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NOVI TRENDOVI U KONTROLI Nosema ceranae

Uros Glavini¢, Marko Ristani¢, Nemanja M. Jovanovi¢, Milan Rajkovic,
Mia Niketic, Jevrosima Stevanovi¢, Zoran Stanimirovi¢*

Mikrosporidija Nosema ceranae je obligatni intestinalni parazit
medonosne pcele (Apis mellifera). Izaziva bolest nozemozu (noze-
matozu) i u zavisnosti od stepena infekcije i jacine p&elinjih drustava,
ostavilja znacajne posledice na zdravije, reproduktivne i produktivhe
sposobnosti pcela.

Antibiotik fumagilin je godinama bio jedini lek dostupan za kon-
trolu ovog patogena. Njegova primena dovedena je u pitanje zbog
nedostataka koji prate njegovu primenu (efikasnost, mortalitet pce-
la i pojava rezidua u p&elinjim proizvodima). Sirom sveta se sprovo-
de istraZivanja sa ciljem pronalaska alternative za kontrolu nozeme.
U ovom radu prikazani su na$i rezultati ispitivanja dijetetskih suple-
menata na bazi prirodnih/bilinih ekstrakata (Medenko forte i ekstrak-
ti gljiva Agaricus blazei i A. bisporus), timola i vitaminsko-mineralnog
aditiva (BEEWELL AminoPlus). Kod pcela tretiranih svim nabrojanim
suplementima i fumagilinom kao kontrolnim tretmanom, pracen je broj
spora N. ceranae, nivoi ekspresije gena znalajnih za imunitet pcela
kao i parametri oksidativnog stresa. Svi preparati primenjivani su pre-
ventivno (tri dana pre infekcije), u trenutku inficiranja, kao i tri dana na-
kon infekcije sa N. ceranae, u cilju odredivanja najbolieg momenta za
primenu. Dokazani su negativni efekti fumagilina kada je preventivno
primenjivan kod neinficiranih péela. Kod inficiranih péela vecina testi-
ranih suplemenata dovela je do smanjenja broja spora N. ceranae, a
pokazali su i zastitni efekat u smislu spre¢avanja imunosupresije i ok-
sidativnog stresa.

Kljuéne reci: ekspresija gena, dijetetski suplementi, fumagilin,
medonosna pcela, Nosema ceranae, oksidativni stres

* Dr Uro$ Glavini¢, docent, Marko Ristani¢, asistent, Nemanja M. Jovanovi¢, asistent, Milan
Rajkovic, istraziva¢ saradnik, Mia Niketi¢, istrazivac pripravnik, dr Jevrosima Stevanovi¢, pro-
fesor, dr Zoran Stanimirovi¢, profesor, Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine,
Katedra za biologiju, Bulevar oslobodenja 18, 11000 Beograd, R. Srbija
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Gajene medonosne pcele (Apis mellifera) znaCajne su pre svega zbog uloge
u opraSivanju biljaka, ali i zbog proizvodnje meda i drugih pcelinjih proizvoda. Kao
oprasivac¢i mnogih gajenih biljaka, p&ele su nezamenljiva karika u lancu proizvod-
nje hrane, kako za Zivotinje tako i za ljude. Veliki gubici pCelinjih drustava u Evropi
i SAD zabrinjavaju istrazivace i pCelare, posebno zbog toga Sto jo§ uvek nema
saglasnosti o konkretnom uzroku (ili uzrocima) gubitaka. Opsezna istrazivanja
su pokazala da ne postoji pojedinacni faktor koji se moze posebno izdvoijiti kao
.Krivac* za gubitke, te se zakljuuje da je uklju¢en veci broj stresora: nedostatak
adekvatne pase, prisustvo patogena, parazita, agropesticida, ali i greSke u pCe-
larskoj praksi (Stanimirovic i sar., 2019). Veoma €esto kao uzrok gubitaka navode
se mikrosporidije iz roda Nosema. Dve vrste iz navedenog roda imaju najveci zna-
¢aj kada su u pitanju medonosne pcele: N. ceranae, najcesc¢e prisutna i globalno
rasprostranjena i N. apis koja preovladava nad N. ceranae samo u regionima sa
hladnom klimom. U Srbiji i zemljama u okruZenju u p€elinjim drustvima dominira
vrsta N. ceranae (Stevanovic i sar., 2011; 2013, 2016).

