicniju borbu protiv agenasa spoljaSnje sredine. Za socijalni
imunitet péela od znacaja je enzim glukoza oksidazi (GOX). Ovaj enzim je produkt
pcelinjih egzokrinih zlezda, a uloga mu je u ,konzervaciji* pcelinjuh proizvoda, meda i
perge, tako sprecavajuci njihovo kvarenje. GOX ucestvuje u procesu katalize -D
glukoze do glukonske kiseline i vodonik-peroksida. VVodonik-peroksid ima antisepticka
svojstva, tako doprinose¢i dodatnoj zastiti i socijalnom imunitetu pcela.

Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi: da li izmedu tradicionalno i savremeno
gajenih pcelinjih drustava postoje razlike u pogledu prisustva patogena i pojave bolesti
pcelinjeg legla, uz analizu bioloskih (ekspresija GOX gena i1 faktora oksidativnog
stresa) i antropogenih faktora (menadZzment u pcelarstvu) na pojavu pracenih bolesti
pcelinjeg legla i odraslih pcela.

Terenski deo istrazivanja je obavljen na prostoru Pesterske visoravni (opStina
Sjenica, Srbija) na 144 asimptomatske pcelinje zajednice. Uzorci odraslih pcela i
pcelinjeg legla su uzeti iz savremenih (DB) kosnica i tradicionalnih kos$nica ,,trmki®,
kako bi se utvrdila zastupljenost patogena legla (Paenibacilus larvae, Melissococus

plutonius, Ascosphera apis, virus meSinastog legla, tripanozoma Lotmaria passim i



Crithidia mellificae) i odraslih péela (virus akutne paralize pcela, virus hroni¢ne
paralize péela, virus deformisanih krila péela, tripanozoma Lotmaria passim i Crithidia
mellificae,mikrosporidija Nosema apis i Nosema ceranae ) kao i za utvrdivanje nivoa
oksidativnog stresa analizom aktivnosti enzima: SOD, CAT, GST i koncentracije
malondialdehida (MDA). Takode, iz istih koSnica uzeti su uzorci za procenu ekspresije
GOX gena kao parametra socijlanog imuniteta.

Detekcija patogena je obavljena izolacijom bakterija kao i upotrebom PCR i
real-time PCR, u skladu sa standardima OIE. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
medu komercijalno gajenim drustvima P. larvae bio zastupljen u 16,67% uzoraka, A.
apis bio prisutan u 15,83% uzorka, dok je SBV detektovan u 96,67% uzoraka. Medutim
u leglu pcela gajenih u tradicionalnim trmka kosnicama naden je samo SBV u 33,33%
uzoraka. Dalja istrazivanja su utvrdila da su kod odraslih pcela u komercijalno gajnim
drustvima bili signifikantno (p<0,001) viSe zastupljeni virusi: ABPV, CBPV i DWV
(83,33%, 100,00%, 100,00%, istim redom) u odnosu na drustva iz trmki gde je procenat
ovih virusa iznosio 33,33% za svaki virus. Takode, sva komercijalno gajena drustva bila
su inficirana makar jednim od prac¢enih patogena, za razliku od tradicionalno gajenih
pcela u trmkama medu kojima je 66,66% bilo bez patogena.

Rezultati su otkrili zna¢ajne razlike u aktivnosti CAT, GST i SOD (p<0,01) i
koncentracije MDA (p<0,002) izmedu komercijalnih i tradicionalnih drustava $to vodi
zakljuCku da u druStvima gajenim u trmkama postoji manji oksidativni stres §to je
rezultiralo 1 manjom zastupljeno$¢u svih pracenih patogena. U uzorcima komercijalno
gajenih pcéela zastupljenost parazita L. passim i N. ceranae bila je znacajno veca
(p<0,05; p<0,01, respektivno) u odnosu na uzorke iz tradicionalnih kosnica, dok C.
mellificae i N. apis nisu detektovane ni u jednom uzorku. Treba istaéi, da je prvi put
detektovana tripanozoma L. passim u leglu iz obe grupe ispitivanih koSnica,
komercijalnih i tradicionalnih, pri ¢emu je njena zastupljenost u leglu znac¢ajno manja
(p<0,01) nego u odraslim pcelama u komercijalnim drustvima, dok se kod tradicionalno
gajenih pcela zastupljenost ove tripanozome izmedu odraslih pcela i legla nije znacajno
razlikovala. Kod komercijalno gajenih pcela utvrden je znacajno veci nivo iRNK za gen
GOX (p<0,01) u odnosu na tradicionalno gajena drustva, $to je verovatno posledica

pojacane potrebe prvopomenutih da ojacaju socijalni imunitet.



Komercijalna drustva su u odnosu na tradicionalno gajena bila pod vecim
oksidativnim stresom, a imala su i ve¢u optereéenost péelinjim patogenima, kao i veéi
nivo transkirpcije GOX gena, $to je verovatno posledica ¢estih p&elarskih manipulacija i
uznemiravanja komercijalnim druStvima, kao 1 njihovo forsirano ekonomsko
iskoriS¢avanje. Sve to vodi zakljucku da populacija pcela koja se uzgaja na
tradicionalan ima veci kapacitet samoodrzanja i1 otpornija na pcelinje patogene,
energetski (i oksidativni) stres, a da antropogeni faktori, odnosno pcelarski postupci,

imaju negativan uticaj na zdravlje komercijalno gajenih pcela.

Klju¢ne reci: Apis mellifera, bolesti legla medonosne pcele, bolesti odraslih pcela,
parameti oksidativnog stresa (SOD, CAT, GST, MDA), komercijalno pcelarenje,
tradicionalno pcelarenje, trmke, PeSterska visoravan, PCR, real-time RT-PCR,
ekspresija GOX gena, socijalni imunitet.

Naucna oblast: Veterinarska medicina

UZa naucna oblast: Stocarstvo, Veterinarksa genetika, Biotehnologija, Bolesti pcela,

Molekularno — geneticka dijagostika, Parazitske bolesti.
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THE PRESENCE OF CAUSATIVE AGENTS AND DISEASES OF BEE BROOD
IN TRADITIONAL AND MODERN BEEKEEPING, AND THE EXAMINATION
OF VARIOUS BIOLOGICAL AND ATHROPOGENIC FACTORS

Summary

Pests and pathogens are the most common causes of honey bee colony losses. American
foulbrood (AFB) is a disease of honey bee brood, caused by the bacterium
Paenibacillus larvae, White (1906), can be considered a major threat to bee health, as it
is a panzootic disease that spreads very quickly, not only from hive to hive, from apiary
to apiary, from region to region, but also from the state to the state and beyond.
European foulbrood is a bacterial disease of honey bee brood caused by several
bacterial species dominated by Melissococcus plutonius. This disease is widespread and
poses a major problem in beekeeping by reducing the production results of honey bee
colonies. Chalkbrood disease (CHB) is an infection caused by the fungus Ascosphaera
apis causing losses of commercially reared bee colonies, especially in combination with
microsporidia species of the genus Nosema sp. and a Sacbrood virus (SBV). Nosemosis
is the most common disease among adult bees caused by Nosema apis and N. ceranae,
and often leads to economic losses in beekeeping. Viral infections of bees, which have
long since reached panzootic proportions, endanger the health of bees and present
ultimate executors of bee colonies. Varroa destructor mite is the main vector of almost
all, especially viral infections, which have become a serious problem not only for
commercially reared, but also for honey bees in the wild, thanks to the mite V.
destructor as a physical and biological vector. It is clear that the health status of
colonies in commercial beekeeping is exposed to great risks, and their examination and
treatment represent a great challenge for both researchers and beekeepers.

Diseases of adult bees and bee brood in commercial beekeeping are most often a
consequence of energetic stress, caused by inadequate feeding of bee colonies, primarily
by excessive use of sugar syrup. The basis of energetic stress is oxidative stress of bee
colonies, which can be defined as an imbalance between oxidants and antioxidants in
favor of the former. Reactive oxygen species (ROS) negatively affect cellular functions

and are generated during oxido-reduction metabolic processes in the cell. They are



involved in the regulation of various mechanisms, intercellular signaling, and exert

bactericidal activity.

Honey bees, like other animals, have developed a number of enzymatic mechanisms
that resist oxidative stress, removing free radicals. An important role in these processes
is played by: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) in peroxisomes, ascorbate
peroxidase, glutathione S transferase (GST) peroxidase, and the thyrodoxin /
thyroreductase system. Immunity of bees, as well as immunity in general, includes a
complex system that aims to ensure the preservation of health and survival of the
organism based on many defense mechanisms against pathogens and other harmful
noxa (physical and chemical). The honey bee achieves its social immunity with the help
of behavioral mechanisms that help the community defend itself against pathogens.
Investing in individual immunity has a high material and energy price for society, so the
association of bees (development of social structure) established joint social defense
mechanisms that enable bee society to fight more efficiently and economically against
environmental agents. The enzyme glucose oxidase (GOX) is important for the social
immunity of bees. This enzyme is a product of bee exocrine glands, and its role is in the
"conservation” of bee products, honey and bee bread, thus preventing their spoilage.
GOX participates in the process of catalysis of B-D glucose to gluconic acid and
hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide has antiseptic properties, thus contributing to
additional protection and social immunity of bees.

The aim of the research was to determine: whether there are differences between
traditional and modern bee colonies in terms of the presence of pathogens and the
occurrence of bee brood diseases, with the analysis of biological (expression level of the
GOX gene and oxidative stress factors) and anthropogenic factors (beekeeping
management) on monitored bee brood and adult bee diseases. The field part of the
research was performed in the area of the Peshterska plateau (Sjenica municipality,
Serbia) on 144 asymptomatic bee communities. Samples of adult bees and bee brood
were taken from modern (DB) hives and traditional "trmka" hives to determine the
presence of brood pathogens (Paenibacilus larvae, Melissococus plutonius, Ascosphera
apis, Sacbrood virus, trypanosomatids Lotmaria passim and Crithidia mellificae) and

adult bees (acute bee paralysis virus, chronic bee paralysis virus, deformed bee wings



virus, trypanosomatids Lotmaria passim and Crithidia mellificae, microsporidia
Nosema apis and Nosema ceranae) as well as for determination of oxidative stress
levels by analysis of activity of enzymes: SOD, CAT, GST and concentration of
malondialdehyde (MDA). From the same hives, samples were taken to estimate the
expression the GOX gene as a parameter of social immunity. Pathogen detection was
performed by bacterial isolation as well as using PCR and real-time PCR, in accordance
with the OIE standards. The results showed that among commercially reared colonies,
P. larvae, was represented in 16.67% of samples, A. apis in 15.83%, while SBV was
detected in 96.67% of samples. However, in the brood from colonies raised in
traditional hives, only SBV in the percentage of 33.33% of samples was found. Further
research found that in adult bees from commercially reared colonies, viruses ABPV,
CBPV and DWV (83.33%, 100.00%, 100.00%, respectively), were significantly (p
<0.001) more represented compared to adult bees from ,trmka“ hives, where the
percentage of these viruses was 33.33% for each. Also, all commercially reared colonies
were infected with at least one of the monitored pathogens, in contrast to traditionally

reared bees, of which 66.66% were pathogen-free.

The results revealed significant differences of activities of CAT, GST and SOD
(p<0.01) and MDA concentration (p<0.002) between commercial and traditional
colonies, which leads to the conclusion that colonies grown in ,trmka‘* hives had less

oxidative stress level, which resulted in lower presence of all monitored pathogens.

In samples of bees from commercially bred colonies, the prevalence of parasites L.
passim and N. ceranae was significantly higher (p<0.05; p<0.01, respectively)
compared to samples from traditional hives, while C. mellificae and N. apis were not
detected in any sample. It should be noted that L. passim was detected for the first time
in a brood from both groups of examined hives, commercial and traditional, with its
presence in the brood significantly lower (p<0.01) than in adult bees in commercial
colonies, while in traditionally reared bees, the presence of this trypanosome did not
differ significantly between adult bees and brood. In commercially bred bees, a
significantly higher level of mRNA for the GOX gene was found (p<0.01) compared to
traditionally bred colonies, which is probably a consequence of the increased need of
the former to strengthen social immunity. Compared to traditional beekeeping,



commercial colonies were under greater oxidative stress, and had a higher load of bee
pathogens as well as a higher level of transcription for the GOX gene, which is probably
due to frequent beekeeping and harassment of commercial colonies, as well as their
forced economic exploitation. All this leads to the conclusion that the population of
bees raised in the traditional way is more self-sustaining and resistant to bee pathogens,
energetic (and oxidative) stress, and that the anthropogenic factors (beekeeping

practices) have a negative impact on the health of commercially reared bees.

Key words: Apis mellifera, honey bee brood diseases, adult bee diseases, oxidative
stress parameters (SOD, CAT, GST, MDA), commercial beekeeping, traditional
beekeeping, ,trmka“ hive, Peshter Plateau, real-time RT-PCR, PCR, GOX gene

expression, social immunity.
Major Field of Study: Veterinary Medicine

Special Field of Study: Animal Breeding, Veterinary Genetics, Biotechnology, Honey

Bee Diseases, Molecular Genetic Diagnostics, Parasitic Diseases.

UDC Number: 636.09:576.8:638.153



1.UVOD

Medonosna péela predstavlja veoma vazan segment U globalnom mehanizmu
Zivota na planeti Zemlji. .Pored toga $to proizvodi med, zauzima veoma vazno mesto u
ekosistemu, pre svega zbog uloge u opraSivanju mnogih useva, plodova i cveca. Pcele
imaju veoma visok procenat uce$¢a u opraSivanju biljaka koji se krec¢e oko 90% u
komercijalnoj biljnoj proizvodnji. Prema tome, zdravlje pcela je od sustinskog znacaja
ne samo za pcelarstvo, vec i za poljoprivredu i proizvodnju bezbedne hrane za ljude.

Medonosna pcela je rasprostranjena u svim delovima sveta, sa izuzetkom
polarnih predela. Do 16. (Sesnaestog)veka pcele su se nalazile na prostoru Starog sveta
(prostor koji obuhvata od Mediterana, preko Bliskog istoka i Indije sve do isto¢ne Azije
i obala danasnje Kine), gde su postojale pre nastanka modernog ¢oveka na planeti
Zemlji. U pocetku je ¢ovek dobijao med tako $to je ,,pljackao” pcelinja gnezda u
Supljinama drveéa. Iz perioda mezolita postoji zapis u planinama istoéne Spanije koji
govori o ranom sakupljanju meda. Covek i medonosna péela kroz istoriju imaju
dugogodisnje ,,poznanstvo. Hemijskom analizom keramicke posude stare oko 9000
godina u Anadoliji (Mala Azija, Turska) utvrdeno je prisustvo pcelinjeg voska. Ovaj
neolitski dokaz ne potvrduje da su u ovom periodu ljudi zapoceli pcelarenje, jer se
pcelinji vosak sakupljao tokom ,,lova“ na med i to pre upotrebe keramike. Iz antickog
doba (od 3000. p.n.e do 51. godine n.e) postoje najstariji dokazi o boravku pcela u
Supljinama, kao i razvoj pcelarstva. Saznanja o na¢inima drevnog pCelarenja poznato
je na osnovu zapisa Aristotela 1 drugih drevnih filozofa. Knjige o pcelarstvu su pisane
tokom 19. (devetnastog) veka, ali je sadrzaj bio fokusiran na zapadnjacko péelarenje, sa
opisom koSnica od slame kao najprimitivnijih ,koSnica® za pcelarenje. Virgil’s
Georgics oko 1460. godine opisuje smestaj za pcele u slamnim koSnicama, sa niskim
postoljem 1 kosim krovom kako bi se zastitile od kiSe i snega. Ovako izgradene ko$nice
bile su osetljive na vremenske uslove pa su oblepljivane blatom, a potom se susile
(Slika 1).
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Slika 1. Plutariusov opis kosnice
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Mnoge religije 1 kulture u svojim svetim spisima pominju pcelu i njene
proizvode korisnim i neizostavnim za ljudsko bi¢e. U judaizmu, med je bio simbol
Nove godine. Pri tradicionalnom obroku za docek se kriske jabuke umoce u med i to
predstavlja sladak pocetak Nove godine. Mnogi insekti 1 njihovi proizvodi se smatraju
necistim, ali pcela 1 med su za njih koSer (heb. Kashrus- odgovarajuci, ispravan) Cisti,
bozanski, sveti. Stari zavet u viSe navrata pominje med kao simbol zadovoljstva i
uzivanja. U Bibliji, pcela je cuvar znanja o Tvorcu 1 Ziva poruka upucena coveku. Za
razliku od biblijskih jevandelja koja su pisana ljudskom rukom, a vodena BoZjim
Duhom, pcela je jevandelje koje je licno Bog u praiskonu izgovorio (. Mojsijeva
1,24.25) i upisao u materiju genetickim pismom. Re¢ med se u Bibliji pojavljuje 61 put!
U Kur'anu objavljena je mekkanska sura En-Nahl (Pcela) koja nabraja blagodeti ...
"Pravi sebi kuce u brdima i u dubovima i u onome §to naprave ljudi, zatim, hrani se
svakovrsnim plodovima, pa onda idi stazama Gospodara svoga, poslusno!" Iz utroba
njihovih izlazi pice razli¢itih boja koje je lek ljudima. To je, uistinu, dokaz za ljude koji
razmiSljaju.” En-Nahl, 68-69. U budizmu (Indija i Banglades$) prilikom slavlja koriste
med u svojim tradicionalnim ceremonijama. U danima kad se slavi Buda, njegovi
sledbenici odlaze u prirodu gde su, po predanju, majmuni hranili Budu medom. U
Rimskom carstvu je med bio koris¢en kao sredstvo za placanje poreza i bio je zamena
za zlato. Slicno je bilo 1 u Starom Egiptu gde je stotinu ¢upova meda bilo ekvivalent
jednom volu ili magarcu. Re¢ med i varijecije na nju su u savremenoj civilizaciji postali

uobicajeni za tepanje i kao reci kojim se obrac¢a voljenim bi¢ima.
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Pcelarstvo je zapoceto kada je Covek naucio da Stiti pcelinja drustva koja je
pronasao u Supljinama drveca ili na nekim drugim mestima. Postepeno, poceo je da
pravi kosnice koje su se koristile kao zamena prirodnom stanistu, jer su postale sigurnije
i lakSe za manipulaciju. DanaSnje savremene koSnice nisu imale zajednicko poreklo.
Razvoj kosnica zavisio je od okruzenja tj. dostupnog materijala. U Evropi najstarije
kos$nice su nastale odrezivanjem ostatka stabla drveta. Na prostoru Bliskog Istoka, koji
je bio sa oskudnim biljnim pokrivadem, bez Suma i mnogo drveca, prve koSnice su
formirane u pukotinama zemlje, a kasnije, u neolitu, pocela je da se koristi keramika. U
drevnom Egiptu u tu svrhu koris¢ene su duge cevi napravljene od gline 1 drugog
materijala.

Pletene kosnice, pletare, nastale su kasnije 1 pravljene su od razli¢itog materijala,
medutim, nisu se razlikovale mnogo od prvobitnih pletara pravljenih izmedu 3000 i
2000 p.n.e., koje su pronadene na prostoru Egipta. Kod starih Juznih Slovena u 16.
veku postojale su primitivne kosnice - trmke koje su pletene od pruca, loze i Siblja,
oblepljivane malterom od ilovace i pepela, a neki su toj meSavini dodavali govedu
balegu i plevu od slame. Za to vreme moze se reci da covek nije ometao rad pcele, veé
je na ,,prirodan® nacin koristio. Postepeno je uticao na pcele iz prirode i1 privukao ih
blize sebi formiraju¢i objekte sli€ne prirodnom staniStu i na taj nac¢in omogucio njihov
normalan rad. Vremenom, pcele su komercijalizovane i “forsirane” na intenzivan rad u
cilju dobijanja vecih koli¢ina pcelinjih proizvoda, pri ¢emu se manje vise vodilo racuna
o posledicama. Divlje pcele ¢ine klju¢nu komponentu ekosistema 1 igraju vaznu
funkcionalnu ulogu polinatora. Gubitak staniSta i intenzivna poljoprivredna proizvodnja
predstavljaju dva glavna faktora koji uti¢u na brojnost divljih pcela. Globalno opadanje
brojnosti pcéela, kako komercijalno gajanih tako i divljih, dovodi se u vezu sa
patogenima, klimatskim promenama, promenom staniSta kao i upotrebom pesticida.
Divlje pcele imaju vaznu ulogu u polinaciji, jer komercijalno gajena pcelinja druStava
ne mogu u potpunosti zameniti doprinos divljih pcela u opraSivanju useva. Medonosna
pcela je vrlo ekonomiCan i vazan insekt u ekosistemu. Svetska proizvodnja meda u
2016. godini iznosila je 1,78 miliona tona, a Sjedinjenim Americkim DrZzavama 2016.
godine obezbedila je prihod od 343,03 miliona dolara. Danasnja intenzivna
poljoprivreda zasniva se na 115 glavnih prehrambenih proizvoda od kojih su 52

direktno zavisna od oprasivanja koje vrse pcele. Pored oplodenja biljaka pcele uticu i na



kvalitet, veli¢inu i koli¢inu ploda. Iako opraSivanje biljaka ne zavisi samo od polinatora,
niti je medonosna pcela najefikasniji oprasivac za vec¢inu useva, ona spada u najvaznije
polinatore monokultura Sirom sveta. Ukupan broj péelinjih zajednica u svetu znatno je
povecan, ali nisu svi regioni doziveli istu sudbinu. Na primer, zabeleZen je pad pcelinjih
drustava u Evropi za 26,5% 1 Severnoj Americi za 49,5%, dok je broj druStava znatno
povecan na prostoru Azije, za ¢ak, 426%, Afrike, 130% i Okeanije, 39%, (FAO, 2009).
Populacija medonosne pcele izloZzena je znacajnim gubicima u Evropi i Severnoj
Americi. Formiranjem savremenih kosnica pcelari su se resili nekih problema i olakSali
sakupljanje meda i drugih pcelinjih proizvoda, ali su savremenim apitechnickim
postupcima, ipak, uzrokovali dodatni stres koji ozbiljno ugrozava zdravlje pcela. U
proteklih nekoliko decenija ,,prirodni* otvoreni prostor brzo nestaje, zamenjuje ga
zemljiSte za upotrebu u poljoprivredi i gradevinarstvu. Ovaj pad otvorenog prostora u
kombinaciji sa drugim procesima negativno uticu na ekosistem 1 Zivotnu sredinu. Zbog
kompeticije za hranom (nektarom i polenom) i smanjenim prostorom u prirodi
neminovno dolazi do bliskog kontakta izmedu divljih pcéela i onih koje uzgaja Covek.
Na taj nacin se divlja drustva izlazu riziku da u svoju zajednicu unesu ,,nove* uzro¢nike
koji se ve¢ nalaze u druStvima koja su pod kontrolom Coveka.

Mnogi faktori (patogeni, klima, ishrana, apitehnika i menadZment) utiCu na
brojnost i zdravstveno stanje pcela u svetu, ali nijedan pojedinacan faktor ne moze biti
odgovoran za sve gubitke. Istovremeno, moze se pojaviti vec¢i broj faktora koji mogu
simultano uticati jedni na druge, ali i na pcele. Inficirana drustva razli¢itim patogenima i
postojanje razliitih interakcija izmedu koSnica i pcelinjaka uz pisustvo jo§ dodatnih
ekoloskih stresora, mnogi stru¢njaci iz oblasti pcelarstva smatraju bitnim razlozima
velikih gubitaka pcelinjnih zajednica i nestajanju pcéela. Pcelar i apitehnicke mere koje
primenjuje, odnosno celokupni pcelarski menadzment, mogu se smatrati znac¢ajnim
faktorom koji utiCe na Zzivot péela, njihovu kondiciju i zdravstveno stanje, kao i na
kontrolu i §irenju patogena . Stetodine i patogeni predstavljaju vazane uzroke gubitaka
drustva. Americka trulez (AFB) je bolest pcelinjeg legla, uzrokovana bakterijom P.
larvae, White (1906), moze se smatrati glavnom pretnjom po zdravlje pcela, s obzirom
da je re¢ o panzootskoj bolesti koja se vrlo brzo $iri, ne samo iz koSnice u koSnicu, sa
pcelinjaka na pcelinjak iz regije u regiju, ve¢ i iz drzave u drzavu i Sire. Evropska trulez

je bakterijska bolest pcelinjeg legla uzrokovana sa viSe bakterisjkih vrsta gde dominira



M. plutonius. Ova bolest je jako raSirena i predstavlja veliki problem u péelarstvu
smanjuju¢i proizvodne rezulte pcelinjih zajednica. Kre¢no leglo (CHB) je infekcija
izazvana gljivicom A. apis izazivajuéi gubitke komercijalno gajenih péelinjih zajednica,
naroCito u kombinaciji sa vrstama mikrosporidija roda Nosema sp. i virusom
mesinastog legla. Nozemoza je najceS¢a bolest medu odraslim pcelama uzrokovana
mirkosporidijma vrsta N. apis i N. ceranae, koja dovodi do ekonomskih gubitaka u
pcelarstvu, s obzirom da inficirane p¢ele imaju smanjen zivotni vek, pove¢anu smrtnost
I redukovane proizvodne i rerpoduktivne perfomanse drustva. Virusne infekcije pcela,
koje su ve¢ odavno dostigle razmere panzootije, ugrozavaju zdravlje pcela 1 nanose
ekonomske Stete koje se ogledaju u smanjenjenom broju pcelinjih zajednica, padu
njihove jacine i samnjenju njihovih proizvodnih sposobnosti. Pcelinji krpelj Varroa
destructor je glavni vektor skoro svih, a naroCito virusnih infekcija pcela, koje su
postale ozbiljan problem ne samo za komercijalno gajene, ve¢ 1 za pcelinje zajednice u
divljini, zahvaljuju¢i upravo krpelju V. destructor kao fizickom i bioloSkom vektoru Na
osnovu svega navedenog jasno je da je zdravstveno stanje drustava u komercijalnom
pcelarstvu izlozeno velikim rizicima, a njihovo ispitivanje i tretman predstavljaju veliki
izazov kako za istrazivace tako i za pCelare prakticare. Postoje oskudni literaturni podaci
0 prisustvu bolesti legla i odraslih péela u druStvima sa tradicionalnim nacinom
pcelarenja. Populacije divljih pcela imaju uravnozezen odnos sa uzro¢nicima bolesti,
samim tim i povecan potencijal opstanka u odnosu na odbegle komercijalne rojeve.
Mozemo pretpostaviti da pojava bolesti kod tradicioalno gajenih pcela u trmkama je

mala ili nije dovoljno istrazena u odnosu na komercijalno gajena drustva.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Pcelarstvo u Srbiji i njen udeo u stocarskoj proizvodnji

Republika Srbija je 2004. godine usvojila mere podsticaja razvoja u oblasti
pcelarstva kao dela stoCarske proizvodnje i po prvi put se pcelarstvo izjednacava sa
drugim granama stocarstva. Ovo potvrduje i Zakon o stocarstvu (SI. glasnik RS, br.
41/2009, 93/2012 i 14/2016) ¢ije se odredbe odnose na: bivole; ovce; koze; konje;
magarce; svinje; zZivinu, krznasice; kunice; pcele; gajenu divljac; ribe i druge vodene
organizme, kao i druge Zivotinje koje mogu da se gaje. Zakon o stoCarstvu takode
ureduje 1 gajenje pcela.

