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MOLEKULARNO-GENETICKA DETEKCIJA I
IDENTIFIKACIJA UZROCNIKA
MIKROSPORIDIJALNIH I VIRUSNIH INFEKCIJA
ZASTUPLJENIH KOD PCELINJIH DRUSTAVA NA
TERITORIJI SRBIJE

REZIME

Primena molekularno - genetickih metoda zauzima znacajno mesto u
dijagnostici oboljenja kod Zivotinja izazvanih delovanjem razli¢itih vrsta
uzro¢nika. Ove metode, uglavnom zasnovane na lanc¢anoj reakciji polimeraze
(PCR), karakterise zadovoljavajuca brzina izvodenja i visok stepen specifi¢nosti,
odnosno osetljivosti.

Mikrosporidije pcela, Nosema ceranae i Nosema apis, ispoljavanjem
patogenog efekta na individualnom nivou, mogu dovesti do gubitka citavih
pcelinjih drustava. UmnoZavanjem mikrosporidijalne DNK, PCR tehnika
omogucava istovremeno utvrdivanje prisustva i identifikaciju uzroé¢nika u
uzorku u kojem mikroskopskim pregledom nije utvrdeno prisustvo spora.
Pojedine vrste virusa mogu biti uzro¢nici poremecaja zdravstvenog stanja pcela.
Medu najznacajnije viruse koji mogu naneti Stete pcelinjim drustvima ubrajaju
se virus deformisanih krila (DWYV), virus akutne paralize pcela (ABPV), virus
mesinastog legla (SBV) i virus hroni¢ne paralize pcela (CBPV). Pomenuti virusi
¢esto izazivaju inaparentne infekcije koje, usled delovanja nespecifi¢nih faktora
i drugih patogena, za kratko vreme mogu prerasti u klinicki manifestne i
dovesti do gubitka pcelinjih drustava. Primenom tehnike Real-time RT-PCR

bazirane na TagMan probama, moguce je otkriti prisustvo virusne RNK koja se



nalazi u niskoj koncentraciji u ispitanom uzorku. Ovo ima veliki znadaj u
dijagnostici virusnih infekcija kod pcelinjih drustava koja ne ispoljavaju klinicke
simptoma bolesti.

Cilj ove doktorske disertacije je da se primenom molekularno-geneti¢kih
metoda izvrsi detekcija i identifikacija uzro¢nika cetiri naj¢escée virusne infekcije
(DWV, ABPV, SBV i CBPV) zastupljene kod pcelinjih zajednica razlic¢ite jacine
koje poti¢u iz razli¢itih krajeva Srbije. Pored toga, istrazivanje obuhvata i
utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti mikrosporidija roda Nosema kod
ispitivanih pcelinjih zajednica, kao i njihovu zastupljenost u meSovitim,
mikrosporidijalno-virusnim, infekcijama.

U radu su kao uzorci koriséene pcele koje poticu iz 150 asimptomatskih
pcelinjih drustava. Odabrana su jaka (n=59), srednje jaka (n=32) i slaba (n=59)
stacionarna pcelinja drustva, rasproredena na lokalitetima i podlokalitetima
severne (n=44), isto¢ne (n=25), juzne (n=21), zapadne (n=30) i centralne (n=30)
Srbije. Izolacija mikrosporidijalne DNK i virusne RNK iz ispitivanog materijala
izvrSena je primenom komercijalnih kitova. U svrhu istovremene detekcije i
identifikacije vrste mikrosporidija koris¢ena je duplex PCR tehnika, dok je
utvrdivanje prisustva i vrste virusa u uzorcima pcela izvrseno primenom real-
time RT-PCR tehnike bazirane na TagMan probama. Izvrseno je sekvenciranje
delova genoma ispitivanih virusa detektovanih u 16 odabranih RNK izolata.
Nakon sekvenciranja, izvrSena je ,BLAST” pretraga, deponovanje odabranih
sekvenci iz Srbije u gensku bazu podataka i filogenetska analiza.

Nakon mikroskopskog pregleda analiziranih uzoraka utvrdena je
zastupljenost od 72 % Nosema pozitivnih pcelinjih drustava iz Srbije. PCR
analiza pokazuju da je DNK mikrosporidije N. ceranae bila prisutna u 88 %
uzoraka, odnosno u 18 % uzoraka u kojima mikroskopskim pregledom nije
utvrdeno prisustvo spora, dok prisustvo DNK N. apis nije utvrdeno. Nije
utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti (p>0.05) u regionalnoj distribuciji
Nosema pozitivnih uzoraka, kao ni pri ispitivanju uticaja jac¢ine pcelinjeg drustva

na pojavu i intenzitet infekcije. Primenom real-time RT-PCR tehnike bazirane



na Tagman probama u 87,33 % uzoraka na teritoriji Srbije je utvrdeno prisustvo
RNK ispitivanih péelinjih virusa. Zastupljenost RNK DWYV je utvrdena u 74 %,
ABPV u 49,3 %, SBV u 24 % i CBPV u 6,7 % ispitivanih uzoraka. Odsustvo
nukleinskih kiselina ispitivanih virusa pcela je zabeleZeno u 12,67 % obradenih
uzoraka. Zastupljenost ABPV, SBV i CBPV znacajno zavisi (p<0.05) od regiona
uzorkovanja, dok u slucaju DWV nije zabelezena znacajnost u regionalnoj
distribuciji. Ja¢ina pcelinjeg drustva ne uti¢e na distribuciju ispitivanih virusa,
kao ni na intenzitet virusnih infekcija iskazan kroz Ct vrednost. Prisustvo RNK
vise od jednog ispitivanog virusa je zabelezeno u 56,67 % uzoraka.
Zastupljenost mesovitih (mikrosporidijalno-virusnih) infekcija znacajno zavisi
(p<0.05) od regiona uzorkovanja. Nije utvrden statisticki znacajan uticaj
(p>0.05) jacine pcelinjeg drustva na zastupljenost i karakter mesovitih infekcija.
Nakon sekvenciranja delova genoma odabranih detektovanih virusa u Srbiji, u
gensku bazu podataka je deponovano 8 razli¢itih sekvenci DWV, 1 sekvenca
ABPV, 1 sekvenca CBPV i 1 sekvenca SBV. Rezultati filogenetske analize
sekvenci pcelinjih virusa iz Srbije pokazuju odgovarajuéi stepen genetske
sli¢nosti sa virusima utvrdenim u pcelinjim drustvima Sirom sveta.

Dobijeni rezultati ukazuju da upotreba PCR tehnike u utvrdivanju
prisustva uzro¢nika mikrosporidijalnih infekcija pcelinjih drustava pokazuje
vecu osetljivost u odnosu na mikroskopski pregled. Odsustvo DNK N. apis i
prisustvo DNK N. ceranae u Nosema pozitivnim ispitujuéim uzorcima potvrduje
ranija istrazivanja o dominantnosti N. ceranae u pcelinjim drustvima u Srbiji. U
ovoj doktorskoj disertaciji su izneti rezultati prve real-time RT-PCR pretrage
prisustva i zastupljenosti DWV, ABPV, SBV i CBPV u pcelinjim drustvima u
razli¢itim regionima Republike Srbije. Znacajnost regionalnog uticaja u
zastupljenosti virusa u pcelinjim drustvima posledica je razlike u kvalitetu i
dostupnosti pcelinje pasSe i primenjenim apitehni¢kim merama u razli¢itim
regionima Srbije. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da jac¢ina drustva nema
uticaja na zastupljenost i intenzitet virusne infekcije kada su u pitanju

asimptomatska pcelinja drustva. Informacije o nukleotidnom sastavu sekvenci



pcelinjih virusa iz Srbije pruzaju uvid u promene na posmatranim genima i
upotpunjuju filogenentske analize evropskih sojeva ispitivanih virusa.
Informacije su znacajne i u pogledu istraZivanja promena u genetskom sastavu

koje bi mogle da dovedu do nastajanja novih i/ili virulentnijih sojeva.
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MOLECULAR DETECTION AND
IDENTIFICATION OF MICROSPORIDIA AND
VIRUSES IN HONEY BEE COLONIES IN SERBIA

Summary

Molecular diagnostic in modern veterinary medicine plays an important
role in diagnosis of animal health disorders. Major advantages of molecular
diagnostic are quickness and high specificity and sensitivity in detection and
identification of infectious and non-infectious agents. Microsporidia, Nosema
ceranae and Nosema apis, as a consequence of pathogenic effects in individual
bees may provoke losses of entire honey bee colonies. Amplification of
microsporidial DNA wusing PCR allows simultaneous detection and
identification of Nosema species in samples that appeared to be free from
Nosema spores after microscopic examination.Honey bee viruses may have a
significant impact on health status of honey bee colonies. Most common
viruses considered to be able to cause damage to bee colonies include Deformed
wing virus (DWYV), Chronic bee paralysis virus (CBPV), Acute bee paralysis
virus (ABPV) and Sacbrood virus (SBV). These viruses may exist in colonies in
low infectious titres causing asymptomatic infection that due to the negative
impact of non-specific factors and/or other pathogens may develop in to covert
infection and lead to colony loss.High specificity and sensitivity of Real-time
RT-PCR method based on TagMan probes enables detection of very small
amounts of viral RNA in bee samples originated from asymptomatic colonies

which is advantage of this method compared to end point PCR.



The aim of this work is detection and identification of four most common
viruses (DWV, ABPV, SBV and CBPV) in honey bee colonies of different
strength originated from different Serbian regions. In addition, this
investigation encompasses detection and regional distribution of microsporidia
from the genus Nosema and their occurrence in mixed (microsporidia-virus)

infections.

Samples used in this research are bees from 150 asymptomatic colonies.
The selection of colonies is made in accordance to its (i) strength - strong
(n=59), moderate (n=32) and weak (n=59), and (ii) regional distribution to
localities and sub localities in North (n=44), East (n=25), South (n=21), West
(n=30) and Central (n=30) part of Serbian territory. Total microsporidial DNA
and viral RNA from previously prepared bee macerates were extracted using
commercial kits. For the purpose of simultaneous detection and identification of
Nosema species duplex PCR is used, while presence and identification of viruses
was determined by Real-time RT-PCR method based on TagMan probes.
Subsequently, partial genomes of investigated viruses detected in 16 selected
isolates were sequenced. Selected sequences from Serbia were identified by
BLAST search and deposited in GenBank with subsequent phylogenetic

analyses.

Results of microscopic examination showed presence of 72 % Nosema
positive samples from Serbian bee colonies. N. ceranae DNA was detected in 88
% of samples after PCR analysis that is in 18 % of samples in which Nosema
spores were not recorded by microscopic examination. Presence of N. apis were
not recorded. No significance (p>0.05) was observed in regional distribution of
Nosema positive samples. Also, colony strength did not influence significantly
(p>0.05) on presence and intensity of Nosema infection. After Real-time RT-PCR
analyses based on TagMan probes viral RNA was found in 87,33 % samples
from Serbia. Prevalence of DWV, ABPV, SBV and CBPV in investigated samples
were 74 %, 49,3 %, 24 % and 6,7 %, respectively. None of the investigated



viruses was recorded in 12,67 % of samples. Prevalence of ABPV, SBV and
CBPV, but no DWV is significantly depended (p<0.05) upon regional
distribution of investigated colonies. Distribution of bee viruses and intensity of
viral infection (expressed trough Ct value) proved to be under no influence of
colony strength. Presence of multiple viral infection was recorded in 56,67 % of
samples. Prevalence of mixed (microsporida-virus) infections significantly
depends (p<0.05) on regional distribution of investigated colonies. No
significant influence (p>0.05) of colony strength on prevalence and nature of
mixed infections was recorded. After partial genome sequencing of selected
viruses from Serbia, 8 different DWV sequences, 1 ABPV, 1 CBPV and 1 SBV
sequence were deposited in GenBank. The phylogenetic analyses of Serbian
honeybee viruses revealed potential genetic relationships between

representatives of the same virus species, detected in honeybees world-wide.

Obtained results of this investigation show the advantage of PCR
compared to microscopic examination in detection of microsporidia from bee
samples. The absence of N. apis DNA and presence of N. ceranae in each Nosema
positive sample is in accordance with previous statements concerning

dominance of N. ceranae in bee samples from Serbia.

These are the first results of Real-time RT-PCR survey concerning
occurrence and distribution of DWV, ABPV, SBV and CBPV in honey bee
colonies from different Serbian regions. Significant regional influence on viral
prevalence in Serbian colonies is the consequence of discrepancies in forage
quality and abundance, and also applied apicultural techniques from different
regions of Serbia. Results obtained from this research showed no obvious
influence of colony strength on prevalence and intensity of viral infection of
asymptomatic honey bee colonies. Information concerning nucleotide
sequences of bee viruses from Serbia provide the insight in mutations in

analysed partial genes and complement results of phylogenetic analyses of



European strains. These information are significant in the terms of research of
changes in genetic composition which could possibly lead to emergence of new
and/or virulent strains.

Key words: real-time RT-PCR, PCR, viruses, microsporidia, Apis mellifera.
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UvVOD

Medonosna pcela, Apis mellifera, vekovima je predstavljala predmet
proucavanja istrazivaca iz razli¢itih nauc¢nih oblasti. Oduvek zanimljiva nau¢noj
javnosti sa stanovista jedinstvene bioloske i biolosko-socioloske strukture,
medonosna pcela zauzima mesto kao znacajan ekoloski i ekonomski faktor na
globalnoj sceni. Njena uloga, kao jednog od najkorisnijih insekta na planeti je
velika, kako ekonomski, tako i u pogledu ocuvanja ukupnog biodiverziteta.
Danas se medonosna pcela smatra jednim od najznacajnih oprasivaca ne samo
gajenih biljaka, vec¢ i velikog broja biljaka divlje flore, te sa ekoloskog aspekta
predstavlja nezaobilaznog ¢inioca u oprasivanju entomofilnih biljaka. Na taj
nacin, ona oblikuje prirodni ekosistem omogucéavaju¢i protok gena
skrivenosemenica (Magnoliophyta, Angiospermae), najrasprostranjenijeg i
najraznovrsnijeg biljnog taksona. Sa ekonomske tacke gledista, pcela je znacajna
kao oprasivac¢ useva i gajenih biljaka, s jedne, odnosno kao proizvoda¢ meda i
drugih pcelinjih proizvoda, s druge strane. Imaju¢i u vidu podatak da je
oprasivanje 84% evropskih useva entomofilno, a vrednost useva koje pcele
oprasuju u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) iznosi oko 15 milijardi
dolara, mozemo zakljuciti da je ipak uloga pcele kao oprasivaca u poljoprivredi
mnogo veca od njene uloge kao proizvodaca pcelinjih proizoda. Zahtevi za
oprasivanjem u poljoprivredi iz godine u godinu rastu tako da povecanje broja
kosnica na globalnom nivou od priblizno 45% u poslednjih pola veka nije
neocekivano. Imajudi to u vidu, opravdano je interesovanje i briga naucne i
stru¢ne javnosti za o¢uvanjem zdravlja pcela Sirom sveta. Mnogo je ¢inilaca,
razli¢itog porekla, koji mogu dovesti do uspona i padova u sektoru pcelarstva.
Pored fizickih, hemijskih i bioloskih, politicki i socio-ekonomski ¢inioci mogu
dovesti do znacdajnih promena u ovom sektoru. Adekvatan primer se moze naci
u znacajnom smanjenju broja pcelinjih drustava u Evropi tokom 90-tih godina
proslog veka, kao posledica direktnog uticaja politickih i ekonomskih

previranja nastalih raspadom Sovjetskog Saveza. U SAD se, takode, ukupan



broj péelinjih drustava proporcionalno menja, sa variranjem iznosa prihoda koji

pcelari imaju od poslova oprasivanja.

Pcelinja drustva su podloZzna uticaju razli¢itih nespecifi¢nih faktora
spoljasnje sredine (abiotickih i biotickih), odnosno infekcijama razlicite
etiologije ¢iji se broj znacajno uvecao u proteklih 5 do 10 godina. Ovo za
posledicu ima znacajno povecdanje gubitaka pcelinjih drustava, koje je 100 do
1000 puta vise u odnosu na Izvestaj Evropske unije iz 2010. godine. Dramatican
gubitak pcelinjih drustava Sirom sveta, oznac¢en kao , kolaps pcelinjih drustava”
ili ,nestajanje pcela” (eng. Colony Collapse Disorder, CCD) podstakao je
istrazivace iz oblasti biologije, ponasanja i bolesti pcela da sprovedu opsezna
istrazivanja koja bi otkrila uzroke koji su doveli do misterioznih gubitaka.
Vedina istrazivaca smatra da se nijedan pojedinacan faktor (klima, ishrana,
infekcije, apitehni¢ke mere i sl.) ne moZze okarakterisati kao glavni krivac za
gubitke, ve¢ da oni nastaju kao posledica istovremenog delovanja vise faktora.
Najznacajniji patogeni uzroc¢nici koji mogu izazvati ozbiljne posledice po
pcelinju zajednicu su: parazitski krpelji (Varroa destructor, Acarapis woodi,
Tropilaelaps sp.); pripadnici carstva Fungi, (Nosema sp., Ascosphaera apis);
bakterije (Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius); virusi i mala kosnicka
buba (Aethina tumida). Od svih nabrojanih uzro¢nika, posebna paznja nauc¢ne
javnosti najviSe je usmerena na uticaj parazitskih infekcija (pcelinji krpelj V.
destructor i endoparaziti roda Nosema) i virusnih infekcija u pojavi kolapsa
pcelinjih zajednica. Osim pojedinacnih Stetnih efekata koje pomenuti patogeni
ispoljavaju, postoje indicije da zdruZene infekcije mogu dovesti do pojave
kolapsa pcelinjih drustava, odnosno, nestajanja pcela. Delovanje razli¢itih
virusa i njihova povezanost sa uginu¢ima pojedina¢nih pcela i pcelinjih
drustava, bilo je i jos uvek je predmet mnogih istrazivanja. Medutim, neki
autori naglasak stavljaju na dominantnu ulogu mikrosporidije Nosema ceranae

kao uzro¢nika gubitaka pcelinjih drustava.