Sto se ti¢e prevalencije N. ceranae u p&elinjim zajednicama u Srbiji, nasa
istraZivanja (Stevanovic i sar., 2013) su pokazala da je ona kontinuirano visoka
jer se kretala u opsegu od 73 do 98% (u periodu 2008-2012); najvi8a prevalencija
je zabeleZena u martu i to u opsegu od 94% (2008) do 98% (2010). Niza, ali opet
znacajna prevalencija zabelezena je u oktobru (67-87%) i junu (73-91%). Odsu-
stvo sezonalnosti, ili bilo kakvog jasnog simptoma i neminovni kolaps zajednica
ukoliko nisu tretirane, nikad nisu zabelezeni kod N. ceranae-inficiranih péela u Sr-
biji (Stevanovic i sar., 2013). Zapravo utvrdeno je (1) da je postojala sezonalnost
u pojavljivanju N. ceranae u periodu 2008-2011; (2) u vecini N. ceranae-inficiranih
zajednica uoceni su simptomi koji se tradicionalno pripisuju infekciji sa N. apis
(mrlje fecesa, mrtve i bolesne pcele koje puze); (3) odsustvo jasne povezanosti
izmedu N. ceranae infekcije i gubitaka zajednica ne samo tokom zimske, vec
i tokom letnje sezone (Stevanovic i sar., 2013). PoSto su simptomi nozemoze
uoCavani kako kod druStava koja su kasnije uginula, tako i kod preZivelih dru-
Stava (kod njih ¢ak i ¢eSc¢e u periodu 2010-2012) ti simptomi se ne mogu koristiti
kao prediktivni markeri, odnosno ne mogu biti merodavni za predvidanje gubitaka
pcelinjih drudtava. Isto vaZi i za neka druga stanja zabeleZzena u koSnicama infi-
ciranim sa N. ceranae: A) rastresito klube tokom hladnih zimskih dana (na tem-
peraturama ispod -5°C) nasuprot kompaktnom kod neinficiranih i B) i povecana
uznemirenost p€ela tokom niZih temperatura (0°C ili nesto iznad) manifestovana
neobi¢no velikim brojem péela na ulazu u koSnicu nakon uznemiravanja (Stani-
mirovic i sar., 2019). U prilog navedenom ide i nalaz iz naSe laboratorije po kome
je prevalencija N. ceranae u odraslim péelama sakupljenim iz koSnica sa vidljivim
simptomima bolesti tokom petogodiSnjeg perioda (2014-2018) bila 92,31-97-71%
(Stanimirovic i sar., 2019). Nasa istrazivanja su takode pokazala da N. ceranae
moZze biti uzrok za smanjenje reproduktivnog kapaciteta pCela i proizvodnje meda
(Simeunovic¢ i sar., 2014). Uticaj N. ceranae je ispitan na ujednacenim pcelinjim
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zajednicama Cije su matice razliite starosti (1-godiSnje, 2-godiSnje i 3-godisnje),
imajuci na umu da bi obnova populacije radilica mogla biti kompromitovana usled
iscrplienosti matica zbog infekcije nozemom. Nalaz znac¢ajno veéih proizvodnih i
reproduktivnih vredosti u zajednicama sa mladom maticom objasnjen je njihovim
veéim kapacitetom da kompenzuju gubitke radilica (izazvane infekcijom N. cera-
nae), a koji se postepeno smanjuje sa starenjem matice (Simeunovici sar., 2014).

N. ceranae je primarno endoparazit srednjeg creva medonosne pcele, me-
dutim, spore ili DNK ove mikrosporidije pronadene su i u drugim tkivima i hemo-
limfi (Glavinic i sar., 2014). Kao posledica oStecenja strukture i funkcije creva,
dolazi do digestivnih i metaboli¢kih poremecaja koje izazivaju malnutriciju adul-
tnih pcela, dijareju, smanjenu produkciju i pove¢an mortalitet kod zimskih pcela.
Nozema infekcija moze dovesti i do indukovanja oksidativnog stresa kod pcela
(Glavinic i sar.,2021a). Molekularno-geneticka istrazivanja, uklju€ujuéi i nasa, po-
tvrdila su negativan uticaj N. ceranae infekcije na zdravlje i Zivotni vek pcela i to
putem uticaja na njihove gene znacajne za metabolizam, ishranu, imunitet, ener-
getsku homeostazu i bihejvioralno sazrevanje (revijalno prikazano u Formato i
sar., 2022). Ove promene posledi¢no izazivaju metaboli¢ke poremecaje, energet-
ski, nutritivni i oksidativni stres (Martin-Hernandez i sar., 2018; Stanimirovic i sar.,
2019, Glavinic i sar., 2021a), imunosupresiju i prerani prelazak pc€ela iz stadijuma
“kucne” (negovateljice) u izletnice. Imunosupresivni efekat na pcele N. ceranae
ostvaruje preko razli¢itih mehanizama, a naj¢e$c¢e preko uticaja na ekspresiju ge-
na domacina i to gena koji kodiraju sintezu antimikrobnih peptida (abecina, apide-
cina, defenzina i himenoptecina) i vitelogenina $to su dokazala i nasa istrazivanja
(Glavini¢, 2019; Glavinic i sar., 2017; 2021a; 2021b).

Primarna terapija nozemoze sastoji se od primene fumagilina, antibiotika
dobijenog od gljivice Aspergillus fumigatus. Ubrzo po otkri¢u fumagilina dokaza-
na je njegova efikasnost u suzbijanju nozeme, ali par godina kasnije utvrdeni su i
njegovi negativni efekti, kao §to su rezidue u pcelinjim prizvodima i njegov geno-
toksi¢ni i mutageni efekat (Stanimirovic i sar., 2007; Van den Heever i sar., 2016a;
2016b). Fumagilin je bio dostupan u nekoliko komercijalnih formulacija (Fumagi-
lin-B, Fumidil B, Fumagilin DCH itd.) registrovanih u SAD, Kanadi i Argentini, dok
u Evropi nema registrovanih formulacija (Glavinic i sar., 2021a). Istrazivaci Sirom
sveta neprestano rade na pronalazenju alternativnih supstanci koje bi zamenile
fumagilin. UlaZu se veliki napori sa ciljem pronalaska viSe reSenja u kontroli noze-
moze. Jedan od najvaznijih pristupa u prevenciji i kontroli nozemoze jeste prime-
na alternativnih metoda koje podrazumevaju upotrebu fitoterapeutskih preparata,
organskih kiselina, eteri¢nih ulja, polisaharida, bakterija i njihovih metabolita. Nji-
hova prednost se ogleda kroz dostupnost u velikom broju zemalja, smanjen rizik
kontaminacije pc&elinjih proizvoda, nizak stepen toksi¢nosti prema Zivotnoj sredini
i za sada nedokazane rezistencije.