Prema podacima Republickog zavoda za statistiku u Srbiji ima oko milion
pcelinjih zajednica koje se nalazeu posedu oko 31 hiljade poljoprivrednih gazdinstava -
pcelara. Oko 9.000 pcelara organizovano je u 218 lokalnih udruzenja, koja su
registrovana u jedinstveni Savez pcelarskih organizacija Srbije (SPOS) (Statisticki
godisnjak, 2019). Food and Agriculture Organization (FAO, 2009) navodi da je broj
kosnica tokom poslednjih 50 godina u svetu porastao za oko 45%, Sto se moze dovesti u
vezu sa razvojem ekonomske globalizacije (Aizen i sar, 2009). Medutim doslo je do
pada broja pcelinjih drustava u Evropi i to za 26,5% i Sjedinjenim Americkim
Drzavama (SAD) 49,5% (National Research Council, 2006) dok se nasuprot tome u
Aziji broj kosnica povecao za Cak 426%, Africi za 130% i u Okeaniji za 39% (FAO,
2009). Broj kosnica u Evropi i SAD bi trebalo da se poveca za oko 45%, da bi dostigao
proizvodnju pcelinjih proizvoda iz drugih delova sveta. Treba naglasiti da FAO daje
procenu trenutnog broja kosnica, ¢esto bez evidencije o gubicima pcelinjih drustava, pa
treba biti veoma obazriv u tumacenju njihovih podataka (Potts i sar., 2010).

Glavni pcelarski proizvod u Srbiji je med, dok je proizvodnja polena, propolisa i
perge minimalna. Uzimajuéi u obzir agroekoloske uslove, postoje izuzeci kao §to je
podru¢je Srema, gde su pcelari zbog Siroko rasprostranjene distribucije pelina
(Artemisia absinthium) orijentisani na sakupljanje cvetnog praha. Ukupna godis$nja
proizvodnja polena iznosi 10 tona (t) gde se veci deo iskoriS¢ava za proizvodnju

polenskih pogaca ili za meSanje sa medom, mati¢nim mleCom i propolisom za



spravljanje raznih smeSa. GodiSnja proizvodnja meda u Srbiji je u porastu, tako je
2001. godine je iznosila 2667 t, a 2017. godine 7014 t. Povecana proizvodnja meda
(Grafikon 1), takode, je bila proprocionalna broju kosnica (Statisticki godisnjak, 2002,
2018)
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Grafikon 1. Broj kos$nica i proizvodnja meda u Srbiji u periodu od 2007. do 2017. godine

Prose¢na proizvodnja meda u Srbiji po ko$nici u periodu od 2004. do 2014.
godine bila je od 12, 8 kg. Treba imati u vidu da postoji veliki broj pelara koji nisu
registrovani, tako da je proizvodnja meda kao i broj kosnica zapravo veéi (Ivanovié i

ar., 2015). Prema moguénostima koriS¢enja vaznih pasa, u Srbiji se razlikuju dva
podrucja: podru¢je Vojvodine, gde se koriste paSe uljane repice, lipe i suncokreta i
podrucje Srbije juzno od Dunava, gde je izraZena bagremova i livadska pasa.

Centralna Srbija u ukupnoj proizvodnji meda ucestvuje sa udelom od 89%, a
Vojvodina sa 11%. Potrosnja meda u Srbiji je i dalje mala, tako da po glavi stanovnika
u 2004. godini (FAO, 2004) iznosi prose¢no 0,37 kilograma (kg) godisnje, dok u
Centalnoafrickoj Reublici potroSnja meda iznosi 3,3 kg, Novi Zeland 2,5 kg, Angola,
Austrija i Gr¢ka 1,6 kg (Muncan 1 Bozi¢, 2007).

S obzirom da su prirodni uslovi za pcelarenje povoljni, mogué¢ je razvoj
pcelarske industrije uz povecanje broja pcelinjih drustava do 800.000, a to znaci da je

trenutna iskoris¢enost kapaciteta prirodnih resursa oko 33,4% (Marinkovi¢ i Nedié,



2010). Zbog mera koje Vlada Republike Srbije sprovodi od 2004. godine i povecanja
trzista sve veci broj ljudi je zainteresovan da se bavi péelarstvom, tako da se ocekuje
pozitivan trend rasta broja koSnica u Srbiji. Med je u perspektivi velika izvozna Sansa
Srbije, jer je cela zemlja pogodna za razvoj pcelarstva. Glavna dobrobit u ovoj
privrednoj grani nije samo proizvodnja meda, ve¢ i oprasivanje biljnih kultura gde sa
pravilnom manlipulacijom pcelinjih druStava u oprasivanju, uz ostale mere, prinos u

biljnoj proizvodnji moze povecavati od 60 % do ¢ak 100 %.

2.2. Bolesti pc¢elinjeg legla

Zdravo i kvalitetno pcelinje leglo je glavni preduslov za formiranje zdravih
pCelinjih drustava. Leglo treba da omoguci dovoljan broj mladih i1 zdravih radilica koje
¢e obavljati razli¢ite poslove unutar, ali i van koSnice. Medutim, u leglu pored hrane
nalazi se i reproduktivni materijal matice (jaja, larve, lutke) koji je potreban za razvoj
novih matica, trutova i radilica, a koji je podlozan razli¢itim bolestima uzrokovanim od
strane razliCitih etioloskih agenasa kao §to su: virusi, bakterije, gljivice i paraziti
(Genersch, 2010a; Forsgren, 2010). Dve ekonomski najznacajnij bakterijske bolesti koje
napadaju pcelinje leglo jesu: americka 1 evropska kuga pcelinjeg legla (Forsgren,
2010a). Osim bakterijskih bolesti ¢esto je u naSim krajevima prisutna i invazivno -
destruktivna gljiva Ascosphera apis koja izaziva bolest kre¢nog legla , odnosno
lokalizovane promene na pcelinjem leglu (Spiltoir, 1955; Spiltoir i Olive, 1955), kao i
manje virulentna kosmopolitska filamentozna gljiva iz roda Aspergillus spp.(Gilliam i
sar., 1983; Lopes i sar., 2015). Priustvo pcelinje grinje, Varroa destructor ciji je razvoj
vezan za pcelinje leglo, omogucuje transmisiju kako bakterisjkih i gljivi¢nih, tako 1
virusnih infekcija, koje varoa kao aktivni bioloski vektor, prenosi sa bolesne na zdrave
pcelinje jedinke. Jedan od virusa koji napada pcelinje leglo jeste i virus meSinastog

legla (SBV) (Tencheva i sar., 2004; Chen i sar., 2006b).

2.2.1. Americka kuga pcelinjeg legla
Americka kuga pcelinjeg legla (AFB) je vrlo kontagiozna zarazna bolest
enzootskog ili epizootskog karaktera izazvana bakterijom Paenibacillus larvae. Bolest

je smrtonosna  za inficirane larve medonosne pcele Apis mellifera kao i za druge larve



vrste iz roda Apis i moze biti fatalna po drustvo, ako mere kontrole i preventive nisu
pravilno sprovedene. Rasirena je po celom svetu gde se uzgajaju pcele. Bolest je vrlo
kontagiozna, a ljudskom aktivnos¢u dodatno se joS§ brZze Siri i moze dosti¢i razmere
panzootije (Morrissey i sar., 2015).

Etiologija. Uzro¢nik AFB je Paenibacillus larvae, gram pozitivna bakterija koja u
zarazenim larvama moze da proizvede viSe od milijardu spora . Bakterija je okruglog
oblika, ali moZe biti i oblika pravog ili zakrivljenog Stapi¢a duzine od 1,5 do 6 um i
Sirine od 0,5 do 0,8 um , duzine). U laboratorijskim uslovima na hranljivim podlogama
formira pojedinacne kolonije, a ponekada se moze naci i u filamentoznoj formi. Vecina
sojeva je pokretna. Pojava spora u in vitro uslovima je vrlo retka. Spore su elipsoidnog
oblika sa centralnim do subterminalnim polozajem $to olaksava njihovo Klijanje
(Heyndrickx i sar., 1996). Spore su izuzetno otporne na hemijske agense. Radilice,
trutovi 1 matice su takode podlozni infekciji, ali se to retko deSava u prirodnim
uslovima. Osetljivost larvi na AFB se smanjuje sa povecanjem starosti (Woodrow,
1941). Srednja infektivna doza (LDsp= doza spora koja ubije 50% larvi) za pcelu
starosti 24-28 h iznosi 8,49+1,49 spora (Hansen i Brodsgaard, 1999). Inficirana larva
obi¢no ugine u roku od 3-12 dana (Genersch i sar., 2005; Rauch i sar., 2009). Razmena,
odnosno trgovina sa¢em u kome je boravilo uginulo drustvo predstavlja najé¢es¢i naéin
Sirenja ove bolesti na pcelinja drustva. Vosak kontaminiran sporama americke trulezi,
koji nije pravilno termicki obraden (120°C tokom 30 minuta pri pritisku od 1 bar), a
koristi se za proizvodnju satnih osnova, moze doprineti Sirenju bolesti. Pored toga,
Sirenju bolesti pomaZze 1 grabez, kao 1 uvodenje novih matica iz zaraZenih druStava.
Rana detekcija AFB pomaze u sprecavanju daljeg Sirenja bolesti (OIE, 2016). Postoji
rizik za infekciju AFB uzro¢nikom kod imunokompromitovane humane populacije
(Rieg 1 sar., 2010). Bakterijski podtipovi su pokazali znacajnu raznolikost unutar same
vrste, tako da su opisana Cetiri razli¢ita genotipa (Ashiralieva 1 Genersch, 2006).
Klasifikacija P. larvae. Tokom 18. veka bolest pcelinjeg legla je opisana uz
karakteristiC¢an neprijatan miris koji je poticao iz obolelih drustava, a sam naziv ,,kuga‘“
predlozio je Schirach 1769. godine. Vise od jednog veka kasnije, naziv ,kuga“ u
literaturi je obuhvatila dve razli¢ite bolesti. Termin ,kuga“ obuhvatao je dva razliita

etiopatoloska entiteta (Dzierzon, 1882): (1) blaga, izleCiva bolest otvoreng legla-



verovatno danaSnja Evropska kuga, 1 (2) teSka, neizleCiva bolest zatvorenog legla-
zasigurno danasnja americka kuga.

Bacillus alvei je izolovan 1885. godine iz obolelih larvi i identifikovan kao

uzrocnik amaeriCke trulezi legla, joS u vreme kada naziv ,kuga“ nije bio poznat
(Cheshire i Cheyne, 1885). Americki mikrobiolog, White uspeo je 1906. god. da izoluje
i uzgaja nepoznatu bakteriju iz kaSaste mase larvi. Na osnovu morfologije i Stapic¢astog
oblika, mogucnosti stvaranja endospore, tada nepoznati mikoroorganizam je
klasifikovan kao bakterija koja je prisutna kod obolelih i uginulih larvi pcela kao
Bacillus larvae (White, 1906). Na interspecijskom nivou, P. larvae je klasifikovan na
dve podvrste; P. larvae subsp. larvae i P. larvae subsp. pulvifaciens na osnovu
fenotipskih i genotipskih razlika kao i na osnovu izazivanja razlicite klinicke slike i
patoloskih promena na inficiranim larvama . Analizom nekoliko tipova i referentnih
sojeva obe vrste, otkriven je visok nivo molekularne sli¢nosti koji ne opravdavaju
klasifikaciju u dve vrste (Genersch, 2010b). Ove dve opisane podvrste razlikuju se po
sposobnosti da u bateriji biohemijskih testova proizvedu kiselinu iz salicina i manitola
(Heyndrickx i sar., 1996) iako fermentacija salicina i manitola nije uvek konstantna
karakteristika za sve sojeve P. larvae (Dobbelaere i sar., 2001). Kona¢no, na osnovu
genske sekvence 16S rRNK dokazana je identi¢nost za oba tipa soja P. |. larvae i P. I.
pulvifaciens (Kilwinski i sar., 2004). Najnovijom revizijom doslo je do prekvalifikacije
podvrsta P. I. larvae i P. I. pulvifaciens u jednu vrstu P. larvae bez razlikovanja
podvrsta (Genersch i sar., 2006).
Genotip i virulenca P. larvae. Zbog priliéno Ceste reklasifikacije etioloskog agensa
AFB, ovaj patogen se moze naci u literaturi kao Bacillus larvae (White, 1906) sa
bliskim rodom B. pulvifaciens (Katznelson, 1950), kao dve odvojene vrste P. larvae i P.
pulvifaciens (Ash i sar., 1993), kao dve podvrste P. I. larvae i P. I. pulvifaciens
Heyndrickx i sar., 1996) i na kraju kao jedna vrsta P. larvae (Genersch i sar., 2006).

Koris¢enjem ERIC-prajmera identifikovana su cetiri genotipa ERIC | - IV.
Prema staroj nomenklaturi nekadasnje podvrste P. |. larvae obuhvataju genotip ERIC 1 i
ERIC I, a P.l.pulvifaciens su okarakterisane kao P. larvae genotipova ERIC I11 i ERIC
IV. Epidemioloske studije su pokazale da ERIC I moze biti Cesto izolovan iz legla
obolelog drustva u Evropi i na Ameri¢kom kontinentu, dok je ERIC II prisutan samo u

Evropi. Genotipovi ERIC 111 i 1V nisu identifikovani na terenu u poslednjih nekoliko
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godina, a za sada postoji nekoliko sojeva u kolekciji (Genersch i sar., 2006; Antunez i
sar., 2007; Loncaric i sar., 2009). Prema tome P. larvae ERIC | i ERIC Il su dva
prakticno najznacajnija genotipa. Genotipovi se razlikuju i na osnovu fenotipa
ukljucujuéi i virulenciju razli¢itih stadijuma larve. Otkriveno je da genotipovi ERIC 11 i
ERIC 1V su visoko virulentni za larve, a manje virulentni na nivou drustva i ne dovode
do izbijanja bolesti. Nasuprot njima, genotipovi ERIC I i ERIC II dovode do klasi¢nog
izbijanja bolesti i klinicke slike americke trulezi. Ovo znaci da samo mali deo larvi
ugine posle pokrivanja celija Sto predstavlja karakteristicnu klinicku sliku AFB
(ropiness test - pojava duge rastegljive niti boje ¢okolade) kada je re¢ o genotipu ERIC 1
i 1I; dok kod genotipa ERIC 111 i IV veéina larvi ugine pre zatvaranja satne ¢elije, ¢ime
je omoguceno pcelama higijenicarkama da to lako osete i ociste uginulo leglo.
Virulentnost u stadijumu larve je u negativnoj korelaciji sa virulentsnoséu na nivou
kolonije zbog higijenskog ponaSanja kuénih pcela. Genotipovi ERIC Il - IV
predstavljaju takozvane ,brze ubice“. Ukoliko se larve zaraze ERIC III — IV
genotipovima za 6-7 dana uginu sve inficirane larve, dok je za genotip ERIC I potrebno
10-12 dana (Genersch i sar., 2005; Genersch i sar., 2006). To pokazuje da stopa
uklanjanja inficiranih larvi od strane pcela radilica zavisi od progresije bolesti. Genotip
ERIC II brze ubija inficirane larve (efikasnost uklanjanja oko 90%), dok larve koje su
inficirane sa genotipom ERIC | uginjavaju sporije (efikasnost uklanjanja oko 60%).
Inficirane larve uginjavaju pre nego Sto celije budu pokrivene od strane pcela koje
borave u kosnici (kuéne pcele), smanjuje se prenos i razvoj bolesti u drustvu, §to
predstavlja deo odbrane drustva - socijalni imunitet. Prevalencija pojavljivanja genotipa
ERIC II nije ta¢no utvrdena, jer je pogresno dijagnostikovan kao P. I. pulvifaciens zbog
pigmentisane kolonije i oteZzane rutinske dijagnostike, a prisustvo genotipova ERIC III i
IV P. larvae (nekada P. I. pulvifaciens) je veoma retko i zabeleZena su dva izvestaja
koja potvrduju njegovu izolaciju (Katznelson, 1950; Gilliam i Dunham, 1978).

Patogeneza. Larve su najpodloznije infekciji u periodu larvenog razvi¢a od 12 do 36 h
posle poleganja jaja. Infekcija nastaje tako Sto larve preko kontaminirane hrane unesu
desetak spora koja predstavlja infektivnu dozu za razvoj AFB (Genersch i sar., 2005).
Zivotni ciklus P. larvae u larvi moZe se podeliti u dve faze: na neinvazivnu i invazivnu
(destruktivnu) fazu. Nakon $to spore dospeju do creva larve one proklijavaju za oko 12
h od ingestije (Yue i sar., 2008). Vegetativni oblici P. larvae ulaze u epitel creva
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pomocu fagocita, a primarno mesto klijanja spora jeste hemocel, tj. telesna duplja (Ball
i Bailey, 1997). Medutim, upotreba flurescentne in situ hibridizacije (FISH) i analize
specifiéne 16s rRNK P. larvae, pokazala je da vegetativni oblici prvo kolonizuju crevo i
razmnozavaju se bez vidnog oSteCenja integriteta epitela creva (Yue i sar., 2008).
Tokom ove infektivne faze u ¢eliji P. larvae aktiviraju se enzimi i postaje aktivan
pentozno-fosfatni put, u koji je uklju¢en metabolizam raznih ugljenih hidrata, a posebno
monosaharida glukoze i fruktoze koji su vazni za vegetativni rast bakterija (Neuendorf i
sar., 2004). Peritroficka membrana, koja se nalazi u inficiranoj larvi ima ulogu da zadrzi
bakterije u lumenu creva, ali P. larvae ima sposobnost da perforira ovaj zastitni omotaé
i da kolonizuje epitel u kasnoj fazi infekcije kada je abdomen larve ispunjen
uzroénikom. Infekcija nastaje paracelularnim putem. Uzro¢nik prolazi kroz
meducelijski prostor i dolazi do hemocela gde i boravi, a potom migrira i razmnozava Se
u paracelularni prostor. Jedna od karaktateristika P. larvae jeste da lu¢i veoma aktivne
ekstracelularne proteaze za vreme infekcije, tokom vegetativnog rasta bakterije (Hrabak
I Martinek, 2007). Sintetisane proteaze su odogovorne za nepravilno funkcionisanje
epitelne barijere kao i za formiranje pukotina izmedu ¢elija - Celija, ¢elija — matriks (-
tight junction). Ovakva oSte¢enja omogucavaju neometan prodor bakterije do hemocela
i do razvoja karakteristi¢ne klini¢ke slike za americku trulez, a koja se ogleda u
karakteristicnom oStecenju larvi koja postaje braonkasta, polutecna i lepljiva. Oba
procesa su od vitalnog znacaja za P. larvae. U toku vegetacione faze uzro¢nik izbegava
integumentum larve i na taj nacin omogucava da spore nakon sporulacije budu slobodne
i dostupne za novog domacina. Spore su veoma otporne u spoljnoj sredini podjednako
na uticaj visokih i niskih temperatura i kao takve mogu biti infektivne i1 vise od 35
godina. Spore ostaju infektivne i viSe od 35 godina, koje su veoma otporne i mogu da
izdrze kako visoke tako i niske temprature (Haseman, 1961). U nepovoljnim , pre svega
pri niskim koncentracijama okolnih hranljivih materija P. larvae stvara spore.. Velika
otpornost spora u spoljnoj sredini kao i brojnost spora u obolelom drustvu dodatno
otezava kontrolu AFB.

Klini¢ka slika. Klini¢ki znaci AFB su veoma raznovrsni i zavise od genotipa bakterije,
stadijuma bolesti, snage pcelinjeg drustva a verovatno i otpornosti samih pcelinjih
drustava prema uzrocniku AFB (Genersch i sar., 2005). Klinicka slika americke trulezi

podrazumeva isklju¢ivo promene na leglu. Prvi znaci bolesti se mogu primetiti pri
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otvaranju koSnice, kada se moze osetiti neprijatan, oStar miris koji se $iri iz ramova sa
leglom. Posmatranjem saca sa leglom, mogu se uociti promene boje, konfiguracije i
integriteta poklopaca na ¢elijama saca, pri cemu leglo postaje rastrkano (Slika 2).
Vreme uginuca larvi je razliCito. Povezano je sa genotipom uzro¢nika koji
izaziva AFB. Larve inficirane virulentnim genotipom (ERIC Il - IV) uginjavaju jo$ u
ranom periodu kada su larve uvijene na dnu Celije otvorenog legla (Bredsgaard 1 sar.,
2000). Larve inficirane manje virulentnim genotipom (ERIC | - 1) popunjavaju cele
¢elije saca i uginjavaju u fazi larve ili lutke u uspravnom polozaju nakon zatvaranja
legla. Oko trece 3. nedelje posle inficiranja vidljivi su prvi znaci u vidu promene boje,
konzistencije i integriteta poklopca. Tamne mrlje na sredini vostanih poklopca nastaju
zbog polutecne mase uginule larve koja se nalazi unutar Celije saca, gde se pored
promene u boji na poklopcima zapaza i promena integriteta, tako da postaju blago
ulegnuti, meki i lako se skidaju. Na poklopcima satnih ¢elija legla uo¢avaju se rupice
nepravilnih ivica, poredane obi¢no po obodu poklopca (Slika 3). Nakon uginu¢a u
¢eliji, larva menja boju 1 konzinstenciju, od biserno bele, preko svetlo braon do
rastegljivog macerata boje cokolade. Perforacije na vostanim poklopcima su posledice
rada pcela, CiS¢enja Celija 1 izbacivanja patoloskog materijala Sto prakticno pcele tesko
uspevaju da urade, jer su larve pretvorene u lepljivu amorfnu masu — rastegljivu.
Vremenom poklopci ulegnu usled isuSivanja larvi . Nakon duzeg vremena (nekada i 2
meseca) larva se su$i i ostaje na dnu cCelije u vidu sasusene kraste. Promene na
poklopcima legla daju povod ispitivanju primenom Ropiness testa (Slika 3), koji se
sastoji u uvlacenju palidrvca Sibice ili Cackalice u unutraSnjost zatvorene Celije.
Izvlacenjem dugih rastegljivih niti boje ¢okolade (patognomonican znak), moze se

osnovano sumnjati na prisustvo americke trulezi.

Ay Y _* o .rff-‘ oA

Slika 2. Rastrkano leglo (slkao E. Tari¢) Slika 3. Ropies test (slikao E. Tari¢)
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Posle skidanja poklopaca mogu se videti larve koje su izgubile boju i sedefasti
sjaj 1 poprimile sivozuékastu boju, boju bele kafe ili tamnosmedu boju. Formirana
amorfna masa je elasti¢na i moze se razvlaciti 10 - 40 cm prilikom izvlacenja iz Celija.
Vremenom usled isparavanja i isuSivanja masa postaje gu$éa i manje rastegljiva,
tamnosmede boje. Zatim, isuSena masa vrlo dobro prijanja uz zid ¢elije pri dnu, pretvara
se u crnosmedu krastu veli¢ne Ciodine glave i veoma tesko se uocava. Sam proces
razlaganja larve traje vise od 60 dana.

Diferencijalna dijagnoza. Zbog sli¢no ispoljenih klini¢kih simptoma diferencijalno
dijagnosticki treba iskljuciti evropsku kugu pcelinjeg legla, bolest legla izazvanu od
strane virusa meSinastog legla (SBV) kao i varozu.

Dijagnoza. Dijagnoza AFB se zasniva na mikrobioloskoj i molekularno genetic¢koj
dijagnostici uz analizu 1 posmatranje klini¢kih simptoma u zarazenim druStvima. Od
mikrobioloSko kulturelnih pretraga mogu se koristi hranljive podloge koje su dale
najbolje rezultate: PLA (Paenibacillus larvae agar) (Schuch i sar., 2001), MYPGP agar
(Dingmann i Stahly, 1983), BHIT agar (brain—heart infusion thiamine) (Gochnauer,
1973), J - agar (Gordon i sar., 1973) i CSA (Columbia sheep-blood agar) (Hornitzky i
Karlovskis, 1989).

U cilju dobijanja pouzdanijih rezultata, pored klasi¢nih metoda, danas se koriste
i savremene molekularno  geneticke metode PCR tehnologije, masene
spektrofotometrije, biohemisjki testovi (Katalaza test, produkcija kiseline iz ugljenih
hidrata i hidroliza kazeina), imunoloske tehnike bazirane na antitelima kao i
mikroskopska pretraga. Kombinacijom gore navedenih tehnika moze se postaviti
sigurna dijagnoza. Medutim, PCR tehnika predstavlja zlatni standard u dijagnostici
uzro¢nika AFB pogotovo kada je re¢ o asimptomatskim péelinjim drustvima (Forsgren i
sar., 2008; Taric i sar., 2019). Infektivni materijal koji se moze poslati na analizu moze
biti: par&e zatvorenog legla povrsine 20 cm® kao i ostaci promenjenih larvi ili lutki uzeti
sterilnim brisom (OIE, 2016).

Terapija. Terapijska i kontrolna mera u cilju eradikacije uzro¢nika jeste spaljivanje
obolelih drustava i kontaminiranog materijala koji je bio u kontaktu sa obolelim
drustvom bez upotrebe antibiotika (Ashiralieva i Genersch., 2006; Reybroeck i sar.,

2012). Medutim, u nekim zemljama kao Sto su Sjedinjene Americke Drzave (SAD),
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Kanada, Argentina, Indija leCenje ove bolesti je dozvoljeno upotrebom antibiotika i
hemoterapeutika (oksitetraciklin, tilozin, bicikloheksilamonium). KoriS¢enje ovih
preparata je ograni¢eno i mora se prekinuti upotreba pre medobranja kako ne bi doslo
do stvaranja rezidua u medu (Reybroeck i sar., 2012).

Kontrola. Ameri¢a kuga legla predstavlja oboljenje pcela koje se u Republici Srbiji po
zakonu mora prijaviti nadzornom organu, odnosno Vveterinarskoj republi¢koj inspekciji.
Uvrstena je u Program mera u cilju spre¢avanja pojave, ranog otkrivanja, Sirenja,
pracenja i iskorenjivanja ove bolesti (SI. gl., 2018, RS). Efikasna kontrola se sprovodi
spaljivanjem pcelinjih zajednice. Spaljivanje péelinje zajednice je prvi put predloZzeno
Cetrdesetih godina proslog veka kada je u Velikoj Britaniji bilo na hiljade zarazenih
drustava u toku jedne godine. Ova mera je smanjila broj obolelih drustava na manje od
100 drustava obolelih u toku jedne godine. Sporadi¢ne pojave bolesti kao i velika
izbijanja mogu se drzati pod konrolom samo u saradnji pcelara sa nadzornim
inspektorima. Upotreba antibiotika u kontroli AFB nije efikasna, jer antibotici mogu
samo zamaskirati znakove bolesti, a Cesta upotreba antibiotika dovodi do razvoja

rezistencije uzro¢nika (Oldroyd i sar., 1989).

2.2.2. Evropska kuga pcelinjeg legla

Evropska kuga pcelinjeg legla (EFB) predstavlja bakterijsku infekciju. U odnosu
na AFB predstavlja blaZze oboljenje otvorenog i zatvorenog legla. Sezonskog je
karaktera 1 rasirena Sirom sveta predstavljajuci sve veci problem u pcealarstvu. Javlja se
u svim delovima sveta u kojima se praktikuje moderno pcelarstvo, s tim da jo$ uvek
nije prijavljena na Novom Zelandu (Ellis 1 sar., 2005). Medutim ova bolest pcelinjeg
legla je najrasprostranjenija u Velikoj Britaniji (Wilkins i sar., 2007), a sve vise
zastupljena u Svajcarskoj, gde se broj kosnica zrazenih sa EFB stalno povecéava iz
godine u godinu, uz eradikaciju klini¢ki obolelih drustva (Roetschi i sar., 2008).
Etiologija. Uzro¢nik EFB je gram pozitivna bakterija Melissoccocus plutonius. Prvi
slu¢aj EFB opisan je pre skoro jednog veka, a osnovni aspekti patogeneze joS uvek nisu
poznati (Forsgren, 2010). EFB pogada pretezno otvoreno leglo pri ¢emu dovodi do
uginjavanja larvi obi¢no izmedu 4-5 dana starosti. Inficirana larva se pokrece i zauzima

opruzen poloZzaj umesto normalnog kruznog na dnu ¢elije. Kopljastog je oblika, a po
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nekada i u formi pleomorfnog Stapic¢a. Bakterijske celije se javljaju pojedina¢no u
parovima ili u lancima razli¢itih duzina. M. plutonius je mikroaerofilni anaerob i za rast
mu je potreban ugljen dioksid — CO, (Forsgren, 2010).