1. PREGLED LITERATURE

2.1. MIKROSPORIDIJE PCELA

Mikrosporidije (Microsporidia) predstavljaju Siroko rasprostranjene
jednocelijske, obligatne, intracelularne parazite koji se izvan celije domacina
mogu nalaziti isklju¢ivo u vidu metabolicki neaktivnih spora (Mehlhorn, 2008).
Ovi jednocelijski organizmi veli¢ine od 2 do 40 um u pre¢niku, uprkos ¢injenici
da ne poseduju mitohondrije, peroksizome i GoldZijev aparat, spadaju u
eukariote i oportunisticke parazite drugih eukariota (Corradi i Keeling, 2009).
Upravo ove otporne, dvozidne spore predstavljaju infektivne oblike svih
mikrosporidija, ¢ijom ingestijom dolazi do infekcije domacina. Kada se stvore
adekvatni uslovi sredine, spore pocinju da uzimaju vodu kroz akvaporine, sto
dovodi do rasta pritiska i uvedanja posteriornih vakuola. Povedanje
intravakuolarnog pritiska dovodi do pucanja zida vakuole pri vrhu i protruzije
membranozne organele oznacene kao polarni filamenat (polarna cev¢ica).
Polarni filament zatim penetrira u celiju domacina. Kroz polarni filament se
prenosi sporoplazma u citoplazmu celije domacina, nakon cega dolazi do
inicijacije bespolnog razmnozavanja (Bigliardi i Sacchi 2001; Franzen 2005). U
unutrasnjosti celije domacina, mikrosporidije prolaze kroz proces Sizogonije,
merogonije i sporogonije. Razvoj ovog parazita se moZe odvijati kako u
citoplazmi celije domacina, tako i u parazitofornim vakuolama, za koje se
pouzdano ne zna da li se stvaraju u toku ili nakon invazije parazita. Rezultat
infekcije celije domacina je njena posledi¢na destrukcija i oslobadanje spora u

vancelijski prostor i pocetak novog ciklusa.

Do danas je u literaturi opisano preko 1300 vrsta Microsporidia
organizovanih u 160 rodova, na osnovu Ccelijske strukture, Zivotnog ciklusa i

specificnog odnosa prema domacinu (Corradi i Keeling, 2009), pri ¢emu, gotovo



polovina parazitira u insektima (Weiss, 2001, Keeling, 2009). Pojedinacno,
pripadnici razli¢itih vrsta mikrosporidija naj¢es¢e mogu da inficiraju mali broj
vrsta domacdina. Medutim, posmatrajuc¢i mikrosporidije u celini, prisustvo ovih
parazita je utvrdeno u taksonomski Sirokom spektru domacina, ukljucujuci
protiste, mnoge artropode kao i vertebrate (Becnel i Andreadis, 1999; Larsson,
1999; Vossbrinck i Debrunner-Vossbrinck, 2005). Zahvaljujuéi specifi¢noj
¢elijskoj organizaciji, u poslednjih 150 godina njihov taksonomski status je
priliéno nestabilan. Pomenuta taksonomska promenljivost na znacaju dobija u
poslednjih 30 godina uporedo sa razvojem elektronske mikroskopije i
molekularnih metoda detekcije. Ujedno, povecava se interesovanje za
mikrosporidije  kao  patogene  Zivotinja i ljudi, posebno  kod

imunokompromitovanih i HIV bolesnika (Weiss, 2001).

Svajcarski mikrobiolog Karl Wilhelm von Nageli je 1857. godine opisao
prvu mikrosporidiju koju je nazvao Nosema bombycis. Naime, sredinom XIX
veka doslo je do drasti¢nog pada u proizvodnji svile na Evropskom kontinentu
usled pojave opasne bolesti koja je pogadala svilene bube (Bombyx mori).
Istrazujudi inektivni materijal, doslo se do nalaza karakteristi¢nih globularnih
struktura koje dobijaju ime N. bombycis (Nageli, 1857). Zanimljivo, autor ovu
mikrosporidiju opisuje kao patogena sli¢nog gljivici i klasifikuje u Shizomycetes,
Sto je veoma slicno danasnjem shvatanju taksonomskog statusa reda
Microsporidia. Balbiani (1882) stvara grupu za Nosema parazite koju naziva
mikrosporidije i svrstava u grupu protozoa, pod nazivom Sporozoa (Balbiani,
1882). Ideja o tipu Sporozoa se dugo zadrzala u nau¢noj javnosti, a obuhvatala je
parazite koji formiraju spore (Kudo, 1947). Sa napredovanjem mikroskopije
dolazi se do novih saznanja koja rezultiraju svrstavanjem mikrosporidija u tip
Cnidosporidia. Na kraju, posle brojnih izmena taksonomskog statusa ovih
mikroorganizama, javlja se predlog koji favorizuje fungalno poreklo
mikrosporidija (Flegel i Pasharawipas, 1995), a njemu u prilog idu i podaci

dobijeni publikacijom prvog mikrosporidijalnog genoma (Katinka, 2001). U



radovima novijeg datuma mikrosporidije zauzimaju status tipa (phylum) u

okviru carstva Fungi (Nakjang i sar., 2013).

Samo dve vrste roda Nosema, iz ¢itavog tipa Microsporidia, parazitiraju
u evropskoj medonosnoj pceli (A. mellifera). Prva mikrosporidija péela, opisana
pre vise od sto godina, nazvana je Nosema apis (Zander, 1909), dok je druga
vrsta iz roda Nosema, Nosema ceranae, otkrivena i opisana dosta kasnije, 1994.
godine, najpre u azijskoj pceli (A. cerana) (Fries i sar., 1996), a zatim 2005. godine

iu A. mellifera u Aziji (Huang i sar., 2007) i Evropi (Higes i sar., 2006).

2.1.1. Mikrosporidija vrste Nosema apis

N. apis je poznata nau¢noj i stru¢noj javnosti od kada je nemacki nauc¢nik
Enoch Zander, opisao parazita srednjeg creva pcela i klasifikovao ga u
mikrosporidije (Zander, 1909). Zanimljivo je da su prvi pisani tragovi o N. apis
kao izazivacu teske bolesti pcela zabeleZeni pre nego sto je ovaj parazit opisan i
klasifikovan (Donhoff i Leuckart, 1857). Ova mikrosporidija je Sirom sveta
oznacena kao izaziva¢ prili¢no destruktivnog oboljenja pcela (Bailey i Ball, 1991;
Fries, 1997). U poslednjih nekoliko godina, ulogu dominantnog pcelinjeg
endoparazita postepeno preuzima druga opisana vrsta, N. ceranae, koja se sve
¢esce laboratorijski detektuje u uzorcima pcela (Chauzat i sar., 2007; Martin-
Hernandez i sar., 2007; Klee i sar., 2007; Tapazsti i sar., 2009; Stevanovic i sar.,
2010,2013). Naime, danas se zna da nije ta¢na ranija pretpostavka da je N. apis
patogen specifican za A. mellifera, dok je N. ceranae specifi¢na za A. cerana, $to
ukazuju rezultati istraZivaca Sirom sveta kojima je potvrdeno prisustvo N.
ceranae u evropskim medonosnom pcéelama (Huang i sar., 2007; Higes i sar.,
2006; Fries et al., 2006; Klee et al., 2007; Paxton et al., 2007; Chauzat et al., 2007;
Chen et al., 2008b; Williams i sar., 2008; Tapaszti i sar., 2009; Giersch i sar., 2009;
Stevanovic i sar., 2010,2013). Postoje tvrdnje da se N. apis i dalje zadrzala kao

dominantna u hladnijim klimatima, najverovatnije zahvaljujuci vecoj otpornosti



prema niskim temperaturama, odnosno manjoj otpornosti ka visim
temperaturama nego $to je to slucaj sa N. ceranae (Fries, 2010; Forsgren i Fries,
2010; Higes i sar., 2013). Istrazivanja novijeg datuma pokazuju gotovo potpuno
odsustvo N. apis na teritoriji bivSe Jugoslavije, sa potpunom dominacijom N.

ceranae (Tlak-Gajger i sar., 2010; Stevanovic i sar., 2010,2013).

Kao obligatni intracelularni parazit, N. apis parazitira u epitelnim
¢elijama srednjeg creva (ventriculus) pcéela dovodeéi do ozbiljnih ostecenja.
Infekcija nastupa nakon ingestije spora, kao iskljucivih infektivnih oblika,
najcesce tokom obavljanja higijenskih aktivnosti u kosnici ili prilikom razmene
hrane medu pcelama, pri ¢emu spore najces¢e mogu biti prisutne u fecesu
inficiranih pcela. Spore nakon ingestije dospevaju do srednjeg creva gde, pod
odgovaraju¢im uslovima, dolazi do njihove germinacije (klijanja). Germinacija,
odnosno klijanje, podrazumeva proces transformacija na sporama koji za
posledicu ima evaginaciju i protruziju polarnog filamenta i penetraciju u celije
domacina. Kroz polarni filament se prenosi sporoplazma sa dva nukleusa,
dobijaju¢i tom prilikom celijsku membranu (Weidner i sar., 1984). Najcesce
prednji delovi srednjeg creva (ventrikulusa) bivaju inicijalno inficirani, nakon
¢ega se infekcija postepeno Siri na zadnje partije (Fries, 1988). Sporoplazma
mikrosporidije unutar ¢elije domacdina ubrzo sazreva do majke-celije, odnosno
meronta. U periodu od 24 casa nakon infekcije nastupa faza merogonije,
odnosno, dolazi do deoba parazita i pojave merozoita. Slede¢a faza je faza
sporogonije koja se odlikuje viSestrukim deobama, pri ¢emu merozoiti
sazrevaju do sporonta koji se, tipi¢no za rod Nosema, jednom dele dajuci dva
sporoblasta. Sporoblasti u zavr$noj fazi razvoja sazrevaju u spore. Pod
optimalnim uslovima, kompletni razvoj parazita, odnosno period od ingestije
spore do formiranja novih spora, traje 48-60 c¢asova. Nakon infekcije prve
epitelne celije srednjeg creva, u roku od dve nedelje, pri optimalnim
ambijentalnim uslovima, ¢itav ventrikulus biva inficiran i tom prilikom se moze
naci izmedu 30 i 50 miliona spora po pceli (Bailey i Ball, 1991). Intenzivnim

deobama parazit ostecuje celije domacina, pri ¢emu se spore oslobadanju u



lumen creva, te dolazi do infekcije drugih celija, odnosno izbacivanja spora u
spoljasnju sredinu putem fecesa. Medutim, usled izuzetno brzog Sirenja
infekcije u epitelu creva, postavljena je hipoteza intercelularnom nacinu
infekcije, odnosno, postojanju spora sa tankim zidovima koje klijaju dok su jos
unutar Celije domacina i inficiraju susedne celije crevnog epitela (Fries 1988; De
Graaf i sar.,, 1994), dok se drugi tip spora sa debljim zidovima izbacuju u
spoljasnju sredinu fecesom i sluZze za Sirenje infekcije na druge pcele. Te
“sredinske” spore debelih zidova zbog svoje otpornosti prema niskim
temperaturama mogu dugo zadrzati vijabilnost (u ko$nici ¢ak godinu dana)
(Bailey i Ball, 1991). Verovatno dva najznacajnija ,rezervoara” N. apis spora u
kos$nici ¢ine zive inficirane pcele i depoi vijabilnih spora u/na vosku, medu i

unutrasnjosti kosnice (Malone i sar., 2001).

Promene koje nastaju kao posledica N. apis infekcije se mogu tumaciti na
osnovu promena na pojedina¢nim pcelama, kao i na nivou pcelinjeg drustva.
Sve odrasle pcele su podlozne infekciji (Bailey, 1981), medutim, najverovatnije
zbog higijenskih aktivnosti koje postoje kod radilica, ali ne i kod trutova i
matica, znatno je veci procenat zarazenih radilica u odnosu na maticu i trutove
(Fyg, 1945; Bailey, 1972). Zanimljivo je i da inficirane radilice smanjenom
ucestalos¢u hrane maticu, te se na taj nacin smanjuje ili izbegava inficiranje
matice (Wang i sar., 1970). Naj¢esc¢a klinicka slika N. apis infekcije, posmatrajuci
individualne odrasle pcele, je odsustvo specifi¢nih vidljivih promena, pri ¢emu
izuzetak cine slucajevi tesko inficiranih jedinki kod kojih se moze zapaziti
pojava bledih i proSirenih abdomena (Fries, 1997). Klini¢ka slika nozemoze na
nivou pcelinjeg drustva se karakteriSe promenama koje nastaju kao direktna
posledica patogenog efekta N. apis, ali i usled poremecaja u ponasanju pcela,
iscrpljenih od infekcije. Usled patogenog delovanja parazita i oStecenja crevnog
epitela, dolazi do pojave dijareje. Dijareja se manifestuje fekalnim mrljama
braon boje koje se javljaju po ramovima i prednjim stranama tela koSnice
(Faucon, 2005; OIE, 2008). Dijareja je izuzetno bitan ¢inilac u procesu Sirenja

infekcije jer se njenom pojavom uzrocnik efikasnije prenosi, dok simptomi



bolesti intenziviraju. Promene na individualnom nivou se jo$§ mogu
manifestovati poremecdajima u ponasanju pcela radilica koje podrhtavaju u
nemogucnosti da polete, na satonosama i ispred kosnica (Faucon, 2005; OIE,
2008). Smanjenje prinosa meda i drugih pcelinjih proizvoda, slab razvoj drustva
sa posledi¢nim smanjenjem broja pcela, skracenje njihovog Zivotnog veka i
posledi¢ni gubici tesko inficiranih drustava (Fries, 1993) su najvazniji simptomi
N. apis infekcije na nivou pcelinje zajednice. Slab razvoj i napredovanje
inficiranih drustava je direktna posledica patoloskih promena kod inficiranih
matica i radilica. Kod inficiranih matica je zapaZeno smanjenje kapaciteta
polaganja jaja usled degenerativnih promena na jajnicima (Fyg, 1945;
Hassanein, 1951; Liu, 1992). Matice koje se inficiraju tokom sezone, ¢esto budu
zamenjene od strane radilica. Na osnovu ¢injenice da jedino matica defecira
unutar ko$nice, zamena inficirane matice je izuzetno bitan prirodni mehanizam
usporavanja Sirenja, ali i ublaZzavanja posledica infekcije (Bailey i Ball, 1991).
Slab prole¢ni razvoj legla kod N. apis inficiranih drustava je posledica i
smanjene aktivnosti hipofaringealnih Zlezda pcela inficiranih pcela hraniteljica
(Lotmar, 1936,1939; Hassasein, 1953; Wang i Moeller, 1970), odnosno smanjene
proizvodnje hrane za larve. Pored pomenutih problema u vezi ishrane
potomstva, inficirane pcele, u odnosu na neinficirane, pre vremena postaju
izletnice (Hassanein, 1953) §to doprinosi njihovom brzem fizioloskom starenju
(Wang i Moeller, 1970). Dugi zimski periodi koji onemogucavaju izlazak pcela
povecavaju rizik od pojave znakova nozemoze usled ucestalog defeciranja
unutar kosnice (Wang i Moeller, 1970). Seljenje drustava, narocito na pocetku
sezone, kao i prenaseljenost kosnica na jednom lokalitetu, takode povecavaju
rizik od pojave bolesti (Bailey, 1981). Upotreba antibiotske terapije zasnovane
na fumagilinu moZe za posledicu imati niz negativnih efekata kako na pcele,

tako i na konzumente pcelinjih proizvoda (Stanimirovic i sar., 2007).

Sumnja na postojanje nozemoze izazvane mikrosporidijom N. apis se
moZze postaviti na osnovu klinickog pregleda drustva, odnosno nalazom

fekalnih mrlja na kosnici i satono$sama, kao i prisustvom pcela sa nadutim



abdomenima koje drhte i ne mogu da polete. Medutim, sigurna dijagnoza se
postavlja laboratorijskim ispitivanjima, odnosno upotrebom svetlosne
mikroskopije u detekciji spora iz macerata abdomena pcela i vrsta-specifi¢cnom
PCR metodom. U sledeéem poglavlju posvecenom  dijagnostici
mikrosporidijalnih i virusnih oboljenja, odnosno ispitivanju prisustva izazivaca
pomenutih infekcija, bi¢e detaljno opisane laboratorijske tehnike i postupci u

otkrivanju uzro¢nika.

2.1.2. Mikrosporidija vrste Nosema ceranae

N. ceranae predstavlja jednu, od ukupno dve vrste mikrosporidija koje
parazitiraju na medonosnom pcelama. Njeno prisustvo, ujedno i otkrice, je
potvrdeno u uzorcima azijskih pcela (A. cerana) poreklom iz Kine (Fries i sar.,
1996), a nesto kasnije ovaj parazit je pronaden i u evropskoj medonosnoj pceli
A. mellifera (Higes i sar., 2006). Trenutno se N. ceranae smatra jednim od
najzastupljenijih pcelinjih patogena Sirom sveta (Fries, 2010; Higes i sar., 2010;
Bernal i sar., 2011; Traver i Fell, 2011; Medici i sar., 2012; Martinez i sar, 2012),
pri ¢emu se sve viSe njeno prisustvo, smatra presudnim u pojavi gubitaka
pcelinjih drustava. Naime, istraZivanja vréena u Spaniji i zemljama sa sli¢cnom
klimom, pokazuju ¢vrstu povezanost izmedu gubitaka drustava i infekcije
ovom mikrosporidijom (Higes i sar., 2006,2010,2013; Bacandritsos i sar., 2010;
Borneck i sar., 2010; Soroker i sar., 2011). Suprotstavljanje pomenutom stavu
izneli su u svojim radovima autori iz zemalja sa hladnijom klimom (Gisder i
sar., 2010; Hedtke i sar., 2011; Stevanovic i sar., 2011; 2013; Dainat i sar., 2012)
navode¢i da je za pun destruktivan efekat potrebno da se ispune i dodatni
uslovi. Specifiénosti vezane za savladavanje barijere vrste za N. ceranae,
odnosno vreme i nac¢in prelaska parazita sa izvornog domacina - A. cerana, na
novog domacina - A. mellifera, jo5 uvek nisu potpuno razjasnjene. Naime,
istrazivanja genoma N. ceranae koje su nadene u uzorcima evropske i azijske

medonosne pcele, od strane Huang i sar. (2008), pokazuju minimalne ili gotovo



nikakve razlike. To sugeriSe na zaklju¢ak da barijera vrste za ovu
mikrosporidiju gotovo i da ne postoji. S tim u vezi, vreme i mesto prelaska na
novog domacina ostaje nepoznanica. Analiza arhivskih uzoraka evropske
medonosne pcele u SAD, poreklom iz sredine 90-tih godina proslog veka, dala
je pozitivan nalaz na N. ceranae (Chen i sar., 2008b), dok je najstariji slucaj
prisustva N. ceranae u A. mellifera zabeleZzen u Urugvaju, analizom uzoraka koji
datiraju i pre 1990. godine (Invernizzia i sar., 2009). Rastuca incidencija N.
ceranae infekcije u pcelinjim drustvima u Severnoj Americi (Williams et al.,
2008) i Evropi (Martin-Hernandez i sar., 2007; Stevanovic i sar., 2011,2013;
Forsgren i Fries, 2013) se moZe objasniti uticajem toplije klime, gde je ovaj
parazit dominantan. U hladnijim predelima N. apis infekcija i dalje ostaje
dominantan nalaz. Medutim, istrazivanja Paxton i sar. (2007) i Fries i Forsgren
(2008) pokazuju vecu zastupljenost N. ceranae u Finskoj u poredenju sa
Svedskom i Norveskom, iako su klimatski uslovi jako sli¢ni. Objasnjenje za ovu
pojavu treba traziti u uvozu pcelinjih drustava iz juzne Evrope, koju Finska

praktikuje.