Ispitivani su razli€iti biljni ekstrakti i prirodni preparati koji mogu da smanje
stepen nozema infekcije kod pcela, kako u laboratorijskim, tako i u ko3ni¢kim
uslovima. Mnoga istrazivanja su pokazala da ekstrakti razli€itih lekovitih biljaka
i algi ispoljavaju antinozematoznu aktivnost, a da pri tome ne izazivaju toksi¢ne
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efekte na pcele. Tako na primer, ishrana koja sadrzi razli¢itu koli¢inu glukozi-
nolata poreklom od crne slacice (Brassica nigra) i rukole (Eruca sativa) mogu
da redukuju nozema infekciju. Prirodni sastojci biljaka, prvenstveno flavonoidi i
polisaharidi koji su zastupljeni u lekovitim biljkama ispoljavaju antinozematozni
efekat. Antinozematozni efekat su pokazala i eteri¢na ulja, i to pre svega alkoholni
ekstrakti biljaka Laurus nobilis, Origanum nubilis, Rosmarinus officinalis . Propo-
lis, pCelinji proizvod koji je mesavina biljnih smola, voska i polena, nakon primene
u prihrani pc¢ela, u formi alkoholnog rastvora, u srednjem crevu biva izlozen en-
zimskoj i mle¢nokiselinskoj fermentaciji postizuéi jako antivirusno, antibakterijsko
i antiparazitsko delovanje. Rezultati istraZivanja potvrduju bezbednost upotrebe
alkoholnog rastvora propolisa u smanjenju nozema infekcija (revijalno prikazano
u Shumkova i sar., 2021)

Veliki broj komercijalnih suplemenata (HiveAliveTM, Api-Bioxal® and Api-
Herb®, “BEEWELL AminoPlus”, Nozevit®, BeePro®, MegaBee®) eksperimelntal-
no je testiran u pogledu antinozematozne aktivnosti (Glavinic i sar., 2017; 2021b;
Glavini¢, 2019). Rezultati istrazivanja su pokazali da fitofarmakolo$ki suplement
Nozevit (koji sadrzi biljne polifenole, vitamine, minerale i amino-kiseline) moze da
poboljSa zdravlje zajednica i smaniji infekciju nozeme (Gajger i sar., 2011). Biljni
suplementi NOZEMAT HERB i NOZEMAT HERB PLUS su pokazali smanjenje
stepena infekcije u inficiranim koSnicama uz povecanje jaCine drustava i sma-
njenje zimskog mortaliteta pCela (Shumkova i sar., 2021). | drugi testirani komer-
cijalni preparati (Nosestat, Fenil-salicilat i Vitafeed Gold) su doprineli smanjenju
stepena nozema infekcije u terenskim uslovima.

U dostupnoj literaturi su opisani i efekti organskih kiselina (mle¢na i siréetna
kiselina) proizvedenih od strane bakterije Lactobacillus johnsonii. Redukcija no-
zema infekcije je posmatrana nakon dva tretmana gde nisu zabelezeni nezeljeni
efekti. Zanimljivo je istaéi i pozitivan efekat zabelezen nakon primene B-glukana
koji ispoljavaju imunomodulatorni efekat kod mnogih vrsta, pa i pCela. Naime, do-
kazano je da sulfopolisaharidi i B-glukani stimiliSu imuni sistem $to vodi ka sma-
njenju stepena infekcije nozemom i poveéanom prezivljavanju pcela (Glavinic i
sar., 2021a; 2021b).

Nasa istrazivanja antinozematoznih formulacija
Fumagilin u kontroli nozeme

Fumagilin je mocan antibiotik koji se primenjuje protiv mikrosporidijalnih in-
fekcija u veterinarskoj i humanoj medicini. Medutim, njegova efikasnost u kontroli
N. ceranae infekcija nije konstantna, te je neophodno ponavljati sezonske tretma-
ne (Glavinic i sar., 2021a). Medutim, treba biti oprezan jer na ovaj nacin, iako fu-
magilin degradira tokom vremena, nekoliko generacija pcela biva izloZzeno niskim
nivoima fumagilina zaostalog u kosnici Sto moze dovesti do suprotnog efekta,
odnosno hiperproliferacije Nosema spp. (Glavinic i sar., 2021a).
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U kaveznom eksperimentu ispitivali smo uticaj fumagilina na prezivljavanje
pcela, koli€inu spora, parametre oksidativhog stresa i nivoe ekspresije gena zna-
Cajnih za imunitet. Dobijeni rezultati pokazali su odsustvo statisti¢ki znacajne ra-
zlike u broju uginulih p€ela izmedu kontrolne grupe i grupe koja je sve vreme
dobijala fumagilin, a nije bila inficirana nozemom. Osim toga, odsustvo znacajnih
razlika u prezivljavanju pcéela u kontrolnoj neinficiranoj grupi i grupama koje su
pored infekcije nozemom dobijale fumagilin od prvog i treéeg dana, govori o sma-
njenju smrtnosti kod inficiranih péela ukoliko se tretiraju fumagilinom, $to je u skla-
du sa mnogim ranijim istrazivanjima (Van den Heever i sar., 2016b). Broj spora
nozeme bio je znacajno veci u kontrolnoj inficiranoj u odnosu na sve ostale grupe.
Ovi rezultati govore o direktnoj vezi izmedu tretmana fumagilinom i brojnosti spora
nozeme, odnosno potvrduju poznati antinozematozni efekat fumagilina (Glavini¢,
2019; Glavinic i sar., 2021a).