Poredenjem i analizom sekvenci utvrdeno je da je M. plutonius filogenetski
slican sa bakterijama iz roda Enterococcus. Osim toga, utvrdeno je da izolati bakterije
M. plutonius su homogeni na osnovu morfoloskih, fizioloskih i imunoloskih parametara
(Allen i Ball, 1993).
Sekundarne bakterije. Dugi niz godina se smatralo da su druge bakterije primarni
patogeni. Pored bakterije M. plutonius postoji nekoliko drugih bakterija koje su
povezane sa izbijanjem EFB u pcelinjim drustvima Achromobacter eurydice,
Brevibacillus laterosporus, Enterococcus faecalis i Paenibacillus alvei ¢ija je uloga u
razvoju bolesti jos nejasna (Alipi, 1991). A. euridice se obi¢no javlja kod zdravih larvi,
ali je mnogo ¢esce prisutna kod ve¢ inficiranih bakterijom M. plutonius (Bailey, 1959).
Bakterije iz roda Enterococcus, Siroko su rasporostranjene na mestima kao $to je tlo,
biljke, gastrtointestinalni sistem ljudi i zivotinja (Franz i sar., 1999), tako da bakterija E.
faecalis izmedu ostalog povoljno raste u digestivnom sistemu larvi koje su inficirane
bakterijom M. plutonius. Saprofitne aerobne bakterije B. laterosporus, P. alvei ne mogu
da rastu u crevima zdravih larvi, ali su prisutne kod hroni¢no obolelih drustava i
ostacima uginulih larvi (Bailey, 1963a).
Patogeneza. Infekcija pocinje asimptomatski tako Sto preko kontaminirane hrane M.
plutonius dospeva do creva gde se intezivno umnozava. Pored hrane postoje dokazi da
prenos infekcije moze proisteci iz uboda parazitske grinje Varroa destructor (Kanbar i
Engels, 2003). Larve su osetljive u bilo kojoj fayi razvoja, ali starije larve su manje
pogodene infekcijom (Bailey i Ball, 1991). Infektivna doza koja moze da izazove
infekciju u larvi iznosi oko 100 bakterijskih celija (Bailey, 1960). Mehanizmi
patogeneze 1 uloga sekundarnih bakterija nije sasvim razjasnjena (Forsgren i sar., 2005).
Sekundarne bakterije se normalno nalaze u gastrointestinalnom sistemu sisara i
najve¢im delom su komensali sa crevnom florom, medutim upotrebom antibiotika,
padom imuniteta, ove bakterije prelaze granicu odbrane domacina i kolonizuju novu
niSu 1 mogu postati patogene za domacina (Tendolkar i sar., 2003).

Sa dovoljnom koli¢inom hrane koje radilice donose leglu, larve imaju vece

Sanse da prezive. Ovoobjasnjava zasto se bolest sporadi¢no javlja iz godine u godinu i iz

16



sezone u sezonu, a sve zavisi od odnosa pcela hraniteljica koje neguju leglo i koli¢ine
legla kao i od koli¢ine hrane koja je na raspolaganju larvama. Prezivele larve koje
postaju odrasle pcele imaju manje telo i teZinu u odnosu na zdrave odrasle pcele, a kod
bolesnih pcela infekcija povecava energetske potrebe (McKee i sar., 2004).
Transmisija. U péelinjim druStvima transmisija patogena i otpornost drustva zavisi od
stepena zarazenih larvi kao 1 od broja bakterija koje se nalaze u fecesu. U uginulim
larvama i ostacima fecesa, M. plutonius moze da prezivi dug susni period i da zadrzi
infektivnu formu i zarazi druge larve. Ukoliko su larve zarazene pre ulutkavanja, one ¢e
biti eliminisane iz ¢elija sac¢a od strane odraslih pcela. Odrasle pcele radilice koje su
uzete iz legla u drustvima koja su obolela nose ve¢i broj patogena od pcela uzetih sa leta
kos$nice zbog bliskog kontkta pcela radilica sa zarazenim leglom koje inace sadrzi veliki
broj bakterija (Roetschi i sar., 2008). Takode i radilice iz legla zdravih kolonija mogu da
budu nosioci velikog broja bakterija M. plutonius. Odrasle radilice ne prenose infekciju
samo u okviru svoje pcelinje zajednice ve¢ i izmedu susednih pcelinjih zajednica i
pcelinjaka (McKee i sar., 2003; Belloy i sar., 2007). Slaba obolela drustva predstavljaju
izvor zaraze za zdrava jaka drusStva, jer su podlozna ,,pljacki meda“ od strane jacih
pcela. Prostorna stuktura tj. gustina pcelinjaka na jednom lokalitetu je veoma vazna
karika u prenosu evropske kuge pcelinjeg legla. Pored inficiranih péela, ulogu u prenosu
uzro¢nika zauzima i med kontaminiran uzrocnikom evropske kuge pcelinjeg legla M.
plutonius (McKee i sar., 2003). Sama pojava izbijanja bolesti je povezana sa stresom
zajednice, kao Sto je nedostatak hrane 1 vode. Geneticki faktori, vremenski uslovi 1 te
kako doprinose u nastanku bolesti (Bailey, 1960). P¢elinje zajednice koje su imale jaku
infekciju mogu se spontano oporaviti i naizgled postati zdrava drustva (Bailey 1 Locher,
1968).

Klinic¢ka slika. Razvoj bolesti unutar pcelinjeg drustava je slozen i nije u potpunosti
objasnjen. Infekcija se moze razviti tokom jednog perioda, zatim u toku jednog meseca
ili u toku jedne godine, koja cesto otezava razvoj drustava, ali ne dovodi do njihovog
uginuéa. Znaci bolesti tokom ovih perioda mogu postati manje ili vise ozbiljni ili pak
iznenada nestati. Poznat je sezonski Sablon sa znacima bolesti 1 to krajem proleca.
Razlog ovoj pojavi jeste §to u ovom periodu drustva poseduju veliki broj larvi u odnosu
na broj pcela radilica koje obavljaju poslove negovanja legla. Kao rezultat loSeg odnosa

izmedu broja larvi i radilica, larve dobijaju sve manje hrane, a one koje su pak inficirane
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EFB jos vise pate od izgladnelosti. Kod drustava, gde je odnos izmedu legla i radilica
povoljan larve ne gladuju tako da obolele larve imaju Sansu da prezive i dobiju priliku
da se razviju u zdravu pcelu. Medutim, takve larve koje su odrasle, a bile su inficirane
prilikom presvlacenja kontaminiraju Celiju saa sa milonima bakterija Sto rezultira
pojavom bolesti koja ¢e oslabiti druStvo i na kraju dovesti do fatalnih posledica po
drustvo. EFB se uglavnom javlja u otvorenom leglu tj. pre nego Sto larve budu
poklopljene od strane radilica. Inficirana larva unutar svoje ¢elije zauzima sklupcan
izuvijan polozaj koji nije karakteristican za zdravu larvu iste starosne dobi. Uginula
larva zauzima neprirodan tortuozno-spiralan polozaj (Dobri¢ i sar., 2000). Zbog velikog
broja uginulih larvi, radilice higijeni¢arke ih uklanjaju i prilikom pregleda ko$nice u
datom periodu moZze se videti rastrkano leglo. Boja larve se menja od biserno bele do
zute, a potom prelazi u braonkastu boju i na kraju, kada dode do raspadanja prelazi u
sivkasto crnu boju. Neke larve takode uginjavaju i u zatvorenom leglu, sa ulegnutim 1
perforiranim poklopc€i¢ima Sto Cesto podseca na americku kugu. Ako je prisutan visok
procenat uginulih larvi u leglu moze se osetiti neprijatan ili kiseo miris (Forsgren,
2010).

Diferencijalna dijagnoza. Zbog sli¢no ispoljenih klini¢kih simptoma diferencijalno
dijagnosticki treba obratiti paznju na americku kugu pcelinjeg legla, bolest legla
izazvana od strane virusa mesinastog legla (SBV) kao i na varozu. Larve uginule od
EFB formiraju krastu sa ¢elijom saéa sa promenljivom bojom, a cela smesa ima
gumastu konzistenciju, za razliku od uginulih larvi od AFB koje formiraju crne kraste,
¢vrsto spojene na zidove celije saca.

Dijagnoza. Dijagnoza evropske kuge pcelinjeg legla na terenu se postavlja na osnovu
adspekcije legla i otkirvanjem obolelih larvi. Medutim simptomi evropske kuge
pcelinjeg legla mogu se lako preklapati sa drugim sli¢nim bolestima (Forsgren, 2010).
Postavljanje dijagnoze adspekcijom predstavlja nepouzdan metod, jer klinicki znaci
mogu da izostanu. Precizna dijagnoza se postavlja u laboratoriji slanjem materijala za
ispitivanje otvorenog i zatvorenog legla sa promenjenim larvama povrSine 10x10 cm.
Dijagnoza se moze postaviti na osnovu bakterioloSke izolacije na selektivnim
hranljivim podlogama, imunoloskim metodama - ELISA, molekulrno genetickim

metodama putem konvencionalnog PCR i real-time PCR (OIE, 2016).
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Terapija i kontrola. U nekim zemljama prijava EFB je zakonski regulisana (npr.
Velika Britanija) i podleze sluzbenoj kontroli i ispitivanju drustava sa znacima oboljenja
uz obavezan tretman ili uniStavanje obolelih druStava. Slaba i1 obolela druStva se
unistavaju, s tim da se drustva koja pokazuju slabe znake bolesti mogu pod odredenim
oklonostima tretirati antibiotikom. Medutim, ovo nije metod izbora za kontrolu EFB.
Tretman mora obaviti sluzbeno lice koriste¢i lekove koji su registrovani za datu zemlju i
uz potvrdu o prisustvu nalaza o EFB iz laboatorije kada je re¢ o Velikoj Britaniji (Waite
1 sar., 2003). Od preventivnih kotrolnih mera potrebno je da se druStva utople, u
nedostatku paSe drustva prihrane kvalitetnom hranom i da pcelinja druStva uvek imaju
dovoljno hrane, zatim suzi plodiSte, menja matica, a oprema i koSnice propisno

dezinfikuju.

2.2.3. Bolest krecnog legla
Bolest kre¢nog legla je izazvana gljivicom Ascosphaera apis. Bolest je fatalnog

karaktera na individualnom nivou, ali obi¢no ne unisti celo pcelinje drustvo. Medutim,
moze izazvati znaCajan pad brojnosti pcela i produktivnost zajednice (Bailey, 1963;
Wood, 1998), tako da pad proizvodnje meda moze biti od 5 do 37% (Zaghloul i sar.,
2005). Bolest je veoma raSirena, a istrazivanja Aizen i sar. (2009) pokazuju da ljudski
faktor direktno i indirektno uti¢u na Sirenje bolesti zbog povecane potraznje pcelinjih
proizvoda na trzistu.

Rasprostranjenost. Bolest krecnog legla je poznata jo§ pocetkom XX veka (Maassen,
1913). Do druge polovine XX veka bolest kre¢nog legla nije bila poznata van Evrope.
DuZe vremena je poznata u Nemackoj (Dreher, 1938), Skandinaviji, Rusiji (Betts, 1932)
I Velikoj Britaniji (Heath, 1982, 1985). Jedan od prvih izvestaja koji govore o prisustvu
uzro¢nika A. apis izvan Evrope jeste sa Novog Zelanda iz 1957. godine (Palmer-Jones,
1964). Do 1987. godine mediteranske zemlje nisu imale podatke o prisustvu uzro¢nika
bolesti kre¢nog legla (Bradbear, 1988), ali se pretpostavlja da je verovatno bio prisutan i
pre dijagnoze bolesti. Od mediteranskih zemalja uzro¢nik bolesti kre¢nog legla A. apis
prvo je zabeleZen u Izraelu. Broj obolelih drustava u periodu od 1984. do 1990. godine
je bio jako nizak, a od 1990. godine dolazi do naglog povecéanja obolelih pcelinjih
drustava (Yacobson i sar., 1991). Istrazivanja u prolecu 1988. god. pokazuju da je bolest
rasprostranjena medu pcelama u regionima Turske. Primarni izvor zaraze je bio

kontaminirani pcelinji vosak prilikom uvoza iz razli¢itih zemalja u periodu 1986-1988
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godine (Tutkun i sar., 1993). U Severnoj Americi bolest kre¢nog legla je opisana
sredinom 60.- ih godina proslog veka, a od 1971. godine ima sve ve¢i ekonomski uticaj
u pcelarstvu (Hitchcock 1 Christensen, 1972). Najraniji izvestaji o prisustvu kre¢nog
legla u SAD dolaze iz drzave Jute i to iz 1965. godine (Baker i Torchio, 1968), zatim iz
Kalifornije 1968. god. (Hitchcock 1 Christensen, 1972). U isto vreme bolest se Sirila
centralnim 1 zapadnim delovima Kanade. Od tada krecno leglo se Siri kroz SAD
ukljucujuéi Aljasku i Havaje. U Australiji, krecno leglo je identifikovano 1993. god., a
za samo nekoliko godina se prosirila na sve drzave Australije (Hornitzky, 2001).
Migratorno kretanje komercijalnih pcelara predstavlja najvazniji faktor koji doprinosi
brzom Sirenju kre¢nog legla na ova dva kontinenta (Aronstein i Murray, 2010). Na
prostoru Srbije (Pesterska visoravan) zastupljenost CHB u komercijalno gajenim
drustvima kretao se do 15,83%, dok u tradicionalnim drustvima uzro¢nik CHB nije bio
detektovan (Taric i sar., 2019).

Taksonomska klasifikacija. Vecina vrsta iz roda Ascosphaera su u vezi sa socijalnim i
solitarnim p¢elama. Neke od njih su saprofiti (Anderson i Gibson, 1998), ali nekoliko je
vrsta patogeno. A. apis je prvobitno bila poznata kao Pericystis apis (Maassen, 1913),
ali je reklasifikovana kao Ascosphaera apis od strane Spiltoir (1955a). Taksonomska
klasifikacija roda Ascosphaera je u fokusu mnogih rasprava. Ve¢ duze vreme
Ascomycota su grupisane u Sest klasa: Hemiascomycetes, Plectomycetes,
Pyrenomycetes, Discomycetes, Laboulbeniomycetes i Loculoascomycetes. Vrste
Ascosphaera su smestene u klasu Plectomycetes, na osnovu tipa plodnog tela —
askomata (Skou, 1972). Ovaj tradicionalni sistem klasifikacije gljivica je kritikovan jer
su neke fenotipske karakteristike nestabilne i zavise od uslova sredine (Malloch, 1981).
Imaju¢i u vidu da u mnogim slucajevima neke karakteristike askoma mogu da
konvergiraju, Hawksworth i sar. (1983) su predlozili klasifikaciju prema redu i filumu
Ascomycota bez klasa. Medutim, Skou (1988) ih klasifikuje u klasu Ascosphaerales.
Primenom novih molekularnih metoda zasnovanih na DNK analizama, sistematika
gljiva zahteva reviziju mikoloSke sistematike (James 1 sar., 2006). Termin
Plectomycetes nije Siroko prihvaéen i napuSten je tokom zadnjih godina. Stoga
Aronstein i Murray (2010) smatraju da je potrebno izvrsiti taksonomsku podelu.
Epidemiologija. Bolest kre¢nog legla se javlja tokom proleca, s obzirom da je rast

gljivica poboljSan u hladnim i vlaznim (slabo provetrenim) kosnicama u ovom periodu
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(Flores i sar., 1996; Borum i Ulgen, 2008). Pored uslova Zivotne sredine, interakcija
koja se odvija izmedu sojeva gljivai genetike pcela moze i te kako uticati na uéestlost i
ozbiljnost bolesti. Glinski (1982) smatra da virulentnost gljive zavisi od konkretnog
soja.. Visoka koncentracija spora gljiva u kolonijama znatno povecéava $ansu da dode do
razvoja bolesti (Flores i sar., 2005a; 2005b), tako da stopa pojavljivanja bolesti
verovatno zavisi od soja gljivica, nivoa proizvodnje askospora, stepena klijavosti spora i
efikasnosti Sirenja spora. Kada je re¢ o genetici pcela, opste zdravstveno stanje i stres
takode mogu da budu vazni faktori koji utiCu na pojavu i stepen bolesti. Tokom
preteklih nekoliko decenija, istrazivanja su fokusirana na stvaranju linija pcela koje bi
bile otporne na zarazne bolesti (Spivak i Reuter, 1998a; 1998b; 2001). Prisutnost stresa
koji je neminovan, uticaj biotickih i abioti¢kih faktora moze da oslabi urodeni imunski
odgovor, $to ih dodatno ¢ini podloznim obolevanju (Flores i sar., 1996). Rod
Ascosphera spp. obuhvata neke saprofitske vrste koje se razvijaju u satnim celijama
pcelinjeg legla, kao i u ¢elijama gde se skladisti hrana, a takode i u fekalnim ostacima i
otpadu iz kosnice (Bissett, 1988). Spore ovog patogena se mogu akumulirati u kosnici i
proizvodima kao Sto je vosak, med i perga. Spore mogu biti odrzive unutar kosnice i do
15 godina te predstavljaju izvor dugoro¢ne zaraze (Flores i sar., 2005a; 2005b).

Patogeneza. Oboljenje je fatalno za larve, ali ne dovodi do potpunog unistenja cele
pcelinje zajednice. Bolest je hroni¢nog karaktera. Na osnovu prikupljenih podataka
tokom 6 godina Hedtke i saradnici (2011) ukazali su da ko$nice sa visoko inficiranim
pcelama grinjom V. destructor ili mikroisporidijom Noseme cerane tokom proleca,
imaju mnogo vecu $ansu za razvoj bolesti kre¢nog legla . Infekcija nastaje kada se larva
inficira sporama koje dospeju do intestinalnog zida creva gde dolazi do rasta micelijuma
u telesnu Supljinu. Posle nekoliko dana, plodonosna tela sa novim askosporama se
formiraju na antenama hifa, na spoljasnjoj strani mrtve larve. Pored toksi¢nih efekata
uginuce nastaje kao rezultat mehanickih i1 enzimskih oSte¢enja koje uti¢u na cirkulaciju.
U poodmakloj fazi larva je prekrivena debelim slojem micelijuma. Potom postaju
smede ili crne usled razvoja askoma. Antropologija sa entologijom je navelea neke
predisponirajuce uzroke koji uticu na pojavu bolesti. Flores 1 sar. (1996) su primetili da
inokulisane larve koje su ohladene na temperaturi od 18-20°C satima pre i posle
poklapanja, a zatim vra¢ene na normalnu tempereaturu od 25 °C te nakon termickog

stresa 100% larvi se razbolelo. Druga grupa koja nije bila izlozena hladenju nije razvila
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bolest. Pored temperaturnog stresa, zabelezen je 1 jo$ jedan faktor koji utice, a to je
preterana upotreba antibiotika, posebno oksitetraciklina, koji se koristi za suzbijanje i
sprecavanju bakterijskijh bolesti u pcelarstvu. Upotreba antibiotika remeti ravnotezu
crevne mikroflore, gde se favorizuje rast gljivice kao sto je A apis. Medutim, Flores i
sar. (2004) su proucavali efekat ovog antibiotika u razli¢itim situacijama 1 zakljucili da
oksitetraciklin ne povecava rizik za nastajanje krecnog legla kod pcela radilica tokom
krace ili srednje upotrebe leka. Higijensko ponaSanje pcela je definisana sposobnost
otkrivanja i uklanjanja legla iz obolelih kosnica ovakvo ponaSanje predstavlja glavni
faktor otpornosti na kre¢no leglo (Gilliam i sar., 1983). P¢ele higijenicarke su u stanju
da detektuju bolesno leglo, uklone larve pre nego $to budu u infektvnoj fazi (Wilson-
Rich i sar., 2009).

Klinic¢ka slika. Simptomi obolelih larvi — Bledo-zuckasta boja larvi se javlja na pocetku
infekcije, koje postaju meke i glatke. Larve su promenljivog oblika i u kasnoj fazi
razvoja bolesti imaju svetlo - zutu boju. Larve na dodir postaju hrapave, a mogu
postati jako krte i lomljive. Oko larvi moze se formirati beli micelijumski omota¢, Koji
tesno prijanja na zadnji deo tela larve, dok glava obi¢no ostaje slobodna i suva i ima
oblik dugmeta. Stare mumificirane larve u kasnijoj fazi infekcije se smanjuju i mogu
imati tamno-zelenu boju. U ovoj fazi infekcije dolazi do dehidratacije i dobijaju izgled
kao da su pokrivene kreCom — “krecno leglo™.

Simptomi na ramu saca sa leglom — U ovom periodu moze se zapaziti rastrkano leglo.,
gde poklopci ¢elija su uglavnom normalnog izgleda ili mogu biti blago ulegnuti.
Micelijum gljivice ima tendenciju da prodre kroz poklopac ¢elija i da obuhvati
spoljasnju stranu poklopca tako da zatvoreno leglo ima izgled kao da je posuto
brasnom, kre¢om ili sivkastom prasinom (Stanimirovi¢ i sar., 2013).

Dijagnoza. Sumnja na bolest kre¢nog legla se postavlja na osnovu prisustva belih, crnih
ili sivih mumificiranih larvi na ulazu kosnice, podnjaci ili u zatvorenim i otvorenim
satnim C¢elijama. Mumificirane larve se pregledaju mikroskopski, a ukoliko je re¢ o
mumificiranim belim larvama dijagnoza se zasniva na zasejavanju materijala na agaru.
Vrlo ¢esto pcelinja drustva nemaju vidljive znake o prisustvu uzro¢nika krecnog legla, s
toga je korisno obaviti 1 ranu detekciju pomocu molekularno genetickih metoda ili

biohemijskih testova (Aronstein i sar., 2010).
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Terapija i preventiva. Sirok spektar hemoterapeutika je testiran i koris¢en u cilju
kontrole krecog legla (Liu, 1991; Glinski 1 Chmielewski, 1996; Davis 1 Ward, 2003).
Hornitzky (2001) u svom radu navodi da hemikalije koje su obe¢avale mogucu kontrolu
rasta gljivica kako u kulturi tako i na p¢elinjacima nazalost nisu postigli Zeljeni nivo koji
je neophodan u borbi protiv ke¢nog legla. Pored hemijske kontrole rasta gljivica
razvijale su se i alternativne metode (Hornitzky, 2001) koje ukljucuju: formiranje
rezistentnih pcelinjih linija na bolest krecnog legla, poboljSanu pcelarsku praksu koja se
odnosi na higijenu i apitehnicke postupke na pcelinjaku kao i koris¢enje bezbednih
prirodnih registrovanih proizvoda (Aronstein i sar., 2010). Uzimaju¢i u obzir da
preterana upotreba sintetiCkih pesticida i antimikrobnih sredstava mogu dovesti do
opsSteg pogorsanja zdravstvenog stanja pcelinjeg drustva, zivotne sredine i zdravlja
pcela u opste, preporucljivo je da se minimalizuje upotreba pesticida unutar i u
okruZenju pcelinjih druStava (Bogdanov 1 sar., 1998; 2004; Frazier 1 sar., 2008).

U cilju odrzavanja zdravlja pcela kao i prirodnih karakteristika pcelarskih
proizvoda potrebno je razviti alternativne metode u cilju kontrole pojave kre¢nog legla.
Potrebno je izbegavati upotrebu fungicida koji mogu kontaminirati proizvode. Vazno je
da pcelari izbegavaju prenoSenje saca iz koSnica koje su inficirane sporama
(Giangaspero i sar., 2016).

Testirani su mnogi preparati u cilju kontrole bolesti, medutim ni jedan ne
poseduje potrebnu efikasnost (Bogdanov i sar., 2004). Trenutno se koristi nekoliko
strategija za kontrolu bolesti 1 to: poboljSanje sanitarnih uslova u ko$nici 1 pcelinjaku
kao i upotreba ekoloski bezbednih prirodnih proizvoda. Upotreba pesticida i antibiotika
moze pogorsati stanje u kosSnici kao i1 zdravlje pcela, tako da Frazier i sar. (2008)
preporucuju da se smanji upotreba ovih supstanci. Zagrevanje meda predstavlja
strategiju za dekontaminaciju meda koja je dala dobre rezultate, ali sa ograni¢enjem.
Grejanje iznad 90°C razultuje karamelizaciju i takode dolazi do porasta hemijske
materije hidroksimetil furfurala (HMF) kao i smanjenja korisnih enzima u medu. 1z tih
razloga brojne studije su fokusirane na dobijanje alternativnih metoda kao S$to je
mikrotalsno zraenje, infracrveno zracCenje kao i ultrafiltracija, a sve u cilju oCuvanja
kvaliteta meda (Mourad i sar., 2005). Kori$¢enje prirodnih jedinjenja za kontrolu

bolesti kao S§to su proizvodi iz biljaka sa antimikorbnim dejstvom predstavlja
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alternativu. Neka esencijalna ulja kao §to su: citral, citronella i geraniol su testirani U in

vitro uslovima i pokazuju dobar inhibitorni efekat na gljive (Bogdanov i sar., 1998).

2.2.4. Virus meSinastog legla

Bolest meSinastog legla je oboljenje pcela koje se najcesce javlja u prolece.
Zbog brzog razvoja legla virus meSinastog legla (SBV) najbrze se razvija. Oboljenje je
zastupljeno u svim delovima sveta gde se pcele gaje (Dall, 1985; Grabensteiner i sar.,
2001; Shen i sar., 2005; Antinez i sar., 2006; Freiberg i sar., 2012; Mingxiao i sar.,
2013). Ovu bolest je opisao White jo§ davne 1913. godine. Uzro¢nik je prvi put
izolovan i identifikovan 1964. godine od strane Bailey i Gibbs (1964).
Etiologija. Bioloski ogled koji je napravio White (1917) u Americi, inokulacijom
filtratima promenjenog dela larvi sa klinickim simptomima meSinastog legla dokazuje
da je uzrocnik infekcije virus. Elektronskom mikroskopijom tehnicki nije bilo moguce
videti virusne Cestice, tako da je virus meSinastog legla (SBV) bio jedan od najranije
dokazanih virusa. Virus meSinastog legla inficira pcelinje leglo dovodeci do uginuca
larvi. Virus pripada familiji familiji Iflaviridae, rodu Iflavirus, koji na svojoj povrsini
je utvrdena nukleotidna sekvenca (Ghosh i sar., 1999), gde virusna RNK sadrzi 8 832
nukleotida, koji kodira sintezu proteina (Grabensteiner i sar., 2001).
Patogeneza i klini¢ka slika. Viruse se moze $iriti horizontalno i vertikalno Istrazivanja
od strane Bailey i Milne (1969) su ukazala na vertikalno Sirenje virusa kada je
identifikovao prisustvo virusa u hipofaringealnim zlezdama radilica. Larve su na virus
mesSinastog legla najosjetiljivije u starosti od dva dana. Virus se umnozava u nekoliko
razli¢itih tkiva larve gde one izgledaju sasvim normalno do momenta njihovog
poklapanja u leglu. Potom virus dovodi do promene boje larve iz normalno sedefasto
sjajne boje u viSe Zutu boju te se onemogucava metamorfozu larve u lutku zbog
nemogucnosti zamene ¢vrste endokutikule, gde posle uginuca dolazi do prebojavanja u
tamno braon boju (Bailey i Milne 1969). Pored veriikalnog Sirenja, postoji i horizonalno
Sirenje virusa (transovarijalno) i pomoc¢u vektorske uloge pcelinjeg krpelja V. destructor

u Sirenju infekcije na leglo, ali i na odrasle pcele (Shen i sar., 2005).
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Klini¢ka slika bolesti meSinastog legla zavisi od mnogih faktora kao S$to je:

koli¢ina virusnih partikula, imuni status drustva, doba godine i prisustvo ektoparazita V.
destructor (Stanimirovic¢ i sar., 2007; 2017). Simeunovi¢ i sar. (2015) su procenjivali
vezu izmedu snage drustva i prisustva virusa i istovremeno utvrdili da je SBV bio
znacajno zastupljen u praéenim pcelinjim zajednicama sa 24% u odnosu na ukupan broj
ispitivanih pcelinjih drustava. Ove rezultate ispitujuci virusne infekcije na ve¢em broju
péelinjih zajednica u Srbiji potvrzuju i nalazi Cirkovi¢ i sar. (2018). Infekcije virusom
mesinastog legla su najcesce uocljive u prole¢e i pocetkom leta, Sto je normalno s
obzirom na razvoj zajednice, koji je tada najintenzivniji.
Dijagnoza. Dijagnoza se moze postaviti na osnovu: klini¢kog pregleda pcelinjeg
drustva, seroloskih metoda ( ELISA testa ili Western-blot) koje identifikaciju virus u
predlutkama (Rana i sar., 2011), savremenih molekularnih metoda ( RT-PCR i real-time
PCR), koje su opisane u istrazivanjima od strane Simeunovi¢ (2015) i Tari¢ i sar.
(2019).