Popularnost N. ceranae, kao znacajnog pcelinjeg patogena, je u najvecoj
meri posledica tvrdnji da, ako se infekcija u drustvima ne kontrolise, dolazi do
njihovog kolapsa (Martin-Herndndez i sar., 2007; Higes i sar., 2008,2009,2010). U
suprotnosti sa ovom tvrdnjom stoje nalazi Siede i sar. (2008) i Gisder i sar.
(2010) koji pokazuju da, iako je N. ceranae prevalentnija u nemackim pcelinjim
drustvima, ne postoji ¢vrsta veza izmedu infekcije i zimskih gubitaka. Kao
jedno od moguéih objasnjenja za sposobnost N. ceranae da izazove kolaps
drustva, navodi se razlika u patogenosti ispitivanih sojeva (Higes i sar., 2013).
Nekoliko autora smatra da su patogeni efekti ovog parazita u tesnoj vezi sa
vecom virulencijom $panskog soja (Genersch, 2010; Huang i sar., 2012). Naime,
molekularna klasifikacija mikrosporidija se u najvec¢oj meri oslanja na analize
ribozomalne DNK (rDNK), a organizacija razli¢itth domena u okviru ove
genske grupe varira u odnosu na vrstu (Ironside, 2007). Organizacione jedinice

dela genoma rDNK za N. ceranae su rasporedene na jedinstven nacin: 5s
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subjedinica je sme$tena na 5' kraju, a intergenski region (eng. intergenic spacer
region, IGS), mala subjedinica (eng. small subunit, SSU), interni transkribovani
region (eng. internal transcribed spacer, ITS) i velika subjedinica (eng. large
subunit, LSU) na 3' kraju (Huang i sar., 2008). Imaju¢u u vidu pomenutu
organizaciju, interesantna je pojava brojnih polimorfizama u okviru istog
izolata N. ceranae (Huang i sar., 2008; Sagastume i sar., 2010) jer primecena
rekombinacija (Sagastumei sar., 2010) nije svojstvena za organizme za koje se
veruje da se razmnoZzavaju bespolno. Objasnjenje treba traziti u mogucénosti
postojanja prelazne diploidne faze koja bi nastajala nakon fuzije dve parazitske
¢elije unutar celije domacina, nakon ¢ega bi, rekombinacijom, nastale varijante
koje ne postoje kod , roditeljskih” sojeva. U prilog reSavanju otvorenih pitanja
vezanih za genom N. ceranae, ne ide ni ¢injenica da postoje razlicite, cesto
suprostavljajuce filogenije, bazirane na sekvencama SSU ribozoma (Fries, 2010;
Choi i sar., 2011). Za sada ne postoji konsenzus oko taksonomskog odnosa
izmedu N. ceranae sa jedne, i N. apis i N. bombi sa druge strane, kao srodnih vrsta
(Slamovits i sar., 2004; Vossbrinck i Debrunner-Vossbrinck, 2005, Wang i
sar.,2006; Shafer i sar., 2009; Chen i sar., 2009; Choi i sar., 2011). Saglasnost nije
postignuta ni oko moguce veze specificnih haplotipova i stepena ostec¢enja
domacina (Tay i sar., 2005; Williams i sar., 2008). Medutim, treba naglasiti da je
virulentnost posledica uzajamnog odnosa parazita i domacdina na razli¢itim

nivoima (Frank, 1996; Frank i Schmid-Hempel, 2008).

Dominantnost nalaza N. ceranae u pcelinjim drustvima, klini¢ki znaci i
uticaj infekcije na stepen prezivljavanja pcelinjih zajednica predstavljaju
predmet brojnih diskusija, u kojima su ¢esto suprostavljeni stavovi. Naime, N.
apis infekcija pokazuje nisku prevalenciju u toplijim mesecima, odnosno tokom
leta i veceg dela jeseni, nesto visu krajem jeseni i tokom zime, a najvisi stupanj
dozivljava u prolece, pre nego stare pcele budu zamenjene mladim. Prevalencija
N. ceranae infekcije se razli¢ito prikazuje zavisno od klimatskih karakteristika
ispitivanog podrucdja. Ispitivanja N. ceranae infekcije pokazuju visoku

prevalenciju u toplijim klimatima, ali odsustvo sezonalnosti (Martin-Hernandez
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i sar., 2007; 2012; Higes i sar., 2008, Hedtke i sar., 2011; Runckel i sar., 2011;
Traver i Fell, 2011; Medici i sar., 2012; Smart i Sheppard, 2012; Botias i sar.,
2012a; Dainat i sar., 2012). Medutim, za razliku od pomenutih autora, Gisder i
sar. (2010) u svojim rezultatima navode prisustvo sezonalnosti i generalno
nisku prevalenciju u Nemackoj (1,3 - 14,9%). Na osnovu ispitivanja ucestalosti
infekcije u Srbiji, Stevanovic i sar. (2013) navode prisustvo sezonalnosti (nalik
pomenutoj sezonalnosti kod N. apis infekcije) uz visoku opstu prevalenciju
tokom cele godine (73 - 98%). Dominantnost N. ceranae infekcije u odnosu na N.
apis infekciju je, u najveéem broju slucajeva, potvrdena u toplijim klimatima
(Martin-Hernandez i sar., 2007, 2012), dok je N. apis zastupljenija u hladnijim
predelima (Williams i sar., 2008; Fries i Forsgren, 2008). Medutim, u ovom
sluaju postoji izuzetak, jer N. ceranae pokazuje visoku dominantnost u
balkanskim zemljama i zemljama okruZzenja u kojima je neSto umerenija klima
(Tapaszti i sar. 2009; Tlak Gajger i sar. 2010; Bacandritsos i sar. 2010; Stevanovic
i sar. 2011, 2013; Simeunovic i sar., 2014b).

Na osnovu podataka o epizootioloskim, simptomatoloskim i razlikama u
patoloskim karakteristikama Nosema spp infekcije, na radionici COLOSS-a 2009.
godine, kao i u revijalnom radu Higes i sar. (2010), uvodi se termini nozemoza
tip A, za infekciju ¢iji je uzroénik N. apis; i nozemoza tip C, za N. ceranae
infekciju. Na osnovu takve klasifikacije, nozemoza tip C se odlikuje odsustvom
simptoma primecenih kod N. apis infekcije (Martin-Herndndez i sar. 2007; Higes
i sar. 2008, 2009, 2010). U petogodisnjem istrazivanju Stevanovic i sar. (2013)
navode da postoji jasno prisustvo fekalnih mrlja (tipi¢an znak N. apis infekcije)
po ramovima i ko$nici tokom cele godine. Suprotno stavu o direktnoj vezi
uginuda drustva i N. ceranae infekcije, stoji istraZzivanje veceg broja autora, koje
pokazuje da infekcija, kao jedini ¢inilac, ne moZze dovesti do gubitka drustva
(Cox-Foster i sar. 2007; vanEngelsdorp i sar. 2009; Genersch i sar. 2010; Gisder i
sar. 2010; Stevanovic i sar. 2011; 2013; Dainat i sar. 2012). Nacin infekcije, putevi
Sirenja parazita, oStecenje epitela srednjeg creva, zajednicke su karakteristike

infekcija obe vrste, N. apis i N. ceranae. Razlike se ogledaju i u tome sto se DNK
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N. ceranae nalazi i u drugim tkivima, kao $to su Malpigijeve cev¢cice,
hipofaringealne i pljuvacéne zlezde (Chen i sar., 2009; Gisder i sar., 2010; Copley
i Jabaji, 2012), glava, toraks, jajnici, spermateka i jaja (Traver i Fell, 2012),
medutim ovi nalazi jo§ uvek nisu histopatoloski potvrdeni, niti su pronadeni
razvojni oblici N. ceranae u nekim od nabrojanih tkiva, sem u epitelnim celijama

creva (Higes i sar., 2007; Garcia-Palencia i sar., 2010).

Kontrola podele rada izmedu radilica i proces sazrevanja negovateljica u
izletnice kod inficiranih pcela, posledica su povecanja titra juvenilnog hormona
(Higes i sar., 2013; Ares i sar., 2012), smanjene ekspresije gena za vitelogenin
(Vg) (Anttnez i sar., 2009) i povecanja nivoa feromona etil oleata (Dussaubat i
sar., 2010). Povecano uzimanje Secera i smanjena ucestalost razmene hrane
(Naug i Gibbs, 2009), takode se mogu videti kod inficiranih pcela, pri ¢emu se
nivo Sefera u hemolimfi smanjuje, dovodeéi do pojave energetskog stresa
(Mayack i Naug, 2010). Takvo, izmenjeno energetsko stanje pcela umanjuje
letacke aktivnosti izletnica za dve trec¢ine u poredenju sa neinficiranim pcelama
(Kralj i Fuchs, 2010). Matice u drustvima u kojima je ustanovljeno prisustvo N.
ceranae ispoljavaju znacajno slabije reproduktivne i produktivne performanse
(Simeunovic i sar., 2014b). Drustvo koje se nalazi u stanju energetskog stresa je
podloznije pojavi bolesti kao sto je krecno leglo (Hedtke i sar., 2011), a
efikasnost borbe protiv pcelinjeg krpelja V. destructor je znacajno smanjena

(Botias i sar., 2011).
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Postavljanje dijagnoze nozemoze izazvane mikrosporidijom N. ceranae i
otkrivanje prisustva uzro¢nika u péelama se izvode na nacin opisan u poglavlju
koji opisuje karakteristike N. apis infekcije. Upotreba svetlosne mikroskopije je
osnova u otkrivanju prisustva spora N. ceranae u maceratu abdomena pcela,
medutim, zbog velike sli¢nosti u njihovoj gradi i veli¢ini, izuzetno slabu
pouzdanost pokazuje u diferencijaciji spora Nosema vrsta mikrosporidija. Za
pouzdanu detekciju i vrsta-specificnu diferencijaciju, koriste se savremene
molekularno-geneticke metode: 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) (Ptaszynska i sar., 2014).

14



2.2.  VIRUSI PCELA

Poc¢ev od 1963. godine, kada su prvi put izolovani virus hronic¢ne
paralize pcela i virus akutne paralize pcela (Bailey i sar., 1963), virusima se
pridaje znacaj kao izaziva¢ima brojnih poremecaja zdravstvenog stanja pcela.
Razlog porastu interesovanja naucne i stru¢ne javnosti za probleme virusnih
infekcija pcelinjih drustava treba traZiti u jos nedovoljno ispitanim okolnostima
koje mogu dovesti do pojave oboljenja. Do danas su kod pcela identifikovana
najmanje 22 razlicita virusa (Bailey i Ball, 1991; Allen i Ball, 1996; Ellis i Munn,
2005; Chen i Siede, 2007; Genersch i Aubert, 2010; Runckel i sar., 2011). Vecina
otkrivenih péelinjih virusa, u organizmu pcela i pcelinjim drustvima, moze da
egzistira i koegzistira ne izazivajué¢i nikakve vidljive promene. Primena
savremenih, osetljivih dijagnosti¢kih molekularnih tehnika, pokazala je visoku
ucestalost pomenute pojave (Bakonyi i sar., 2002; Tentcheva i sar., 2004; Chen i
sar., 2005; Forgach i sar., 2008; Gauthier i sar., 2007, Cornman i sar., 2013;
Chejanovsky i sar.,, 2014). U korak sa inovacijama iz oblasti molekularne
dijagnostike, raste i moguénost primene te sofisticirane tehnologije ne samo u
otkrivanju prisustva, ve¢ i u ispitivanju nasledne osnove izazivaca virusnih
bolesti pcela. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, slede¢ih sedam virusa se
mogu okarakterisati kao najznacajniji virusi koji inficiraju pcelinje zajednice:
virus crnih mati¢njaka (eng. Black Queen Cell Virus - BQCV), virus
deformisanih krila (eng. Deformed Wing Virus - DWV), virus mesinastog legla
(eng. Sacbrood Virus - SBV), virus hroni¢ne paralize pcela (eng. Chronic Bee
Paralysis Virus -CBPV), virus akutne paralize pcéela (eng. Acute Bee Paralysis
Virus - ABPV), kasmirski pcelinji virus (eng. Kashmir Bee Virus - KBV) i
izraelski virus akutne paralize pcela (eng. Israeli Acute Paralysis Virus - IAPV)
(Chen i Siede, 2007; Maori i sar., 2007; de Miranda i Genersch, 2010). Od
pomenutih sedam virusa, kao najce$¢i i najvazniji uzro¢nici poremecaja

zdravstvenog statusa i reproduktivno - proizvodnih karakteristika pcelinjeg
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drustva, navode se virus deformisanih krila, virus akutne paralize pcela, virus
mesinastog legla i virus hroni¢ne paralize pcela (Tentcheva i sar., 2004; Berenyi i
sar., 2006; Genersch i Aubert, 2010). Karakteristike genoma, nacini infekcije,
putevi Sirenja, klinicka slika i posledice po pcelinje drustvo pomenutih sedam
virusa su bili predmet istrazivanja veceg broja autora Sirom sveta (Stoltz i sar.,
1995; Allen i Ball, 1996; Hung i sar., 2000; Grabensteiner i sar., 2001; Benjeddou i
sar., 2001; Tentcheva i sar., 2004; Chen i sar., 2005; Yue i Genersch, 2005; Berenyi
i sar., 2006; Chantawannakul i sar., 2006; Antanez i sar., 2006; Ribiere i sar.,
2008; Ai i sar., 2012; Muli i sar., 2014). Svi navedeni virusi spadaju u grupu

jednolan¢anih RNK virusa, veli¢ine oko 20-30 nm u pre¢niku.

2.2.1. Opste karakteristike virusa pcela

Virusi koji su do sada izolovani iz uzoraka pcela kao genetsku osnovu
mogu imati deoksiribonukleinsku (DNK virusi) i ribonukleinsku kiselinu (RNK
virusi). Najvedi broj do sada identifikovanih pcelinjih virusa spada u grupu
jednolanc¢anih RNK virusa. Svih sedam virusa (BQCV, DWV, SBV, CBPYV,
APBYV, KBV, IAPV) koji mogu izazvati ozbiljnije posledice po pcelinje zajednice,
spadaju u grupu jednolan¢anih RNK virusa sa pozitivno orijentisanim RNK
lancem. U skladu sa odredbama Internacionalnog komiteta za taksonomiju
virusa (International Committee of Taxonomy of Viruses - ICTV), péelinji virusi
koji mogu da izazovu ozbiljne posledice po pcelinje drustvo svrstavaju se u red
Picornavirales (King i sar. 2012; Adams i sar., 2013). Virusi reda Picornavirales
inicijalno su nazvani , picorna-like” ili ,, picornavirus-like” virusi jer sekvencom
svog genoma i strukturom viriona podsecaju na viruse pripadnike familije

Picornaviridae, recimo polioviruse (Cristian i sar., 2005; Le Gall i sar., 2008).
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Analizom strukture genoma i viriona pripadnika reda Picornavirales kod
beski¢menjaka moZzemo izdvojiti sledece zajednicke karakteristike:
e virusna Cestica je ikosaedri¢ne simetrije i nema spoljasnji omotac, a

veli¢ina virusa se krece oko 30 nm u prec¢niku;
e genom virusa se sastoji iz jednog pozitivno orijentisanog RNK lanca;

e mali protein (VPg, manji od 5 kDa) je kovalentno vezan za 5' kraj RNK

genoma;
¢ jednolanc¢ana RNK sluzi kao iRNK (nema sub-genomskih iRNK);

e Kkapsid virusa se sastoji iz 60 kapsomera.

Red Picornavirales ¢ini pet familija: Dicistroviridae, Iflaviridae,
Marnaviridae, Picornaviridae i Secoviridae (King i sar. 2012; Adams i sar.,
2013). Za izucavanje patogenog uticaja koji virusi imaju po zdravstveno stanje
pcelinjih drustava, od izuzetnog znacaja su dve familije, Dicistroviridae i
Iflaviridae. Kriterijum za svrstavanje virusa u ove dve familije je zasnovan na
specifi¢nosti genoma. Osnovnu razliku u genomu virusa navedenih familija
predstavlja broj informacija koju nosi virusna RNK. Virusi koji pripadaju obema
familijama poseduju nesegmentisani molekul RNK sa razli¢itim brojem
cistrona, odnosno “okvira c¢itanja” (eng. “open reading frame”, ORF) koji
kodiraju strukturne i/ili nestrukturne proteine, sto ih klasifikuje u dve odvojene
familije virusa. U zavisnosti od broja cistrona, virusna RNK moze biti
monocistronska ili dicistronska (van Regenmortel i sar., 2000), tako da
monocistronske genome imaju virusi iz familije Iflaviridae, a dicistronski

genom virusi iz familije Dicistroviridae (King i sar. 2012; Adams i sar., 2013).
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Familiju Iflaviridae ¢ini jedan rod virusa oznacen kao Iflavirus (Adams i
Carstens, 2012; King i sar. 2012; Adams i sar., 2013). Virus hroni¢ne paralize
pcela, do danas, nije svrstan u odredenu familiju i rod, ve¢ se ozna¢ava samo
kao RNK virus (Ribiére i sar., 2010, 2012). U okviru ovog roda mogu se

razlikovati slededi virusi znacajni za zdravstveno stanje pcelinjeg drustva:
e Rod Iflavirus
o Vrste:
* virus deformisanih krila (DWV),
* virus me$inastog legla (SBV),
» virus spore paralize pcela (SBPV) i
» Kakugo virus, koji se dugo smatrao varijantom virusa
deformisanih krila.