Posmatrajuci nivoe ekspresije gena kod pc&ela zrtvovanih devetog dana ek-
sperimenta izdvaja se nekoliko znacajnih razlika. Ekspresija gena za abecin, api-
decin i vitelogenin bila je viSa u inficiranoj (kontrolnoj) grupi u odnosu na ostale.
Iz ovoga se zakljuuje da je suprimirajuci uticaj fumagilina na ekspresiju gena u
ovom trenutku bio vecéi nego infekcija sa N. ceranae. Ovo moze biti objasnjeno
i Cinjenicom da infekcija nozemom nije stigla da se razvije u punoj meri do ovog
trenutka. Osim toga, fumagilin je mo¢an antibiotik koji ima potvrden genotoksicni
potencijal (Stanimirovic i sar., 2007), negativan uticaj na zdravlje pcela, ali sa-
mo nekoliko istrazivanja je potvrdilo uticaj na mortalitet péela (Van den Heever i
sar. 2016b). Nasuprot tome, aktivnost antioksidativnih enzima (CAT, GST i SOD)
u ovom trenutku bila je najniza u grupi tretiranoj fumagilinom, $to potvrduje da
upotreba fumagilina ne izaziva oksidativni stres (Glavini¢, 2019; Glavinic i sar.,
2021a).

Kod pcela Zrtvovanih 15. dana aktivnost antioksidativnih enzima, a pre sve-
ga SOD i GST koja je bila visa u inficiranoj grupi (kontrolnoj) u odnosu na grupu
tretiranu fumagilinom, u skladu je sa ranijim nalazima o uticaju nozeme na po-
vecanje aktivnosti GST usled infekcije sa N. ceranae (Glavini¢, 2019). Nasuprot
tome, nize aktivnosti CAT, SOD i GST i koncentracije MDA u ovoj grupi (koja je
dobijala fumagilin sve vreme eksperimenta, a nije bila inficirana) u odnosu na ve-
¢inu drugih grupa, govori o odsustvu oksidativnog stresa indukovanog upotrebom
fumagilina. Nivoi ekspresije svih gena za imune peptide bili su zna€ajno visi kod
grupa koje su dobijale fumagilin pre, u istom trenutku ili nakon infekcije sporama
N. ceranae u odnosu na inficiranu grupu (kontrolnu). Dakle, supresija gena zna-
€ajnih za imunitet pCela izazvana infekcijom nozemom potvrdena je u ovom ek-
sperimentu i u skladu je sa ranijim istrazivanjima (Glavini¢, 2019; Glavinic i sar.,
2021a). Sa druge strane, nivoi ekspresije u grupama koje su pored infekcije no-
zemom dobijale fumagilin, bili su poviSeni i govore o efektu fumagilina. Fumagilin
je sprecio supresiju gena izazvanu sa N. ceranae u kontrolnoj inficiranoj grupi.
Pozitivni efekat fumagilina je, u naSem istrazivanju, potvrden i analizom nivoa ek-
spresije gena kroz vreme, prateci nivo ekspresije kroz razliCite momente uzorko-
vanja pc€ela (6., 9. i 15. dana). U svim grupama u kojima su p&ele pored infekcije
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nozemom dobijale i fumagilin, nivo ekspresije vecéine gena bio je najvisi 15. dana.
Efikasnost fumagilina u kontroli nozema infekcije je odavno dokazana u tretmanu
pcela Sirom sveta. Znacajno je reci da, iako se u pcelarstvu fumagilin koristi vise
od pola veka, joS uvek nije prijavljena pojava rezistencija nozeme na ovaj antibi-
otik (Van den Heever i sar., 2016). Posmatrajuci detaljnije nivoe ekspresije gena
za himenoptecin, defenzin i apidecin kod razli€itih grupa u nasem eksperimentu,
uocava se da je najvisi nivo ekspresije bio u grupi koja je fumagilin dobijala pre in-
fekcije nozemom, dakle u grupi u kojoj je on bio aplikovan ,preventivno®. Medutim,
preventivnu aplikaciju antibiotika svakako treba izbegavati, imajuci u vidu &injeni-
cu da fumagilin moze ostaviti rezidue u ko$nici, ali i nalaze pojedinih istrazivaca
da, iako ima efekta na koli¢inu nozeme, tretman fumagilinom ne povecéava prino-
se drustava (Glavini¢, 2019). Takode, nizi nivoi ekspresija gena kod pcela koje su
tokom naseg eksperimenta dobijale samo fumagilin (a nisu bile inficirane spora-
ma N. ceranae) pokazuju negativan efekat fumagilina na imuni sistem pcela, sto
je u skladu sa rezultatima uticaja nekih drugih antibiotika na ekspresiju gena za
imunepeptide (Glavini¢, 2019). Iz ovoga se moze zakljuciti da sam fumagilin ne
povecava ekspresiju gena znacajnih za imunitet, naprotiv, kod nekih gena (abecin
i defenzin) je 15. dana doveo i do veée supresije nego N. ceranae. Medutim, u
grupama koje su inficirane nozemom, fumagilin je smanijio supresivni efekat ovog
parazita na ekspresiju pracenih gena. Imajuéi u vidu da sam fumagilin snizava
ekspresiju gena tj. da samostalno aplikovan nema imunoprotektivni efekat, zaklju-
¢ujemo da je njegov pozitivni efekat, zabelezen u ovom istrazivanju, posledica re-
dukcije koliCine N. ceranae ¢ime je smanjen i supresivni uticaj ove mikrosporidije
na imuno gene. lako su za fumagilin dokazana odredena negativna dejstva u
nekoliko evropskih zemalja, zbog velikih gubitaka pcela i visoke prevalencije N.
ceranae (Ujedinjeno Kraljevstvo, Spanija, Belgija, Gréka, Madarska, Rumunija i
dr.) dobijena su privremena odobrenja za leCenje nozeme u pozitivhim drustvima
upotrebom fumagilina pod veterinarskim nadzorom (Glavini¢, 2019).