2.3. BOLESTI ODRASLIH PCELA

Za razliku od bolesti legla pcela, bolesti odraslih pcela je teze otkriti iz razloga
Sto bolest moze biti inaparentno prisutna uz izostanak odredenih klinickih znakova
bolesti. Socijalna organizacija unutar pcelinje zajednice doprinosi da pcele obavljaju
odredene aktivnosti u ko$nici van kosnice u zavisnosti od starosti. Prisustvo razli¢itih
patogena kao S$to su: mikrosporidije (Noseama ceranae i Noseama apis), virusi (npr.
virus akutne i hroni¢ne paralize, virus deformisanih krila), tripanozome (Lotmaria
passim, Crithidia mellificae) ugrozavaju zdravstveno stanje pcela (Simeunovié, 2015;
Glavinic i sar., 2017; Cirkovi¢ i sar., 2018; Vejnovi¢ i sar., 2018, Stanimirovic i sar.,
2019). Ovako teSko obolele pcele ipak ¢e obavljati svoju funkciju. Takode, gubitak
odraslih pcela u odredenom vremenskom periodu, jaka i1 zdrava matica moze
nadoknaditi pojac¢anim noSenjem jaja, ali ako pcelar ne primecuje pojacano slabljenje
zajednice, takva zajednica ima slabiju produktivnost, postepeno slabi i nestaje (Plavsa,
2017).
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2.3.1. Virus akutne paralize pcela

Etiologija. Virus akutne paralize pcela (ABPV) pripada familiji Dicistroviridae, rod
Apavirus, ¢iji je genom veli¢ine oko 9500 nukleotida. Kao i veéina virusa ove familije,
ABPV je najces¢e prisutan u niskom infektivnom titru u pcelinjim druStvima kao
izaziva¢ latentnih infekcija, odnosno drustva inficirana ovim virusom ne pokazuju
nikakve vidljive simptome na individualnom nivou i nivou pcelinje zajednice
(Anderson i Gibbs, 1988; Gauthier i sar., 2007; de Miranda i sar., 2010). Virus akutne
paralize pcela se nalazi u naizgled zdravim odraslim péelama, narocito u toku leta kada
je inaCe povecana pcelinja aktivnost. Postoje najmanje dva razliCita genetska podstabla
u odnosu na postoje¢e ABPV viruse. Glavnu granu ¢ine uzorci iz Amerike 1 Engleske,
dok drugu granu ¢ine kontinentalnoevropski izolati (Govani sar., 2000).

Patogeneza i klini¢ka slika. Virus akutne paralize pcela kod inficiranih lutaka i
odraslih péela vestackim putem pokazuje visoku virulentnost (Bailey, 1963; Dall, 1985;
Ribiere i sar., 2008). Nalaz virusnih Cestica U fecesu (Ribiere i sar., 2008) kod adultnih
pcela ukazuje na infekciju peroralnim putem (Chen i Siede, 2007), dok kod vertikalnog
Sirenja ovog virusa utvrdene su virusne Cestica u semenu (Yue i sar., 2006), ali ne i u
ovarijumimima matice, preko kojih ipak raste infektivni titar virusa u inficiranim
drustvima, uzrokujuc¢i pojavu ozbiljne klinicke slike koja se ¢esto manifestuje letalnim
ishodom (Slika 4).

Slika 4. Ekstenzija ekstremiteta kod pcela uginulih od posledica infekcije sa ABPV
(Foto: E. Tari¢ - Katedra za Bilogiju, FVM)

26



Mehanizmi virusne indukcije nisu jo§ sasvim jasni. Odrasla Zenka krpelja biva
inficirana virusom, hrane¢i se na inficiranom domacinu i dovodeé¢i sebe u funkciju
vektora koji je u stanju da prenese virus akutne paralize na druge odrasle pcele ili lutke
unutar njihovog razvojnog perioda unutar legla. Odrasle pcele inficirane virusom, u
kojima se virus aktivno multiplicira, mogu inificirati mlade larve sekrecijom velike
koli¢ine virusa unutar hrane.

U tesko inificiranim pcelinjim druStvima, populacija odraslih pcela se rapidno
smanjuje, a simptomi na obolelom leglu mogu nalikovati, ili biti pripisani onim koji se
javljaju kod americke ili evropske trulezi.

Moze se zakljuciti da je pcelinji krpelj zapravo faktor koji dovodi do
multiplikacije virusa (Stanimirovi¢ i sar., 2019). Na telu pcela u toku normalnog
zivotnog ciklusa varoe, uzimajuci hranu-hemolimfu od naizgled zdravih pcela, ali sa
inaparentnom virusnom infekcijom, vodi do brzog Sirenja virusa unutar pcelinje
zajednice uz letalni ishod inficiranih pcela. Visoka koncentracija ¢estica ABPV nalazi
se uvek tamo gde su pcelinje zajednice uginule od varoze. V. destructor je vrlo
reprezentativan vektor za ABPV. Ispitivanja obavljena u Srbiji pokazala su veliku
rasprostranjenost i visoku procentualnu zastupljenost ovog virusa u ispitivanim
péelinjim zajednicama (Simeunovi¢ i sar., 2014b; Simeunovi¢, 2015; Cirkovié i sar.,
2018). Stanimirovi¢ i sar. (2019) navode da su sva pcelinja drustva inficirana sa ABPV
kako sa inaparentnom infekcijom tako i sa klasi¢nom klinickom slikom su bila drustva

sa visokom invadirano$cu i slabom kontrolom péelinjeg krpelja V. destructor.

2.3.2. Virus hronicne paralize pcela

Jedna od retkih virusnih bolesti kod pcéela koja ima jasno izrazene simptome
(Ball 1 Bailey, 1991; 1997). Klini¢ka manifestacija ispoljava se delovanjem stresnih
faktora (hrana, greske u apitehnici, klima 1 dr.) koji podsticu i ubrzavaju replikaciju
virusa. CBPV je kontagiozno oboljenje i moZe postojati u pcelinjim druStvima,
izazivaju¢i inaparentne infekcije (Tentcheva i sar., 2004).
Etiologija.Virus hroni¢ne paralize péela (CBPV) je prvi izlovovani virus od strane

Bailey (1963), a jedan od poslednjih ¢iji je genom ispitan u potpunosti. CBPV deli

osnovne bioloske karaktersitike sa drugim RNK virusima (jednolan¢ana RNK koja je
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pozitivno naelektrisana), ali zbog razlika u genomu ne moze se svrstati u velike dve
familije Nodaviridae i Tombusviridae iz reda Picornavirales. Poznate su dve varijante
genoma ovog Virusa razli¢ite veli¢ine, RNK1 sa 3674 baznih parova (bp) i RNK2 sa
2305 bp (Olivier i sar., 2008).

Transmisija i patogeneza.

Horizontalna transmisija - Infekcija péela zapocinje peroralnim nac¢inom unoSenja
infektivnih Cestica koje se nalaze u hrani i/ili sekretima Zlezda. Takode dokazano je
prisutvo virusnih Cestica u fecesu pcéela (Ribiere i sar., 2007) koji moze takode
kontaminirati kos$nicu 1 na taj nacin se dodatno infekcija Siri unutar pcelinje zajednice.
Pored navedenih na¢ina transmisije postoji jo$ jedan dodatni nacin preno$enja virusa, a
to je neposredni kontakt izmedu zdravih i obolelih pcela (Ball i Bailey, 1997). Ovu
¢injenicu potvrduju laboratorijska istrazivanja na pcelama kod kojih su uklonjene
dlacice i vestacki na kutikulu aplikovan infektivni materijal kao i ogled kod koga su bile
pomesane zdrave i obolele pcele kako bi se provocirali Cesti kontakti (Bailey 1 sar.,
1983). CBPV je detektovan i kod dve vrste mrava (Camponotus vagus i Formica rufa)
Sto otvara nova saznanja o S$irenju i odrzavanju virusa u pcelinjim drustvima na
pcelinjacima sa loSom zoohigijenom. Baily i sar. (1983) u svojim istrazivanjima su
utvrdili da je 2% koSnica u Velikoj Britaniji inficirano CBPV, ali da te pcele ne
pokazuju znake bolesti §to nam govori da imaju odredeni stepen rezistencije na Sirenje i
umnozavanje virusa u normalnim okolnostima.

Vertikalna transmisija - predstavlja dodatni nadin Sirenja ovog virusa u pcelinjim
zajednicama (Kulinc¢evi¢ i Rothenbuhler,1989). Detekcija virusnog genoma kod matica
(Chen, 2005; 2006a; 2006b) pomoc¢u molekularno genetickih metoda kao i u leglu
(larva, lutka, imago) (Chen i sar., 2006a; 2006b) potvrduje vertikalni nacin $irenja ovog
virusa u pcelinjoj zajednici.

Klini¢ka slika. Ispoljavanje manifestnih znakova bolesti u velikoj meri je povezan sa
stresornim  faktorima. Paraliza pcela izazvana CBPV predstavlja sindrom sa
ispoljavanjem razli¢itih simptoma. U Velikoj Britaniji najce$¢i simptom koji se
ispoljava kod pcela jesu nenormalni pokreti ,,trembling”, drhtanje krila i celog tela kod
obolelih pcela. Obolele pcele gube sposobnost letenja, formiraju¢i grupice na zemlji. Na
telu obolelih pcela mogu se zapaziti uveéani abdomen kao i raSirena krila koja

zauzimaju nepravilne polozaje. Posledica Sirenja abdomena jeste Sirenje mednog zeluca
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zbog nakupljanja te¢nosti. Velika koli¢ina te¢nosti u mednom Zelucu ubrzava simptome
za nastanak dizenterije, tako da obolele pcele dolaze u terminalnu fazu gde u kratkom
vremenskom roku uginjavaju. Obolele pcele koje su izgubile sposobnost letenja takode
se mogu grupisati u gornje delove kosnice i daju karateristi¢nu sliku sindroma CCDS
(eng. Colony Collapse Disorder Syndrome) tj. slabo pcelinje drustvo sa maticom i
nekoliko radilica u kome se nalazi dovoljna koli¢ina hrane (med i perga).

Drugi simptom Koji se takode javlja kod obolelih péela jeste da se u drustvu
uocavaju male, crne “Celave” pcele. Ove pcele nisu izgubile sposobnost letenja, ali
moze se zapaziti da ove péele imaju otezano letenje. Zbog izmenjenog izgleda moze se
primetiti da drustvo ovako obolele pcele prepoznaje i pokusava da izbaci iz kosnice.
Obolele pcele ipak posle nekoliko dana gube sposobnost letenja, pokazuju tremor i
ulaze u terminalnu fazu kada veliki broj obolelih pcela uginjava.

U obolelom drustvo od CBPV mogu se zapaziti oba simptoma gde uvek jedan
dominira nad drugim. Razlog nastanka razliitih simptoma lezi verovatno u genetici
same individue (Kulin¢evi¢ i Rothenbuhler, 1973; Rinderer i sar., 1976).

Dijagnoza. Primenom molekularnih metoda RNK virusa u varoi nije nadena, $to nam
govori da nije vektor ovog virusa 1 ne ucestvuje u Sirenju virusa izmedu jedinki i
péelinjih drustava (Chantawannakul i sar., 2006; Gauthier i sar., 2007). Dijagnoza se
moze postaviti i klinickim pregledom (adspekcijom), ali problem predstavljaju obolela
drustva sa inaparentnom infekcijom. Tac¢na, brza i precizna dijagnoza se moze postici
primenom molekularnih metoda RT-PCR i real-time PCR tehnologije, kako kod drustva
sa izrazenom klinickom slikom, tako i kod drustava sa inaparentnom infekcijom u cilju
preveniranja eventualnih gubitaka pcelinjih zajednica (Tentcheva i sar., 2004; Gauthier i
sar., 2007; Celle i sar., 2008; Simeunovi¢, 2015; Morimoto i sar., 2012; Tari¢ i sar.,
2019). Na prostoru Srbije prisutvo CBPV ustanovili su Simeunovi¢ (2015), dok kasnija
istrazivanja istrazivaca iz iste laboratorije isticu da je zastupljenost ovog virusa znatno
manja u odnosu na druge péelinje viruse kao $tp su ABPV, DWV i SBV (Cirkovi¢ i

sar., 2018; Stanimirovi¢ i sar., 2019).
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2.3.3. Virus deformisanih krila

Virus defromisanih krila (DWV) prvi put je izolovan iz pcela koje su bile
infestirane V. destructor u Japanu. Krakteristika ove bolesti da oboljevaju najmlade
odrasle pcele sa deformisanim ili potpuno nerazvijenim krilima (de Miranda i Genersch,
2010). DWV u pcelinjim drustvima moze se smatrati kao ,,ubikvitarnom® pojavom, jer
se nalazi u niskoj koncetraciji i izaziva latentne infekcije (de Miranda i Fries, 2008).
Etiologija. Virus deformisanih krila spada u familiju Iflaviridae. Poseduje ikosaedri¢nu
simetriju, veli¢ine priblizno 30 nm. Graden je od jednolan¢anog pozitivno orijentisanog
molekula RNK i tri glavna strukturna proteina (Ball i Bailey, 1991). Rod Iflavirus
poseduju jedinstveni veliki ORF, koji kodira sintezu strukturnih i nestrukturnih proteina
(Lanzi i sar., 2006). P¢elinja drustva mogu tolerisati veoma visoke koli¢ine virusa, a da
pri tome ne pokazuju spoljasnje klinicke simptome (Gauthier, 2007).
Transmisija i patogeneza. Virus deformisanih krila u kontaktu sa pelama moze se
prenositi horizontalno i vertikalno. DWV je detektovan u svim stadijumima razvoja
pcela kao i u Zlezdanim sekretima (Chen i sar., 2005; 2006a; 2006b). Replikacija virusa
se odvija u epitelnim ¢elijama srednjeg i zadnjeg creva (Fievet i sar., 2006). Virus se
takode umnozava u ¢elijama mozga, reproduktivnim organima matica i trutova (seme
trutova) (Chen i sar., 2005, 2006b; Fievet i sar., 2006).
Horizontalna transmisija - se odvija intezivnim kontaktom izmedu obolelih i zdravih
jedinki putem ishrane, fecesa, inficirane hrane ili legla (Mockel i sar., 2011).
Vertikalna transmisija - se obavlja putem oplodenih jaja ¢ije je seme zarazeno virusnim
Cesticama 1 virus se prenosi na potomstvo gde su jaja radilica inficirana i1 infekcija
reprpoduktivnih organa matice gde se virus moze naci u radilickom i trutovskom leglu.

Prenosenje DWV se odvija pomocu varoe koja predstavlja mehanicki 1 bioloski
vektor (de Miranda i Genersch, 2010). Visok titar antitela u péelinjem krpelju pre
inficiranja larvi predstavlja glavni i osnovni preduslov za ispoljavanje klinickih
simptoma kod mladih (Yue i Genersch, 2005; Gisder i sar., 2009). Gauthier i sar. (2011)
u svom istrazivanju govore o patogenom delovanju virusa na reproduktivne organe
matice tj. jajnika, izazivajuéi njihovu degeneraciju. Zanimljivo je da virus ne mora uvek
dovesti do degenerativnih promena na jajnicima pa ¢ak i kada se nalazi u visokom titru.

Pored varoe, Neuman (Coloss workshop, New molecular tools, Bern,

Switzerland, 12—21 May, www.colos.org/proceedings) je proucavao i uticaj i znacaj
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male ko$nicke bube Aethina tumida i zakljuc¢io da takode moze biti bioloski vektor
DWYV, ali i drugih pcelinjih virusa. RT-PCR — om detektovan je geneticki materijal
virusa kod A. tumida u obolelim péelinjim zajednicama od strane DWV. Klini¢ka slika
zavisi od mnogih faktora (broja virusnih Cestica, nacina prenoSenja, okoline) tako da
kod novoizlezenih radilica mogu se zapaziti promene na krilima koje se manifestuju
skra¢enim 1 deformisanim krilima, promenjen abdomen, a nekada moze do¢i do
promene boje tela pcele (Yang i Cox-Foster, 2005). Obolele pcele imaju skracen zivotni
vek u odnosu na zdrave jedinke i uginjavaju za manje od 67h od izleganja (Yang i Cox-
Foster, 2005). Kao 1 ostali p€elinji virusi i DWV ima potencijal da utiCe na gubitak
pcelinjih zajednica (CCD) (Genersh i Aubert, 2010). Ovaj virus u Srbiji ispitivalo je
viSe istrazivaca u okviru obimnih istrazivanja utvrdivanja fileti¢ke veze virusa sa ovih
prostora sa virusima detektovanim u drugim delovima sveta pri ¢emu je utvrdena
zastupljenost ovog virusa ¢ak do 74% od ukupnog broja ispitivanih uzoraka

(Simeunovi¢, 2015; Cirkovié i sar., 2018; Stanimirovié i sar., 2019).

2.3.4. Nozemoza

Uzroénik nozemoze spada u tip (Phylum) mikrosporidija (Microsporidia). To su
intracelularni, obligatorni, jednocelijski paraziti koji se van domacina nalaze u formi
spora (Mehlhorn, 2008). Nozemoza je bolest odraslih pcela, a dve vrste roda Nosema
sp., parazitiraju u evropskoj medonosnoj pceli (A. mellifera) i to Nosema apis (Zander,
1909), a druga je Nosema ceranae (Fries i sar., 1996; Higes i sar., 2006). Veli¢ina
jednocelijskih orgnaizama krec¢e se izmedu 2 - 40um u precniku. Zbog odsustva
mitohondrija, peroksizoma i Goldzijevog aparata spadaju u eukariote (Corradi i
Keeling, 2009). Opisano je preko 1300 razlicitih vrsta mikrosporidija koje su
organizovane u 160 rodova i to na osnovu Celijske strukture, Zivotnog ciklusa kao i na
osnovu odnosa prema domacinu (Keeling, 2009).
Patogeneza. Stvaranjem adekvatnih uslova, spore kroz akvaporine koriste vodu i dolazi
do stvaranja intravakuolarnog pritiska i uvecanja posteriornih vakuola. Povecanjem
intravakuolarnog pritiska dolazi do pucanja vakuola formiranjem polarnog filamenta
koji penetrira u ¢eliju domacina. Uloga polarnog filamenta jeste da prenosi sporoplazmu
1 na taj nacin dolazi do bespolnog razmnozavanja (Bigliardi i Sacchi 2001; Franzen

2005). Ulaskom mikrosporidije unutar ¢elije domacina pocinje razvoj od Sizogonije,
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merogonije i sporogonije. Ovim razvojem parazit unistava Celiju domacina i oslobada
spore van ¢elije 1 tako zapocinje novi ciklus razvoja od spore do spore.

N. apis parazitira u epitelnim celijama srednjeg creva (ventriculus). Infekcija
nastaje per os unosom spora koje su infektivni oblik mikrosporidija prilikom bliskog
kontakta (trophallaxis), ali spore takode mogu biti prisutne i u fecesu obolelih pcela gde
higijenicarke mogu rasSiriti spore. Nakon indigestije i dospeca spora do srednjeg creva
one otpocinju proces germinacije (Weidner i sar., 1984). U optimalnim uslovima
kompletan razvoj parazita od spore do spore nakon ingestije traje od 48-60 h. Nakon
dve nedelje od infekcije ceo ventrikulus biva invadiran. Ukupan broj spora po pceli u
ovom peridou moze iznositi izmedu 30 i 50 miliona spora (Ball i Bailey, 1991). Zbog
intezivnih deoba u kratkom periodu ceo lumen creva biva ispunjen sporama koje na
kraju dosapevaju u spoljasnju sredinu (Fries 1988; De Graaf i sar., 1994). Izvor spora
predstavljaju svakako obolele radilice kao i matica i inficirani vosak, med tj. ceo
unutras$nji deo kosnice (Malone i sar., 2001). Na radionici COLOSS-a (2009) kao i od

strane Higes i sar. (2010) uvode se termini za nozemozu i to:

a) nozemoza tip A - ¢iji je uzro¢nik N. apis

b) nozemoza tip C - ¢iji je uzro¢nik N. ceranae

Ovakvom klasifikacijom kada je re¢ o nozemozi tip C moze se re¢i da se
odlikuje odsustvom simptoma koje su karakteristicne za N. apis (Martin-Hernandez i
sar. 2007; Higes i sar., 2010). Istrazivanja Stevanovic i sar. (2013) pokazala su da
nozemoza u Srbiji nije ,tipa C“, kao i da ne postoje simptomi koji mogu sluziti kao

markeri za predvidanje kolapsa pcelinjih drustava.

A) Nosema apis

Zander (1909) opisuje i Klasifikuje N. apis u grupu miksrosporidija kao parazita koji
napada srednje crevo pcela. Medutim, postoje pisani tragovi o prisustvu ovog parazita
koji je izazivao probleme u pcelarstvu pre nego §to je navedeni parazit otkriven 1 opisan
(Donhoff, 1857). Ranija pretpostavka da je N. apis dirketno vezana za evropsku
medonosnu pcelu (A. mellifera), a N. ceranae za azijsku medonosnu péelu (A. ceranae)
nije tatna na osnovu mnogih istrazivanja koji pokazuju mesane infekcije (Fries 1 sar.,
1996; Huang i sar., 2007; Klee i sar., 2007; Williams i sar., 2008; Tapaszti i sar., 2009;
Giersch i sar., 2009). Areal rasprostranjenja ovog parazita predstavljaju hladni predeli
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zbog vece otpornisti na oStre klimatske uslove (Forsgren i Fries, 2010; Higes 1 sar.,
2013).

Klini¢ka slika. Kada je re¢ o klinikoj slici infekcija péela N. apis moze se manifestovati
na.

a) individulanim pcelama - koje mogu imati odredene promene na abdomenu (bledi 1
prosireni) (Fries, 1997). Takode se moze zapaziti promena u ponaSanju pcela koje
podrhtavaju i gube moguénost letenja sa leta ili satonosa (OIE, 2018). Kod matica koje
su inficirane moZe se zapaziti smanjeno polaganje jaja zbog degenerativnih promena na
jajnicima (Liu, 1992).

b) nivou pcelinjeg drustva - zbog promene ponaSanja radilica moze se zapaziti
smanjenje prinosa pcelinjih proizvoda, slab razvoj druStva, gubitak broja pcela kao
rezultat skracenja zivota pcela (Fries, 1993). Takode, vazan klini¢ki znak prisustva N.
apis jeste dijareja koja se moze zapaziti po ramovima satnih osnova (OIE, 2018).
Posledica slabog razvoja zajednice jeste i uticaj infekcije na rad hipofaringealnih zlezda
koje imaju ulogu u proizvodnju mleca za ishranu legla (Wang i Moeller, 1970).
Dijagnoza.Dijagnoza se moze postaviti na osnovu klinickih simptoma, ali sigurna i
ta¢na dijagnoza se svakako moze posti¢i upotrebom svetlosne mikroskopije detekcijom

spora iz macerata kao i upotrebom molekularno geneti¢kih metoda.

B) Nosema ceranae

Pronalaskom N. ceranae kod azijske (Fries i sar., 1996) i evropske pcele (Higes
i sar., 2006) i iscrpnim nauc¢no istrazivatkim radom na genomu nozeme kod ove dve
vrste pcela moZze se zakljuciti da ne postoje nikakve razlike u genomu, tj. barijera za ovu
mikrosporidiju i ne postoje. Sve ucestalije infekcije u S. Americi (Williams i sar., 2008)
1 Evropi (Stevanovic 1 sar., 2011; 2013) objaSnjavaju se uticajem toplije klime gde je
inaCe ovaj parazit dominantan za razliku od N. apis gde je njeno prisustvo vezano za
hladnije krajeve. Mikrosporidija N. ceranae ima afinitet prema toplijim krajevima
(Runckel i sar., 2011; Dainat i sar., 2012). Gisder i sar. (2010) u svojim istrazivanjima
govori o prisustvu sezonalnosti i generalno niskoj prevaleniciji u Nemackoj (1,3 —
14,9%). Takode, U Srbiji, Stevanovi¢ i sar. (2013) govore 0 prisustvu sezonalnosti uz

visoku opstu prevalenciju tokom cele godine (73-98%). Na prostoru Balkana N. ceranae
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je dominantnija i ako je klima umerenija (Tlak Gajger i sar. 2010; Bacandritsos i sar.
2010; Stevanovic i sar. 2011; 2013; Simeunovic i sar., 2014a).

Patogeneza i klini¢ka slika. Kada je re¢ putevima prenosenja i nacinu $irenja parzita N.
ceranae su identi¢ni kao i kod N. apis. Razlika se ogleda u tome §to se DNK nozemoze
tip C nalazi 1 u drugim tkivima (malpigijeve cevcice, hipofaringealne 1 pljuvacne Zlezde
(Gisder i sar., 2010; Copley i Jabaji, 2011), glava, toraks, jajnici, spermateka i jaja
(Traver 1 Fell, 2011), ali ovi nalazi jo§ uvek nisu histopatoloski potvrdeni izuzev u
epitelnim ¢elijama creva (Higes i sar., 2006; Garcia-Palencia i sar., 2010). Upotrebom
velike koli¢ine $ecera i smanjena ucestalost uzimanja hrane (Naug i Gibbs, 2009) Sto je
1 karakteristicno kod obolelih pcela dolazi do smanjenja nivoa Se¢era u hemolimfi i
rezultuje pojavom energetskog stresa (Mayack i Naug, 2010). Matice u druStvima u
kojima je ustanovljeno prisustvo N. ceranae ispoljavaju znac¢ajno slabije reproduktivne i
produktivne performanse (Simeunovic 1 sar., 2014a). Ovako obolela drustva svakako su
podlozna i drugim bolestima kao S§to je krecno leglo (Hedtke i sar., 2011), a efikasnost
borbe protiv pcelinjeg krpelja V. destructor je znacajno smanjena (Botias i sar., 2011).
Dijagnoza. Dijagnoza se moze postaviti kao i kod prisustva N. apis s tim kada je re¢ o
razlikovanju izmedu prisustva infekcije izazvane nozemozom tip A 1 tipom C svetlosna
mikroskopija nije bas pouzdana zbog sli¢ne grade i veli¢ine spora. Pouzdana detekcija i
dijagnoza se svakako moze posti¢i pomoci savremenih molekularno genetickim
metodama: duplex-PCR (Stevanovic i sar. 2011, 2013), RFLP-PCR (Stevanovic i sar.
2011), real-time PCR (Traver i Fell, 2011) i metod izotermalne amplifikacije
nukleinskih kiselina (eng. Loop mediated isothermal amplification — LAMP)
(Ptaszynfska i sar., 2014).