Iflavirusi poseduju jedinstveni veliki ORF, koji kodira sintezu
strukturnih i nestrukturnih proteina. Poput pikornavirusa ki¢menjaka, i u ovom
slucaju 5' region genoma virusa kodira sintezu proteina kapsida a 3' region
sintezu nestrukturnih proteina. Za 5' kraj genoma kovalentno se vezuje peptid
male molekulske mase (VPg) koji igra znacajnu ulogu u procesu replikacije
virusne RNK (King i sar. 2012). Za razliku od pikornavirusa ki¢menjaka,
virusima iz roda Iflavirus nedostaje 2A-proteaza/2B/2C region (van

Regenmortel i sar., 2000).
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U okviru familije Dicistroviridae razlikujemo sledece rodove virusa i u

okviru njih vrste znadajne za zdravstveni status pcelinjih drstava (Adams i

Carstens, 2012; King i sar. 2012; Adams i sar., 2013):

e Rod Cripavirus
o Vrsta:
* virus crnih mati¢njaka (BQCV)
e Rod Apavirus
o Vrste
* virus akutne paralize pcela (ABPV)
* kaSmirski pcelinji virus (KBV)

* izraelski virus akutne paralize pcela (IAPV)

Virusi iz familije Dicistroviridae poseduju markantnu karakteristiku
zbog koje su svrstani u jedinstvenu familiju, a koja ih odvaja od drugih virusa
pripadnika reda Picornavirales. Ta osobina se odnosi na strukturu virusnog
genoma a podrazumeva postojanje dva ORF u okviru nesegmentisanog
molekula RNK. U ovom slucéaju jedan ORF (ORF1 u okviru 5' regiona) kodira
sintezu nestrukturnih proteina, dok drugi (ORF2 u okviru 3' regiona) kodira

sintezu strukturnih proteina (van Regenmortel i sar., 2000; Ongus i sar., 2004).

Replikacija virusa pcela se odigrava u citoplazmi celija domadina.
Virusne partikule prijanjaju na povrsinu celije domacina i stupaju u reakciju sa
prisutnim receptorima celijske membrane. Nakon $to se ubaci u unutrasnjost
¢elije domacina, virusna RNK se prepisuje do jedinstvenog poliproteina koji
naknadno biva podeljen u strukturne proteine i funkcionalne proteine znacajne
za replikaciju virusa. Zahvaljuju¢i RNK-zavisnoj RNK polimerazi, pozitivho
orijentisan lanac RNK se transkribuje u negativno orijentisan RNK lanac. On
sluzi kao posrednik i matrica za sintezu novog, pozitivno-orijentisanog RNK

lanca koji ulazi u sastav virusne cestice.
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Danas su parcijalne i celokupne sekvence genoma svih pomenutih virusa
poznate i registrovane u genskoj bazi podataka: ABPV (GenBank Accession
No.: AF486072), BQCV (GenBank Accession No.: KM255693.1), DWV (GenBank
Accession No.: NC- 004830), Kakugo virus (KV) (GenBank Accession No.:
NC_005876), KBV (GenBank Accession No.: NC-004807), i SBV (GenBank
Accession No.: NC_002066), dok su za CBPV poznate samo parcijalne sekvence

genoma.

2.2.2. Virus deformisanih krila (DWYV)

Virus deformisanih krila (DWV) je jedan od najispitivanijih pcelinjih
virusa jer se njegova pojava i posledice infekcije blisko povezuju sa infestacijom
pcelinjim krpeljom V. destructor i posledi¢nim propadanjem pcelinjih zajednica
(Ball i Allen, 1988; Nordstrom, 2003; Tentcheva i sar., 2004; Highfield i sar.,
2009; Genersch i Aubert, 2010; Dainat i sar., 2012). Virus je prvi put izolovan iz
uzoraka pcela poreklom iz Japana pocetkom '80-tih godina proslog veka, a do
danas je njegovo prisustvo zabeleZzeno Sirom sveta (de Miranda i Genersch,
2010; Genersch i Aubert, 2010; Martin i sar., 2013). Zastupljenost ovog virusa u
pcelinjim drustvima se moZe smatrati uobi¢ajenom pojavom, jer u najvecem
broju slucajeva, prisutan u niskim koncetracijama, izaziva latentne infekcije

(Yue i sar., 2007; de Miranda i Fries, 2008).

Elektronskom mikroskopijom je utvrdeno da DWV poseduje
ikosaedri¢nu simetriju, veli¢ine je priblizno 30 nm i sastoji se od jednolanc¢anog
pozitivno orijentisanog molekula RNK i tri glavna strukturna proteina (Bailey i
Ball, 1991). Genom virusa se sastoji iz 10144 nukleotida (Lanzi i sar., 2006) i
poseduje jedan veliki “okvir ¢itanja” koji kodira sintezu prekusora viralnih
polipeptida, $to ga svstava u familiju Iflaviridae, dele¢i sve opisane

karakteristike pripadnika roda Iflavirus.
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Prisustvo virusa deformisanih krila je otkriveno u svim Zivotnim
stadijumima pcela, od jaja do odraslog oblika-adulta, kao i u Zlezdanim
sekretima koji su sastavni deo hrane za larve i maticu (Chen i sar., 2005, 2006;
Yue i sar., Genersch, 2005). Predilekciono mesto za replikaciju virusa su epitelne
¢elije srednjeg i zadnjeg creva, $to rezultuje velikim brojem viriona u lumenu
creva (Fievet i sar., 2006). Druga poznata mesta umnoZavanja ovog virusa su
zlezdane celije u mozgu, reproduktivni organi matica i trutova (Chen i sar.,
2005,2006; Fievet i sar., 2006), kao i seme trutova (Fievet i sar., 2006). Ova
otkri¢a nesumnjivo ukazuju na postojanje i horizontalnog (fekalno-oralnog) i
vertikalnog (sa roditelja na potomstvo) prenosenja virusa medu pcelama (Chen
i sar., 2005; Yue i Genersch, 2005; Fievet i sar., 2006; Mockel i sar., 2011).
Horizontalno Sirenje DWV-a se najce$¢e odvija putem hrane i fecesa, kao i
preko inficiranih lutki koje pcele radilice ubijaju i izbacuju iz celija sa¢a (Mockel
i sar., 2011). Vertikalno prenosenje virusnih ¢estica se moze posmatrati dvojako:
direktno - oplodenjem jaja kontaminiranim semenom trutova, i indirektno -
najpre veneralnom infekcijom reproduktivnih organa matica, a zatim i
posledi¢cnom vertikalnom transmisijom virusa sa inficiranih jajnika na
potomstvo. U prvom slucaju su samo radili¢ka jaja inficirana, dok se u drugom
slucaju virus moze nadi i kod radilickog i kod trutovskog legla. Najznacajniji
nacin prenoSenja ovog virusa je preko pcelinjeg krpelja V. destructor koji ima
ulogu i mehanickog i bioloskog vektora u pcelinjoj zajednici (Gisder i sar., 2009;
Genersch i Aubert, 2010; deMiranda i Genersch, 2010; Martin i sar., 2013).
Naime, novija istraZivanja pokazuju da je replikacija virusa i dostizanje
dovoljno visokog infektivnog titra virusa u pcelinjem krpelju neposredno pre
inficiranja lutki pcela, neophodan preduslov za pojavu klini¢ki manifestnih

simptoma kod novoizleZenih pcela (Yue i Genersch, 2005; Gisder i sar., 2009).
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Posledice infekcije pcela izazvane sa DWV u mnogome zavise od
prisustva V. destructor kao bitnog ¢inioca u ispoljavanju simptoma. U odsustvu
pcelinjeg krpelja, DWV uzrokuje asimptomatske infekcije, odnosno, inficirane
pcele ne pokazuju nikakve vidljive simptome (Yue i sar., 2007, deMiranda i
Genersch, 2010; Mockel i sar., 2011, Martin i sar., 2013). Sa porastom broja
infestiranih drustava pcelinjim krpeljom V. destructor u populaciji evropske
medonosne pcele, klinicki manifestni oblici ove virusne infekcije postaju sve
izradeniji (Ball, 1989; 1993). Kod novoizlezenih inficiranih pcela mogu se
zapaziti promene na krilima koje se manifestuju skradenim i deformisanim
krilima (Slika 1), pracene drugim defektima (skracen i prosiren abdomen), a u
nekim slucajevima javlja se i promena boje tela (Ball i Allen 1988; Yue i

Genersch 2005; Yang i Cox- Foster, 2007).

Slika 1. Skrac¢ena i deformisana krila kod pcela inficiranih sa DWV (Genersch, 2010)

Pcele sa deformisanim krilima imaju znacajno skracen Zivotni vek i
uginu za manje od 67 sati od izvodenja (Yang i Cox- Foster, 2007). Iako do sada
nije poznat tacan nacin na koji ovaj virus i V. destructor mogu da izazovu kolaps
pcelinje zajednice, razmatra se mogucnost udruzenog dejstva pcelinjeg krpelja

(kao mehanic¢kog i bioloskog vektora) i virusa u supresiji imunog odgovora
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pcela i posledi¢nog gubitka ¢itavog pcelinjeg drustva (Genersh i Aubert, 2010;
Martin i sar., 2013).

Na osnovu ¢etvorogodisnjeg istrazivanja koje je sprovedeno u Nemackoj,
prisustvo virusa deformisanih krila u ispitivanim drustvima se u visokom
procentu moglo povezati sa zimskim gubicima pomenutih drustava (Genersch i

sar., 2010).

2.2.3. Virus mesSinastog legla (SBV)

Virus meSinastog legla (SBV) je uzro¢nik bolesti meSinastog legla,
verovatno jedne od najceséih virusnih bolesti pcela koja je prisutna u gotovo
svim delovima sveta (Dall, 1985; Grabensteiner i sar., 2001; Shen i sar., 2005;
Anttnez i sar., 2006; Freiberg i sar., 2012; Mingxiao i sar., 2013). Ovu bolest je
opisao White jos§ davne 1913. godine. Uzro¢nik je prvi put izolovan i
identifikovan 1964. godine od strane Bailey i sar. (1964). Virus mesinastog legla
inficira pcelinje leglo dovode¢i do uginuca larvi. Infekcija pcelinjih drustava
ovim virusom se naj¢esée javlja u prolece. Pretpostavlja se da je ovaj period
godine najpogodniji za pojavu infekcije jer je pcelinje leglo, koje se tada najbrze

razvija, najprijemcivije za delovanje razli¢itih patogena.

Virus meSinastog legla je okruglog oblika, pre¢nika oko 28 nm i nema
spoljasnji omotac¢ poreklom od membrane celija- peplos. Genom virusa podseca
na viruse iz roda Rhinovirus, a monocistronska organizacija genoma, sa
strukturnim genom na 5' kraju i nestrukturnim na 3' kraju, ga svrstava u
familiju Iflaviridae, rod Iflavirus. SBV je prvi virus ¢ija je kompletna nukleotidna
sekvenca utvrdena (Ghosh i sar., 1999). Virusna RNK broji 8832 nukleotida
organizovanih u jedinstveni, veliki “okvir ¢itanja” koji kodira sintezu

poliproteina sacinjenog od 2852 aminokiseline (Grabensteiner i sar., 2001).
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U dosadasnjim istrazivanjima je potvrdeno horizontalno i vertikalno
Sirenje SBV u pcelinjem drustvu. Horizontalnu transmisiju virusa prvi je
ustanovio Bailey (1969) kada je identifikovao prisustvo virusa u glavama pcela,
ta¢nije u hipofaringealnim Zlezdama radilica i na osnovu toga zakljucio da se
siri na leglo putem hrane. Novija istrazivanja ne samo da potvrduju
horizontalnu transmisiju nalazom virusne RNK u hipofaringealnim Zlezdama,
medu, polenu, maticnom mlecu, ve¢ dokazuju i postojanje vertikalnog
transovarijalnog prenosenja, kao i vektorske uloge pcelinjeg krpelja V. destructor

u Sirenju infekcije primarno na leglo, ali i na odrasle pcele (Shen i sar., 2005;

Chen, 2005; Yue i sar., 2006).

Klini¢ka slika infekcije zavisi od koli¢ine virusnih partikula unetih u
organizam pcela, imunog statusa drustva, doba godine i prisustva ektoparazita
V. destructor. Manifestacije patogenog dejstva SBV se primarno ogledaju u
promenama na pcelinjem leglu i to, pre svega, na larvama kod kojih dolazi do
uginucéa. Naime, virusne cestice se nalaze ispod integumenta larvica dovodeci
do nakupljanja ekdisijalne te¢nosti i sprecavanja metamorfoze larve u lutke.
Nakupljanje te¢nosti ima za posledicu pojavu vrecastog, odnosno mesinastog

izgleda larvi, po ¢emu je bolest i dobila ime (Slika 2).

Slika 2. MeS$inast izgled larvi inficiranih sa SBV (Food and Environment Research

Agency, Australia)
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Inficirane larvice menjaju boju od biserno bele do bledo Zute i ubrzo nakon
uginuca dolazi do njihovog isusivanja i transformacije u tamno braon tvorevinu
koja svojim oblikom podseca na gondolu (Bailey, 1969). SBV je otkriven i u
odraslim pcelama, medutim prepoznatljivi klini¢ki simptomi infekcije u ovom
sluc¢aju nedostaju (Bailey, 1969; Anderson i Gibbs, 1988). Rezultati pojedinih
istrazivanja ukazuju na skradenje Zivotnog veka inficiranih odraslih pcela

(Bailey, 1969; Bailey i Fernando, 1972).

Postavljanje dijagnoze na osnovu klinickog pregleda pcelinjeg drustva je
prilicno tesko zbog postojanja drugih patoloskih stanja koja diferencijalno
dijagnostic¢ki mogu navesti na pogresne zakljucke. Elektronska mikroskopija je
siroko primenjivan metod u identifikaciji brojnih uzro¢nika virusnih oboljenja
pcela. Seroloske metode na bazi ELISA testa ili Western-blot analize su
koriséene u svrhu identifikacije virusa mesinastog legla u predlutkama (Rana i
sar., 2011). Medutim, najpouzdaniji rezultati se postizu primenom savremenih

molekularnih metoda kao sto su RT-PCR i real-time PCR.

2.24. Virus akutne paralize pcéela (ABPV)

Virus akutne paralize pcela (ABPV) je otkriven i prvi put opisan kao
sporedni nalaz tokom laboratorijskog ispitivanja prisustva virusa hronic¢ne
paralize pcela u uzorcima poreklom iz pcelinjeg drustva koje je pokazivalo
znake hroni¢ne paralize (Bailey, 1963). Sve do pojave globalne rasirenosti
pcelinjeg krpelja nije se mogla uspostaviti ¢vrsta veza izmedu prisustva ABPV u
pcelama i pojave oboljenja, odnosno, uginuca pcelinjih drustava u prirodi, iako
je ovaj virus bio Siroko rasprostranjen, mahom u formi latentnih i inaparentnih
infekcija (Allen i Ball, 1996; Hung i sar., 1996; Ellis i Munn, 2005). Bailey i sar.
(1963) su na osnovu svojih istrazivanja zapazili da su ,pcele inficirane virusom
akutne paralize uobicajena pojava” i da ,nisu nasli drustvo bez inficiranih

pcela”. Na osnovu toga je izveden zakljuc¢ak da je geografska rasprostranjenost
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ovog virusa jednaka rasprostranjenosti medonosne pcele (Allen i Ball, 1996;
Ellis i Munn, 2005). Pored A. mellifera kao pravog domacina, virus se jos moze
naci i kod nekoliko vrsta bumbara (Bailey i Gibbs, 1964; Allen i Ball, 1996;
Ribiere i sar., 2008).

Virus akutne paralize pcela je pripadnik familije Dicistroviridae, rod
Apavirus, ¢ija se organizacija genoma (veli¢ina priblizno 9500 nukleotida)
karakterise pojavom dva ORF koje razdvaja intergenski region. Na 5' kraju je
lociran ve¢i ORF koji kodira sintezu nestrukturnih proteina uklju¢enih u
procese replikacije virusa. Kra¢i ORF se nalazi pri 3' kraju i kodira sintezu
strukturnih proteina kapsida (Govan i sar., 2000; de Miranda i sar., 2004; Maori i
sar., 2007). Kao i vedina virusa pripadnika familije Dicistroviridae, ABPV je
najces¢e prisutan u niskom infektivhom 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).
Medutim, ovaj virus ispoljava izuzetnu virulentnost kod vestacki inficiranih
lutaka i/ili adultnih pcela (Bailey i sar., 1963; Dall, 1985; Ribiere i sar., 2008).
Putevi prenosenja ABPV mogu biti razli¢iti. Nalaz nakupina virusnih cestica u
hipofaringealnim zlezdama (Bailey i Milne, 1969) i fecesu (Ribiere i sar., 2008)
adultnih pcela, ukazuje na dominantnu infekciju oralnim putem - preko adulta,
larvi, kanibalizovanog legla i kontaminirane hrane (Chen i sar., 2006; Chen i
Siede, 2007). Dokaz vertikalnog Sirenja ovog virusa u pcelinjem drustvu su
otkrivene virusne cestice u semenu trutova (Yue i sar., 2006), ali ne i u
ovarijumima matice. Nasuprot Sirokoj rasprostranjenosti ABPV kao izazivaca
latentnih infekcija pcelinje zajednice, sa brzim Sirenjem pcelinjeg krpelja u
pcelinjim drustvima, raste i infektivni titar virusa u inficiranim drustvima, a uz

to i pojava ozbiljnih klini¢kih manifestacija sa ¢esto letalnim ishodom (Slika 3).
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Slika 3. Ekstenzija ekstremiteta kod pcela uginulih od posledica infekcije sa ABPV
(Copyright Paul Goettlich)

Ovaj virus je imao znacajnu ulogu u pojavi gubitaka pcelinjih drustava
infestiranih sa V. destructor, pre svega u Evropi 80-tih i 90-tih godina proslog
veka (Ball, 1985; Allen i sar., 1986; Ball i Allen, 1988; Bailey i Ball, 1991; Faucon i
sar., 1992; Bekesi i sar., 1999; Berenyi i sar., 2006). Uzimajuci u obzir izuzetnu
virulentnost ovog virusa nakon ubrizgavanja u hemolimfu pcela, ne iznenaduje
da je pojava klinickih manifestacija bolesti u pcelinjim zajednicama intenzivnija
prilikom povecanja broja pcelinjeg krpelja, ¢ija je primarna hrana upravo
hemolimfa. Literaturni podaci o replikaciji ovog virusa u V. destructor do sada
nisu poznati, samim tim ni o ulozi pcelinjeg krpelja kao bioloskog vektora
(Genersch, 2010). Udruzeno delovanje ABPV i V. destructor dovodi do vidljivih
promena na nivou pcelinje zajednice koje se ogledaju u znacajnom smanjenju
populacije pcela (Ball i Allen, 1988; Todd i sar., 2007; Ribiere i sar., 2008). Ova
pojava za posledicu ima povecanje zastupljenosti obolelih i uginulih larvi zbog
nedovoljnog broja odraslih pcela koje neguju leglo i vrse higijenske poslove u

kosnici (pravovremeno uklanjanje obolelih i uginulih larvi iz celija).
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Postavljanje sumnje na prisustvo ABPV u pcelinjim drustvima, iskljuc¢ivo
na osnovu klinickog pregleda, je prilicno nepouzdano. Razlog treba traZziti u
postojanju razlic¢itih patoloskih stanja koja mogu ukazivati i na druga oboljenja.
Laboratorijska potvrda prisustva ovog virusa u pcelinjim drustvima je u prvo
vreme bila zasnovana na upotrebi tehnike elektronske mikroskopije. U cilju
dijagnostike ovog oboljenja pcela, u laboratorijama se koriste imunodifuzija u
gelu (Anderson, 1984) i imunoenzimski test (ELISA) (Anderson, 1984; Allen i
sar., 1986; de Miranda, 2008). Medutim, razvoj molekularnih tehnologija i
dostupnost RT-PCR-a je umnogome unapredilo proces potvrde prisustva ovog
virusa u pcelama. Veliki broj autora u svojim ispitivanjima vezanim za
prisustvo ABPV u pécelinjim drustvima akcenat stavlja na RT-PCR ili real-time
PCR tehnologiju (Tentcheva i sar., 2004; Chen i sar., 2005, 2006; Yue i sar., 2006;
Antunez i sar., 2006, Evans, 2006, Baker i Schroeder, 2008; Jamnikar Jamnikar
Ciglenecki i Toplak, 2012).