Timol u kontroli nozeme

Timol, eng: Thymol (3-hydroxy-p-cymene), je sastojak etericnog ulja dobi-
jenog od timijana (Thymus vulgaris) i mnogih drugih biljnih vrsta. Godinama je
poznat inhibitorni uticaj timola na rast patogenih bakterija i gljivica, kao $to su Sal-
monella typhimurium, Staphylococcus aureus, Aspergillus flavus i Cryptococcus
neoformans. U pCelarstvu se veé decenijama upotrebljava za suzbijanje p&elinjeg
krplja Varroa destructor. Pocetkom 21. veka obavljena su i prva istrazivanja po-
tencijalnog efekta timola u suzbijanju Nosema infekcije u kosnici (Glavini¢, 2019).

Rezultati mortaliteta pela u nasem kaveznom eksperimentu pokazali su da
broj uginulih péela u grupama koje su hranjene timolom nije bio statistiCki zna-
¢ajno razli€it u odnosu na uginuca u inficiranoj grupi (kontrolnoj). Ovaj nalaz u
skladu je sa rezultatima Maistrello i sar. (2008) u &ijim istrazivanjima, takode, nije
bilo razlike u prezivljavanju pcela koje su bile inficirane nozemom i onih kod kojih
je u ishrani dodavan timol. Efekat timola na uginuce pCela moze biti objadnjen
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potencijalnim toksi¢nim efektom eteri¢nih ulja timijana zbog kojih je timol klasifi-
kovan kao umereno toksi¢an proizvod (Maistrello i sar., 2008). Sa druge strane u
nasem eksperimentu nije bilo statisti¢ki znacajne razlike ni u prezivljavanju pcela
hranjenih timolom i pCela u netretiranoj grupi, $to govori o tome da je mortalitet
izazvan timolom umeren. Prema regulativi Evropske unije No. 834/2007 timol je
odobren za kontrolu péelinjeg krpelja V. destructor u organskom pc&elarenju (Ma-
istrello i sar., 2008).

Broj spora nozeme kod pcela zrtvovanih 9. dana u naSem eksperimentu nije
se statistiCki znacajno razlikovao medu kontrolnim i grupama koje su hranjene uz
dodatak timola, za razliku od pcela uzorkovanih 15. dana kada je znacajno vedéi
broj spora detektovan u kontrolnoj, inficiranoj grupi. Ovaj nalaz u skladu je sa re-
zultatima Maistrello i sar. (2008) koji su ovaj efekat tumacili time da timol inhibira
razvoj nozeme $to za posledicu ima nizi broj spora nozeme na kraju eksperimenta
u poredenju sa ranijim uzorkovanjima tokom eksperimenta. Takode, Costa i sar.
(2009) dokazali su signifikantno nizi nivo infekcije nozemom kod pcela hranjenih
sirupom sa timolom kao i Van den Heever i sar. (2016) u Cijim eksperimentima je
dokazano da timol smanjuje nivo nozeme u proseku za 40%. Imajuéi u vidu oprec-
ne rezultate o toksi¢nosti i prezivljavanju p&ela koje su konzumirale timol, ekspe-
rimentalno smo ispitivali njegov uticaj na ekspresiju gena znacajnih za imunitet i
nivoe oksidativnog stresa kod pcela.

Analiza pcela uzorkovanih devet dana nakon izleganja otkrila je da je nivo
ekspresije gena za abecin bio najvisi u inficiranoj grupi, odnosno da je bio nizZi kod
svih grupa koje su u nekom trenutku (1., 3. ili 6 dana) pocele da dobijaju timol u
ishrani. Dakle, timol je doveo do vece supresije ovog gena nego sama infekcija
N. ceranae. Ovakav nalaz je i o€ekivan, imajuci na umu Cinjenicu da je i u drugim
istrazivanjima timol ispoljio svoje najbolje efekte tek na kraju eksperimenta (Mai-
strello i sar., 2008; Costa i sar., 2009), dok nozema, nasuprot tome, sve veée po-
sledice po pcele ostavlja tokom duzeg vremena (Costa i sar., 2009; Glavinic i sar.,
2017). Ova supresija javila se kao posledica efekta timola konzumiranog tokom
prethodnih devet dana (sve vreme Zivota pCela) i ide u prilog nekim ranijim nala-
zima koji su pokazali da timol konzumiran duze ili u ve¢im koncentracijama moze
imati negativne efekte po zdravlje i ponaSanje pcela (Maistrello i sar., 2008). Osim
toga 9. dana parametri oksidativnog stresa nisu pokazivali jasnu pravilnost u svo-
jim koncentracijama (MDA) i aktivhostima (GST, SOD i CAT), odnosno dosta su
se razlikovali pojedinacno posmatrani. Ovaj nalaz u skladu je sa rezultatom broja
spora 9. dana, kada nije bilo statistiCki zna¢ajne razlike u broju spora medu svim
grupama i moze biti objaSnjen borbom organizma da savlada napad endoparazita
(N. ceranae) kroz produkciju ROS (nepotpuno redukovanih kiseonikovih produka-
ta) i, sa druge strane, aktiviranjem antioksidativnih (zastitnih) mehanizama kako
bi sprecilo ostecenje tkiva stvorenim ROS.