Terapija i preventiva. Kada je re¢ o preventivnim merama potrebno je odabrati jake
pcelinje zajednice, na pcelinjaku obezbediti dovoljnu koli¢inu sveze tekuce pijace vode
1 koristiti ¢ist dezinfikovan pribor. Pored ovih mera potrebno je s vremena na vreme bar
dva puta godiSnje pregledati pcelinje zajednice (pred zazimljavanje i u prolece kada
pocinje intezivan rad pcelinje zajednice). U praksi pcelari svojom loSom apitehnikom ne
sprovode ove navedene mere $to i objasnjava visoku prevalencu obolelih druStava od
nozeme u pojedinm regionima (Stanimirov¢ 1 sar., 2008; 2013). Upotreba Fumidil B
ublazava infekciju N. apis bez Stetnih posledica po pcele, za razliku od preparata

Humatin i Nosemack neznatno smanjuju infkeciju s tim $to Nosemack ima i Stetna
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dejstva (Furgala 1 Boch, 1970). Upotreba fumagilina moze smanjiti infekciju, ali samo
dok se koristi. Prestankom upotrebe fumagilina dolazi do naglog propadanja drustva
zbog dodatne infekcije sa N. ceranae. Takode, treba ista¢i da mnogi lekovi, pa i
fumagilin kao antibiotik koji se koristi u péelarstvu, predstavlja potencijalnu opasnost,
kako za pcele, tako i za coveka kao krajnjeg konzumenta pcelinjih proizvoda. Tu se pre
svega misli na mutagen i genotoksi¢ni potencijal navedenih hemijskih supstanci pa i
fumagilina medu njima (Stanimirovi¢ 1 sar., 2007; 2008; Stevanovi¢ i sar., 2008). Pcele
inficirane mikrosporidijom Nosema ceranae, imaju statisticki znacajno povecano
mortalitet i samnjujenu ekspresiju veéine gena znacajnih za imunitet, tako
uslovljavajué¢i pojavu oksidativnog stresa pcela. Mnogi prirodni preparati, kao oni na
bazi timola, izolovanog iz aromati¢nog bilja, zatim, preparat na biljnoj bazi: Medenko
forte i masno aminokislinsko-vitaminski preparat B*, onda, ekstrakt gljive Agaricus
blazei, kao i wvestacki mineralno-vitaminski, aminikisleinski suplement Beewell
AminoPlus pokazali su zna¢ajanu antinozematoznu aktivnost podsticuci aktivnost gena
znacajnih za imunitet pcela uz smanjenje njihovog oksidativnog stresa (Glavini¢, 2019;

Stanimirovi¢ i sar., 2019, Dolasevi¢ i sar., 2020; Dolasevi¢, 2020).

2.3.5. Infekcije izazvane tripanozomama
Tripanozome (Lotmaria passim i Crithidia mellificae) pripadaju

jednocelijskim eukariotama. To su intracelularni paraziti koji su prisutni kod
odraslih pcela (Schwarz i Evans, 2013). Zadnjih godina intenziviraju se istrazivanja
uticaja ovih tripanzoma na zdravlje péela (Stevanovié i sar., 2016, Vejnovié, 2019).

Etiologija. Tripanozome pripadaju obligatornim parazitima i mogu inficirati razlicite
vrste (kiCmenjaci, biljke, insekti). Tripanozome poseduju mitohondrije koje imaju
viSe kopija mitohndrijskog genoma. Promastigote mogu imati oblik lancete ili
kruskolik sa jednim slobodnim bi¢em koji se ubacuje u flagelarni dzepni otvor.
Sferoidne forme oblazu zid creva, a mogu se videti i u obliku agregata. Tripanozome
Cesto parazitiraju u srednjem ili zadnjem crevu insekata (Maslov i sar., 2013). Kod
pcela (A. mellificae) i bumbara (Bombus terrestris) tripanozome su privukle paznju
naucnika, jer kod ovih vrsta imaju negativan uticaj (Brown i sar., 2003; Gegear i
sar., 2005; Runckel i sar., 2011; Ravoet i sar., 2013; Schwarz i Evans, 2013).
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Lotmaria passim (Schwarz i sar., 2015) i Crithidia mellificae (Langridge i McGhee,
1967) su tripanozome koje se nalaze kod medonosne pcele, a kod bumabra C. bombi
(Koch i Schmid-Hempel, 2011).

Rasprostranjenost. Zbog negativnog uticaja tripanozoma na zdravlje bumbara,
poslednjih godina i medonosne pcele, postaju predmet naucnih istrazivanja kako bi
se utvrdila tripozomalna zastupljenost, a zatim i njihov negativn uticaj na zdravlje
pcela. Cox-Foster i sar. (2007) u svom radu govore da drustva koja su bila pogodena
CCD bila optereéena i sa tripanozomama. U tom periodu nisu se razlokovale
tripanozome, pa su oznacene kao Leptomonas - Crithidia. Ovu ¢injenicu potvrduje i
studija Evans i sar. (2009) u kojoj su analizirani uzorci iz ko$nica uzetih u periodu
zime 2007 - 2008. u SAD i potvrdio prisustvo tripanozoma kako u obolelim tako i u
zdravim (kontrolnim) kosnicama. U Srbiji, tripanozoma vrste L. passim je utvrdena u
uzorcima pcela prikupljenih u periodu 2007-2015 godine (Stevanovi¢ i sar., 2016).U
ispitivanim uzrocima utvrdeno je prisustvo samo jedne vrste péelinjih tripanozoma, L.
passim, ¢ija je godiSnja zastupljenost bila u opsegu 38,9-83,3%, a prosecna
zastupljenost za navedeni 9-godiSnji period 62,3%. Ova detekcija L. passim u
analiziranim uzorcima pcela predstavlja prvi nalaz ove vrste u Srbiji, a otkri¢e L. passim
u uzorcima iz 2007. godine predstavljaju najstariji geneticki potvrden nalaz ovog
parazita na globalnom nivou (Vejnovié, 2018).

Runckel i sar. (2011) su identifikovali C. mellificae, ali nisu mogli da
pronadu povezanost izmedu C. mellificae i gubitka drustava, ali koinfekcija sa
mikrosporidijom N. ceranae i C. mellificae bila je u pozitivnoj korelaciji.
Tripanozoma C. mellificae je oznacena kao faktor koji moze uticati na zdravlje i
vitalnost pcelinjih drustava.

U periodu 2011 - 2012 na prostoru Belgije, veliki broj p¢elinjih drustava je
uginuo (oko 50%). Ispitivanjem uzoraka identifikovano je prisustvo V. destructor
koji je doprineo razvoju CCD, ali pored pcelinje grinje detektovani su i drugi
patogeni (V. destructor, N. ceranae i C. mellificae) koji svojim sinergisti¢kim
delovanjem svakako uti¢u na razvoj CCD 1 posledi¢no dovode do gubitka velikog
broja pcelinjih zajednica (Ravoet i sar., 2013).

Morimoto i sar. (2012) tokom istpitivanja (2007-2012) pcelinjih uzoraka

evropske medonosne péele na prostoru Japana detektovao je prisustvo C. mellificae,
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medutim ovu tripanozomu nije idnetifikovao kod azijske pcele (A. ceranae). Yang i
sar. (2013) na prostoru Kine (2011-2012) tokom istrazivanja detektovali su C.
mellificae i kod A. ceranae, §to se moze zakljuéiti da ova tripanozoma moze
inficirati i druge vrste pcela.

Medutim, novijim istrazivanjima od strane Schwarz i sar. (2015) ukazuju da

je zapravo L. passim dominantna vrsta tripanozoma u pcelinjim zajednicama Sirom
sveta, a ne C. mellificae, kako se ranije smatralo. Sa ovim rezultatima moze se
zakljuciti da su gubici pcela u Americi (Cornman i sar., 2012) i Belgiji (Ravoet i
sar., 2013), inicijalno protumaceni kao posledica parazitizma vrstom C. mellificae,
zapravo bili izazvani vrstom L. passim. Istrazivanja iz Srbije (Stevanovi¢ i sar.,
2016) i Cilea (Arismendi i sar., 2016) ukazuju da L. passim predstavlja dominantnu
tripanozomu kod evropske medonosne pcele.
Klini¢ka slika. Zbog sinergistiCkog delovanja sa ostalim patogenima, a i zbog
nedovoljno nauc¢nih radova o direktnim Stetnim uticajima tripanozoma na pcelinje
zajednice 1 zajednice bumbara moze se govoriti o uopStenom sinergisticnom
delovanju tripanozoma na zajednicu. Pcéele i bumbari se inficiraju tripanozomama
fekalno-oralnim putem (Ruiz-Gonzalez i Brown, 2006; Runckel i sar., 2014).
Drustva bumbara koja su pod stresom mogu ispoljiti Stetne efekte kada su inficirani
sa C. bombi (Brown i sar., 2003; Yourth i sar., 2008), a $tetan uticaj tripanozome na
bumbare se ogleda u vidu smanjene sposobnosti za sakupljanje polena, smanjenog
rasta 1 veceg mortaliteta (Koch 1 Schmid-Hempel, 2011). Takode, inficiranim
bumbarima treba vise vremena da pristupe aktivnosti ka sakupljanju nektara, kao i
da infekcija moZe uticati na njihovu sposobnost da u prole¢e osnuju novu koloniju
(Brown i sar., 2003; Yourth i Schmid Hempel, 2006; Gomez-Moracho i sar., 2017).

Kada je re¢ o medonosoj pceli koja tokom zimskih meseci ne uginjava, ako

je drustvo inficirano, koli¢ina infekta se svakako moZe povecati, a i omoguciti da se
1 veliki broj p¢ela inficira zbog medusobnog kontakta tokom zimovanja.
Dijagnoza. Dizajnirani su prajmeri za real-time PCR i obavljena optimizacija te metode
koja obezbeduje istovremenu detekciju i kvantifikaciju L. passim, a samim tim i
detaljno pracenje L. passim infekcije na terenu (Stevanovi¢ i sar., 2016; Vejnovic,
2018).
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Na osnovu ovih navedenih informacija moze se zakljuciti da nauka jo§ nema
konkretne dokaze o direktnom uticaju navedenih tripanozoma, ali se svakako moze
zakljuciti da sinergistickim delovanjem sa drugim patogenima nanose Stetu u
mnogim zemljama sveta gde se intezivno pcele uzgajaju (Goulson i sar., 2015; Lee i
sar., 2015) i potpomazuci nastanak kolapsa pcelinjih zajednica $to na kraju dovodi
do gubitka velikog broja pcelinjih zajednica. Zbog gore navedenih ¢injenica i
istrazivanja, da bi razumeli patogenezu, a posledi¢no i1 razvoj nastanka klinic¢ke slike

potrebna su dodatna istrazivanja.

2.4. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres se moze definisati kao disbalans u ravnotezi izmedu
proizvodnje reaktivnih oblika Kiseonika i antioksidativne odbrane (Betteridge i sar.,
2000). Reaktivni oblici kiseonika (ROS) su slobodni radikali koji su vazni za celijske
funkcije i generisani su u razli¢itim bioloskim procesima. Slobodni radikal je nestabilan
I visoko reaktivan molekul, koji sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona. Ukljuéeni su
u regulaciju razli¢itih metaboli¢kih procesa u c¢eliji kao I u procese intercelularne
signalizacije, sa izrazenim baktericidnim dejstvom (Evans i Halliwell, 1999). ROS,
takode, mogu da izazovu starenje ¢elija, indukuju apoptozu kao i regulacione puteve
rasta Celija (Valko, 2006). Oni se generiSu kao nusproizvodi aerobne respiracije, U
procesu oksidacije organskih jedninjenja pri ¢emu nastaju superoksidni anjon (Oy) i
vodonik peroksid (H;0,). Celijski izvori ROS-a proizvode se dejstvom razli¢itih
oksidativnih enzima, koji ukljucuju plazma membranski nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH) oksidazu, intracelularnu citosolnu ksantin oksidazu, peroksizomalne
oksidaze, endoplazmatske retikularne oksidaze i komponente mitohondrijskog
elektronskog transporta (Bandyopadhyay i sar., 1999). Osim toga, ROS takode nastaje,
autooksidacijom kateholamina, ubihidrokinona, hemoproteina i enzima flavina (Ahmad
1 Pardini, 1990). Kao odgovor na nutritivni stres, ¢elije ulaze u proces autofagije koja
moze dovestiili do adaptacije ili do smrti. Rezultati autofagije idukovane gladovanjem i
proizvodnjom reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), su pre svega ostecenja DNK molekula,
aktivacija PARP-1 (eng. Poly [ADP-ribose] polymerase 1) i inhibicija mTOR-a (eng.

mammalian target of rapamycin). ROS se prirodno sintetiSe u svim ¢elijama organizma,
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a modifikacija normalnih uslova uti¢e na sintezu ROS i vodi pojavi oksidativnog stresa.
Kod mednonosne pcele izvor ROS je mikrozomalna oksidacija ksenobiotika.
Mikrozomi sadrZze enzime citohroma P450 (CYPs) Kkoji katalizuju polivalentnu
oksidaciju slobodnih radikala i stetnih kesenobiotika koji simultano generisu O, i druge
ROS. Sistem CYP hidroksilaze uklju¢uje flavoproteine i familiju hemoproteina koji su
lokalizovani na membrani endoplazmatskog retikuluma. Razli¢ite izoforme CYP su
ukljucene u metabolizam razli¢itih ksenobiotika (Tellam i sar., 1999; Zhao i sar., 2010).
CYP grupe se razlikuju na osnovu metabolizma endogenih i egzogenih supstanci.
Mikrozomalna glutation S transferaza (GST) je usko povezana sa CYP sistemom koji
doprinosi  brzoj inaktivaciji aktivnih metabolita nastalih tokom metabolizma
ksenobiotika. Mikrobiom intestinalnog sistema je najgusc¢a populacija u kojoj postizanje
homeostaze izmedu potencijalnih patogena i brojnosti mikoororganizama predstavlja
veliki imunoloski izazov u crevnom sistemu (Gruenewald sar., 2009). Svaki organizam
pa i pcelinji kontrolu patogena postize aktivacijom enzima koji proizvode ROS.
Dvostruka oksidaza (DUOX) je ¢lan porodice nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
oksidaze (NADPH oksidaza) i najvazniji je enzim Koji se izlucuje iz enterocita kao
odgovor na prisustvo patogena (Zhao i sar., 2010; Kounatidis i Ligoxygakis, 2012).
ROS se sintetiSu u mnogim fagocitima kao odgovor na interakciju ligand-fagocit
(McConville i sar., 2007; Wagner i sar., 2008) koji svojom antimikrobnom aktivnos§éu
stiti celije od infektivnih patogena. U pocetku se proizvodi superoksidni anjon (O,) koji
se, potom, spontano ili enzimski pretvara u H,O, (vodonik peroksid) $to rezultuje
(102). ROS su direktno toksicni, ili ispoljavaju antimikrobnu aktivnost u sinergizmu sa
lizozomnim hidrolazama i/ili reaktivnim oblicima azota (RNS), kao i sa enzimskim
kompleksom NADPH oksidaza koji su vezani za plazma membranu (Koppenol i sar.,
1992). Zagadenost zivotne sredine usled kontaminacije vazduha, zemlje i vode
razli¢itim fizi€kim, hemijskim i bioloskim agensima moze biti jedan od znacajnih
faktora koji vode oksidativnom stresu zivih organizama pa i pcela. Jedinjenja koja se
koriste u industriji i poljoprivredi, ukljucuju¢i metale, metaloide i razli¢ita organska
jedinjenja mogu indukovati oksidativni stres stvaranjem ROS kod beski¢menjaka
(Ahmad, 1995). Fenolna jedinjenja (flavonoidi i tanini) koja se nalaze kod biljaka i
imaju odbrambenu ulogu mogu proizvesti slobodne radikale kod insekata koji se hrane
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na tim biljkama (Sakihama i sar., 2002). Poremec¢aj homeostaze metalnih jona, takode,
dovodi do oksidativnog stresa uslovljavaju¢i poveéanje produkcije ROS i remecenje
antioksidativne zastite organizma, indukujuci uslove za razvoj simptoma brojnih bolesti
(Hybertson i sar., 2011). Metali kao $to su Fe (gvozde), Cu (bakar), Cr (hrom), Co
(kobalt) indukuju sintezu superoksidnih i hidrokslinih radikala (Fentonska reakcija) i
drugih ROS sto uslovljava produkciju malondialdehida (MDA), 4-hydroksinonenala
(HNE) i drugih egzocikli¢nih DNK produkata koji su kancerogeni i mutageni. Takode,
redoks negativni metali Cd (kadmijum), As (arsen) i Pb (olovo) izazivaju toksi¢no
vezivanje za sulfidrilne grupe proteina i depleciju glutationa (Chaitanya i sar., 2016).
Oksidativni stres je posledica disbalansa izmedu proizvodnje i uklanjanja ROS i RNS
produkata. ROS 1 RNS imaju dvostruku ulogu u bioloskim sistemima koje mogu biti
Stetne, ali i korisne i stvaraju se:

a) tokom UV, rentgenskim X i gama zracenjem;

b) kao proizvod reakcije katalizovani metalima;

¢) u atmosferi kao zagadivaci,

d) u neutrofilima i makrofagima tokom inflamatornih procesa (Valko i

sar., 2006).

Proizvodnja slobodnih radikala se kontroliSe pomo¢u mehanizama
antioksidativne odbrane (Evans i Halliwell, 1999) koja moZe biti enzimska i
neenzimska. Medonosna pcela, koja spada u insekte, kao i druge vrste zivotinja
poseduje skup enzima koji imaju ulogu u uklanjanju razli¢itih radikala (Krishnan i
Kodrik, 2006; Krishnan i sar., 2007a; 2007b) kao $to su: superoksid dismutaza (SOD)
koja je prisutna u citosolu i mitohondrijama, katalaza (CAT) prisutna u peroksizomima,
askorbat peroksidaza (Mathews i sar., 1997) glutation S transferaza (GST) peroksidaza,
tireodoksin/tireoreduktazni sistem (Krishnan i sar., 2009) itd. Pored enzimskih sistema
insekti poseduju i neenzimske sisteme kao §to su: karotenoidi, a-tokoferol, askorbinsku
kiselinu, glutation (Yu, 1994; Felton i Summers, 1995; Kanzok i sar., 2001; Krishnan i
sar., 2009), mokraénu kisleinu, poliole, feritin i transferin (Felton i Summers, 1995).
Patogeneza i Kklini¢ki simptomi oksidativnog stresa. Oksidativni stres je rezultat
poremecaja u oksidativnom balansu antioksidanata §to dovodi do oStecenja celija i
organa. U suStini oksidativni stres nastaje kada produkcija bioaktivnih oksidativnih

proizvoda nadmasuje kapacitet endogenog antioksidativnog odbrambenog sistema
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(Nisar i sar., 2013). Oksidativni stres naruSava intracelularno okruzenje S§to rezultuje
stvaranjem obolelih ¢elija kao i smanjenjem prezivljavanja samih ¢elija. ROS moze
uticati na razli¢ite funkcije reproduktivnog sistema, a preveliki nivoi ROS mogu dovesti
do patoloskih promena u reprodukciji (Moreira da Silva i sar., 2010). Patoloski efekti se
ostvaruju pomocu razli¢itth mehanizama koji uklju¢uju oSte¢enje lipida, inhibiciju
sinteze proteina i osiromasivanje ATP-a (Ray i sar., 2004). ROS, na primer O
difunduje 1 prolazi kroz ¢elijsku membranu tako da menja ¢elijske molekule (lipide,
proteine, nukleinske kiseline). Takode, Sordillo i sar. (2009) u svom radu govore o
uticaju ROS na DNK tako $to prekidaju lance DNK.

Nagle fizioloSke i bihejvioralne promene izazivaju oskidativni stres u telu
zivotinja. Razlog nastanka oksidativnog stresa je viSestruk i obuhvata veliki broj
razli¢itih faktora koji su geneticke prirode u sadejstvu sa ekoloskim faktorima.
Klimatski, ekoloski, nutricioni, fizi¢ki, socijlani, fizioloSki stresori svakako uti¢u i
smanjuju dobrobit i performanse Zivotinja (Freeman, 1987). Aktivnost Cu/Zn SOD,
CAT i GPx (eng. glutathione peroxidase) se smanjuje ukoliko postoji deficit Cu kod
zivotinja. Nisar i sar. (2013) u svom radu navode da su optimalne koncetracije Cu
neophodne za odrzavanje strukture 1 integriteta DNK tokom oksidativnog stresa.
Takode, moze se zakljuciti da kod zivotinja kod kojih se razvio oskidativni stres

smanjuje 1 posredovani ¢elijski imunski odgovor.

Oksidativni stres kod medonosne péele. Pcele su izlozene brojnim zagadivacima koji
kontaminiraju njihovo staniste kako iz atmosfere i vode ili posredno konzumacijom
polena i nektara od biljaka koje rastu u zagadenom prostoru (Lambert i sar., 2012).
Péele mogu biti dobar bioloSki pokazatelj za otkrivanje organiskih 1 neorganskih
zagadivaca i1z okoline uzimaju¢i u obzir njihov veliki radijus kretanja (Beekman i
Ratnieks, 2000). Oksidativni stres moZze da predstavlja dobar bioloski marker za
pracenje dejstva polutanata na fizioloske parametre pcela (Korayem i sar., 2012).
StaniSte moze znatno uticati na zdravlje pcela. U radu Nikoli¢ 1 sar. (2015) ispitivali su
odgovor antioksidativnih enzima na prisustvo toksi¢nih metala kod medonosne pcele na
tri razlicite lokacije u Srbiji i ustanovili vecu koncetracija olova (Pb) u telu pcela iz
industrijskih krajeva u odnosu na staniste pcela koje nije imalo razvijenu industriju.
Takode, povecana ekspresija gena SOD 1 CAT kod pcela iz urbanih 1 industrijskih

staniSta govori da se pcelinji organizam i te kako prilagodava na povecan oksidativni
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stres, a da su antioksidativni enzimi pcela pod znacajnim uticajem zagadenja zivotne
sredine. Pored teskih metala, hemioterapeutici koji se koriste u suzbijanju varoe takode
imaju uticaj na zdravlje p&ela. Ziki¢ i sar. (2020) ispitivali su efekat kumafosa i amitraza
I ustanovili da koris¢eni hemioterapeutici znatno uti¢u na oksidativni status pcela.
Kumafos je doprineo smanjenju oksidativnog stresa koji se razvio kod pcela
infestiranim varom. Pored genotoksi¢nog uticaja amitraza na DNK, Radakovi¢ i sar.
(2013) su ustanovili i uticaj amitraza na razvoj oksidativnog stresa. Or¢ic¢ i sar. (2017)
su ustanovili da postoji razlika antienzimske odbrane izmedu letnjih i zimskih pcela
radilica ukazujuci na sSmanjeni nivo antioksidativne enzimske odbrane tokom zimovanja
§to je verovatno posledica smanjene proizvodnje ROS. Treba naglasiti da razvoj
oksidativnog stresa moze biti iniciran nizom faktora ukljucujuéi okruzenje gde pcele
borave, zatim prisustvo pesticida u kosnicama i pasnjacima (Nikoli¢ i sar., 2015), ali
nepravilna primena apitehni¢kih mera, prisustvo patogena i sam nacin pcelarenja mogu,

takode, uticati na razvoj oksidativnog stresa (Tari¢ i sar., 2019, Tari¢ i sar., 2020).

2.5. SOCIJALNI IMUNITET PCELA

Prvu definiciju socilajnog imuniteta postavio je Cremer i sar. (2007)
objasnjavajuci da socijalni imunitet predstavlja ,kolektivno delovanje ili altruisticko
ponasanje koje rezultuje izbegavanjem, kontrolom ili eliminacijom parazitskih
infekcija“. Zatim, Wilson-Rich i sar. (2009) definiSu da socijalni imunitet predstavlja
»kolektvnu odbranu protiv parazita i patogena tj. odbrana na nivou grupe od parazita
izrazena u druStvima eusocijalnih insekata (i donekle u grupama primata). Ove odbrane
su ukljucivale bihejvioralno ponasanje gde individua sreduje drugu individuu radi
uklanjanja ektoparazita kao 1 higijensko ponaSanje uklanjajuci iz legla obolele larve
(Cremer i sar., 2007; Wilson-Rich i sar., 2009). Na osnovu ovih definicija Meunier
(2015) predlaze da se socijalni imunitet definiSe kao ,svaki kolektivni i li¢ni
mehanizam koji se javlja i/ili odrzava barem delimi¢no zahvaljuju¢i odbrani protiv
parazita koju pruza ostalim ¢lanovima grupe“. Formiranje socijalnog imuniteta moze
umanjiti izrazavanje individulanog imuniteta zbog ulaganja u socijalni imunitet (Evans i
sar., 2006; Cremer i sar., 2007; Cotter i Kilner, 2010). Tri genomske i dve fizioloske
studije su sprovedena na eusocijalnim i neeusocijalnim insketima i podrzale su ovu

tvrdnju (Evans i sar., 2006, Weinstock i sar., 2006; Miller i Simpson, 2010; Richter i
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sar., 2012; Wang 1 sar.,, 2013). DrusStveni zivot moze biti od koristi mnogim
organizmima, ali izaziva i velike trSkove, narocito zbog povecane mogucénosti izbijanja
bolesti i potencijal patogena i parazita da iskoriste veliku brojnost individua (Schmid-
Hempel, 1998). To je sigurno slucaj sa socijalnim inkestima, koji obi¢no zive u velikim
kolonijama sa stalnom interakcijom medu pojednicima. Konzorcijum za
sekvencioniranje genoma pcele otkrio je da medonosne pcele (Apis mellifera), koje
neguju izrazito socijalni Zivotni stil, imaju prili€no slabiji individualni imunitet u
poredenju sa nesocijalnim insektima (Evans i sar., 2006). Autori su istakli da
imunoloSka zaStita individualnih p¢ela moze nadoknaditi odredenim ponaSanjem na
nivou drustva pomocu socijalnog imuniteta (Cremer i sar., 2007). Medonosna pcela
gradi leglo, a izgradnja legla se ¢esto smatra jednim aspektom socijalnog imuniteta, jer
uskladisteni med i mati¢ni mle¢ sadrze antimikobne materije, koje su sintetisale odrasle
pcele radilice (Morse 1 Flottum, 1997). Postoji nekoliko nac¢ina ponasanja koja smanjuju
opterecenje parazitima i patogenima. Na primer, higijensko i negovateljsko ponasanje je
karakteristi¢no za individue koje mogu otkriti 1 ukloniti bolesne larve pre nego Sto se
razvije infektivna faza (Cirkovié, 2002; Stanimirovi¢ i sar., 2005a,b; Stevanovié i sar.,
2007, 2011; Mudoz i sar., 2012). Ovakava drustva su otporna na prisustvo uzro¢nika
kre¢nog legla, ameri¢ke trulezi i grinje varoe (Wilson-Rich i sar., 2009). Prikupljanje
smole sa razliCitih biljaka pcelama omogucava da redukuju efekte patogena
(Langenheim, 2003). Medonosna pcela, na zadnjim ektremitetima sakuplja smolu i
polen, gde ga deponuje u sace, meSajuci ga sa razli¢itom kolicnom voska proizvodeci
propolis. U radu Simone i sar. (2009) se navodi da biljne smole dovode do znatnog
smanjenja ekspresije dva gena (hymenoptaecin i AmEater) kao i do smanjenog
opterecenja bakterija u drustvima. U pogledu ljudskog zdravlja i bolesti poklonjena je
znatna paznja o antimikrobnim svojstvima propolisa (Bankova, 2005). Socijalni
imunitet je rezultat saradnje pojedinaca unutar grupe u borbi protiv povecanog rizika od
prenosa boleti koji proizilazi iz socijalnog grupnog zivota (Cremer i sar., 2007). Sam
opstanak pcela zavisi od mehanizama odbrane organizma sa jedne strane i agenasa koji
se nalaze u spoljasnjoj sredini sa druge strane. Socijalna organizacija kod medonosne

pcele je slozena i postoje razli¢iti mehanizmi odbrane (Slika 5.).
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Slika 5. Nivoi odbrane u pcelinjem drustvu: (a) individualni mehanizmi odbrane (b) interakcije
izmedu dve jedinke kao §to je uzajamno ¢is¢enje (c) kolektivni mehanizmi odbrane u kojima
znacajnu ulogu ima podela rada (d) minimiziranje ulaska infektivnih agenasa, patogena i
parazita (e) koriS¢enje propolisa i drugih resursa iz spoljasnje sredine za zastitu pcelinjeg

drustva (Evans i Spivak, 2010).