2.2.5. Virus hroni¢ne paralize pcela (CBPV)

Aristotel je, pre vise od 2000 godina, opisao pojavu crnih pcela bez dlaka
koje je nazvao ,kradljivci” i time verovatno ostavio prve pisane tragove o
hroni¢noj paralizi pcela. Virusna etiologija uzro¢nika ovog oboljenja je
ustanovljena 1945. godine (Burnside, 1945) u SAD, kada su ogledne pcele
vestacki inficirane ekstraktom paralizovanih pcela. Izolacija i identifikacija
CBPV izvrSena je od strane Bailey i sar. (1963). Kao i vec¢ina drugih, i ovaj
pcelinji virus moze postojati u pcelinjim zajednicama indukujuéi inaparentne
infekcije, medutim, pri visokom infektivnom titru (Blanchard i sar., 2008) moze
dovesti do znacajnih gubitaka (Allen i Ball, 1996). Mnogobrojna istrazivanja
pokazuju Siroku zastupljenost CBPV na evropskom kontinentu (Bailey,
1965,1967; Bereniy i sar., 2006; Nielsen i sar., 2008; Gajger i sar., 2014;

Simeunovi¢ i sar., 2014a).
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Budu¢i da je CBPV prvi izolovani i identifikovani virus pcela (Bailey,
1963), jedan je od poslednjih ¢iji je genom u potpunosti ispitan. Sa genetskog
stanovista, ovo je jedan od najkompleksnijih virusa jer, iako deli osnovne
bioloske karakteristke vecine drugih RNK virusa (jednolancana pozitivho
orijentisana RNK), njega, zbog prisutnih razlika u organizaciji genoma, ne
moZzemo svrstati ni u jednu od dve velike familije u okviru reda Picornavirales.
Ovaj virus je sli¢an virusima iz familija Nodaviridae i Tombusviridae, medutim
nedovoljno da se svrsta u neku od familija. Do danas su poznate dve varijante
genoma ovog virusa razli¢ite veli¢ine, RNK1 sa 3674 baznih parova i RNK2 sa
2305 baznih parova (Olivier i sar., 2008). Savremene dijagnosticke metode
omogucavaju ispitivanje prisustva CBPV u drustvima koja ne pokazuju nikakve
klinicke simptome oboljenja. Rezultati tih ispitivanja pokazuju da ovaj virus
moze postojati u pcelinjim drustvima, izazivajuéi inaparentne infekcije (Ribiere
i sar., 2002; Tentcheva i sar., 2004). U prilog tome govori i istrazivanje Gauthier i
sar. (2007) kojima je dokazano prisustvo virusa u drustvima koja nisu
pokazivala nikakve klinicke simptome bolesti. U prirodnim uslovima do
infekcije ovim virusom moZe dod¢i na razli¢ite nacine. Infekcija per os, kao
posledica prisustva virusa u hrani i sekretima Zlezda, jedan je od cestih, mada
ne toliko efikasnih nacina Sirenja ovog virusa u populaciji pcela. To potvrduje
nalaz virusnih cestica u fecesu pcela (Bailey, 1965; Ribiere i sar., 2007) koji
kontaminira hranu i omogucava Sirenje infekcije. Jedan od najefikasnijih nac¢ina
prenosenja CBPV je intenzivan, ucestali, neposredni medusobni kontakt
zarazenih i nezarazenih pcela do koga najces¢e dolazi usled nepovoljnih
vremenskih prilika, nedostatka hrane i sl. (Ball i Bailey, 1997). U prilog tome
govore i rezultati ogleda vestacke infekcije izvedene aplikovanjem infektivnog
sadrzaja na povrsinu kutikule pcela kojima su uklonjene dlacice, odnosno
ogledi u kojima su zdrave i inficirane pcele drzane u kavezima provocirajuci
Ceste kontakte (Bailey, 1983). Vertikalna transmisija preko matica, takode,
predstavlja znacajan put Sirenja ovog patogena (Kulincevic i Rothenbuhler,

1989). Otkrivanje prisustva CBPV uz pomo¢ savremenih molekularnih metoda
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u maticama (Chen, 2005,2006), kao i u svim stupnjevima razvoja legla (Chen i
sar., 2006) potvrduje pretpostavku vertikalnog Sirenja virusa u pcelinjoj
zajednici. Hroni¢na paraliza pcela se smatra jednom od retkih virusnih bolesti
pcela sa jasno definisanim simptomima (Bailey i Ball, 1991; Ball i Bailey, 1997).
Do vidljivih, klinicki manifestnih znakova bolesti dolazi usled delovanja
stresnih faktora razli¢itog porekla koji znacajno uti¢u na ubrzanu replikaciju
virusa. Kulincevic i sar. (1973) su primetili da do vidljivih znakova paralize, kod
drustava koja nisu pokazivala nikakve simptome, brze dolazi ako se matica
odvoji od svojih pcela. Pored stresogena ovog tipa, do transformacije latentnih
u manifestne infekcije moze doci i usled problema sa hranom, greskama u

tehnologiji pcelarenja, klimatskim promenama i sl.

Kod infekcije pcela virusom hroni¢ne paralize dolazi do pojave dve
grupe klinickih simptoma (Ball i Bailey, 1997; Morimoto, 2012). Prva grupa
simptoma kod pcela je prvi put opisana u Velikoj Britaniji, kada je primecena
pojava abnormalnih pokreta pcela, nalik drhtanju. Ovakve pcele se skupljaju u
grupice ispred ko$nica ili na satonosama, podrhtavaju, puze i ne mogu da
polete. Pored drhtanja krila i tela, kod obolelih pcela se mogu primetiti i znaci
prosirenja abdomena, sa povremenim izlivima sadrzaja digestivnog trakta koji

je od nekih autora bio okarakterisan kao dijareja (Ribiere i sar., 2010).

~

i

Slika 4. Masne, sjajne i tamne pcele obolele od hroni¢ne paralize (Aubert i sar., 2008)
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Druga grupa klini¢kih simptoma je kroz vreme dobijala razli¢ite nazive:
»crni kradljivei” i ,male crne pcele” u Britaniji, odnosno ,,sindrom crnih pcela
bez dlake” u SAD (Rinderer i Rothenbuhler, 1976). Obolele pcele u pocetku
imaju sposobnost letenja, ali gube gotovo sve dlake postajuci sjajne, masne i
tamne do gotovo crne (Slika 4), zatim dolazi do prosirenja abdomena i na
posletku, gube sposobnost letenja i ubrzo uginu. Ball i Bailey (1997) su dokazali
da se obe grupe klini¢kih simptoma mogu naci u istom pcelinjem drustvu. Na
osnovu dosadasnjih istrazivanja, primenom savremenih dijagnosti¢kih metoda,
nije nadena RNK virusa hroni¢ne paralize pcela u pcelinjem krpelju V.
destructor (Chantawannakul i sar., 2006; Gauthier i sar., 2007), sto ukazuje da isti
nije vektor ovog virusa, odnosno ne ucestvuje u $irenju virusa u populaciji

pcela.

Klini¢ki simptomi hroni¢ne paralize se, za razliku od drugih virusnih
oboljenja pcela, mogu ustanoviti klinickim pregledom obolelih pcelinjih
drustava. Medutim, problem predstavljaju ceste inaparentne infekcije koje
imaju tendenciju transformacije u manifestne, dovode¢i do propadanja
drustava. Primenom RT-PCR i real-time PCR tehnologije u mnogome je
olaksano utvrdivanje prisustva CBPV u drustvima sa inaparentnim infekcijama
(Ribiere i sar., 2002; Tentcheva i sar., 2004; Chen, 2005,2006; Gauthier i sar., 2007;
Celle i sar., 2008; Blanchard i sar., 2012; Marimoto i sar., 2012), $to pruza

mogucnost pravovremene intervencije kod inficiranih drustava.

2.2.6. Izraelski virus akutne paralize pcela (IAPV)

Znacajni gubici pcelinjih zajednica u Izraelu su naveli istrazivace da
ispitaju moguce uzroke i sprece dalje gubitke. Obolele pcele su pokazivale
simptome nalik onima koje ispoljavaju pcele inficirane sa ABPV. Novootkriveni
virus za kojeg je utvrdeno da je izazvao promene kod pcela u Izraelu, nazvan je

izraelski virus akutne paralize pcela (Maori i sar., 2007). Na onovu filogenetske
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pozicije, IAPV je ranije smatran varijantom kasmirskog pcelinjeg virusa. Za
sada jedini poznati domacdin ovog virusa jeste A. mellifera (Maori i sar., 2007;
Chen i Evans, 2007; Palacios i sar., 2008). Kao i drugi pomenuti virusi, i IAPV se
moze naci u niskom infektivnom titru u drustvima koja ne pokazuju nikakve
klinicke promene (Chen i Evans, 2007; Palacios i sar., 2008), dok sa porastom
infektivnog titra dolazi do znacajnog povecanja virulencije ovog virusa kako
kod prirodno inficiranih pcela, tako i kod vestacki inficiranih jedinki. U SAD-u
je ovaj virus bio predlozen kao marker kolapsa pcelinjih drustava (Cox-Foster i
sar., 2007), medutim ta tvrdnja je kasnije diskreditovana od strane
vanEngelsdorp i sar. (2009).

Izraelski virus akutne paralize pcela, kao deo kompleksa “virusa
paralize” (virus akutne paralize - izraelski virus akutne paralie - kasmirski
pcelinji virus) ima sve bioloske karakteristike virusa iz familije Dicistroviridae.
Organizacija genoma, koja uklju¢uje postojanje dva ORF i jedan intergenski
region, je ve¢ detaljno opisana u delu koji se tice virusa akutne paralize pcela.
Rezultati istraZivanja Palacius i sar. (2008) i Chen i sar. (2008a) ukazuju na
postojanje tri razlic¢ite grupe sekvenci u okviru genoma IAPV: prva grupa
obuhvata sekvence dobijene analizom uzoraka pcela sa zapadne obale SAD-a,
kao i iz paketnih rojeva poreklom iz Australije; druga grupa ukljucuje sekvence
poreklom od analiziranih pcela u Izraelu; tre¢u grupu ¢ine sekvence dobijene iz
pozitivnih uzoraka pcela iz isto¢nog dela SAD-a i Kanade. Podaci o putevima
prenosenja ovog virusa u populaciji pcela su slabo dostupni zbog ¢injenice da
su: karakteristike izraelskog virusa akutne paralize péela, kao novo otkrivenog
virusa, predstavljene tek 2007. godine (Maori i sar., 2007), kao i da postoji
sumnja da se u rezultatima ranijih istrazivanja (Dall, 1985, 1987, Anderson i
Gibbs, 1988; Anderson i East, 2008), tada nepoznati virus, klasifikovao kao soj
kasmirskog pcelinjeg virusa usled teskog razlikovanja genoma ova dva virusa
primenom konvencionalne RT-PCR tehnologije (de Miranda i sar., 2010). Nacini
transmisije ovog virusa u populaciji pcela se mogu pretpostaviti na osnovu

ekstrapolacije rezultata dobijenih ispitivanjem srodnih virusa akutne paralize i
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kasmirskog pcelinjeg virusa. Medutim, obzirom da ne postoji dovoljno
podataka, mozZe se pretpostaviti da se virus u populaciji pcela mozZe prenositi
direktnim kontaktom putem hrane (Maori i sar., 2009), kao i putem pcelinjeg
krpelja V. destructor (di Prisco i sar., 2011). Klini¢ki znaci infekcije na
pojedinacnim pcelama teSko mogu dati sliku masovne paralize na nivou
drustva (Maori i sar., 2007) jer je vreme od pojave paralize do uginuca (usled
visoke virulencije) prili¢no kratko, te nije moguce primetiti dovoljan broj zivih
paralizovanih jedinki. Najkarakteristi¢niji znak (ali ne i patognomonican)
infekcije ovim virusom je znacajna depopulacija pcelinjeg drustva, gde u
kos$nici ostaje matica i mali broj pcela radilica (Underwood i vanEngelsdorp,
2007; Cox-Foster i sar., 2007; vanEngelsdorp i sar., 2008).

Dijagnoza bolesti izazvane sa IAPV je prili¢no teska zbog specifi¢nosti
pcelinjeg drustva kao socijalnog organizma u odgovoru na endogene i
egzogene Stetne nokse. Zbog sli¢nih klini¢kih simptoma koji se javljaju kao
posledica infekcije pcela drugim virusima i Nosema infekcije, klini¢ki pregled
pcelinjeg drustva nije dovoljan za postavljanje precizne dijagnoze bolesti. Danas
se u svetu, u cilju laboratorijske dijagnostike ove virusne infekcije, pokusava sa
razvojem razli¢itih imunoloskih testova. Monoklonska antitela za virus akutne
paralize, izraelski virus akutne paralize i kasmirski pcelinji virus jo$ uvek nisu
stvorena. Postoje istrazivanja vezana za primenu poliklonskih antitela (Maori i
sar., 2007), medutim specificnost ovakvih testova jos uvek nije potpuno
poznata. Upotreba RT-PCR tehnologije je dala rezultate u otkrivanju prisustva
naslednog materijala IAPV, medutim zbog genetske bliskosti sa kasmirskim
pcelinjim virusom, pouzdanost ove metode pada ispod 100%. Primenom real-
time RT-PCR tehnologije prevaziden je problem diferencijacije genoma
izraelskog virusa akutne paralize od kasmirskog pcelinjeg virusa, pri ¢emu su
uspesno detektovane razlike u sekvencama razli¢itih sojeva IAPV-a (de

Miranda i sar., 2010; Palacios i sar., 2011).
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2.2.7. Kasmirski pcelinji virus (KBV)

Kasmirski pcelinji virus (KBV) je otkriven 1974. godine, kao kontaminant
ekstrakta Apis cerana poreklom iz Indije pripremljenog za ispitivanje na
prisutvo iridescentnog virusa pcela (Baley i Woods, 1977). Virus je nazvan po
regiji iz koje su dobijeni uzorci pcela u kojima je ovaj virus izolovan (Kasmir,
Indija). Daljim istraZivanjima je potvrdeno prisustvo ovog virusa i u A. mellifera
sirom sveta (Hung i sar., 2000; Calderon i sar., 2003; Tentcheva i sar., 2004; Chen
i sar., 2005; Berenyi i sar., 2006; Choe i sar., 2012), kao i u bumbarima i
evropskim osama (Anderson, 1991). Do danas je utvrdeno da ovaj virus ima
znacajno vecu prevalenciju u Severnoj Americi i Novom Zelandu (Hung i sar.,
2000; Todd i sar., 2007) nego u Evropi (Tentcheva i sar., 2004; Siede i sar., 2005;
Berenyi i sar., 2006). Prisustvo RNK KBV je, sli¢no drugim pcelinjim virusima,
otkriveno u niskom infektivnom titru u pcelinjim drustvima koja nisu
pokazivala nikakve klini¢ke simptome oboljenja (Chen i Evans, 2007; Palacios i

sar., 2008).

Kasmirski pcelinji virus je, na osnovu karakteristika genoma, veoma
slican ABPV, odnosno stepen podudarnosti nukleotidnih sekvenci navedenih
virusa iznosi 70% (de Miranda i sar., 2004). Visok stepen podudarnosti sekvenci
je primecen i u poredenju sa IAPV, koji je jedno vreme pogresno klasifikovan
kao soj KBV. KBV pripada rodu Apavirus, familija Dicistroviridae, odnosno
poseduje dicistronsku jednolanéanu RNK sa dva “okvira ¢itanja” koje razdvaja
intergenski region. Putevi prenoSenja ovog virusa mogu biti razliciti. Prisustvo
RNK ovog virusa je otkriveno u fecesu péela (Hung i sar., 2000; Ribiere i sar.,
2008), hrani, larvama i adultima (Shen i sar., 2005; Chen i sar., 2006; Chen i
Siede, 2007), sto implicira postojanje razli¢itih vidova horizontalnog prenosenja.
Anderson i Gibbs (1989) su u svojim eksperimentima dokazali da su se larve
koje su hranjene razblazenim rastvorom koji je sadrzao KBV, ipak

transformisale u lutke. S druge strane, ispitivanja Bailey i Woods-a (1977) su za

34



rezultat imala smrt vestacki inficiranih pcela, ve¢ za 6 sati od pocetka izvodenja
ogleda. Ovde treba naglasiti da je eksperimentalnim pcelama virus bio
aplikovan parenteralno ili per os. Vertikalno prenoSenje ovog virusa je
potvrdeno u ogledima u kojima su ispitivane matice u ¢ijim je jajima pronaden
nasledni materijal kasmirskog pcelinjeg virusa (Shen i sar., 2005; Chen i sar.,
2006), ali ne i u jajnicima (Chen i sar., 2006). RNK ovog virusa je detektovana u
pljuvacki pcelinjeg krpelja (Shen i sar., 2005) sto ukazuje na moguénost
prenoSenja virusa sa krpelja na odrasle pcele, leglo, ali i horizontalno u
populaciji pcela (Chen i sar., 2006). Imajué¢i u vidu znacajno povecanje
virulentnosti kasmirskog pcelinjeg virusa kada se ubrizga direktno u
hemolimfu, ne iznenaduje pojava patogenih efekata i gubitaka inficiranih
drustava pri poveéanju broja pcelinjeg krpelja V. destructor, kao vektora virusa
u pcelinjim zajednicama (eng. "varoa-associated colony losses”) (Ribiere i sar.,
2008). Postoji i drugacije tumacenje uloge pcelinjeg krpelja u nastanku
patogenih efekata kod drustava inficiranih ovim virusom. Naime, Shen i sar.
(2005) smatraju da prisustvo znacajne koncentracije virusa, u vidu visokog
infektivnog titra u lutki na kojoj parazitira V. destructor, moze biti rezultat ili
replikacije virusa ili supresije imunog sistema pcele (Yang i Cox-Foster, 2005)

koja moZe dovesti do nesmetane replikacije virusa.