Na kraju eksperimenta (15. dana) timol konzumiran kroz Secerni sirup poka-
zao je najveci antinozematozni efekat posmatrano kroz broj spora nozeme. Osim
toga rezultati aktivnosti i koncentracije pracenih parametara oksidativnog stresa
pokazali su daleko povoljnije efekte timola u odnosu na uzorke iz prethodnog zr-
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tvovanja. Aktivnosti svih antioksidativnih enzima (SOD, CAT i GST) i koncentracije
MDA bile su statistic¢ki znacajno viSe u inficiranoj grupi u odnosu na vec¢inu drugih
uzoraka, dok su najnize aktivnosti pomenutih enzima zabelezene u grupama ko-
je su sve vreme eksperimenta (od prvog dana) hranjene uz dodatak timola. Ovi
rezultati govore o postignutom balansu u redoks potencijalu organizama pcela
hranjenih timolom, odnosno uspehu organizma u kontroli antioksidativhog odgo-
vora kod ovih p¢ela. Nasuprot tome, u kontrolnoj inficiranoj grupi, N. ceranae je
na kraju eksperimenta izazivala oksidativni stres produkcijom ROS, $to je dovelo
do povecanja parametara antioksidativne zastite.

Nivoi ekspresije gena za apidecin i himenoptecin 15. dana bili su znacajno
viSi u svim grupama koje su dobijale timol u odnosu na inficiranu kontrolu. Me-
dutim, kod apidecina su nivoi bili i statistiCki zna¢ajno nizi u grupi koja je dobijala
timol, a nije imala infekciju, u odnosu na inficirane i timolom tretirane pcele, dok
kod himenoptecina ove razlike nije bilo. Osim kod apidecina, ova grupa je imala
nize vrednosti za ekspresiju gena za abecin i defenzin u odnosu na ostale grupe
koje su inficirane i tretirane timolom od prvog, tre¢eg i Sestog dana. Kod defenzi-
na su ove vrednosti (u grupi koje je dobijala timol, a nije inficirana) bile nize ¢ak i
od inficirane (kontrolne) grupe (Glavini¢, 2019).

Broj spora nozeme na kraju eksperimenta govori o evidentnom antinoze-
matoznom efektu timola. U skladu sa tim, rezultati ekspresije gena pokazuju da
ovakav efekat timola spre€ava supresivni efekat N. ceranae na ekspresiju gena
znacajnih za imunitet, ali i smanjenje oksidativhog stresa o ¢emu govore aktiv-
nosti SOD, CAT i GST i koncentracija MDA (Glavini¢, 2019). Medutim, supresija
pojedinih gena u grupi koja je primala timol bez infekcije nozemom govori o po-
tencijalnom imunosupresivnom efektu timola na neinficirane pele. O negativhom
uticaju timola na neke druge vrste insekata odavno se zna, on ima dokazanu efi-
kasnost u supresiji razvoja i prezivljavanja odraslih komaraca i bubaSvaba (Glavi-
ni¢, 2019). Ukoliko posmatramo kretanje nivoa ekspresije gena kroz vreme, kako
je eksperiment odmicao, primecuje se da je u gotovo svim grupama koje su infici-
rane nozemom i tretirane timolom, za sve gene, osim vitelogenina, nivo ekspresije
rastao, odnosno da je timol kod inficiranih p&ela imao imunoprotektivni efekat. Ovi
rezultati idu u prilog nalazima da timol svoj efekat najbolje pokazuje nakon duze
primene (Costa i sar., 2009; Maistrello i sar., 2008) i dokazuju pozitivan efekat kod
nozematoznih pcela.

NaSe istrazivanje pokazalo je pozitivhe efekte timola na zdravlje pcela infi-
ciranih nozemom, ali svakako bi trebalo sprovesti opseznija istrazivanja o uticaju
ovog fitogenog preparata na imunitet neinficiranih p&ela. Naime, ukoliko je pcela
inficirana nozemom, nisu zabeleZeni negativni efekti aplikovanog timola, jer on
u ovom slu€aju ima terapijski, antinozematozni efekat, koji je daleko znacajniji
od eventualnih propratnih nezZeljenih dejstava. Medutim, i nasi rezultati ukazuju
da kod pcela bez infekcije nozemom sam timol moze dovesti do pojedinih pore-
mecaja, te treba biti obazriv sa preventivhom, nekontrolisanom i prekomernom
upotrebom timola.
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Suplementi i nozema

Visok kvalitet hrane predstavlja jedan od osnovnih faktora koji uticu na zdrav-
stveni status pcela, i Ciji nedostatak moze bitno uticati na gubitke (Stanimirovic i
sar., 2019). Globalne promene u dinamici cvetanja, koli€ini i kvalitetu polena i
nektara kao i praksa uzgoja nekih monokultura (npr. kukuruza), koje su izvor lo-
Seg kvaliteta hrane za pc&ele, dodatno povecava rizik od manjka proteina u ishrani
pc€ela (Stanimirovic i sar., 2019). Pored manjeg unosa nektara u kosnicu, dodatni
problem prave pcelari tako Sto €esto iz drustava uzmu neadekvatno veliku koli&i-
nu meda koju kompenzuju dodavanjem Secernog sirupa, ¢ime dodatno pogorsaju
stanje, jer Secer predstavlja samo izvor energije koji dovodi do pojave oksidativ-
nog i energetskog stresa, a time povecava prijemcivost na patogene, posebno
nozemu, koja je pre svega energetski parazit (revijalno prikazano u Stanimirovic i
sar., 2019; Jovanovic i sar., 2021). Imajuci na umu sve ovo, kao i ¢injenicu da ne
postoji adekvatan i potpuno bezbedan nacin za suzbijanje nozeme, sve CeSce se
u kosnice dodaju aditivi u prihrani pcela. Stoga je od ogromnog znacaja pronala-
Zenje i testiranje novih preparata koji ¢e, reSavajuci nutritivne nedostatake, imati
pozitivan efekat na nozema infekciju.

Mi smo u kaveznom eksperimentu ispitivali potencijalne efekte aditiva na
prezivljavanje, koli€inu spora, nivo oksidativhog stresa i ekspresiju gena znacaj-
nih za imunitet kod pcela inficiranih sa N. ceranae.