Medonosna pcela socijalni imunitet ostvaruje pomocu mehanizama koji
proisticu iz bihejvioralnog ponasanja koje pomaze zajdnici da se odbrani od patogena
(Cremer i sar., 2007; Wilson-Rich i sar., 2009). Ulaganje u individualni imunitet ima
visoku cenu za drustvo (Evans i Pettis, 2005). Udruzivanje zajednickih mehanizama
(materijalnih, enregetskih) omogucuje drustvu efikasniju 1 ekonomicniju borbu protiv
agenasa iz spoljasnje sredine te na taj nacin je kroz evoluciju formiran socijalni imunitet
insekata koji je analogan ¢elijskom i humoralnom imunitetu viSih organizama (Cremer i
Sixt, 2009). Za razvoj socijalnog imuniteta kod pcela veoma je vazna socijalna
organizacija drustva (slika 5), jer ucestali kontakti izmedu jedinki i legla imaju vaznu
ulogu u prenoSenju patogena.

Aktivnost enzima glukoza oksidazi (GOX) ima ulogu da ,,konzervira“ péelinje
proizvode (med i perga) i spre¢i njihovo kvarenje (Visscher, 1980). Mnogobrojni
sekreti, a izmedu ostalog i GOX se sintetiSe u egzokrinim zlezdama Kkoji katalizuje 3-D

glukozu do glukonske kiseline i vodonik-peroksida koji ima antisepti¢ka svojstva i na
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taj na¢in doprinosi dodatnoj zastiti i razvoju socijalnom imunitetu. Alaux 1 sar. (2010)
navode da aktivnost enzima GOX zavisi od ishrane. Bogata, izbalanisrana poliflorna
ishrana povecava aktivnost GOX i doprinisi ja¢anju imuniteta za razliku od monoflorne
ishrane. Pcele vise teze ka poliflornoj ishrani kada im je na raspolaganju razlicito

mednosno bilje.

Prisustvo bolesti kod divljih pcelinjih zajednica, a takode, i kod tradicionalno gajenih
pc¢ela u trmkama, nije dovoljno ispitano, ali se moze osnovano pretpostaviti da je pojava
bolesti pcelinjeg legla i odraslih pcela kod njih mala, naravno, §to namece potrebu
intezivnih istrazivanja u ovoj oblasti. Postupci pcelara, zatim globalizacija 1 ili
industrijalizacija remete ravnotezu na Stetu pcela dovodeci do velikih gubitaka kako kod
komercijalno, 1 tradicionalno gajenim pcelama, tako i1 medu divljim pcelinjim
zajednicama vrste A. mellifera $irom sveta (Goulson i sar., 2015). Cinjenica, da
komercijalno gajena drustva imaju malu verovatnoc¢u prezivljavanja ukoliko se ne lece,
dok divlja drustva obi¢no prezivljavaju u prirodi gde se o¢ekuju veéi pritisci patogena
zbog odsustva tretmana (Hinshaw i sar., 2020). Na osnovu ¢injenice da tradicionalne
kosnice u jugozapadnoj Srbiji nisu nikada ispitane na prisustvo bolesti legla kod pcela,
osmisljena su istrazivanja ove doktroske disertacije i odredeni cilj i zadaci. Razlog za
odabir navedenog regiona su rezultati dugogodis$njih citogeneti¢kih, bihejvioralnih i1
molekularno - genetickih istrazivanja pcela sjeni¢ko-pesterskog regiona koja su ukazala
na diferencijaciju lokalno adaptiranog sjenicko-pesterskog ekotipa pcela na osnovu
karakteristiénih markera na nivou hromozoma, mitohondrijalne DNK (Stanimirovi¢ i
sar., 2005a; Mufioz 1 sar., 2012) 1 specificnih bihejvioralnih mehanizama odbrane od
patogena i parazita (Cirkovié, 2002; Stanimirovié i sar., 2005b; Stevanovié i sar., 2007,
2011).
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3. CIL] 1 ZADACI RADA

Cilj doktorske disertacije je bio ispitati da li izmedu analiziranih grupa pcelinjih
zajednica postoje razlike u pogledu prisustva patogena i pojave bolesti pcelinjeg legla i
odraslih pcela, uz analizu bioloskih (ekspresije GOX gena kao parametra socijalnog
imuniteta 1 faktora oksidativnog stresa) 1 antropogenih faktora (menadzment u
pcelarstvu) kod tradicionalno 1 komercijalno gajenih pcelinjih zajednica sa inaparentnim

I aparentnim infekcijama.

Za postizanje navedenog cilja, postavljeni su slede¢i zadaci::

1)  Uporediti opterecenost uzro¢nicima bolesti legla (Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius, Ascosphaera apis i Morator aetotulas) kod tradicionalno i
savremeno gajenih pcelinjih drustava;

2)  lIspitati da li je izbijanje bolesti pcelinjeg legla (americke trulezi, evropske
trulezi, krecnog legla i meSinastog legla) c¢eSce kod tradicionalno gajenih ili kod
savremeno gajenih pcelinjih zajednica;

3)  Proceniti ulogu nekih predisponirajué¢ih bioloskih (geneti¢kih faktora i
faktora oksidativnog stresa) i antropogenih faktora (menadZzmenta u pcelarstvu) na
pojavu bolesti pcelinjeg legla.

Osim navedenih zadataka u prijavi doktorske disertacije u toku njene izrade
postavili smo i realizovali jos tri dodatna istrazivacka zadataka:

4)  Uporediti stepen opterecenosti tradicionalno i savremeno gajenih pcelinjih
zajednica uzro¢nicima bolesti odraslih péela (virus akutne paralize péela, virus hroni¢ne
paralize pcela, virus deformisanih krila i Nosema sp., Lotmaria passim i Crithidia
mellificae).

5)  Odediti i uporediti parametre oksidativhog stresa (SOD, CAT, GST i
MDA) kod tradicionalno i savremeno gajenih pcelinjih drustava;

6) Ispitati ekspresiju GOX gena kao genetickog parametra socijalnog
imuniteta pcela kod tradicionalno i savremeno gajenih zdravih, inaparentih i péelinjih

zajednica sa ispoljenom klini¢kom slikom ispitivanih bolesti.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Uzorkovanje materijala

Uzorci péela uzeti su iz 144 naizgled zdravih pcelinjih drustva (od toga su 24
pcelinja druStva gajena u tradicionalnim koSnicama — trmkama, a 120 u komercijalnim
kosnicama) iz 18 pcelinjaka, koji se nalaze na 1059 km? povrsine Pestarske visoravni, U
jugozapadnom delu Srbije (43° 16’ 14" N, 19° 59" 35" E; Slika 6). Istrazivacki rad na
terenu je sproveden na ujednacenim pcelinjim drustvima (drustva pripremljena za
zimovanje). Komercijalne kosnice pripadale su pcelarima koji ne sele kosnice. Na
osnovu izajave pcelara matice su Kkupljene, a njihova starost bila je 1-3 godine.
Tradicionalno gajena drustva u trmkama nisu manipulisana ni na koji nacin tj. nisu
tretirana nijednim veterinarskim preparatom, niti su se drustva prihranjivala dodatno
(Secerom i/ili medom). Smena matica se obavljala prirodnim putem. Iz odabranih
pCelinjih drusStava uzeti su uzorci legla minimalne veli¢ine 10x10cm 1 propisno
upakovani u odgovaraju¢u ambalazu (OIE, 2013; Sl. glasnik RS, br. 25/2016) kako bi se
ispitali na prisustvo uzro¢nika bolesti pcelinjeg legla (americka trulez legla, evropska
trulez legla, virus meSinastog legla i kre¢no leglo). Uzorci od najmanje 180 odraslih
pcela (60 za detekciju nukleinskih kiselina virusa 1 60 za detekciju nozeme 1 60 za
detekciju tripanozoma) sakupljeni su sa perifernog saca plodista ili iz medista i
analizirani na prisustvo virusa pcela (virus akutne paralize pcela (ABPV), virus
hroni¢ne paralize (CBPV) i virus deformisanih krila - DWV), mikrosporidije roda
Nosema sp. i tripanozoma L. passim i C. mellificae. Odrasle pcele su uzete pomocu
plasticne ¢ase sa ramova. Uzorkovanje i pregled obavio je autor ovog rada.
uzorkovanja obavljeno je anketiranje pcéelara na posecenim pcelinjacima pomocu
upitnika (ankete) (prilog 1) koncipiranog na osnovu aktuelnih upitnika koji se koriste u
Evropi (Brodschneider i sar., 2016; Chauzat i sar., 2016) koji sadrzi informacije o:
lokaciji 1 zivotnoj sredini gde se nalazi pcelinjak, pcelinjaku i nacinu pcelarenja
(stacionirano, selece), vlasniku, odnosno o pcelaru (iskustvo, starosna dob, brojnost
kos$nica), proizvodnji pcelinjih prozvoda na pcelinjaku, zdravstvenom stanju pcelinjih
drustava (prethodni gubici pcelinjih druStava), ishrani/ prihrani pcelinjih drustava,
ukljcenim veterinarskim tretmanima i suplementima. Na osnovu broja ko$nica odreden

je 1tip péelarenja i to: hobisticko pcelarenje 1-20 kosnica; poluprofesionalno pcelarenje
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21-50 kosnica i profesionalno pcelarenje >50  kosnica. Takode, obavljen je klinicki
pregled svih 144 pcelinja drustava uz belezenje klini¢ke slike i procenu jacine pcelinjih
druStva merenjem povrsine legla (otvorenog i zatvorenog), povrSine saca sa hranom
(koli¢ine meda i perge) i brojnosti odraslih péela u drustvu (prilog 2). Odredivanje
povrsine legla kao 1 prisustvo hrane 1 brojnost odraslih pcela u drustvu odredeni su po
metodi Delaplane i sar. (2013). Sakupljene zive odrasle pcele su analizirane na prisustvo
Nosema sp., pcelinjih virusa (ABPV, CBPV, DWYV) i tripanozoma Lotmaria passim i
Crithidia mellificae. Kod njih je, takode, analiziran nivo iRNK za gen GOX i obavljene
analize parametara oksidativnog stresa (SOD, CAT, GST i MDA). Uzorci su stavljeni u
sterilne epruvete za jednokratnu upotrebu, zapremine 20 ml, koje su zatim upakovane u

transportnu torbu sa suvim ledom i ¢uvane u laboratoriji na -20°C do dalje obrade.

Legenda: SJ- sjenicko-pesterska visoravan, * Komercijalne kosnice * Tradicionalne kosnice - trmke

Slika 6. Distribucija 18 péelinjaka na prostoru sjeni¢ko-pesterske

visoravni odakle su sakupljeni uzorci pcela (Republika Srbija)
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4.2. Detekcija i determinacija vrste mikrosporidija roda Nosema
Detekcija spora obavljena je nekvantitativnom metodom koju preporucuje OIE
(2013). Svaki homogenizovani uzorak pregledan je svetlosnim mikroskopom (Leica
Microsystems, Nemacka) pri uveliCanju 400x u cilju utvrdivanja prisustva spora
mikrospordidija vrsta Nosema sp. Suspenzije svih uzoraka i pozitivnih i negativnih,
podvrgnute su PCR analizi, kako bi se proverila pouzdanost prethodne metode. Za
ekstrakciju DNK iz ispituju¢ih uzoraka, 1 ml suspenzije spora ispran je dva puta
bidestilovanom vodom i centrifugiran (5 min, 16100%g). Suspenzija spora zamrznuta je
u te€nom azotu 1 usitnjena u sterilnoj ambalazi. Za ekstrakciju DNK iz ispitujuc¢ih
uzoraka koris¢en je DNeasy Plant Mini Extraction Kit (Qiagen, Nemacka). Ekstrakt
DNK ¢uvan je na -20°C do upotrebe za PCR. Za detekciju Nosema sp. i odredivanje
vrste, koriS¢ene su dve metode: dupleks PCR sa prajmerima specificnim za vrste
(321APIS-FOR/REV za detekciju N. apis i 218MITOC-FOR/REV za detekciju N.
ceranae) koje su dizajnirali Martin-Hernandez i sar. (2007) i PCR-RFLP sa nos-16S-
fw/rv prajmerima autora Stevanovi¢ 1 sar. (2011) za uzorke koji nisu uspeli da
proizvedu amplikon u dupleks PCR. Obe metode PCR su obavljene na isti nacin po
metodologiji koju je opisala Stevanovi¢ i sar. (2011). Uzorci kod kojih je potvrdeno da
su nozema negativni posle amplifikacije pomocu nos-16S-fw/rv prajmera nisu

podvrgnuti digestiji sa restrikcionim enzimima.

4.2.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju RNK i DNK
Priprema uzoraka obavljena je na osnovu preporuke OIE (OIE, 2018). Nakon

homogenizacije uzorak je centrifugiran 15 minuta na 5000 x g. Ekstrakcija RNK iz
uzoraka odraslih pcela obavljena je pomocu ,,Quick-gRNATM MiniPrep” (Zymo
Research, SAD) prema preporukama proizvodaca, sa 140 pL supernatanta.
Ekstraktovana RNK je kvantifikovan na spektrofotometru (BioSpec-nano,
SHIMADZU) i prevedena u cDNK koris¢enjem seta ,,FastGene 55-Scriptase cDNA
Synthesis“ (Nippon Genetics, Japan) primenom RT-PCR. Ekstrakcija DNK iz uzoraka
larvi legla obavljena pomocu QIAamp DNA (Qiagen, Nemacka) i DNeasy Plant Mini
Extraction Kit (Qiagen, Nemacka) prema preporuci proizvodaca. Izolati su ¢uvani na -

20°C do upotrebe.
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4.3. Real time PCR amplifikacija pcelinjih virusa

Za detekciju RNK virusa pomocu real time PCR koriS¢ene su pozitivne
kontrole za ABPV, CBPV, DWV i SBV dobijene od Veterinarskog instituta ,,Kraljevo*
(Srbija). Pozitivne kontrole su dobijene koris¢enjem konvencionalnog RT-PCR i
dokazano je prisustvo sva Cetiri virusa sekvencioniranjem. Prajmer parovi i PCR
program koji se koristi za RT-PCR preuzeti su od “French Agency for Food,
Environmental and Occupational Health & Safety” (ANSES). Sve reakcije RT-PCR su
odradene na Rotor-Gene Q Splex aparatu (Qiagen, Nemacka). Uzorci su testirani na
prisustvo ABPV, CBPV, DWV i SBV i pusteni pojedinacno. Prajmeri i probe (Tabela
1) su odabrani na osnovu rada koji su objavili Chantawannakul i sar. (2006). Prajmeri i
TagMan probe su dobijene od Eurofi ns MWG Operon (Germany). Optimalna
koncetracija prajmera je iznosila 800 nM, a probe 400 nM po rekaciji. Ukupna
zapremina jedne reakcije je iznosila 25 pL od toga: 12,5 ul of 2x RT-PCR Master Mix
(Qiagen, Germany), 0.8 uM svakog prajmera (jedan par prajemra po reakciji), 0,4 uM
svake probe, 0,25 ul RT Mix (Qiagen, Germany), voda i 2ul RNK uzorka. Koriscen je
ranije opisan protokol za real time PCR (Chantawannakul i sar., 2006, Simeunovi¢,
2015; Tari¢ i sar., 2020).
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Tabela 1. Kori$éeni prajmeri za detekciju pcelinjih patogena i tripanozoma

Prajmeri za detekciju of N. ceranae i N. apis (multiplex PCR)

Prajmer Patogen Sekvenca (5-3’) Referenca
218MITOC-FOR N. ceranae | CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA Martin-
218MITOC-REV CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG Hernandez i
321APIS-FOR N. apis GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA sar., 2007
321APIS-REV GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG

Prajmeri za detekciju of N. ceranaeiN. apis (multiplex PCR) pomo¢u PCR-RFLP

Prajmer Patogen Sekvenca (5-3") Referenca
nos-165-fw N. ceranae | CGTAGACGCTATTCCCTAAGATT Stevanovig i
Nos-16S-rv N.apis | CTCCCAACTATACAGTACACCTCATA sar., 2011

Prajmeri za detekcijupCelinjih virusa
Prajmer/proba | Patogen Sekvenca (5-3%) Referenca
APVI5F Acute bee | TCCTATATCGACGACGAAAGACAA
APV159R para]ysis GCGCTTTAATTCCATCCAATTGA
APV121T virus(ABP TTTCCCCGGACTTGAC

V)
CBPV304F Chronic bee | TCTGGCTCTGTCTTCGCAAA
CBPV371R paralysis | GATACCGTCGTCACCCTCATG
(CBPV) kul

DWV958F Deformed CCTGGACAAGGTCTCGGTAGAA i sar., 2006
DWV9711R wing virus ATTCAGGACCCCACCCAAAT
DWV9627T (DWV) CATGCTCGAGGATTGGGTCGTCGT
SBV311F Sacbrood | AAGTTGGAGGCGCGYATTTG
SBV380R virus (SBV) | CAAATGTCTTCTTACDAGAAGYAAGGATTG
SBV331T CGGAGTGGAAAGAT

F- forward primer; R - reverse primer; T - probe. Probes consist of oligonucleotides with a 5’-reporter dye
(FAM, 6-carboxy-Xuorescein) and a 3’-quencher (TAMRA, tetra-methylcarboxyrhodamine)

Prajmeri za detekcijupcelinjih patogena koji izazivaju bolesti legla

Prajmer/proba | Patogen Sekvenca (5-3°) Referenca
AFB-F P. larvae CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A Dobbelaere i
AFB-R TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G sar., 2001
EFBFor M. plutonius | TGTTGTTAGAGAAGAATAGGGGAA Budge i sar.,
EFBRev CGTGGCTTTCTGGTTAGA 2010
EFBT FAMAGAGTAACTGTTTTCCTCGTGACGGT
3-F1 A. apis TGTCTGTGCGGCTAGGTG James i
3-R1 CCACTAGAAGTAAATGATGGTTAGA Skinner, 2005
Prajmeri za detekcijutripanozoma
Prajmer Patogen Sekvenca (5 -3°) Referenca
LpCyth_F1 L. passim CGAAGTgCaCATATATGCTTtAC
LpCyth R ' gcCAaACACCaATaACIGGACt L
Stevanovié i
CmCytbh F C. mellificae AGTITGAQCIGTtGGaTTTgTt sar., 2016
CmCytb_R ' AACCIATtACaGGCACaGTTGC
Prajmer Enzim Sekvenca (5 -3°) Referenca
GOX_F Glucose GAGCGAGGTTTCGAATTGGA Yang i Cox-
GOX_R oxidase GTCGTTCCCCCGAGATTCTT Foster, 2005
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4.4. Real time PCR amplifikacija evropske kuge pcelinjeg legla
Ispitivanje ekstrakta DNK na prisustvo evropske trulezi obavljeno je pomocéu
real-time PCR testa koris¢enjem specifi¢nih prajmera EFBFor (Tabela 1). Proba i
prajemeri su reagovali samo sa ekstrahovanom DNK iz ispituju¢ih uzoraka na M.
plutonius i nije doslo do unakrsne rekacije sa drugim bakterijama (Budge, 2010).
Pozitivna kontrola dobijena je zahvaljujuc¢i kolegijalnoj ljubaznosti dr Orlando Yafieza
(Institut za zdravlje p&ela iz Berna, Svajcarska). Reakcija sadrzi 1x bufferA, 0.025 U/pl,
AmpliTaq Gold, 0.2 mM dNTP, 5.5 mM MgCl,, 300 nM prajmer, 100 nM probe i 10ul
ekstrakta DNK nukleinske kiseline. Ukupna zapremina po jednoj reakciji iznosi 25 pl
(Budge 1 sar., 2010). Negativna kontrola je koriS¢ena u svakoj reakciji. Reakcije su

izvedene u duplikatu prema protokolu koji su opisali Budge i sar. (2010).

4.5. Kultivacija bakterija Paenibacillus larvae

Larve iz legla uzete su pomocu sterilnih briseva i suspendovane u 6 ml
fizioloskog rastvora natrijum-hlorida (0,9% NaCl). Larve su izmecerirane i ceo sadrzaj
dobro homogenizovan. Formirana suspenzija je izlozena toplotnom Soku na temperaturi
od 95°C u trajanju od 4 minuta u cilju eliminacije vegetativnih oblika drugih
mikroorganizama ukljucujuci 1 druge sporogene mikroorganizme, kako bi se smanjila
kontaminacija podloge (OIE, 2016). Za izolaciju P. larvae koris¢éena je MYPGP
podloga (Dingmann i Stahly, 1983) uz dodatak pipemidinske (Alippi, 1995) i
nalediksinske (Hornitzky i Clark, 1991) kiseline. Nakon zasejavanja uzoraka, petrijeve
posude su odlozene na inkubaciju u trajanju od 2-4 dana na temperaturi od 37°C uz
dodatak 10% CO, kako bi se obezbedili mikroaerofilni uslovi. Pre kultivacije, sva
oprema je sterilisana, a zasejavanje je obavljeno u kontrolisanim sterilnim uslovima.

Odrasle bakterijske kolonije podvrgnute su mikroskopskom pregledu.

4.6. Liza spora bakterija Paenibacillus larvae

Kako bi se omogucilo oslobadanje bakterijske DNK iz spora, liza je obavljena
pomocu Enzymatic lysis buffer-a i lizozima. U zapreminu od 10ml dodat je TE puffer
koji sadrzi: 20mM TRIS-HCI (pH 8,0) koji je dodat u svaki uzorak, 2mM EDTA, 0,5%
(w/v) TritonX, 20 mg lizozima za 1ml. Dobijena smeSa je inkubirana na 37°C tokom

1h. Nakon inkubacije dodato je 5 ml proteinaze K i lizat inkubiran na 56°C tokom 30

52



min. Zatim je dodato 200 ml pufera AL (Qiagen, Nemacka) i obavljena inkubacija u
trajanju od 30 min na 56°C. Bakterijska DNK je izolovana pomoc¢u QIAamp DNA Mini

Kit (Qiagen, Nemacka) prema upustvu proizvodaca.

4.7. Kultivacija bakterija Melissococcus plutonius

Homogenizovana suspenzija zasejana je na selektivnu podlogu sa osnovnim
modifikovanim medijumom (Bailey, 1957) za kultivaciju M. plutonius na ekstraktu
kvasca, koji je dopunjen, skrobom, glukozom, cisteinom i agarom u anaerobnim
uslovima, uz dodatak sterilisane nalidiksinske kiseline (Forsgren i sar., 2013), kako bi
se spreCio rast sekundarnih bakterija. Referentni soj je kultivisan paralelno sa

ispituju¢im uzorcima.

4.8. Kultivacija gljivice Ascosphaera apis

A. apis je izolovana iz sasuSenih mumuficiranih larvi bledo-sive boje uzetih sa
podnjace. Pre kultivacije, larve su potopljene u rastvor 10% natrijum-hipohlorita
(NaClO) na 10 min i potom dva puta isprane u destilovanoj vodi u trajanju od 2 min.
Mumificirane larve su iseCene na sitnije deli¢e i1 postavljene na saburo dekstorznom
agaru (SDA). Zasejane petri Solje inkubirane su na temperaturi od 30-34°C tokom 2-4
dana (Hornitzky, 2001; Jensen i sar., 2013).

4.9. PCR amplifikacija DNK Paenibacillus larvae

Reakciona smeSa se sastojala od 2,5ul PCR buffer, 2ul MgCl,, 0,25ul dNTP,
oba prajmera po uzorku 0,5uM i taq polimeraze 0,3U, dH,O i uzoraka DNK 5pul.
Celokupna rakaciona smesa je imala zapreminu od 25ul. Amplifikacija je uradena u
PCR aparatu (Gradient Multigene Gradient Thermal Cycler, Labnet International, Inc.)
prema protokolu koji su objavili Dobbelaere i sar. (2001). Amplifikovani proizvodi su
na 0,8% agraroznom gelu oc€itani na UV transiluminatoru (Vilber - Lourmat). Priblizna

veli¢ina produkta je odredena kori§¢enjem DNK lestvice od 100 bp.
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4.10. PCR amplifikacija DNK Ascosphaera apis

PCR analize obavljene su na DNK ekstrahovanoj iz uzoraka, u reakciji
zapremine od 25ul koja sadrzi 18,01 pl vode bez nukleaza, 2,5ul 10x PCR buffer,
0,63ul 10mM dNTP, 1,5ul MgCl, 0,66pl oba prajmera po uzorku (10uM), 1ul uzorka
DNA 1 0,1ul Tag DNA polymerase (5U/ul, Eppendorf Hot Master Taq, Brinkmann
Instruments, Westbury, SAD). Uslovi analize na konvencionalnom PCR aparatu su
usaglaSeni prema autorima James i Skinner (2005). PCR produkti su elektroforetski

odvojeni na 1,5% agaroznom gelu.

4.11. PCR amplifikacija DNK Lotmaria passim i Crithidia mellificae

PCR smesa je izvedena u mikrotubama zapremine od 0,2 ml na PCR aparatu
,Mastercycler Personal®“ (Eppendorf, Germany). Kao negativna kontrola koris¢ena je
voda bez nukleaza, a kao pozitivha kontrola DNK L. Passim i DNK C. mellificae.
Ukupna PCR smesa iznosila je 20 ul od toga za tripanozomu L. passim kori$¢eno je
14,9 ul vode bez nukleaza, 2 ul 10x KAPA Taq pufera iz kita, 0,4 ul dNTP miksa
koncentracije 10 mM, 0,4 ul MgCl, koncentracije 25 mM, po 0,6 ul prajmera
LpCytb_F1 i LpCytbh R (Tabela 1) koncentracije 10 uM, 0,1 ul KAPA Taq DNK
Polymerase koncentracije 5 U/ul i 1 ul DNK izolata. PCR reakcija je izvedena prema
protokolu: inicijalna denaturacija u trajanju od 2 minuta na 95°C prac¢ena sa 40 ciklusa
denaturacije od 30 sekundi na 95°C, 30 sekundi hibridizacija na 55°C i 20 sekundi
ekstenzije na 72°C. Finalna ekstenzija je trajala 2 minuta na 72°C (Stevanovi¢ i sar.,
2016; Vejnovic, 2019).

Za amplifikaciju DNK tripanozome C. mellificae koris¢eno je 14,9 ul vode bez
nukleaza, 2 pul 10x KAPA Taq pufera iz kita, 0,4 pl dNTP miksa koncentracije 10 mM,
0,4 ul MgCl; koncentracije 25 mM, po 0,6 pl prajmera CmCytb_F i CmCytb_ R (Tabela
1) koncentracije 10uM, 0,1 ul KAPA Tag DNA Polymerase koncentracije 5 U/ul i 1 pl
DNK izolata. Zapremina PCR reakcije iznosila je 20 pl. PCR reakcija je izvedena
prema protokolu koji se sastoji od inicijalne denaturacije u trajanju od 2 minuta na 95
°C pracena sa 40 ciklusa denaturacije od 30 sekundi na 95°C, 30 sekundi hibridizacije
na 59°C 1 20 sekundi ekstenzije na 72°C. Finalna ekstenzija trajala je 2 minuta na 72°C

(Stevanovic i sar. 2016; Vejnovic, 2019).
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Vizuelizacija amplifikovanih DNK sekvenci obavljena je elektroforezom na
1,5% agaroznom gelu za L. passim, odnosno 1,8% agaroznom gelu za C. mellificae

u trajanju od 30 minuta i naponu od 100 V.

4.12. Priprema uzorka za spektrofotometriju

Kori$¢eno je pet odraslih pcela radilica za svaki pojedina¢ni uzorak, koje su
homogenizovane u 0,05 M hladnom Tris-HCI puferu (pH 7.4) i centrifugirane 15 min,
10 000 g na +4°C. Supernatnat je koriS¢en za analizu parametara oksidativnog stresa na

spektrofotometru Biobase BK-7390 UV-visible spectroscopy system (Biobase).

4.13. Parametri oksidativnog stresa

Aktivnost enzima katalaze (CAT) odredena je po metodologiji Aebi (1984)
koris¢enjem H20; kao supstrata. Jedna jedinica CAT aktivnosti definiSe se kao koli¢ina
koja razlaze 1 mol H,0; i izraZena je kao U mg™ protein. Ativnost CAT je odredena
pomocu spektrofotometrije talasne duzine 240 nm koriste¢i koeficijent ekstinkcije od
43,6 cm .