Kasmiski pcelinji virus kod pcela uglavnom izaziva latentne infekcije
koje, usled delovanja nepovoljnih uslova sredine, mogu izazvati pojavu
vidljivih klini¢kih simptoma bolesti, sto u krajnjem dovodi do propadanja
pcelinjih drustava. U istraZivanju koje je obuhvatilo 127 pcelinjaka sa teritorije
Nemacke i tri pcelinjaka iz Luksemburga, jedini zabeleZeni simptomi kod
virusom inficiranih drustava bili su vezani za zimske gubitke, mali broj
proleénih pcela i razvoj proleénih pcela sa razli¢itim anomalijama (Siede i sar.,
2005). Ovi simptomi mogu biti posledica i meSovite virusne infekcije (Tentcheva
i sar., 2004). Prema ranijim rezultatima Bailey i sar. (1979), KBV je imao najveci
stepen virulencije od svih do tada poznatih virusa pcela. Naime, ogledi

vestacke infekcije pcela su pokazali da je virus izazivao uginuce odraslih oblika
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pcela i lutki ve¢ za tri dana od aplikacije. Postavljanje dijagnoze bolesti pcela
izazvane ovim virusom nije moguce samo na osnovu klinickog pregleda
pcelinjih drustava. Klinicki simptomi koji se ispoljavaju kod ove virusne
infekcije pcela nisu specifi¢ni. U laboratorijskim uslovima u cilju postavljanja
precizne dijagnoze koriste se razli¢iti imunoloski testovi (Stoltz i sar., 1995;
Allen i Ball, 1995). RT-PCR zajedno sa metodom sekvenciranja omogucéava ne
samo otkrivanje virusnog genoma u uzorcima pcela, veé¢ i ispitivanje
karakteristika virusne nukleinske kiseline (Hung i sar., 2000; Calderon i sar.,
2003; Tentcheva i sar., 2004; Chen i sar., 2005; Berenyi i sar., 2006; Choe i sar.,
2012). Real-time RT-PCR tehnika pruza moguénosti rane detekcije i
kvantifikacije virusa (Ward i sar., 2007) budu¢i da pokazuje vecu osetljivost od

end-point PCR-a i od RT-PCR-a.

2.2.8. Virus crnih matiénjaka (BQCV)

Virus crnih mati¢njaka (BQCV) je prvi put izolovan iz mrtvih larvi i
predlutki matica koje su uginule u svojim celijama. Virus je nazvan po crnim
flekama na zidovima mati¢njaka u kojima su larve i predlutke uginule (Bailey i
Woods, 1977). Ovaj virus prvenstveno izaziva infekcije kod larvi i lutki matica,
medutim, moZe se javiti i kod lutki radilica, kao i kod odraslih péela (Chen i
sar., 2004; Berenyi i sar., 2006). Zanimljiva je i pojava podudarnosti klini¢ke
slike u ranim fazama ove bolesti sa klini¢ckim znacima drustava obolelih od
mesinastog legla - pojava svetlo-zZutih uvecdanih larvica koje ,podseéaju na
mesinu” (Bailey i Ball, 1997). Infekcija mikrosporidijom N. apis se smatrala
mogudim uzrokom pojave mortaliteta kod drustava obolelih od bolesti crnih
mati¢njaka (Bailey i Woods, 1974; Bailey i sar., 1983; Allen i Ball, 1996).
Prisustvo BQCV je utvrdeno u zemljama Evrope, Azije, Amerike, Afrike i
Australije (Benjeddou i sar., 2002; Davison i sar., 2003; Siede i Buchler, 2003;
Tentcheva i sar., 2004; Chen i sar., 2004; Berenyi i sar., 2006; Chantawannakul i
sar., 2006; Antunez i sar., 2006; Choe i sar., 2012).
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Virus crnih mati¢njaka poseduje jednolancani molekul pozitivno
orijentisanog, dicistronskog molekula RNK i pripada familiji Dicistroviridae. Za
razliku od drugih pomenutih virusa iz ove familije koji spadaju u rod Apavirus,
na osnovu trenutno vazece nomenklature, BQCV je svrstan u poseban rod
Cripavirus (King i sar., 2012). Veli¢ina virusnih cestica ne prelazi 30 nm, a
veli¢ina genoma iznosi priblizno 8550 nukleotida (Benjeddou i sar., 2002). Na 5'
kraju nukleinske kiseline virusa se nalazi ORF koji kodira sintezu replikacionih
proteina, dok ORF na 3' kraju kodira sintezu poliproteina kapsida (Leat i sar.,
2000). Horizontalno prenosenje virusa fekalno-oralnim putem podrazumeva
ingestiju hrane kontaminirane patogenom i eliminaciju virusa iz crevnog trakta
fecesom. U uslovima kada je populacija pcela velika, medusobni kontakti
jedinki intenzivniji, a ucestalost razmene hrane medu pcelama povecana, hrana
predstavlja znacajan nacin Sirenja BQCV. U prilog ovome govore i rezultati
istrazivanja Chen i sar. (2006) u kojima se polen, med i feces inficiranih matica
navode kao rezervoari ovog virusa. Horizontalna transmisija ovog virusa
podrazumeva i veneralno prenoSenje, odnosno prenosSenje virusa medu
polovima tokom parenja. Osim toga, u istrazivanju Chen i sar. (2004)
detektovana je virusna RNK u semenu trutova, ali i u spermateci matica (Chen i
sar., 2006). Nasledni materijal ovog virusa je utvrdeniu V. destructor primenom
real-time PCR tehnologije (Chantawannakul i sar., 2006). Davison i sar. (2003)
ukazuju na postojanje pozitivne korelacije izmedu infestacije pcelinjeg drustva
ovim ektoparazitom i povecanog mortaliteta larvi inficiranih sa BQCV. U prilog
tome govori i ¢injenica da se virus nakon ubrizgavanja u lutke umnozava, tako
da je moguce da pcelinji krpelj, hraneé¢i se hemolimfom, prenese na leglo virus
dobijen od odraslih pcela. Dokazi za vertikalni nadin prenosenja dobijeni su
otkrivanjem prisustva virusne RNK u ovarijumima matica i jajima (Chen i sar.,
2005,2006). Istrazivanja Anderson i Gibbs (1988), kao i Gauthier i sar. (2007)
pokazuju prisustvo ovog virusa u asimptomatskim pcelinjim drustvima. U
istrazivanjima Bailey i sar. (1983) postavlja se hipoteza povezanosti infekcije sa

BQCV i infekcije sa N. apis u ispoljavanju klini¢ke slike karakteristi¢ne za bolest
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crnih mati¢njaka. Objasnjenje za ispoljavanje patogenog efekta prevashodno na
larvama i lutkama matica lezi u ¢injenici da larve matica dobijaju, od strane

inficiranih radilica, mnogo vise obroka nego $to je to slucaj sa radilickim leglom

(Allen i Ball, 1996).

Zbog pojave prevashodno Ilatentnih infekcija pcelinjih drustava,
postavljanje dijagnoze bolesti izazvane sa BQCV moze biti problemati¢no. Kod
drustava koja ne pokazuju prepoznatljive znakove infekcije (crno prebojavanje
mati¢njaka), laboratorijska dijagnostika bolesti crnih mati¢njaka se postize
upotrebom osetljivih dijagnostickih procedura, kao $to je konvencionalni end-
point RT-PCR (Leat i sar., 2000; Benjeddou i sar., 2002; Davison i sar., 2003;
Siede i Buchler, 2003; Chen i sar., 2004; Berenyi i sar., 2006; Choe i sar., 2012;
Guzman-Novoa i sar., 2013) i real-time RT-PCR (Chantawannakul i sar., 2006;
Gauthier i sar., 2007; Kukielka i sar., 2008; Locke i sar., 2014).

2.3. UDRUZENO DELOVANJE MIKROSPORIDIJA I VIRUSA

Uzimajuéi u obzir pomenuti destruktivni potencijal mikrosporidijalnih
infekcija, povezanost mikrosporidije N. ceranae sa gubitkom pcelinjih drustava
(Higes i sar., 2006; 2008; 2010; Bacandritsos i sar., 2010; Hatjina i sar., 2011;
Soroker i sar., 2011) i zastupljenost veceg broja virusa u pcelinjim drustvima
(Allen i Ball, 1996, Hung, 2000; Bakonyi i sar., 2002; Ribiere i sar., 2002; Chen i
sar., 2005; Chantawannakul i sar., 2006; Gauthier i sar., 2007; Simeunovié i sar.,
2014a), namece se potreba za proucavanjem posledica udruzenog delovanja
ovih patogena na pcelinje drustvo. IstraZzivanja su pokazala da patogeni efekti
po pcelinje zajednice koje ispoljava N. ceranae mogu biti izrazeniji prilikom
interakcije sa nekim virusima. Tako Bromenshenk i sar. (2010) u ispitivanju
povezanosti iridovirusa i mikrosporidija u izazivanju kolapsa drustava, navode
da ova mesovita infekcija moze znacajno da utice na pojavu gubitka drustava.

Istrazivanje izvr$eno na medonosnim pcelama u Grckoj (Bacandritsos i sar.,
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2010) imalo je za cilj ispitivanje uloge viSe razli¢itih patogena u izazivanju
kolapsa, te se doslo do zakljucka da meSovita mikrosporidijalno-virusna
infekcija igra najvazniju ulogu u pojavi uginuca. Costa i sar. (2011) u svojim
istrazivanjima navode da primecena negativna korelacija izmedu N. ceranae i
DWYV, moze da bude posledica kompetitivhog odnosa ova dva patogena za
¢elije domacina. Naime, kao sto je ve¢ napomenuto, N. ceranae izaziva oStecenja
epitelnih celija srednjeg creva (Higes i sar., 2013), a digestivni trakt igra
znacajnu ulogu u patogenezi virusa deformisanih krila (Boncristiani i sar.,
2009). 1z svega navedenog, jasno je da su efekti udruzenih infekcija pcelinjih
virusa i mikrosporidija veoma malo ispitivani. Drugim re¢ima, postoji
nedostatak informacija o tipovima i posledicama interakcija pojedina¢nih virusa
i mikrosporidija u pcelinjim drustvima kako u svetu, tako i u Srbiji, gde do

danas nikakva istrazivanja ovog tipa nisu sprovedena.

24. PREGLED METODA KOJE SE KORISTE U DETEKCIJI I
IDENTIFIKACIJTI UZROCNIKA MIKROSPORIDIJALNIH I VIRUSNIH
INFEKCIJA PCELA

Na osnovu vazeceg pravilnika Svetske organizacije za zdravlje Zivotinja
(OIE, 2013), prisustvo spora Nosema vrsta se detektuje iz macerata abdomena
p¢ela upotrebom svetlosnog mikroskopa. Koriséenjem elektronskog
mikroskopa moguce je, u izvesnoj meri, razlikovati spore N. apis i N. ceranae,
medutim ova metoda povecava troskove analize i ne pruza zadovoljavajucu
specifi¢nost. Tek razvojem protokola DNK analize koris¢enjem PCR (Martin-
Hernandez i sar., 2007), PCR-RFLP (Klee i sar., 2007; Tapaszti i sar., 2009),
multiplex PCR (Martin-Herniez i sar., 2007), kao i real-time PCR (Cox-Foster i
sar., 2007; Bourgeois i sar., 2010) postalo je moguce sa sigurnoséu utvrditi koja

od pomenutih mikrosporidija je prisutna u ispituju¢em materijalu.

Dijagnostikovanje virusnih infekcija péela moZe predstavljati poteskocu

usled pojave cestih inaparentnih infekcija, odnosno infekcija bez pojave
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simptoma (Bailey, 1967). Godinama se prisustvo virusnih cestica utvrdivalo
elektronskom mikroskopijom, kako direktno, iz homogenata pcela, tako i nakon
inokulacije ispitivanog materijala u lutke (Vecchi i sar., 1990). Ova metoda je
veoma sloZena, zahteva dosta vremena, pri ¢emu se javljaju i sezonska
ograni¢enja. Nakon razvoja seroloskih metoda kao $to su agar-gel
imunodifuzioni test (AGID), indirektni imonofluerescentni test (IFA) i
imunoenzimski test (ELISA), otkrivanje prisustva virusa u uzorcima pcela je
prilicno olakSano (Anderson, 1984; Allen i sar., 1986; Allen i Ball, 1995).
Medutim, upotreba seroloskih metoda u svrhu detekcije virusa nije uvek
najpouzdanija metoda. Najpre, nizak nivo specificnosti ovih testova moze
dovesti do pogresnog klasifikovanja srodnih virusa (Allen i Ball, 1995). Zatim,
nizak nivo osetljivosti seroloskih testova u odredenoj meri moZze biti
ogranicavajudi faktor u detekciji virusa kod latentnih infekcija. Indirektni ELISA
test koji su koristili Allen i sar. (1986) je pokazao veliku osetljivost, ali kao i
ostali seroloski testovi, zahteva proizvodnju specifi¢nih antiseruma, $to u
mnogome poskupljuje postupak otkrivanja uzro¢nika i otezava ponovljivost
testa medu razli¢itim istraZivac¢kim grupama. Razvoj PCR tehnologije sredinom
osamdesetih godina proslog veka oznacio je pocetak jedne potpuno nove ere u
molekularnim istrazivanjima (Alberts i sar.,, 2002). Ova metoda je izazvala
revoluciju u dijagnostici virusnih infekcija i uspesSno prevazilazeéi sve
pomenute poteskoée, ubrzo postala moc¢no dijagnosti¢ko sredstvo. Upotreba
RT-PCR u svrhu detekcije i identifikacije uzro¢nika virusnih oboljenja je opisana
u brojnim radovima (Hung i sar., 2000; Benjeddou i sar., 2001; Evans, 2001;
Grabenstiner i sar., 2001; Bakonyi i sar., 2002; Ribiere i sar., 2002; Tentcheva i
sar., 2004; Chantawannakul i sar., 2006). Pomenuta metoda je modifikovana u
formi multiplex RT-PCR-a da bi odgovorila na zahteve otkrivanja prisustva vise
razli¢itih uzro¢nika u jednom uzorku u slucajevima sloZenih virusnih infekcija
(Chen i sar., 2004; Topley i sar., 2005; Grabensteiner i sar., 2007; Nielsen i sar.,
2008). U poslednjih nekoliko godina u postupku detekcije, identifikacije i

kvantifikacije virusa u uzorcima pcela, sve viSe se koristi metod real-time-RT-
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qPCR koji omogucuje pracenje reakcije umnozavanja i kvantifikovanje
umnozenog proizvoda u momentu odvijanja reakcije. Ova metoda, pored
visoke specifi¢nosti i osetljivosti (1000 puta osetljivija od ELISA testa i 100 puta
od konvencionalnog PCR-a), nudi i moguénost kvantifikacije umnoZenog

produkta.

Real-time RT-qPCR, uz koris¢enje SYBR-Green tehnologije, je koris¢en u
svrhu otkrivanja prisustva RNK svih sedam pomenutih virusa (Cox-Foster i
sar., 2007; Evans, 2007; Kukielka i sar., 2008; Palacios i sar., 2008; Siede i sar.,
2008). Karakteristika ove tehnologije je koris¢enje fluorescentne boje (SYBR-
Green) u svrhu vizuelizacije umnoZzenog proizvoda u momentu odvijanja
reakcije. Prilikom koris¢enja SYBR-Green tehnologije, fluorescentna boja se
nespecificno veze za dvolan¢anu DNK stvorenu u procesu amplifikacije, pri
¢emu dolazi do fluorescencije (Morrison i sar., 1998). Softver real-time PCR
aparata belezi intenzitet fluorescencije poreklom od boje vezane za dvolan¢anu
DNK, oblikujué¢i ga u odgovaraju¢i dijagram na ekranu rac¢unara. Jedan od
nedostataka ove metode je, upravo, nespecifi¢nost u vezivanju fluorescentne
boje za prisutnu dvolan¢anu DNK. Desava se da uredaj prikaze fluorescenciju
poreklom od prajmer-dimer struktura koje se mogu javiti u procesu
amplifikacije. S obzirom na to, da je nemoguce utvrditi poreklo fluorescencije,
na taj nacin dolazi do lazno pozitivnih rezultata. Upotreba real-time RT-PCR
tehnologije bazirane na Tagman® probama je smanjila procenat greske i
povecala specifi¢nost i osetljivost detekcije nukleinskih kiselina razli¢itih virusa
u uzorcima pcela. Naime, Tagman® proba predstavlja oligonukleotidnu
sekvencu (15-30 nukleotida) komplementarnu delu trazene nukleotidne
sekvence, koja se nalazi do deset baznih parova ,uzvodno” od mesta vezivanja
prajmera. Ovakva proba je obeleZena fluorescentnim bojama na svom 5' i 3'
kraju. Na 5' kraju probe se nalazi boja pod nazivom ,reporter”, koja je u stanju
da emituje fluorescenciju odgovarajuce talasne duzine koju softver aparata
moZze da zabelezi. Na 3' kraju se nalazi fluorescentna boja pod nazivom

~quencher” (eng. quencher - gasilac, supresor), koja pretvara fluorescenciju
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~reporter”-a u fluorescenciju talasne duzine kakvu aparat ne moze da zabeleZi.
Emitovanje fluorescencije, a samim tim i beleZenje signala od strane PCR
aparata, je moguce samo ako se ,reporter” udalji od ,quencher”-a. To se postize
zahvaljujué¢i 5' egzonukleaznoj aktivnosti DNK polimeraze, koja hidrolizuje
probu vezanu nedaleko od prajmera, oslobada ,reporter”, ¢ija fluorescencija
biva zabeleZena od strane softvera PCR aparata. Upravo komplementarnost
nukleotidne sekvence probe delu trazene sekvence obezbeduje beleZenje
fluorescencije poreklom isklju¢ivo od umnozenog proizvoda, a ne od bilo koje
dvolan¢ane DNK (8to je bio slucaj sa SYBR-Green). Pomenuta karakteristika
obezbeduje Tagman® tehnologiji visoku preciznost i specifi¢nost u otkrivanju
nukleinskih kiselina virusa. Noviji radovi pokazuju tendenciju upotrebe
Tagman® proba za identifikaciju i vizuelizaciju produkata amplifikacije virusne
RNK iz uzoraka pcela (Chantawannakul i sar., 2006; Blanchard i sar., 2007;
Jamnikar Ciglenecki i sar., 2012; Mingxiao i sar., 2013; Simeunovi¢ i sar., 2014a).
Prednost Tagman® nad SYBR-Green tehnologijom je i u moguénosti otkrivanja
prisustva naslednog materijala vise razli¢itih virusa u uzorku pcela tokom jedne
reakcije. Ovu mogucénost pruzaju visekanalni real-time PCR aparati, koji su u
stanju da detektuju proizvode umnoZzavanja koji su hibridizovani probama koje
emituju fluorescencije razli¢itih talasnih duzina u jedinstvenoj reakciji. Svaka
proba, obelezena drugacijom bojom, se veZe za sebi komplementarnu sekvencu
nukleinske kiseline traZzenog virusa, pri ¢emu softver visekanalnog PCR aparata
belezi fluorescenciju samo vezanih proba. Na taj nacin se, u jedinstvenoj
reakciji, otkriva prisustvo razli¢itih virusa u jednom uzorku. Jo$ jedna prednost
upotrebe fluorescentnih proba je u brzoj i preciznoj apsolutnoj kvantifikaciji
umnoZzenog proizvoda - virusne RNK (Blanchard i sar., 2008,2012; Boncristiani i

sar., 2009; di Prisco i sar., 2011; Mingxiao i sar., 2013).
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2.5. ISTRAZIVANJA PRISUSTVA UZROCNIKA
MIKROSPORIDIJALNIH I VIRUSNIH INFEKCIJA PCELINJIH
DRUSTAVA NA TERITORIJI SRBIJE