Rezultati prezivljavanja pCela pokazali su da je ishrana pCela inficiranih spo-
rama N. ceranae uz dodatak bilo kog od Cetiri testirana suplemena: Beewell Ami-
noPlus, Medenko forte i ekstrakti gljiva Agaricus blazeii A. bisporus povecala pre-
zZivljavanje pc¢ela dokazujuci protektivni efekat aditiva nakon preventivne (prihrana
pre infekcije) i primene istovremeno sa infekcijom (Glavini¢, 2019; Glavinic i sar.,
2017; 2021a; 2021b). Kada je u pitanju broj spora nozeme, u svim grupama koje
su inficirane i hranjene uz dodatak nekog od preparata, broj spora nozeme bio je
statisticki znacajno nizi u odnosu na kontrolnu (inficiranu) grupu, kako kod pcela
zrtvovanih 9. dana tako i kod onih koje su zrtvovane 15. dana.

Aktivnosti svih antioksidativnih enzima (CAT, GST i SOD) kod pc&ela koje su
u ishrani dobijale preparat Medenko forte bile su u gotovo svim slu¢ajevima nize u
odnosu na kontrolnu inficiranu grupu, narocito na kraju eksperimenta (15. dana).
Poznato je da je ekstrakt hrastove kore, koji je jedan od glavnih sastojaka prepa-
rata Medenko forte, bogat fenolnim jedinjenjima nazvanim tanini. Ovi fenoli velike
molekulske mase imaju dovoljan broj hidroksi grupa koje formiraju komplekse sa
proteinima, celulozom i nekim mineralima i na ovaj nacin sprecavaju pojavu di-
jareje izazvanu nozemom kod pcela (Gajger i sar., 2011), Sto u velikoj meri ima
blagotvoran efekat po inficirane plele. Osim ekstrakta hrastove kore, preparat
Medenko forte sadrzi i ekstrakte pelena koji, takode, ima dokazani antinozema-
tozni efekat (Glavini¢, 2019).

Rezultat nivoa ekspresije gena kod pc&ela koje nisu bile inficirane, a u ishrani
su dobijale suplement, pokazali su da su nivoi gena za defenzin, himenoptecin,
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apidecin i vitelogenin znacajno bili viSi u poredenju sa svim ostalim grupama, a
posebno kontrolnom inficiranom grupom. Osim u odnosu na ove grupe, nivo ek-
spresije gena za defenzin, himenoptecin i apidecin bio je znac¢ajno nizi u inficira-
noj grupi u odnosu vecinu grupa koje su inficirane, ali su u ishrani dobijale neki od
aditiva. Ovi rezultati su u skladu sa ranijim rezultatima supresije gena znacajnih
za imunitet pod uticajem N. ceranae (Glavinic i sar., 2017). Rezultati nivoa ek-
spresije gena i spre€avanje supresije indukovane nozemom govore o postizanju
ravnoteze izmedu brzine aktiviranja odbrambenih mehanizama i sposobnosti oCu-
vanja energije (Glavinic i sar., 2017). Kod p&ela hranjenih uz dodatak preparata
Medenko forte u vecini slu¢ajeva je dokazana povecana ekspresija u odnosu na
inficiranu grupu. Nivoi ekspersije gena znacajnih za imunitet u grupi koja nije bila
inficirana, ali je dobijala preparat Medenko forte bili su ispod nivoa zabelezenih u
grupama inficiranim i tretiranim ovim suplementom (Glavini¢, 2019). Ovaj nalaz
ukazuje na manji imunostimulativni efekat preparata Medenko forte u poredenju
sa drugim testiranim aditivima, odnosno dokazuje znacajniji antinozematozni ne-
go imunostimulativni efekat, Sto se moze videti i na osnovu rezultata broja spo-
ra N. ceranae na kraju eksperimenta i rezultata o nivoima oksidativhog stresa
(Glavini¢, 2019). Antinozematozni efekat ekstrakta hrastove kore koji se nalazi u
preparatu Medenko forte dokazan je i u ranijim istrazivanjima (Glavini¢, 2019), u
kojima je on objasnjen efektom stimulisanja produkcije i sekrecije sluzi u epitelnim
¢elijama, ¢ime se oblaze peritrofna membrana i formira zastitni sloj. Na ovaj nacin
smanjuje se broj inficiranih ¢elija srednjeg creva pcele, redukujuéi koli€¢inu noze-
me u pcelama, a samim tim i njen Stetni efekat.

Beewell AminoPlus je preparat veoma je bogat amino-kiselinama i vitami-
nima, te je njegov veci imunostimulativni nego antinozematozni efekat o¢ekivan.
Preporuka proizvodaca je da se ovaj preparat kao dopuna ishrani daje po¢etkom
zime u cilju poboljSanja zdravlja drustava tokom zime. Medutim, ovo moze iza-
zvati nezeljene efekte, kao $to je u eksperimentima u kojima je prirodni polen do-
davan kao prihrana pcela u jesen izazvao produzeni uzgoj legla koji nije prirodan
i moze biti problemati¢an za drustva (Glavinic i sar., 2017; Glavini¢, 2019). Re-
zultati aktivnosti GST i CAT i koncentracija MDA kao antioksidativnih parametara
kod pcela koje su hranjene uz dodatak preparata Beewell AminoPlus dosta su bili
nekonzistentni. Ovaj nalaz moze se objasniti kao pokusaj organizma da savla-
da infekciju N. ceranae produkcijom ROS, a zatim ulaskom u situaciju o$te¢enja
sopstvenog tkiva, aktiviranjem antioksidativnih (zastitnih) mehanizama kako bi se
ostecenje tkiva sprecilo. Medutim, aktivnost SOD imala je homogene vrednosti
iz kojih se jasno vidi najvisi nivo oksidativnog stresa u kontrolnoj inficiranoj gru-
pi, kao i najnizi u grupi koja nije inficirana, a hranjena je uz dodatak preparata
Beewell AminoPlus, $to ukazuje na njegov antioksidativni potencijal kod nozema-
toznih pcela. Osim toga, dobijeni rezultati imunoprotektivhog efekta ovog aditiva
veoma bogatog amino-kiselinama i vitaminima koje se lako apsorbuju, govore
da on omogucéava postizanje sli¢nih efekata kao fermentisana poliflorna ishrana
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ili perga (prirodna visoko proteinska hrana za pcele), odnosno ima bolje efekte
u odnosu na druge vestacki sintetisane proteinske aditive (Glavinic i sar., 2017).