Glutation-S-transferaza (GST) je odradena po metodologiji Habig i sar. (1974),
a spektrofotometrijsko odredivanje GST je praceno konjugacijom redukovanog
glutationa na 1-hloro-2,4-dinitrobenzen na 340 nm talasne duzine u trajanju od 3 minuta
na temperaturi od 25°C. Enzimska aktivnost GST je izrazena u pmol/min/mg proteina.
Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) merena je indirektnim pradenjem stepena
inhibicije autooksidacije adrenalina do adrenohroma u alkalnom medijumu na talasnoj
duzini od 480 nm (Misra i Fridovich, 1972).

Koncetracija malondialdehida (MDA) je odradena po metodologiji Girotti i sar.
(1991), a zasniva se na merenju ljubicaste boje koja je nastala kao proizvod reakcije
MDA i TBA kompleksa i odredena na talasnoj duzini od 530 nm. Vrednost MDA je
izrazena u nmol/mg/protein koriste¢i molarni koeficijent ekstinkcije 1.56 x10>/mol/cm.

Koncetracija proteina u homogenoj smesi odredena je po metodologiji od strane

Bradford (1976), a BSA je kori$¢en za izradu kalibracione krive.
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4.14. Odredivanje iRNK za ekspresiju gena enzima glokozo oksidaze

Ukupna RNK je izolovana iz uzoraka koji su bili u DNA/RNA Shield (Zymo)
pomocu Quick-g RNATM MiniPrep (Zymo Research) prema upustvu proizvodaca.
Ekstrahovana RNK je kvantifikovana na spektrofotometru BioSpec-nano Microvolume
UV-Vis (Shimadzu) i prevedena u cDNK koriste¢i FastGene 55-Scriptase cDNA
Synthesis set (Nippon Genetics) u RT-PCR. Kvanititvni real-time PCR je izveden sa
KAPA SYBR® FAST gqPCR Kits (KAPA BIOSYSTEMS) pomocu specificnih
prajmera (Tabela 1). PCR reakcija je imala zapreminu od 20 pl od toga SYBER master
mix 10 pl, oba prajmera po 1 pl, uzorak 2 pl 1 dH2O do 20 pl. PCR analize su radene u
triplikatu na PCR aparatu Multigene Gradient Thermal Cycler (Labnet International)
korite¢i sledeci protocol rada: 1 ciklus u trajanju od 3 minuta preinkubacije, zatim 45
ciklusa amplifikacije u trajanju od 30 sekundi na 94 °C, aniling na 60 °C u trajanju od
30 sekundi i ekstenzija na 72 °C u trajanju od 30 sekundi. Relativna kvantifikacija je
izradunata metodom 2" (Evans, 2006) koriste¢i aktin kao kontrolni gen za

normalizaciju ekspresije GOX gena.

4.15. Statisticka obrada podataka

U cilju statisticke obrade podataka za poredenje ucestalosti u broju patogena
izmedu pcelinjih zajednica gajenih u komercijalnim 1 tradicionalnim koSnicama
koriS¢en je Fisher exact test. Ekstrapolacija podataka o broju patogena kod
tradicionalnih koSnica izvrSena je pomocu aplikacije EstimateS (Colwell 1 sar., 2004;
Colwell i sar., 2012). Normalna raspodela podataka za parametre oksidativnog stresa i
glukoza oksidazi (GOX) je testirana koris¢enjem Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov
testa. Podaci ne prate normalnu raspodelu (Shapiro-Wilk test, p<0,05; Kolmogorov-
Smirnov test p<0,05), a testiranje razlika izmedu dve grupe je uradeno primenom
Mann-Whitney U testa. Za analiziranje ucestalosti u anketama koris¢en je y2 (hi-
kvadrat) ili Fisher exact test. StatistiCka analiza eksperimentalnih podataka je uradena

pomocu softvera GraphPad Prism version 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati ankete

Dizajn istrazivanja zahtevao je kreiranje obrasca ankete sa pitanjima za pcelare Koji je
dat u Prilogu 1. ove doktorske disertacije pod nazivom Obrazac 1. - Anketa.

Statistickom obradom anketnih pitanja pod rednim brojem 1a, 1b, 1c, 7, 9b, 9c, 10b, 11f
(nadmorska visina pcelinjaka, pasni uslovi uzgoja pcela, zastupljenost pcelinjaka u
odnosu na naseljeno mesto, duzina pcelarskog iskustva, laboratorijske analize uginulih
drustava, koriS¢enje pcelarskog dnevnika, provere zdravstvenog i kondicionalnog stanja
pcelinjih zajednica, period menjanja matica i upotreba suplemenata) nije utvrdeno

postojanje statistickih znacajnih razlika.

Upotreba agropesticida, prema obavljenoj anketi pcelara, bila je statisticki znacajno
visoka (p<0,0001) u oklini pcelinjaka sa komercijalnim na¢inom gajenja u odnosu na
pcelinjake sa tradicionalnim na¢inom gajenja pcela (Tabela 2). Analizom anketnih
podataka, utvrdeno je da na tradicionalnim p¢elinjacima postoji statisticki znacajno vise
(p<0,05) pcelara sa po manje od 20 koSnica po pcelinjaku u odnosu na komercijalne
pcelinjake (Tabela 2). Na osnovu broja kosnica u planinskom kraju odreden je nacin
pcelarenja: hobisti, poluprofesionalci i profesionalci. Statistickom obradom podataka
uoceno je postojanje statisti¢ki znacajno veceg broja hobista (p<0,05) sa tradicionalnim
uzgojem pcela u odnosu na komercijalni na¢in péelarenja (Tabela 2). StatistiCkom

obradom podataka o starosnoj strukturi pcelara uocena je da su pcelari starosne dobi od
30 - 45 godina statisticki (p<0,0001) vise zastupljeni u tradicionalnom pcelarenju u
odnosu na komercijalni nacin gajenja pcela (Tabela 2). Pcelaraska proizvodnja na
komercijalnim pcelinjacima u ispitivanim podru¢jima pretezno je bazirana na
proizvodnji meda, polena, rojeva i matica, dok je na tradicionalnim pcelinjacima pre
svega bila zastupljena proizvodnja rojeva i meda. StatistiCka obrada podataka izmedu
dve ispitivane grupe je pokazala da postoji statisticki veci broj tradicionalnih pcelara
(p<0,01) koji se bavi proizvodnjom rojeva u odnosu na broj pcelara u komercijalnom
pcelarstvu (Tabela 2). Péelari iz oba tipa uzgoja pcela obavljaju pregled drustava na 5,
7, 14 ili na 21 dan. Statistickom obradom dobijenih podataka utvrdeno je da postoji
statisticki znacajno veci broj pcelara (p<0,001) u tradicinalnom sistemu uzgoja pcela,

koji svoja druStva pregledaju 21. dana (Tabela 2). Na osnovu statisticke obrade
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anketnih podataka o upotrebi veterinarskih preparata utvrdeno je da postoji znacajno
veca (p<0,001) upotreba veterinarskih preparata u komercijalnom u odnosu na
tradicionalno pcelarenje (Tabela 2). Statistickom obradom anketnih podataka, takode,
je utvrdeno da postoji veéa statisticka znaCajnost u broju tradicionalnih pcelara
(p<0,001), koji ne menjaju matice ili kod kojih se matice menjaju prirodnim putem, u
odnosu na broj pcelara na komercijalnim pcelinjacima (Tabela 2). Obradom anektnih
podataka uocena je znafajno veca statisticka znacajnost (p<0,001) u broju pcelara koji
obavaljaju prihranu drustava na komercijalanim u odnosu na tradicionalne pcelinjake
(Tabela 2). Obradom anektnih podataka uocen je znacajno veéi broj komercijalnih
pcelara (p<0,001) koji kupuju komercijalne pogace (Tabela 2). Na komercijalnim
pcelinjacima je koris¢en sirup u prihrani péela. Po sastavu najzastupljeniji sirup je bio
Seerni, a zatim Secerno-medni sirup u nesto manjem procentu. Na tradicionalnim
pcelinjacima nije bilo prihrane drustava sirupom (Tabela 2). Poga¢a na komercijalnim
pcelinjacima je koriS¢ena za prihranu drustava. Po sastavu zastupljenija je bila pogaca
sa Seéernim, u odnosu na pogacu sa Secerno-mednim testom. Na tradicionalnim
pcelinjacima nije bilo prihrane drustava primenom pogaca (Tabela 2). Prihrana
drustava na komercijalnim pcelinjacima pomocu sirupa i pogaca najceSce je obavljana u
prole¢e, zatim zimi, a manje u leto i jesen. Na tradicionalnim pcelinjacima nije bilo

nikakve prihrane (Tabela 2).

Tabela 2. Anketni rezultati — Obrazac 1.

Pitanja Odgovori P vrednost
Upotreba Da Ne
agropesticida n (%) n (%)
Komercijalna
drugtva 33 (68,75) 15 (31,25) p<0,0001
Tradicionalna
drusiva 0 (0,00) 9 (100,00)
Broj ko3nica 1-20 n (%) 21-50 n (%) >50 n (%)
Komercijalna
druttva 12 (25,00) 18 (37,50) 18 (37,50) p<0,05
Tradicionalna 6 (66.67 3(33.33
drustva (66,67) (33.33) 0 (0,00)
Tip péelarenia Hobistic¢ki Poluprofesionalni Profesionalni
PP ren n (%) n (%) n (%)
Komervcualna 12 (25,00) 18 (37,50) 18 (37,50) p<0,05
drustva
Tradicionalna
7
drustva 6 (66,67) 3(33,33) 0 (0,00)
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Starost péelara 30-45 46-65 >65
P n (%) n (%) n (%)
Komervcualna 9 (18,75) 30 (62,50) 9 (18,75) p<0,0001
drustva
Tradicionalna
drustva 9 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Péelinji Med Polen Rojevi Matice
proizvodi n (%) n (%) n (%) n (%)
Komercijalna 6
drustva 30 (62,50) 6 (12,50) 6 (12,50) (12,50) p<0,01
Tradicionalna
drustva 3(33,33) 0 (0,00) 6 (66,67) 0 (0,00)
Pregled Na 5 dana Na 7 dana Na 14 dana Ndaail
n (%) n (%) n (%) n (%)
Komercijalna 9 <0.001
drustva 3(6,25) 15 (31,25) 21 (43,75) (18.75) p<0,
Tradicionalna 9
drustva 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) (100,00)
Upotreba vet. Da Ne
preparata n (%) n (%)
Komervcualna 48 (100,00) 0 (0,00)
drustva p<0,001
Tradicionalna
drustva 0 (0,00) 9 (100,00)
Menjanje Da Ne Ponekad
matice n (%) n (%) n (%)
Komercijalna
<0,001
drustva 21 (43,75) 6 (12,50) 21 (43,75) p
Tradicionalna
drustva 0 (0,00) 9 (100,00) 0 (0,00)
. Sirup Pogaca Suplement Sve
Prihrana n (%) n (%) n (%) n (%)
Komercijalna 45 p<0,001
drustva 0 (0,00) 3 (6,25) 0 (0,00) (93.75)
Tradicionalna
drustva 0 (0,00) 0 (00,00) 0 (0,00) 0(00,00)
Nabavka Kupuje Priprema
pogaca n (%) n (%)
K ijal
omereyaina | 35 (75,00) 12 (25,00) p<0,001
drustva
Tradicionalna
drustva 0 (0,00) 0 (0,00)
Sastav sirupa Sf::gﬁ?_ Sr?é(ﬁ/”)'i l\r/]le(gi/n)i
n (%) (o} (V) 3 ]
Komercijalna )
drustva 3(6,25) 45 (93,75) 0 (0,00)
Tradicionalna
drustva 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Secerno- Secerno testo

Sastav pogace

medno testo

n (%)
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n (%)

Komercijalna

drustva 12 (25,00) 36 (75,00) i
Tradicionalna

drustva 0(0,00) 0 (0,00)

Period prihrane Jesen Prolece Zima Leto
P n (%) n (%) n (%) n (%)

Komercijalna 9

drustva 6 (12,50) 18 (37,50) 15 (31,25) 18.75) ]
Tradicionalna

drustva 0(0.00) 0(0,00) 0(0,00) | 0(0,00)

5.2. Rezultati klinikog pregleda
Za potrebe utvrdivanja zdravstvenog statusa pcelinjih zajednica pre uzorkovanja i
obavljanja eksprementa kreirali smo anketni obrazac za skeniranje postojeceg
zdrtavstvenog stanja pcelinjih zajednica pod nazivom Obrazac 2. - Zdravstveni list za
péelinje drustve. Ovaj obrazac je sastavni deo rezultata ove doktorske disertacije i dat
je u Prilogu 2.

Na osnovu anamnestickih anketnih podataka i njihovom statistickom obradom je
utvrdeno da su od veterinarskih preparata najzastupljeniji bili ,,hard* akaricidi (hemijski
sintetisani) na komercijalnim péelinjacima, sa 54,17% uceséa, dok su ,,soft* akaricidi
(na bazi supstanci prirodnog porekla) manje bili upotrebljivani u 45,83% slucajeva. Na
tradicionalnim pcelinjacima nisu primenjivani nikakvi veterinarski preparati (Tabela 3).
Kao soft akaricidi na komercijalnim pcelinjacima (Tabela 3) su koris¢eni uglavnom
preparati na bazi organskih kiselina (59,09%) i etarskih ulja (40,91%). Od hard
akaricida korS¢en je amitraz (100,00%), dok ostali preparati na bazi fluvalinata,
flumetrina, kumafosa i cimiazolhidrohlorida nisu bili u upotrebi na ispitivanim
komercijalnim pcelinjacima (Tabela 3). Stacionarno pcelarenje je bilo zanacajno vise

zastupljeno (p<0,05) kod tradicionalnog u odnosu na komercijalani nacin gajenja pcela

(Tabela 3).
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Tabela 3. Rezultati zdravstvenog stanja ispitivnih peclinjih zajednica - Obrazac 2.

Pitanja Odgovori P vrednost
Vrsta Soft :lz;% )
akaricida n (%) 0
Komercijalna
drustva 22 (45,83) 26 (54,17)
Organska . Biljni ekstrakti -
Preparati kiselina Etarska ulja n (%)
n (%)
n (%)
Komercijalna
drustva 13 (59,09) 9 (40,91) 0 (0,00)
Preparati Fluvalinat Bayvarol Kumafos | Amitraz | Cimiazol -
P n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Komercijalna 26
drustva 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) (100,00) 0 (0,00)
Tip Stacionaran Sele¢i Stajadi i seleci
péelarenja n (%) n (%) n (%)
Komercijalna
drustva 30 (62,50) 0 (0,00) 18 (37,50) p<0,05
Tradicionalna
drustva 9 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

Rezultati ispitivanja koli¢ine meda i prosecne povrsine zatvrenog legla

prikazani su u Tabeli 4. Kod komercijalnih drustava (Tabela 4) povrSina saca pod

medom je iznosila 7143,03+2663,17cm? (Z£SD), dok kod p&elinjih zajednica gajenih u

trmkama nije bilo mogucénosti za merenje povrsine saca pod medom. Prosec¢na povrSina

zatvorenog legla po kosSnici na komercijalnim pcelinjacima (Tabela 4) iznosila je

7038,32+1683,97cm’ (+SD), a kod péelinjih zajednica gajenih na tradicionalan nacin
nije bilo moguce obaviti merenja povrsina zatvorenog legla.

Tabela 4. Povriina saéa pod medom i povrina zatvorenog legla u cm?

Komercijalne X . CcVv
n = SD Sem Xmin
ko$nice = max (%)
PoviSinasatapod | 119 | 794305 | 266317 | 24413 | 12063 | 1547 | 37.28
medom cm
P °Vrsllzglzagrvn(§ren°g 119 | 703832 | 168397 | 15437 | 5721 | 3278 | 23,93
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Povrsina sac¢a pod pergom kod komercijalnih drustava (Tabela 5), izrazena putem

medijane iznosila je 2047cm? (1511-2574), dok je medijana povriine otvorenog legla
kod komercijalnih druitava (Tabela 5) iznosila je 3114cm? (2699-3841). Medutim,

medijana broja adultnih pcela komercijalno gajenih u DB kosnicama (Tabela 5),

iznosila je 23 821 (22099-26623), dok kod pcela gajenih u trmkama nije bilo moguce da

se odrede gore pomenuti parametri jac¢ine pcelinjeg drustva.

Tabela 5. Parametri jacine drustva ispitutivanih pcelinjih zajednica

Komercijalne

n Me X max Xmin | CV (%
koSnice Qu Qs (%)
PoviSinasatapod | 119 | 5047 1511 2574 4987 258 42,70
pergom cm
Povisina otvorenog | 41q | 3994 2699 3841 4877 1087 26,70
leglacm
Brojnost adultnih
119 | 23821 22099 26623 20834 2382 15,22

pcela

5.3. Komparativni prikaz zastupljenosti pcelinjih patogena u leglu
i na odraslim pcela kod tradicionalno i komercijalno gajenim

pcelinjim zajednicama

Uocena je znacajna razlika u broju vrsta patogena izmedu komercijalno i

tradicionalno gajenih pcelinjih zajednica. Njihov broj je bio statisticki znatno veéi kod

komercijalno gajanih pcela (Tabela 6).
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Tabela 6. Zastupljenost nukleinskih kiselina (DNK i RNK) uzro¢nika pc¢elinjih bolesti

u komercijalnim i tradicionalno gajenim pcelinjim drustvima

Kosnice
— — P
Genetski materijal Komercijalne Tradicionalne
' . n=120 n=24 vrednost
uzro¢nika bolesti pcela
DNK- AFB' |  16,67% 0,00% <0,05
DNK- EFB? 0,00% 0,00% >0,05
DNK- CHB? 13,33% 0,00% <0,05
Bolesti .
RNK- SBV 96,67% 33,33% <0,05
legla
DNK- 16,67% 8,33% > 0,05
L.passim
DNK-C. 0,00% 0,00% > 0,05
mellificae
RNK-
0, 0 <
ABPV® 83,33% 33,33% 0,001
RNK-
0 0 <
CBPV® 100,00% 33,33% 0,001
. RNK-
Bolesti 0 v <
_ DW\/ 100,00% 33,33% 0,001
odraslih
pcela DNK-N. 61,67% 29,17% <0,01
ceranae
DNK- 50,00% 25,00% <0,05
L.passim
DNK-C. 0,00% 0,00% > 0,05
mellificae
Legenda: 1. Americka kuga 2. Evropska kuga 3. Kre¢no leglo 4. Virus me§inastog legla 5.
Virus akutne paralize pcela 6. Virus hroni¢ne paralize pcela 7. Virus deformisanih krila

Kod veéine péelinjih zajednica tradicionalno gajenih u trmkama otkriveno je da

Su U 66,66% slucajeva potpuno slobodne od patogena koje smo pratili (Paenibacilus

63



larvae - AFB, Melissococus plutonius - EFB, Ascosphera apis - CHB. U 33,33%
uzoraka uoceno je prisustvo samo jednog patogena péelinjeg legla ito virusa mesinastog
legla — SBV (Tabela 6). Sto se ti¢e bolesti odraslih péela utvrdeno je da je samo jedan
pcelinjak od tri tradicionalna pcelinjaka u blizini komercijalnog pcelinjaka bio pozitivan
na jedan ili viSe virusa (virus meS$inastog legla-SBV, virus akutne paralize pcela-
ABPYV, virus hroni¢ne paralize pcela-CBPV 1 virus deformisanih krila péela-DWV), §to
predstavlja 33,33% inficiranih od ukupnog broja analiziranih ispitujucih drustava.

Vecina drustva koja su uzgajana u komercijalne svrhe imala su visestruke
virusne infekcije (Slika 7), s tim da je virus DWV i CBPV je bio prisutan u 100,00%,
SBV u 96,67% i ABPV u 83,33% uzoraka.

rrrrrrrrr

ccccc

Slika 7. Amplifikacione krive real-time RT-PCR bazirane na TagMan probama koje

pokazuju prisustvo nukleinskih kiselina virusa. Linije 1-4 — pozitivna kontrola: 1) plava
linija - za ABPV; 2) Crvena linija - za CBPV; 3) Narandzasta linija - za DWV; 4)
Zelena linija - za SBV; Isprekidane linije (5-8) — uzorci, odgovarajuce. Tackaste linije
(9-12) — negativne kontrole, odgovarajuce. Pojedinacne replikacije su prikazane radi

jasnoce.

64



U pcelinjim zajednicama gajenim na tradiconalna na¢in u trmkama Nosema
ceranae je bila detektovana u 29,17% uzoraka, dok je kode komerciajlno gajenih pcela
bila detektovana u 61,67% uzoraka (Slika 8.1 Tabela 6.).

500 bp

200 bp

Slika 8. Vizuelizacija duplex PCR produkata pomocu prajmera 321APIS-FOR/REV i
218MITOC-FOR/REV DNK mikrosporidija N. ceranae i N apis. L- ladder (100 bp) ;
K1+, pozitivna N. ceranae kontrola; K2+, pozitivha N. apis kontrola; K-, negativna

kontrola; 1-2 - uzorci.

PCR metodama - duplex PCR i RFLP-PCR nismo detektovali ni jedan N. apis
pozitivan uzorak medu ispitivanim pcelinjim zajednicama. Geneti¢ki materijal
tripanozome Lotmaria passim je, takode, detektovan u péelinjem leglu (16,67%) i kod
odraslih péela (50,00%) koje su komercijalno gajene; ali i kod tradicionalno gajenih
pcela kako u leglu (8,33%) tako i u odraslim pcelama (25,00%). Tripanozoma Crithidia
mellificae nije dokazana ni u jednom uzorku, bez obzira na nacin pcelarenja i vrstu
uzorka (Tabela 6). Takode, poredenjem pozitivnih uzoraka izmedu pcelinjeg legla
(16,67%) 1 odraslih pcela (50,00%) gajenih u komercijalnim uslovima utvrdili smo vecu
prevalencu tripanozome L. passim kod odaraslih pcela, dok kod pozitivnih uzoraka u

leglu i kod odraslih pcela gajenih u trmkama nije bilo statisticke znacajne razlike
(Tabela 7).
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Tabela 7. Zastupljenost tripanozome L. passim izmedu larvi i odraslih péela u
komercijalnim i tradicionalnim ko$nicama — trmkama.

Kosnice
Pozitivni uzorci na prisutvo L.passim u Pozitivni uzorci na prisutvo
komercijalnim pcelinjacima L. passim u tradicionalnim
¢elinjacima
Leglo Odrasle pcele Leglo Odér:ls!e p
n=120 n=120 P vrednost n=24 ﬁ —o4 vrednost
0 0 0 -
(%/No) (%/No) (%/No) (%/No)
16.67% (20) 50,00% (60) <0,01 8,33% (2) | 25,00% (6) > 0,05

Za razliku od tripanozome L. passim, pcelinjih virusa i mikrosporidije N.
ceranae, u tradicionalno gajenim drustvima, patogeni bakterijskih i gljivi¢nih bolesti su
bili rede detektovani - Paenibacilus larvae u 16,67% (Slika 9) i Ascosphera apis (Slika
10) u 15.83% (Tabela 6).

MC+1 2 3 4 C-

1000 bp

500 bp

100 bp

Slika 9. Vizuelizacija PCR produkata DNK bakterije P. larvae. M - 100 bp ladder DNK
marker; C+ pozitivna kontrola; 1-4 - uzorci; C- negativna kontrola. Veli¢ina pozitivnih

produkata su prikazani sa leve strane.
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MC+1 2 3 45 6 7 C-M

=4
500 bp — R
cou
B3
-
100 bp
50 bp

Slika 10. Gel elektroforeza DNK amplifikovanih produkata gljivice A. apis. M, 50 bp
ladder DNK marker; C+, pozitivna kontrola; C- negativha kontrola;, 1-2- uzorci.

Velicina pozitivnih produkata su prikazani sa leve strane.

Uzroénik EFB (Slika 11) nije dokazan ni u jednom uzorku pcela, bez obzira na

nacin pCelarenja i vrstu uzorka (Tabela 6).

Slika 11. Amplifikacione krive real-time RT-PCR koje pokazuju prisustvo DNK
bakterije M. plutonius. Neprekidna linija (1) — pozitivna kontrola za M. plutonius;
Tackaste linije, plava i ljubiCasta (2 i 4) - uzorci; Isprekidana linija (3) — negativna

kontrola.
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Rarefrakciona analiza je pokazala da broj patogena u tradicionalno gajenim

koSnicama trmkama ne bi bio promenjen sa poveéanjem broja analiziranih kos$nica —

trmki (Slika 12).

5

2|

Broj patogena

[
30 w0 50 &0 70 60 o 100 1o 120

Broj tradicionalnih koZnica

Slika 12. Rarefrakciona analiza
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5.4. Parametri oksiativnog stresa

Analizom parametara oksidativnog stresa utvrdeno je postojanje statisticki
znacajnih razlika izmedu dveju grupa pcela, u zavisnosti od na¢ina njihovog uzgoja.
Kod tradicionalno gajenih drustava pracena aktivnosti katalaze - CAT parametra bila je

znacajno niza (p<0,01) u odnosu na komercijalno gajena drustva (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Komparativni prikaz aktivnosti katalaze (CAT) isptivianih kod

p€ela u komercijalno i tradicionalno gajenim pcelinjim zajednicama

Takode, dobijeni rezultati pokazuju znacajno nizu (p<0,01) aktivnost glutation S-
transferaze - GST parametra oskidativnog stresa u odnosu na komercijalno gajena
drustva (Grafikon 3).

69



dekkk

1004 | 1

3 e
]
=1
o
5 804
E
5; 604
? |
401
@
s .
= 20+ —
=
“ 0
Komercijalne Tradicionalne
Kosnice

Grafikon 3. Komparativni prikaz aktivnosti glutation S-transferaze (GST)
kod pcela u komercijalno i tradicionalno gajenim pcelinjim zajednicama

Nasuprot tome, aktivnost superoksid dismutaze - SOD (Grafikon 4) je bila
znacajno veca (p<0,01) kod tradicionalnih drustava u odnosu na komercijalno gajena

drustva.
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Grafikon 4. Komparativni prikaz aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

kod pcela u komercijalno i tradicionalno gajenim pcelinjim zajednicama
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Medutim, uocena je statisticki znacajna razlika nivoa malondialdehida - MDA
(Grafikon 5) izmedu pcela gajenih u navedena dva nacina pcelarenja; MDA nivo je bio

signifikantno vec¢i (p= 0,002) kod komercijalno gajenih drustava.
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Grafikon 5. Komparativni prikaz vrednosti koncetracija malondialdehida

(MDA) kod péela u komercijalno i tradicionalno gajenim pcelinjim zajednicama

5.5. Relativna ekspresija GOX gena za socijalni imunitet pcela
StatistiCkom obradom podataka koji se odnose na ekspresiju iRNK gena za
enzim glukoza oksidazi (GOX) izmedu pcelinjih drustava gajenih na tradicionalan i
komercijalan nacin (Grafikon 6) ustanovili smo postojanje statisticki znacajne razilke
(p<0,01) vece ekspresije GOX gena kod komercijalnog na¢ina gajenja pcela u odnosu

na tradicionalno gajene pcele u trmkama.
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Grafikon 6. Nivo ekspresije gena za glukoza okidazu (GOX) pcela iz
komercijalnog i tradicionalnog nacina pcelarenja
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6. DISKUSIJA

Mnogi literaturni podaci govore o sve vecoj ugrozenosti zdravlja pcela razli¢itim
patogenima (vanEngelsdorp i sar., 2009; Genersch, 2010a; Neumann i Carreck, 2010;
vanEngelsdorp i Meixner, 2010; Stanimirovi¢ i sar., 2019). Ovo je prvo uporedno
istraZzivanje prisustva najvaznijih uzro¢nika pcelinjeg legla 1 odraslih pcela na
komercijalnim i tradicionalnim pcelinjacima, gde su analzirani kako parametari
okisdativnog stresa tako i nivo iIRNK za gen GOX. Tako smo dobili vrlo znadajne
informacije o uticaju ¢oveka na pcele, njihovu produktivnost, zdravstveno i
reproduktivno stanje, kao i vrlo bitno saznanje da jo§s uvek na tradicionalnim
pcelinjacima postoje drustva ,,slobodna‘“ na odredene patogene i pored toga Sto su bile
pod uticajem C¢oveka, Koji je bio znacajno manji u odnosu na komercijalne pcelinjake.
P¢elama, posebno onim gajnim u komercijalne svrhe, pomo¢ pcelara je veoma vazna
kada je re¢ o njihovom opstanku u krajnje nepovoljnim uslovima (npr. nestasica hrane,
bolesti ili gubitak matice). U radu Tari¢ i sar. (2019) vecina komercijalno gajenih
drustva, naizgled je bila zdrava, urpkos kasnije potvrdenom multipatogenom prisustvu.
Ovo podrzava ideju da ¢ovek i mere koje obi¢no koristi u komercijalnom pcelarstvu,
mogu spreciti izbijanje i Sirenje bolesti, omoguciti opstanak pcelama, zatim, njohovu
dobru zdravstvenu kondiciju i produktvnost. Ipak, potrebna su dalja istrazivanja kako bi
se odgovorilo na pitanje: ,,da li 1 kako menadZment utiCe na razvoj legla, stanje
péelinjeg drustva, njihov oksidativni i energetski stres, kao i na stepen ostecenja njihove
DNK*?