Na osnovu Sestogodi$njeg istrazivanja od strane Stevanovic i sar. (2011,
2013), utvrdeno je predominantno prisustvo N. ceranae u uzorcima pcela
poreklom iz Srbije i drugih zemalja bivse SFR], sa samo jednim uzorkom
pozitivnim na prisustvo N. apis. Od zemalja bivse SFR], ispitivanje prisustva
virusa u pcelinjim drustvima izvrseno je u Sloveniji (Jamnikar Ciglenecki i sar.,
2012) i Hrvatskoj (Tlak Gajger i sar., 2014). U Srbiji, rezultati preliminarnih
istrazivanja na 50 pcelinjih drustava pokazuju prisustvo DWV u 76,4 %,
odnosno ABPV u 61,8 % ispitivanih pcelinjih drustava (Simeunovi¢ i sar.,
2014a). Pored ispitivanja prisustva patogena, u Srbiji je izvrSeno i ispitivanje
genetskog diverziteta A. mellifera carnica - kranjske medonosne pcele
(Stanimirovic i sar., 2005). Na osnovu iznetih podataka, namecée se potreba
pretrage prisustva razli¢itih virusa pcéela u Srbiji, sto ¢e doprineti dobijanju
potpunije slike o raznovrsnosti patogena pcela i moguéim uzrocima gubitaka
drustava. Da bi se dobili podaci o zdravstvenom stanju pcelinjih drustava u
pogledu prisustva, rasirenosti i udela pojedinih virusa na teritoriji Srbije,
neophodno je izvrsiti molekularno-geneticke analize pcela sa reprezentativnih

lokaliteta na prisustvo virusa.

Podaci dobijeni ovim istrazivanjem pruzili bi esencijalne informacije o
prisustvu i zastupljenosti odredenih virusa i mikrosporodija u pcelinjim
drustvima u Srbiji. Takve informacije su korisne u epizootioloskom smislu, ali i
u svrhu planiranja daljih koraka za kontrolu i prevenciju oboljenja izazvanih

pomenutim patogenima.
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2. CILJ I ZADACI RADA

Uzimajuéi u obzir malo dostupnih literaturnih podataka o prisustvu i
zastupljenosti DWV i ABPV, kao i odsustvo relevantnih podataka o prisustvu
SBV i CBPV kod pcelinjih drustava na teritoriji Republike Srbije, cilj ove
doktorske disertacije je da se primenom molekularno geneti¢kih tehnika izvrsi
detekcija i identifikacija uzro¢nika virusnih infekcija zastupljenih kod pcelinjih
zajednica koje potic¢u iz razlic¢itih krajeva nase zemlje. Pored toga, istraZivanje
obuhvata i utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti mikrosporidija roda
Nosema kod ispitivanih pcelinjih zajednica, kao i njihovu zastupljenost u

mesovitim, mikrosporidijalno-virusnim, infekcijama.

Zadaci ovog istrazivanja su:

1. Prikupljanje wuzoraka pcela iz 15 pcelinjih zajednica sa 10
reprezentativnih lokaliteta na teritoriji Srbije. Prikupljanje uzoraka
pcela je izvrseno tokom marta, jula i oktobra meseca.

2. Obradivanje i priprema prikupljenih uzoraka pcela za izvodenje
molekularnih metoda laboratorijske dijagnostike.

3. Ispitivanje pripremljenih uzoraka pcela primenom metoda PCR, RT-
PCR i real-time RT-PCR na prisustvo nukleinskih kiselina
mikrosporidija roda Nosema, virusa deformisanih krila (DWYV), virusa
akutne paralize pcela (ABPV), virusa meS$inastog legla (SBV) i virusa
hroni¢ne paralize pcela (CBPV).

4. Statisticka obrada dobijenih rezultata ispitivanja u pogledu
rasirenosti mikrosporidijalnih i virusnih infekcija péela u ispitivanim
pcelinjim zajednicama.

5. Utvrdivanje povezanosti virusnih i mikrosporidijalnih infekcija u
ispitivanim péelinjim zajednicama.

6. Sekvenciranje umnozZenih delova genoma virusa detektovanih u
Srbiji i njihovo poredenje sa sekvencama virusa objavljenih u genskoj

bazi podataka.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. MATERIJAL

4.1.1. ODABIR REPREZENTATIVNIH LOKALITETA I PCELINJITH DRUSTAVA PO

LOKALITETU

41.1.1. Odabir lokaliteta i podlokaliteta

U cilju odredivanja prisustva i zastupljenosti  uzro¢nika
mikrosporidijalnih i virusnih infekcija pcelinjih zajednica na teritoriji Srbije,
odabrano je 10 lokaliteta (Slika 5). Kriterijum u odabiru lokaliteta za
uzorkovanje bio je ravnomerna geografska rasprostranjenost pcelinjaka na
teritoriji Srbije. Odabranih 10 lokaliteta je rasporedeno tako da se po dva
lokaliteta nalaze na severu, jugu, istoku, zapadu i centralnom delu Srbije.
Lokaliteti imaju podlokalitete u cilju dobijanja Sto objektivnijih rezultata o
pojavi i zastupljenosti razli¢itih virusa u pcelinjacima na teritoriji Srbije. U
odabiru lokaliteta bitan ¢inilac je bila i nadmorska visina, odnosno klimatske
karakteristike regiona, tako da izabrani lokaliteti reprezentuju klimatske
karakteristike cele Srbije. Ujedno, prilikom odabira lokaliteta uzimana je u obzir
i gustina pcelinjh drustava na odredenom podrudju, te su izabrana drustva

poticala sa malih, srednjih i vecih pcelinjaka.
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Slika 5 - Mapa Srbije sa odabranim lokalitetima i podlokalitetima za uzorkovanje
pcela. S1 i S2 - severna Srbija; I1 i I2 - isto¢na Srbija; J1 i J2 - juZzna Srbija; Z1 i Z2 -
zapadna Srbija; C1 i C2 - centralna Srbija.

1 - Sombor; 2 - Odzaci; 3 - Backa Palanka; 4 - Novi Sad; 5 - Subotica; 6 - Kanjiza; 7 -
Kikinda; 8 - Novi Becej; 9 - Zrenjanin; 10 - Vrsac; 11 - Kucevo; 12 - Donji Milanovac;
13 - Kladovo; 14 - Negotin; 15 - Zajecar; 16 - Aleksinac; 17 - Pirot; 18 - Vranje; 19 -
Leskovac; 20 - Novi Pazar; 21 - Sabac; 22 - Sokolska Planina; 23 - Valjevo; 24 - UZice;
25 - Ivanyjica; 26 - Prijepolje; 27 - Beograd; 28 - Svilajnac; 29 - Despotovac;

30 - Kragujevac; 31 - Cacak; 32 - Kraljevo.
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4.1.1.2. Odabir pcelinjih drustava po lokalitetu

Uzorkovanje pcela je izvrseno na svakom podlokalitetu iz jakih, srednje
jakih i slabih drustava. Kriterijumi za procenu jacine drustva su se odnosili na
povrsinu legla i broj ulica pcela po kosnici (Delaplane i sar., 2013). Procenu
ja¢ine svakog uzorkovanog drustva je izvrSio autor ove disertacije. Pcelinja
drustva iz kojih su uzorkovane pcele nisu pokazivala klinicke simptome bolesti.
Sa vedine podlokaliteta péele su uzorkovane iz dva jaka, jednog srednje jakog i
dva slaba drustva. U ovom istrazivanju izabrana su samo stacionarna pcelinja
drustva (drustva koja se ne sele na razli¢ite pase). Razlog za uvodenje ovog
kriterijuma je ispitivanje prisustva i zastupljenosti uzro¢nika mikrosporidijalnih
i virusnih infekcija na odgovaraju¢im lokalitetima teritorije Srbije, a odabir

sele¢ih drustava bi uticao na rezultat distribucije navedenih uzro¢nika.

4.1.2. UZORKOVANJE MATERIJALA ZA PREGLED

Uzorkovanje materijala za pregled sa svih navedenih lokaliteta radeno je
u tri perioda razvoja pcelinjeg drustva. Prvo uzorkovanje je u saglasnosti sa
prole¢nim razvojem pcelinjeg drustva i vrsilo se od 10.04. do 01.05.2013. godine.
Drugo uzorkovanje prati period najintenzivnijeg razvoja i aktivnosti pcelinjeg
drustva, i obavljeno je od 10.05. do 05.06.2013. godine. Tre¢i, zavrsni period
uzorkovanja je period priprema za uzimljavanje, odnosno period ekoloskog i

bioloskog mirovanja pcelinjih drustava, od 20.08. do 10.09.2013. godine.

Materijal za pregled na prisustvo uzro¢nika mikrosporidijalnih infekcija je
bio uzorak od 60 pcela izletnica po drustvu, Zivih u trenutku uzorkovanja,
uzetih sa leta kosnica (OIE, 2008, 2013). Materijal za pregled na prisustvo
uzrocnika virusnih infekcija obuhvatio je 40 odraslih péela po drustvu, uzetih sa

leta i iz unutrasnjosti kosnice (Tentcheva i sar., 2004, Gauthier i sar., 2007).

Uzorkovanje zivih pcela za pregled na prisustvo mikrosporidija roda

Nosema je obavljeno uz pomoc¢ jednokratne sterilne plasti¢ne posude, kojom su
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sakupljane izletnice sa leta ko$nice. Pre uzimanja uzoraka, leto kosnice je bilo
zatvoreno na 30 minuta, onemogucavajuci izletnicama da se vrate u kosnicu,
time obezbeduju¢i osobi koja uzorkuje dovoljno pcela (60 izletnica) za
uzorkovanje (Botias i sar., 2012). Za svako drustvo je koriS¢ena nova,
jednokratna plasticna posuda. Uzorci su neposredno nakon uzorkovanja

stavljani u kutiju od stiropora ispunjenu suvim ledom (-79°C).

Uzorkovanje zivih, odraslih pcela za pretragu na prisustvo virusa je
obavljeno na slede¢i nacin: sterilnom pincetom je uzorkovano 30 zivih pcela iz
razli¢itih delova kosnice, koje su odmah po uzorkovanju stavljane u sterilne
epruvete sa zapuSacem i pakovane u kutiju od stiropora ispunjenu suvim

ledom. Za svako pcelinje drustvo je uzimana nova sterilna pinceta.

Nakon zavrsenog uzorkovanja sa jednog lokaliteta, uzorci su u najkrac¢em
vremenu dopremani u laboratoriju gde je izvrSena priprema uzorka za izolaciju
DNK za potrebe ispitivanja prisustva mikrosporidija, odnosno izolaciju RNK za
potrebe ispitivanja prisustva virusa. Izolati DNK su skladisteni u hladnjak na -
20°C dok se ne pristupi analizi primenom PCR tehnike. RNK je odmah po

izolovanju upotrebljena za analizu primenom real-time RT-PCR metode.
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4.2. METODE

4.2.1. ISPITIVANJE PRISUSTVA MIKROSPORIDIJA RODA Nosema U UZORKOVANOM

MATERIJALU

4.21.1. Mikrosopski pregled

Prema preporukama OIE (2008, 2013), abdomeni 60 pcela iz svakog
uzorka su macerirani u tarioniku uz dodatak 2-3 ml vode. Tri kapi macerata su
stavljane na mikroskopsku plocicu koja je pokrivena mikroskopskom ljuspicom.
Tako pripremljen uzorak je analiziran pod svetlosnim mikroskopom, pod
uvecdanjem od 400x u svrhu pretrage na prisustvo spora Noserma uzro¢nika. Za
potrebe izolacije DNK, te¢na faza macerata, koja predstavlja suspenziju spora, je
pipetirana sterilnom jednokratnom pipetom i stavljana u sterilne epruvete od 2
ml. Materijal za izolaciju mikrosporidijalne DNK je uziman od svih macerata,

bez obzira da li je potvrdeno prisustvo spora Nosema vrste ili ne.

Nakon potvrde prisustva spora Nosema vrste, u ispitujuéi macerat je
dodavana voda do zapremine od 60 ml, kako bi se napravio odnos 60
abdomena : 60 ml vode. Zapremina od 1 ml tako pripremljenog macerata je
upotrebljena za odredivanje prose¢nog broja spora po pceli pomoc¢u Neubauer-
improved hemocitometra. Prisustvo spora je beleZzeno u pet nesusednih
kvadrata hemocitometra, pri ¢emu se svaki kvadrat sastoji iz 16 manjih
kvadrata. Na taj nacin, jedna pronadena spora u 5 x 16 = 80 kvadrata je

ekvivalentna broju od 50000 spora po pceli (Cantwell 1970; Simeunovic i sar.,

2014b).
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4.2.1.2. Izolacija mikrosporidijalne DNK

Neposredno pre pocetka procesa izolacije DNK, te¢na faza macerata
pcela, prethodno pregledana pod svetlosnim mikroskopom na prisustvo spora,
podvrgnuta je centrifugiranju na 13000 rpm kako bi se formirao talog koji bi
potencijalno sadrzao spore mikrosporidija. Nakon odbacivanja supernatanta,
dobijeni talog je preliven te¢nim azotom i maceriran sterilnim Stapi¢ima radi
razaranja zida eventualno prisutnih spora Nosema vrsta i oslobadanja njihove
DNK. Izolacija nukleinskih kiselina je izvrSena primenom komercijalnog kita
za ekstrakciju - ,DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen, Valencia, CA) po uputstvu
proizvodaca. I1zolovana nukleinska kiselina je ¢uvana na -20°C do amplifikacije
primenom PCR tehnike. U cilju kontrole efikasnosti procesa izolacije, uporedo
sa izolacijom ispitivanog materijala, obavljana izolacija sigurno pozitivhog
materijala (potvrdeno sekvenciranjem) i redestilovane vode (ddH20O). Izolati su
skladisteni u hladnjak na -20°C dok se ne pristupi amplifikciji putem PCR

metode.

4.21.3. Amplifikacija mikrosporidijalne DNK koristeéi duplex-PCR

metodu.

U svrhu utvrdivanja prisustva i determinacije mikrosporidijalne DNK
koris¢ena je duplex-PCR metoda koju su inicijalno uspostavili Martin-
Hernandez i sar. (2007) koja omogucdava istovremeno umnoZzavanje vrsta-
specifi¢nih delova genoma (16S rRNK gena) vrsta N. apis i N. ceranae, odnosno
njihovu diferencijaciju zahvaljujuéi primeni prajmera specifi¢nih za vrstu. Za
potrebe umnozavanja delova genoma i determinacije vrste Nosema uzroc¢nika,
koris¢éeni su species-specifi¢ni prajmeri 321APIS-FOR/REV i 218MITOC-
FOR/REV, opisani u Martin-Hernandez i sar. (2007) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Prajmeri koris¢eni u svrhu molekularne identifikacije vrsta N. apis i

N. ceranae tokom duplex-PCR

Ocekivana
Prajmer Sekvenca (5'-3') osema tjant | velcina
vrsta gen produkta
(bp)
391 APIS-FOR GGGGGCATGTCTTTGACGTACTA
TGTA ' 16S
N. apis 321
301 APIS-REV GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAA RNK
) CAACTATG
218MITOC- | CGGCGACGATGTGATATGAAAA
o TATTAA N. ceranae 165 218-219
218MITOC- | CCCGGTCATTCTCAAACAAAAA rRNK
REV ACCG

Temperaturni rezim i PCR protokol za duplex PCR preuzet je iz radova
Martin-Hernandez i sar. (2007) i Stevanovic i sar. (2011). PCR amplifikacija
obavljena je u aparatima Mastercycler Personal (Eppendorf) i MultiGene
Gradient (Labnet International Inc.) u zapremini od 25 ul koja je sadrzala 1x
PCR-bufer A (Kapa Biosystems), 2,5 mM MgCl» (Kapa Biosystems), 0,2 mM od
svakog deoksinukleozid trifosfata (Qiagen), 0,5 uM od svakog prajmera (nos-
165-fw, nos-165-rv, Operon Biotechnologies, Inc., Huntsville, Al), 0.5 U Tag
polimeraze (Kapa Biosystems) i 5 ul DNK uzorka. PCR parameteri bili su
sledec¢i: inicijalna DNK denaturacija od 4 min na 95°C, 45 ciklusa od 1 min na
95°C, 1 min na 53°C i 1 min na 72°C, kao i zavrsni korak ekstenzije od 4 min na
72°C. Za svaki PCR, koris¢ena je pozitivna kontrola, DNK Nosema pozitivhog
uzorka (izolovana iz macerata abdomena pcela u kojima su i mikroskopski
detektovane spore) i negativna kontrola (ddH2O) paralelno sa uzorcima koje

ispitujemo.
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4.2.14. Elektroforeza dobijenih produkata i vizuelizacija pod UV

svetlosti

Zapremina od 4 pl svakog PCR produkta je pomesana sa 1.5 pl 6X DNA
Loading Dye (Thermoscientific, SAD) i podvrgnuta procesu horizontalne
elektroforeze na 2% agaroznom gelu. Horizontalna gel elektroforeza izvodena
je tokom vremenskog perioda od 40 minuta pri jacini struje od 50 V. Nakon
zavr$enog procesa elektroforeze, agarozni gel je obojen etidijum-bromidom. Za
vizuelizaciju rezultata koris¢en je UV transiluminator ,ETX-20.C* (Vilber -
Lourmat). Za odredivanje veli¢ine amplifikata koriséen je komercijalni marker

O’RangeRulerTM 50bp DNA (Thermo Scientific, SAD).