Nivoi ekspresije gena znacajnih za imunitet kod pcela Zrtvovanih 15. dana
pokazali su izrazeni imunostimulativni efekat ekstrakata gljiva A. blazei i A. bispo-
rus u grupama pcela koje su njima hranjene, a nisu bile inficirane sporama N. ce-
ranae (Glavinc 2019; Glavinic i sar., 2021a; 2021b). Nivoi ekspresije vecine gena
kod grupa koje su osim infekcije nozemom hranjene uz dodatak ekstrakata, uka-
Zuju na njegov pozitivan uticaj u spre€avanju supresije izazvane nozemom. Nivoi
navedenih gena bili su izmedu suprimiranih vrednosti (zabelezenih kod pcela iz
kontrolne inficirane grupe) i zabelezenih visokih vrednosti u kontrolnim tretman-
skim grupama (neinficiranim a hranjenim uz dodatak ekstrakata pe€uraka). Osim
toga, aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, GST i CAT) uglavnom su bile najni-
Ze u ovim grupama, $to ukazuje na odsustvo oksidativnog stresa, koji je, nasuprot
tome, zabelezen u kontrolnoj inficiranoj grupi (narocito aktivhost SOD i CAT). Vo-
deni ekstrakti gljiva iz roda Agaricus koji su kori§¢eni u ovim istrazivanjima bogati
su polisaharidima i imaju dokazan antioksidativni efekat (Glavinic i sar., 2021a;
2021b). Istrazivanja u kojima su kori§¢eni ekstrakti algi za tretman nozematoznih
pcela, takode bogati polisaharidima, pokazala su pozitivan efekat na nozemom
inficirane pCele (Roussel i sar., 2015). Ovaj efekat objasnjen je inhibicijom adhe-
zije mikrosporidija za ciljne ¢elije (Roussel i sar., 2015). Naime, sulfatni glikani iz
ekstrakata (npr. heparin, hondroitin sulfat, mucin, dekstran sulfat i dr.) inhibiraju
adheziju mikrosporidija za ¢elije domacina i na ovaj nacin smanjuju koli¢inu in-
festiranih ¢elija, a samim tim i stepen infekcije (Roussel i sar., 2015). Medutim,
posmatrajuci broj spora u grupama koje su tretirane fumagilinom i grupama koje
su dobijale ekstrakt uvida se ne$to manji stepen infekcije nakon tretmana fumagi-
linom. Sli¢an nalaz imali su i Roussel i sar. (2015) koji to objasnjavaju &injenicom
da blokada adhezije nozeme sulfatnim glikanima ne spre€ava autoinfekciju koja
se javlja sekundarno izmedu nozemom inficiranih éelija i susednih ¢elija srednjeg
creva pcela, odnosno da je pomenuta blokada ne$to manje efikasna u odnosu
na inhibiciju rasta nozeme fumagilinom (Roussel i sar., 2015). Medutim, imajuci
u vidu sve Stetne efekte koje upotreba antibiotika fumagilina sa sobom nosi, do-
kazani protektivni efekat ekstrakata gljiva iz roda Agaricus predstavlja ogroman
potencijal koji treba dodatno istraziti i raditi na kreiranju komercijalnih preparata
za kontrolu nozeme.
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ADVANCES IN Nosema ceranae CONTROL

Uros Glavinié, Marko Ristani¢, Nemanja M. Jovanovi¢, Milan Rajkovi¢,
Mia Niketi¢, Jevrosima Stevanovi¢, Zoran Stanimirovi¢

The microsporidian Nosema ceranae is an obligate intestinal parasite of the honey
bee (Apis mellifera). It causes nosemosis and, depending on the infection level and
the strength of the infected bee colonies, causes significant health disorders, including
malfunction of reproductive and productive capabilities of bees. The antibiotic fumagillin
was the only drug available for Nosema control for many years. However, use of fumagillin
has been questioned due to the drawbacks related to its efficacy, bee mortality and the
presence of residues in bee products. Studies aimed to find alternatives for Nosema control
are being conducted worldwide. In this paper, our results related to diet supplements based
on natural/plant extracts (Medenko forte and extracts of Agaricus blazei and A. bisporus),
thymol and vitamin-mineral additive (BEEWELL AminoPlus) are presented. Bees were
treated with these supplements and fumagillin (control treatment) and gene expression
levels (important for bee immunity), as well as oxidative stress parameters were assessed.
In order to determine adequate time for application, all supplements were applied
preventively (three days before infection), at the time of infection, as well as three days after
N. ceranae infection. In uninfected bees, fumagillin demonstrated adverse effects when
applied prophylactically. In Nosema-infected bees, tested supplements mainly contributed
to the decrease of N. ceranae spore levels, but also exhibited a protective effect based on
level of immune-related gene expression and parameters of oxidative stress.

Keywords: gene expression, diet supplements, fumagillin, honey bee, Nosema
ceranae, oxidative stress
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