Nasi rezultati pokazuju da je znacajno veca rasprostranjenost péelinjih patogena
u komercijalno gajenim pec¢elama u odnosu na tradicionalno gajene pcele (Tabela 6)
(Tari¢ i sar., 2019; 2020). Mnogi literaturni podaci ukazuju da patogeni mogu biti
prisutni u komercijalnim pcelinjim drustvima i asimptomatski (Gauthier i sar., 2007;
vanEngelsdorp i sar., 2009; Stevanovi¢ i sar., 2013; Simeunovi¢ i sar., 2014a;b).
Tradiconalne kosSnice tj. trmke nisu pogodne za komercijalno pcelarstvo, ali pcele
gajene u trmkama omoguéavaju im bolje prilagodavanje loklanim uslovima zivotne
sredine (Stanimirovi¢ i sar., 2005a;b). Vecu prevalencu patogena u komercijalnim
drustvima u odnosu na tradicionalna drustva mozemo objasniti na osnovu dobijenih

rezultata iz ankete i obavljenog klinickog pregleda ispitivanih pcelinjih drustava
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(Tabela 2 i 3). Trmke su manje izlozene negativnim antropogenim uticajima i
savremenim apitehni¢kim merama kao §to su: zamena i gajenje matica, manipulacija sa
voskom i satnim osnovama, neadekvatno hranjenje i vec¢e uznemiravanje komercijalnih
drustava zbog ucestalih, ali ponekad i nepotrebna otvaranja koSnica, $to doprinosi
manjem Sirenju patogena nego kod komercijalno gajenih zajednica. Pcele gajene u
trmkama, hrane se prirodnom, uravnotezenom energetskom i proteinskom hranom
(nektar 1 polen) i manje su izloZene energetskom i oksidativnom stresu u poredenju sa
pcelama komercijalno gajenim. Dakle, one imaju, mozda, jac¢i imunski sistem i manje
su sklone infekcijama. Zbog neuravnotezene ishrane i velikih metabolickih zahteva,
velike su Sanse da komercijalno gajene pcele razviju oksidativni (Nikolic i sar., 2015;
Simone-Finstrom i sar., 2016, Stanimirovi¢ i sar., 2019; Tari¢ i sar., 2020) i energetski
(Mayack i Naug, 2009; Martin-Hernandez i sar., 2011; Bordier i sar., 2017) stres uz
sklonost ka raznim infekcijama. Pcele koje koriste Secer favorizuju reprodukciju
patogena, posebno nozemu, kojoj nedostaju mitohondrije, jer za razvoj koriste energiju
domacina (Mayack i Naug, 2009). Pcele radilice u takvim drustvima prihranjene
Se¢ernom hranom, imaju velike metabolicke zahteve i postaju sklone stresu kada su
inficirane nozemom (Higes 1 sar, 2010; Mayack 1 Naug, 2010, Tari¢ i sar., 2020), a
problemi se pogorsavaju, jos$ i starenjem matica (Simeunovic i sar., 2014b).

Nasi rezultati koji se odnose na prevalencu pcelinjih virsa: DWV (100.00%),
CBPV (100.00%), SBV (96.67%) i ABPV (83.33%) u komercijlnim drustvima su u
skladu sa nalazima nekih istrazivata koji su proucavali virusne infekcije u
komercijalnim pcelinjacima (Simeunovi¢ i sar., 2014a, 2015; Cirkovié i sar., 2018,
Stanimirovi¢ i sar., 2019). U uzorcima uzetim iz trmki sa jednog od tri tradicionalna
pcelinjaka koji se nalazio u blizini komercijalnog pcelinjaka detektovan je geneticki
materijal virusa mesinastog legla. To nas navodi na zakljucak da posto je komercijalni
plcelinajk bio pozitivan na sve prac¢ene virusne infekcije doslo do mesanja pcela izmedu
ova dva pcelinjaka, S$to je rezultiralo pojau visrusa meSinastog legla u pcelinjim
zajednicama tradionalnog pcelinjaka.

Pomoc¢u molekularno genetickih analiza detektovan je geneticki materijal P.
larvae i A. apis u komercijalnim drustvima. Péele gajene u trmkama su bile slobodne od
navedenih patogena. Kod komercijalno gajenih pcela uvek postoji odredena koli¢ina

neiskori§¢ene hrane koja je eventualno kontaminirana, a moze se ponovo koristiti i
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postati potencijalni izvor infekcije za neinficirane pcelinje zajednice, ali i dodatno
opterec¢enje za ve¢ inficirana pcelinja druStva (Mattila 1 sar., 2012; de Guzman 1 sar,
2017). Kod tradicionalno gajanih pcela sama proizvodnja péelarsih proizvoda ne
zdravstveno ne optereCuje péelinje zajednice, jer kod tradicionalnog pcelarenja, péelar
ima pristup pcelarskim proizvodima (med, vosak) samo nakon uniStavanja celih
pcelinjih drustava, tako prekidajuci ciklus razvoja pcelinjih patogena kod odraslih pcela
i u pcelinjem leglu. Zamena voska u komercijalnim péelinjacima smanjuje rizik pojave
AFB i zato ovu praksu treba podsticati (de Graaf i sar., 2001; de Guzman i sar., 2017).
Pogresnom pcelarskom tehnikom 1 neadekvatnom ishranom pcela, pcelari mogu oslabiti
pcelinju zajednicu, uslovljavajuéi skra¢enje zivotnog veka pojedinac¢nih péela (Simone-
Finstrom 1 sar., 2016). P¢elar intezivnim radom forsira odredene koSnice 1 pravi velika
drustva koja formiraju velike povrsine legla te na taj nain stvaraju uslove za brzu
reprodukciju 1 prenoSenje patogena na susedne koSnice 1 pcelinjake, a tako 1 na divlje
pcele (Neumann i Blacquiere, 2017).

Prisustvo uzro¢nika kre¢nog legla kod komercijalnih drustava, a odustvo u
trmkama (Tabela 6) objasnjavamo c¢injenicom da je loSa pcalarska praksa i loSa
konstrukcija komercijalnih kos$nica, stavara povoljne uslove za pojavu kre¢nog legla i
drugih bolesti (Ruottinen, i sar., 2014). Vlaznost se Cesto zapaza kod komercijalnih
kos$nica sa loSom ventilacijom (Borum i Ulgen, 2008). Sama konstukcija trmki i vrsta
materijala od kojih su izgradene ne dozvoljavaju pojavljivanje vlage, te je izlozenost
uzrocniku CHB smanjena. Takode, velika prevalenca N. ceranae na prostoru Pesteri
(Stevanovic i sar., 2011, 2013, 2016) doprinosi razvoju bolesti kre¢nog legla. Poznata je
korelacija izmedu pojavljivanja nozeme u prolece i krecnog legla sa varoom u leto
(Hedtke i sar., 2011).

Uzroénik EFB nije otrkiven ni u jednom ispituju¢em uzorku bez obzira na tip
péelaranja. Pretpostavljmamo, da je vreme uzorkovanja imalo uticaja na negativan
rezultat, jer je poznato da se bolest pretezno javlja u prolece. U vreme uzorkovanja
larvi, tokom avgusta meseca, larve su izgledale zdravo i bile bez znakova bolesti
pcelinjeg legla. Uzro¢nik M. plutonius je uglavnom prisutan kod larvi sa vidljivom
klinickom slikom (Forsgren i sar., 2005). Medutim, mogucée je i da asimptomatska
drustva budu pozitivna na prisustvo uzro¢nika EFB (Belloy i sar., 2007; Budge i sar.,

2010). Belloy i sar. (2007) su utvrdili da su pcelinje zajednice bez znakova infekcije na
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pcelinajcima koji su bili u blizini péelinjaka sa vidljivim simptomima bolesti EFB, ipak
imali 30% zarazenih asimptomatskih drustva.

NaSa istrazivanja su potvrdila prisustvo V. destructor u komercijalnim
kosnicama, dok u trmkama nije detektovan ni jedan pcelinji krpelj ove vrste. Ovo bi
mogao da bude dodatni razlog za vecu prevalencu patogena pcela u komercijalno
gajenim druStvima u odnosu na péele gajene na tradicionalan nacin, s obzirom da je V.
destructor vektor vertikalnih i horizontalnih infekcija vecine ispitivanih patogena
(Generish 2010; vanEngelsdorp i Meixner, 2010; Stanimirovi¢ i sar., 2019)

Rezultati ove disertacije 0 nalazu viSestrukih infekcija medonosnih pcela
komercijalno gajenih, je u skladu sa mnogim istrazivanjima o viSestrukim meSanim
infekcijama  virusima,  mikrosporidijama, tripanozomama i  ektoparazitima
(vanEngelsdorp i sar., 2009; Simeunovi¢ i sar., 2014b; Tlak Gajger i sar., 2014;
Simeunovi¢, 2015; Stevanovi¢ 1 sar., 2016; Vejnovic 1 sar., 2018, Tari¢ 1 sar., 2019;
Stanimirovi¢ i sar., 2019; Tari¢ i sar., 2020). Treba imati na umu da je prisustvo virusa,
posebno DWV 1 ABPV usko povezano sa velikom infestacijom drustava ektoparazitom
V. destructor (Genersch, 2010; vanEngelsdorp i Meixner, 2010; Simeunovié, 2015;
Stanimirovié¢ i sar., 2017; Cirkovié i sar., 2018; Tarié¢ i sar., 2019; Stanimirovié i sar.,
2019) koji je fizicki 1 bioloski vektor mnogim pcelinjim patogenima.

U analiziranim uzorcima utvrdena je znacajno veca (p<0,01) prevalnca infekcije
N. ceranae komercijalnih kos$nica (61,67%) u poredenju sa tradicionalnim (29,17%) i
mozemo pretpostaviti da je razlog za to bila znatna ogranicena izlozenost tradicionalnih
drustava antropogenim uticajima tj. pcelarskoj praksi uzgoja i zamene matica,
manipulacija satnim osnovama i safem, neadekvatna prihrana i povecéano
uznemiravanje komercijalnih druStava zbog cesto, obi¢no nepotrebnog otvaranja
kosnica §to se moze videti u rezultatima ankete (Tabela 2). Svi ti antropogeni uticaji i
savemeni apitehnicki postupci dodatno podsticu Sirenje patogena (Taric i sar., 2020). U
skladu sa ovim naSim rezultatima su i mnoga istrazivanja drugih autora koja su
potvrdila negativan antropogeni uticaj na pcele: povecano optreéenje N. ceranae nastaje
usled uznemiravanja pcela (Morimoto i sar., 2011) kao i prelazak na neprirodna
(klimatski 1 ekoloski) razliita okruzenja (Burnham 1 sar., 2019). Medutim, velika
prevalenca nozeme u komercijalnim drustvima moze biti povezana sa prisustvom

bolesti kre¢nog legla koja je, takode, dokazana u radu Tari¢ i sar. (2019), §to je u
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saglsnosti sa nalazima Hedtke i sar. (2011) koji su ustanovili postojanje veze u
pojavljivanju nozeme i kre¢nog legla.

Prisustvo tripanozome L. passim detektovana je ne samo kod odraslih péela, veé¢
i u leglu kod komercijalnih i tradicionalno gejnih pcela (Tabela 7). Prevalnca L. passim
kod odraslih pcela: 50% kod komercijlanih i 25% kod tradicionlanih drustava (Tari¢ i
sar., 2020) je prilicno ve¢a nego u Sjedinjenim Americkm Drzavama - 16% u
komercijlanim i 4% u divljim drustvima (Williams 1 sar., 2019), ali zna¢ajno niza nego
u komercijalnim péelinjacima u Cileu - 90% (Arismendi i sar., 2016). Prevalenca
utvrdene infekcije odraslih péela tripanozomom L. passim od 50%, sli¢na je vrednosti
dobijenoj u prethodnim istrazivanjima u Srbiji kada je kod uzoraka prikupljenih u
periodu od 2007 - 2015 utrdeno prisustvo ovo parazita u 60% ispitivanih uzoraka
(Stevanovi¢ 1 sar., 2016). Prisustvo DNK L. passim u pcelinjim larvama predstavlja
prvo otki¢e ovog parazita u leglu (Tari¢ i sar., 2020), ali su neophodna dalja ispitivanja
da bi se utvrdilo da li ova tripanozoma, zaista, I parazitira u pcelinjim larvama.
Prevalneca L. passim veca je kod odraslih komrecijalno gajenih pcela nego kod larvi
(p<0,01). Znatno niza (p<0,05) prevalnca L. passim u druStvima gajenim u trmkama u
poredenju sa pcelama iz komercijalnih koSnica je verovatno rezultat minimalnog upliva
pcelara u rad pcela u trmkama, Sto znatno smanjuje i mogucnost Sirenja infekcije. Slicne
rezultate su dobili Williams i sar. (2019) koji su poredili komercijalna i divlja drustva i
otkrili zna¢ajno nizu prevalencu L. passim kod divljih drustava. U nasem istrazivanju
L. passim je detektovana samo u trmkama na jednom od tri péelinjaka, koji se nalazio u
blizini komercijalnog gde je doSlo do meSanja pcela (Tari¢ 1 sar., 2020). Nasi rezultati
visoke prevalencije L. passim u komercijalnim drustvima (50% kod odraslih pcela i
16% u leglu) i N. ceranae (61,67%) su u skladu sa rezultatima Stevanovic i sar. (2016)
koji su dijagnostikovali ko-infekciju sa oba parazita u 60,50% ispitanih kolonija tokom
devetogodisnjeg perioda istrazivanja (2007-2015). Ovi rezultati sugeriSu da postoji
mogucnost zajednickog delovanja izmedu dva crevna parazita L. passim i N. ceranae, i
da postoji pozitivna korelacija izmedu nivoa njihove infekcije, sli¢ne godi$nje dinamike
i sezonalnosti (Vejnovi¢ i sar., 2018). S obzirom na to da je u pitanju hipoteza, tek treba
utvrditi da 1i deluju sinergisticki na pcelu, imaju¢i u vidu da drustva podlezu vecim

zimskim gubicima kada su inficirane sa oba parazita (Raovet i sar., 2013).
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Kada je re¢ o parametrima oksidativnog stresa (SOD, CAT, GST i MDA)
rezultati su pokazali da se komercijalno i tradicionalno gajena drustva znacajno
razlikuju u parametrima oksidativnog stresa kao i u prevalnci prisutva patogena.
Rezultati naseg istrazivanja su pokazali znacajno vece aktivnosti SOD kod tradicionalno
gajenih péela u odnosu na komercijalna drustva (Grafikon 4 ), $to nam govori i ukazuje
da prve imaju dobro razvijen za$titni mehanizam protiv ROS (reaktivne vrste
kiseonika). Poznato je da SOD katalizuje dismutaciju superokisdnog radikala (0% do
vodonik peroksida i predstavlja prvu odbranu protiv ROS (Surai, 2015). Manja
aktivnost SOD u komercijalnim druStvima u poredenju sa tradicionalnim moze se
objasniti inaktivacijom SOD njegovim produktom, vodonik peroksidom (Nikoli¢-Koki¢
1 sar., 2010) Sto se desava usled povecane dismutacije superoksidnog anjona. Moze se
pretpostaviti da je poveéana proizvodnja O odgovor domaéina na prisustvo patogena,
s obzirom na to da je prevalenca patogena u komercijalnim druStvima bila znacajno
veca nego kod pcela koje se gaje u trmkama. Suprotno tome, u nasem istrazivanju
znaajno je bila veca aktivnost CAT u komercjiajlnim druStvima u odnosu na
tradicionalna (Grafikon 2). Pored SOD, enzim CAT, takode, igra vaznu ulogu u
antioksidativnoj odbrani i katalizuje vodonik peroksid na vodu i kiseonik. Katalaza
(CAT) stiti orgnizam od pojave hidroksilnih radikala. Veca aktivnost CAT u
komercijalnim druStvima je verovatno rezultat poveéane proizvodnje supstrata vodonik
peroksida koji predstavlja odgovor pcele na vece optereenje patogenima (virusi,
bakterije, paraziti, mikrosporidije, gljivice i drugim patogenima) u odnosu na
tradicionalna drustva $to je i opisano u istrazivanju Tari¢ i sar. (2019). Zna se da je CAT
deo imunoloskog sistema i da ima veoma vaznu zaStitnu ulogu kod insekata kada su
inficirani crevnim parazitima (Ha i sar., 2005). Kod komercijalno gajenih pcela
izemerana je znacajno veca aktivnost GST (Grafikon 3) u odnosu na tradicionalna
drustva, zbog veceg opterecenja patogena, Sto je u skladu sa rezultatima Vidau i sar.
(2011) i Dussaubat i sar. (2012). S obzirom da su mikrosporidije i tripanozome crevni
paraziti prisutni kod pcela, objasnjenje za povecanje GST predlozili su Dubovsky i sar.
(2008), a koje glasi: ,,GST je ukljucen u inaktivaciji toksi¢nih produkata tokom lipidne
peroksidacije koja se odvija kao rezultat borbe orgniazma protiv crevnih parazita.«
Koncentracija MDA u nasim istrazivanjima bila je znacajno veéa kod komercijalnih

drustava u odnosu na tradicionalna, Sto je rezultat povecane lipidne peroksidacije
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izazvane veCom prevalencom patogena u telu ispitivanih pcela (Grafikon 5). I drugi
autori (Wang i sar., 2001; Dubovskiy i sar., 2008; Ahmed, 2012) su ukazali na
povecanu peroksidaciju lipida usled prisustva patogena kod insekata. S toga je sasvim
mogucée da znacajno vece vrednosti parametara okdisadtivnog stresa (CAT, GST i
MDA) kod komerijalnih drustava proizilaze zbog veéeg prisustva patogena. Treba imati
na umu da je uzrok povecane prevalence patogena i stresa u komercijalnim druStvima
rezultat prisustva antropogenog faktora, tj. rezultat neadekvatne pcelarske prakse. Ovu
tvrdnju potvrduju dobijeni rezultati iz ankete i klinickog pregleda pcelinjih zajednica
(Tabela 2 i 3) kao i istrazivanja od strane Stanimirovica i sar. (2019), Tarica i sar.
(2019, 2020).

Znatno viSi nivo iRNK za gen GOX u komercijlano gajenim druStvima
(Grafikon 6) u odnosu na pcele gajene u trmkama dodatni je nalaz koji podrzava
hipotezu o negativnom uticaju coveka. DruStva u ispitivanim pcelinjacima sa
komericjalno i tradicionalno gajenim pcéelama zive u identi¢nim uslovima Zivotne
sredine i hrane se istom medonosnom florom, s tim $to se prve intezivno komercijalno
korsite 1 dohranjuju Se¢ernim sirupom ili poga¢om (u uslovima oskudne prirodne pase i
za stimulaciju rada matice), a zatim i tretiraju antivaraoznim i drugim, retko
registrovanim, veterinarskim preparatima (Tabela 2 i 3). Kod komercijalno gajenih
pcela otrkivena je veéa prevalence patogena (Tari¢ i sar., 2019; 2020), ali i znacajno visi
nivo iIRNK za gen GOX, s obzirom da je GOX parameter socijalnog imuniteta u koji
pcele ulazu mnogo vise nego u individulani imunitet (Alaux 1 sar., 2010). Povecana
ekspresija GOX gena zavisi od kvaliteta dostupne hrane. Aktivnost GOX se povecava
upotrebom poliflorne ishrane (prevashodno je pod uticajem polen razli¢itih biljnih
vrsta) i doprinosi ja¢anju imuniteta u odnosu na monoflornu ishranu (Alaux i sar.,
2010). Tako su i komercijalno 1 tradicionalno gajena drustva u naSem istrazivanju
boravila na istom podruéju i koristila pasu jednakog kvaliteta i koli¢ine, zna¢ajno je bio
ve¢i transkirptski nivo za GOX gen u komercijalnim druStvima. Za razliku od
komercijalno gajenih drustava, pcele u trmkama su evidentno znatno manje bile
opterec¢ene patogenima. Pored toga, uticaj pcelara na njih bio je znatno slabiji, jer im
nije dodavana neprirodna hrana (sirup i pogace koje su pravili péelari), nisu bile liSene
ni meda, a nije bilo ni upotrebe veterinarskih preparata (Tabela 2 i 3). Imale su

uravnotezenu i prirodnu hranu (med i pergu) i mozemo pretpostaviti da zbog toga nije
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bilo potrebe da povecaju sintezu GOX-a, verovatno zbog razvijene homeostaze kao
rezultat nepostojanja uznemirujucih postupaka od strane pcelara, koji su neizbezni i
uobicajeni u komercijalnom pcelarenju (,,SeCerizacija®, neprofesionalna upotreba
akaricida i Gesti uznemiravajué¢i pregledi kosnica). Cisti Seéer (u obliku sirupa ili
pogace) koji se Cesto daje komercijalno gajenim péelama moze izazvati energetski i
oksidativni stres, Sirenje patogena, iscrpljivanje pcela, njihovu povecanu smrtnost i
Cesto kolaps drustva (Mayack i Naug, 2009, 2010; Martin Hernandez i sar., 2011;
Stanimirovic i sar., 2019, Tari¢ i sar., 2020).

Pcelinja drustva su Cesto naizgled zdrava - razli¢iti patogeni mogu biti dugo
asimptomatski prisutni kod pc¢ela (Simeunovi¢, 2015; Cirkovié i sar., 2018; Tarié i sar.,
2019). Epizootioloska istrzivanja mnogih autora otkrila su visoku prevalncu nozemoze
u komercijalnim péelinjacima Sirom sveta (Tlak-Gajger i sar., 2010; Traver i Fell, 2011;
Fernandez 1 sar., 2012; Stevanovi¢ 1 sar., 2011, 2013, 2016). U takvim druStvima
neuravnoteZena ishrana uz kombinaciju sa drugim stresorima (patogeni, agropesticidi,
savremena apitehnika) je “faktor plus” koji dovodi do slabljenja drustva, pada
imuniteta, poremecéaja odnosa domacin — parazit, energetskog i oksidativnog stresa i na
kraju do kolapsa druStva (Martin-Hernandez i sar., 2011; Bordier i sar., 2017,
Stanimirovi¢ i sar., 2019, Tari¢ i sar., 2020). Pored ovoga, hemizacija Zivotne sredine
agropesticidima i prekomerna primena akaricida i drugih preparata kod komercijalnog
pcelarstva negativno uti¢e na zdravlje, imunitet i ponasanje pcela (Kiljanek i sar., 2016;
Sanchez-Bayo i sar. 2016; Glavinic i sar., 2019), kao i na kvalitet pcelinjih prozvoda
(Stanimirovi¢ i sar., 2002, 2005 a, b, 2007; Stevanovic i sar., 2008; Stanimirovic i sar.,
2019). Dugoro¢na upotreba antivaroznih preparata ometa koevoluciju domacin - parazit
(Neumann i Blacquiére, 2017).

Kada je re€ o razlici u broju analiziranih tradicionalnih i komercijalnih drustava,
moze se postaviti pitanje: ,,da 1i povecanje broja trmki moze biti direktno
proporcionalno povecanju broja patogena? Statistickim analizama (EstimateS) pokazali
smo da je analizirani broj trmki (24) bio i vise nego dovoljan, jer na osnovu
rarefrakcione krive je utvrdeno da se plato postize ve¢ sa 12 analiziranih kosnica u
eksperimentu (Slika 11), pa bez obzira na eventualno poveéanje broja trmki broj

patogena ostaje nepromenjen (Tari€ i sar., 2019).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata i podataka iz aktuelne literature, moze se

zakljuciti sledece:

1. Rezultati ovog rada dokazuju postojanje velikog broja drustva sa
asimptomatskim infekcijama 1 potvrduju opravdanost primene molekularno-genetickih

metoda u analizi prisustva pcelinjih patogena.

2. Medu pcelinjim druStvima koje se uzgajaju tradicionalno, 66,66% je bilo

bez prisustva pracenih patogena.

3. U komercijalno gajenim drustvima sva Cetiri pra¢ena virusa (ABPV, CBPV,
DWYV i SBV) detektovana su sa visokom prevalencom i to: DWV i ABPV u 96,67%
slucajeva, SBV u 83,33% 1 CBPV u 100,00% uzoraka.

4. Tradicionalno gajene pcele nisu bile zarazene uzro¢nicima pracenih
bakterskih 1 gljivicnih bolesti, dok je medu komercijalno gajenim, 16,67% bilo

inficirano uzro¢nikom Paenibacilus larvae i 15,38% uzro¢nikom Ascosphera apis.

5. Uzro¢nik Melissococus plutonius nije dokazan ni u jednom ispitivanom

uzorku bez obzira na tip pcelarenja.

6. Kod komercijalno gajenih péela utvrdeno je prisustvo ektoparazita Varroa
destructor, kako u leglu, tako 1 na odraslim p¢elama, dok kod tradicionalno gajenih ovaj

ektoparazit nije bio detektovan.

7. Tradicionalan i prirodan nacin pcelaranja omoguc¢ava znacajno bolje uslove
za borbu sa patogenima i1 odrzavanje dobrog zdravlja pcela. Antropogeni uticaj je
presudan kada je u pitanju Sirenje virusnih infekcija koje su povezane sa njihovim

vektorom, ektoparazitom Varroa destructor.

8. Nizi nivoi ekpresije GOX gena kod tradicionalno gajenih péela u odnosu na
komercijalno gajene moze se smatrati odrazom njihove manje optere¢enosti patogenima

u odnosu na komercijalno gajena.
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9. Ve¢i nivo oksidativnog stresa, veca prevalenca endoparazita Nosema
ceranae i Lotmaria passim, kao i poviSena ekspresija gena za GOX kod komercijalno
gajenih pcela predstavlja reakciju na antropogeno izazvan stres i napor drustva da ublazi

negativne efekte prouzrokovane od strane ¢oveka.

10. Svi rezultati ove disertacije dokazuju bolje stanje pcela u tradicionalno
gajenim drustvima (sli¢nim uslovima Zivota pcela u divljini) 1 ukazuju na neophodnost
opreza prilikom antropogenih aktivnosti kako bi negativni efekti na komercijalno gajena

drustva bili $to manji.
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10. PRILOZI DOKTORSKE DISERTACIJE
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Ushitajeni veterinarski trefmani-
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druga:
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Prilog 3.
4, Izjava o autorstvu
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Broj indeksa 2014/005
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faktora“
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« da su rezultati korektno navedeni i

* da nisam kr$io/la autorska prava 1 koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog
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Ime i prezime autora Elmin Tari¢

Broj indeksa 2014/005
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tradicionalno i savremeno gajenih péelinjih drustava uz analizu uticaja nekih bioloskih i

antropogenih faktora“

Mentor 1: Dr Jevrosima Stevanovié, redovni profesor

Mentor 2: Dr Aleksandar Stanojkovi¢, vi$i naucni saradnik

Potpisani Elmin Tari¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva
doktora nauka, kao Sto su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
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Potpis doktoranda
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Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni
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faktora‘

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za

trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
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