4.2.2. ISPITIVANJE PRISUSTVA PCELINJIH VIRUSA U UZORKOVANOM MATERIJALU

4.2.21. Priprema materijala za izolaciju virusne RNK

Svaki uzorak od 30 pcela je stavljen u pojedinac¢ne, sterilne, staklene
epruvete. U epruvete je dodato po 5 ml TBE (Tris/Borate/EDTA) pufera i
sadrzaj je homogenizovan uz pomo¢ sterilnih staklenih S$tapi¢a. Nakon
homogenizacije, 1 ml macerata je prebacivan u sterilne epruvete od 1.5 ml i

centrifugiran 15 minuta na 10000 g.

4.2.22. Izolacija virusne RNK

Zapremina od 140 pl supernatanta je koris¢ena kao materijal za izolaciju
virusne RNK. Izolacija RNK je vrSena pomocéu komercijalnog seta - ,ZR Viral
RNA Kit™” (Zymo Research, Orange, CA) u skladu sa wuputstvima
proizvodaca. Izolovana RNK je smestena na -80°C do postupka amplifikacije

primenom RT-PCR ili real-time RT-PCR.
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4.2.23. Amplifikacija virusne RNK primenom real-time RT-PCR

metode

Za amplifikaciju RNK svakog pojedina¢nog virusa koriséen je
komercijalni set ,Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit” (Qiagen, Valencia, CA).
UmnoZavanje je vréeno u jednom koraku, u kontinuiranoj reakciji se odigrava
prvo reverzna transkripcija, a zatim umnoZzavanje dela genoma ciljanog virusa.
Za umnozavanje dela genoma svakog pojedinacnog virusa koriséeni su
specifi¢ni parovi prajmera: DWV-F/R, ABPV-F/R i SBV-F/R (Chantawannakul
i sar., 2006) i CBPV-F/R (Blanchard i sar., 2007) (Tabela 2). Za potrebe
vizuelizacije umnoZenog dela genoma koris¢ene su Tagman® probe: DWV-T,
ABPV-T, SBV-T (Chantawannakul i sar., 2006) i CBPV-T (Blanchard i sar., 2007)
(Tabela 2). Svaka proba je na svom 5 kraju obeleZzena sa FAM fluorescentnom

bojom (zeleni fluorescentni signal), a na 3" kraju sa TAMRA “quencher” bojom.

Tabela 2 - Prajmeri i Tagman® probe koris¢eni u molekularnoj identifikaciji

RNK ispistivanih virusa primenom real-time RT-PCR tehnike

Prajmer/ Sekvenca (5’-3") Virus
Proba

DWV958F CCTGGACAAGGTCTCGGTAGAA virus
DWV971IR | ATTCAGGACCCCACCCAAAT defolr(rrflisa“ih
DWV9627T CATGCTCGAGGATTGGGTCGTCGT o
APV95F TCCTATATCGACGACGAAAGACAA virus akutne
APV159R GCGCTTTAATTCCATCCAATTGA paralize pcela
APV121T TTTCCCCGGACTTGAC
SBV311F AAGTTGGAGGCGCGYATTTG virus mesinastog
SBV380R CAAATGTCTTCTTACDAGAAGYAAGGATTG legla
SBV331T CGGAGTGGAAAGAT
CBPV1F CGCAAGTACGCCTTGATAAAGAAC virus hroni¢ne
CBPV2R ACTACTAGAAACTCGTCGCTTCG paralize pcela
CBPVT TCAAGAACGAGACCACCGCCAAGTTC

F - Forward prajmer, R - Reverse prajmer, T - proba
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Svaka real-time RT-PCR reakcija je izvedena u jednom koraku u
zapremini od 25 pl koja je sadrzala: 12.5 pl 2X Rotor-Gene Probe RT-PCR
Master Mix, 0.8 pM Forward prajmera, 0.8 pM Reverse prajmera, 0.4 uM probe,
0.25 pl Rotor-Gene RT Mix, 7.25 ul H>O i 2 pl RNK. Reakcije su izvedene na
real-time PCR aparatu , Rotor-Gene Q 5plex” (Qiagen, Valencia, CA). Za sve
traZzene viruse temperaturni i vremenski rezim se sastojao iz: reverzne
transkripcije (50°C, 15 minuta), inicijalne aktivacije enzima (95°C, 5 minuta) i 45
ciklusa denaturacije (95°C, 15 s), hibridizacije prajmera i proba (za DWV, ABPV
i CBPV na temperaturi od 50°C, 30 s; za SBV na temperaturi od 50°C, 30 s) i
elongacije DNK (72°C, 30 s). Vizuelizacija amplifikovanih produkata je
omogucena beleZzenjem nivoa fluorescencije u vidu specifi¢nih dijagrama uz
pomo¢ kompjuterskog softvera koji je obezbeden od strane proizvodaca

aparata.

4.2.3. SEKVENCIRANJE DELA VIRUSNOG GENOMA

U svrhu potvrde identifikacije virusne RNK pronadene u ispitivanim
uzorcima, kao i analize stepena sli¢nosti sa sekvencama virusa uskladistenih u
,GenBank” - genskoj bazi podataka
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/), izvrSeno je sekvenciranje delova
njihovih genoma.

Sekvenciranje genoma virusa je metod koji se koristi za odredivanje
redosleda nukleotidnih baza adenina, guanina, citozina i timina u molekulu
DNK. Postoji viSe razli¢itih pristupa sekvenciranju, pri ¢emu je za potrebe
sekvenciranja duzih fragmenata najpogodniji Sanger-ov pristup. Princip
Sangerove metode se zasniva na upotrebi dideoksinukleotid trifosfata
(ddNTPs) u cilju prekida DNK lanca. Svaki od ovih ddNTP-a je obelezen
drugom fluorescentnom bojom koje nakon ekscitacije emituju svetlost razlicite
talasne duzine. Posto im nedostaje -OH grupa na 3’ kraju, mogu se ugraditi u

DNK lanac, ali se posle njih ne mogu vezati drugi deoksinukleotidi, odnosno
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elongacija DNK lanca te¢i ¢e normalno sve dok se u njega ne ugradi neki od
dideoksinukleotida, kada se lanac zavrSava. Ovo ima za posledicu stvaranje
velikog broja lanaca DNK razli¢ite duzine. DNK lanci razli¢itih duzina
podvrgavaju se elektroforezi u specijalnom polimeru automatskog genetskog
analizatora. Laserski cita¢ detektuje intenzitet fluorescencije koju emituju
dideoksinukleotidi koji se nalaze na kraju lanca. Kada svi lanci DNK produ
kroz kapilaru i detektor ocita sve obelezene dideoksinukleotide, kompjuterski
program aparata vr$i uporedivanje i obradu svih podataka uz izradu
hromatograma na osnovu koga se odreduje redosled nukleotida u ispituju¢em

materijalu.

4.2.3.1. Amplifikacija nukleinskih kiselina izabranih virusa putem RT-

PCR tehnike

Nakon analize rezultata dobijenih putem real-time RT-PCR, izabrani su
uzorci koji ée biti podvrgnuti procesu sekvenciranja. Na osnovu izgleda
amplifikacionih kriva uzoraka kod kojih je potvrdeno prisustvo jednog ili vise
virusa, odabrano je 11 virusa ¢iji ¢e delovi genoma biti sekvencirani: 2 izolata
RNK ABPV, 2 izolata RNK CBPV, 3 izolata SBV i 8 izolata DWV.

Za potrebe sekvenciranja i filogenetske analize odabranih RNK izolata
virusa, bilo je potrebno izvrsiti RT-PCR reakcije uz upotrebu preporucenih
prajmera (Tabela 3) i protokola od strane ,Francuske agencije za bezbednost
hrane, zastitu zivotne sredine i bezbednost na radu” (ANSES, 2011). RT-PCR
produkti dobijeni uz pomo¢ preporucenih prajmera odlikuju se duzim
nukleotidnim sekvencama u poredenju sa real-time RT-PCR produktima. Duze
nukleotidne sekvence povecavaju tac¢nost identifikacije virusa nakon

sekvenciranja, ali i odredivanja stepena srodnosti sa drugim sekvencama

nakon filogenetskih analiza.
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Tabela 3 - Prajmeri korisé¢eni u RT-PCR reakciji koja je prethodila sekvenciranju

Prajmer Sekvenca (5'-3') Vrsta virusa Ocekivana
veli¢ina
produkta

(bp)

DWV 3 GGTCCGCGGCTAAGATTGTA virus deformisanih 420

DWV4 | CGGCTGTTTGATGGAAGAAGTT krila

ABPV 3 | CATATTGGCGAGCCACTATG virus akutne paralize 398

ABPV4 | CCACTTCCACACAACTATCG pcela

SBV1 ACCAACCGATTCCTCAGTAG virus mesinastog legla 467

SBV2 CCTTGGAACTCTGCTGTGTA

CBPV1-1 | TCAGACACCGAATCTGATTATTG | virus hroni¢ne paralize 570

CBPV1-2 | ACTACTAGAAACTCGTCGCTTCG plela

Svaka RT-PCR reakcija je izvedena u jednom koraku primenom
komercijalnog kita AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Applied Biosystems, SAD),
u zapremini od 25 pl na aparatu Multigene Gradient Thermal Cycler (Labnet
International Inc.). Protokol za izvodenje reakcije je bio sledeéi: 12.5 ul 2X RT-
PCR Buffer (pufera), 0.4 uM Forward prajmera, 0.4 uM Reverse prajmera, 1 pl
25X RT-PCR Enzyme Mix (mesavine enzima), 7 ul ddH>O i 2.5 pl RNK.
Temperaturni i vremenski rezim reakcije je bio sledeci: 50°C u trajanju od 10
minuta, 95°C u trajanju od 5 minuta, zatim 30 ciklusa od 30 sekundi na 94°C, 30
sekundi na 55°C i 45 sekundi na 72°C i na kraju zavrs$ni korak elongacije na
72°C u trajanju od 5 minuta.

Proizvodi RT-PCR reakcije su podvrgnuti procesu horizontalne
elektroforeze na 1% agaroznom gelu. Horizontalna gel elektroforeza izvodena
je tokom vremenskog perioda od 40 minuta pri jacini struje od 100 V. Nakon
zavr$enog procesa elektroforeze, agarozni gel je obojen etidijum-bromidom. Za
vizuelizaciju rezultata koris¢en je UV transiluminator ,ETX-20.C* (Vilber -
Lourmat). Za odredivanje veli¢ine amplifikata koris¢en je komercijalni marker

O’RangeRulerTM 50bp DNA (Thermo Scientific, SAD).
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4.2.3.2. Precis¢avanje PCR proizvoda iz gela radi sekvenciranja

Nakon vizuelizacije na agaroznom gelu, trake, odnosno proizvodi
veli¢ine koje korespondiraju traZzenim virusima, iseceni su iz gela. Iz iseenih
delova gela vrsena je ekstrakcija i preciséavanje dobijenog PCR proizvoda. Na
ovaj nacin se PCR proizvod oslobada neinkorporisanih nukleotida, etidijum
bromida i drugih nespecifi¢nih proizvoda reakcije koji mogu negativno uticati
na izvodenje metode sekvenciranja dela virusnog genoma. Postupak
prec¢iséavanja gela je vrSen pomocu seta QIAquck gel extraction (Qiagen,
Germany) po uputstvu proizvodaca. Na ovaj nacin je dobijeno od 45 do 48 ul
prec¢iséenog PCR proizvoda. Pre sekvenciranja u uzorcima je obavljena

kvantifikacija DNK metodom spektrofotometrije (Nanodrop, Germany) radi

izjednacavanja koncentracija.

4.2.3.3. Primena metode sekvenciranja za potvrdu identifikacije

nukleinskih kiselina virusa ¢ije je prisustvo potvrdeno u uzorcima pcela

Sekvenciranje dobijenih PCR proizvoda je izvrSeno po Sanger metodi uz
izvodenje kapilarne elektroforeze u automatskom genetskom analizatoru 3130
(3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD). Reakcija sekvenciranja je
vrSena primenom BigDye Terminator v3.1 seta (Applied Biosystems, SAD), po
sledecem protokolu: 4 pl Terminator Ready Reaction mix, 2 pl Sequencing
buffer, 1 pl F prajmera, 8 pl precis¢enog PCR proizvoda i 5 pl H20. Reakcija se
odvijala u termosajkleru AB 2720 na osnovu sledeceg temperaturnog i
vremenskog rezima: 96°C u trajanju od 1 minuta, zatim 25 ciklusa od 10

sekundi na 96°C, 5 sekundi na 50°C i 4 minuta na 60°C.

PreciS¢éavanje proizvoda sekvenciranja je izvrSeno primenom komercijalnih
kolona Centri Sept (Princenton, SAD) po uputstvu proizvodaca. Na ovaj nacin
se uklanjaju neinkorporisani dideoksinukleotidi i deoksinukleotidi koji mogu
izazvati odredene probleme tokom izvodenja elektroforeze u genetskom

analizatoru.
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Kapilarna elektroforeza u automatskom genetskom analizatoru 3130 pri ¢emu
su Cetiri kapilare duzine od 36 cm su postavljene na uredaj, a kao polimer je
koriséen POP-7 (Applied Biosystems, SAD). Uredaj je podeSen na RapidSeq
protokol za POP-7 polimer i kapilare duZzine od 36 cm.

4.2.34. Analiza rezultata sekvenciranja

Dobijene sekvence genoma DWYV, ABPV, SBV i CBPV su obradivane
koris¢enjem SeqScape programa (Applied Biosystems, SAD) i korigovane u

Chromas Lite programu (Technelysium Pty, Ltd, Australija).

Genotipizacija i filogenetska analiza DWV obavljena je koris¢enjem dela
poliprotein gena (Accession number GU109335.1) duZzine 420 nukleotida, od
pozicije 4245 do 4664. Za genotipizaciju i filogenetsku analizu ABPV koriscen je
deo kapsid-protein gena (Accession number AF486073.2) duzine 398
nukleotida, od pozicije 8102 do 8499. Kod SBV koriséen je deo poliprotein gena
(Accession number AF092924.1) duZzine 467 nukleotida, od pozicije 221 do 708,
dok je kod CBPV primenjen deo gena za RNK-zavisnu RNK polimerazu
(Accession number EU122229) duzine 570 nukleotida, od pozicije 1921 do 2490.

Poravnavanje sekvenci nukleotida, izrada filogenetskog stabla i
izra¢unavanje filogenetske distance je vrSeno koris¢enjem komjuterskog
programa MEGA 6 (Tamura i sar., 2013). Autenti¢nost dobijenih parcijalnih
nukleotidnih sekvenci svakog od ispitivanih virusa je potvrdena putem
~BLAST* pretrage (eng. Basic Local Alignment Tool)
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) genske baze podataka (GenBank).
Nakon pretrage, izvrSena je statisticka provera genetske sli¢nosti dobijenih
nukleotidnih sekvenci virusa pcela poreklom iz Srbije i relevantnih sekvenci
virusa koje se nalaze u genskoj bazi podataka. Najpre je izvrSeno sravnjivanje
nukleotidnih sekvenci primenom ClustalW algoritma. Nakon toga, izvrSena je
filogenetska analiza primenom Maximum Parsimony i Neighbor-Joining

algoritama.
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4.3. Statisticka obrada rezultata

Normalnost raspodele je testirana matematickim i grafickim metodama
(koeficijent varijacije, mere oblika raspodele, Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-
Wilk testovi, histogram). Za deskripciju podataka koris¢eni su aritmeticka
sredina i standardna devijacija (normalno raspodeljeni), kao i medijana i opseg
(podaci koji ne podlezu normalnoj raspodeli). Ucestalosti su prikazivane kao

apsolutne i relativne frekvencije izraZene u procentima.

Za poredenje dve grupe korisceni su studentov t-test, kao i Man-Whitney
U test u zavisnosti od distribucije podataka. Za poredenje vise od dve grupe
koriséeni su ANOVA (kao parametarska metoda) sa Tuckey PostHoc metodom,
kao i Kruskal-Wallis (kao neparametarska alternativa) koga je pratio Mann-
Whitney za analizu parova. Za poredenje ucestalosti koris¢eni su Pearsonov hi-
kvadrat test, FiSerov test ta¢ne verovatnoce, a tamo gde zbog velikog broja
kategorija i malih ucestalosti nije bilo adekvatno primeniti predhodna dva
navedena testa, izvdena je Monte Carlo simulacija sa 95% intervalom poverenja

na 1000 uzoraka.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. PRISUSTVO I ZASTUPLJENOST UZROCNIKA
MIKROSPORIDIJALNIH INFEKCIJA U UZORCIMA PCELA

Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika mikrosporidijalnih infekcija pcela u
uzorkovanom materijalu ispitivano je mikroskopskim pregledom macerata
abdomena pcela, na osnovu uputstva koje propisuje OIE (2008, 2013). Na
osnovu mikroskopskog pregleda moguce je izvrsiti determinaciju
mikrosporidija samo do roda Nosema, dok se determinacija vrste vrsi primenom
molekularnih metoda. Pozitivan nalaz podrazumeva prisustvo jedne i vise
spora mikrosporidija roda Nosema u ispitujuéem maceratu. Nakon
mikroskopskog pregleda 150 uzoraka pcela, prisustvo spora je utvrdeno u 108
uzoraka, $to ¢ini 72 % ukupno obradenih uzoraka (Grafikon 1). Odsustvo spora

je zabeleZeno u 42 uzorka, $to ¢ini 28 % svih obradenih uzoraka.

Grafikon 1 - Rezultati mikroskopske analize prisustva spora mikrosporidija

vrste Nosema u uzorcima pcela poreklom iz Srbije (n=150)

28%

72%

O Nosema pozitivni uzorci

O Nosema negativni uzorci
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Regionalna distribucija uzoraka u kojima je mikroskopskim pregledom

utvrdeno prisustvo spora je prikazana u Tabeli 4 i Grafikonu 2.

Tabela 4 - Zastupljenost uzoraka iz severne, istocne, juzne, zapadne i centralne

Srbije u kojima je mikroskopskim pregledom utvrdeno prisustvo spora

mikrosporidija iz roda Nosema

Region
Spore Severna | Isto¢na | JuZzna | Zapadna | Centralna .
P
mikrosporidija Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
n 37 15 16 17 23
Prisutne
% 84,1 60 76,2 56,7 76,7
0,062t
n 7 10 5 13 7
Odsutne
% 15,9 40 23,8 43,3 23,3

%

“za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Grafikon 2 - Regionalna distribucija uzoraka u kojima je mikroskopskim

pregledom utvrdeno prisustvo ili odsustvo spora mikrosporidija vrste Nosema
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Mikroskopskim pregledom ispitujuc¢eg materijala, prisustvo spora je zabelezeno
u 37 uzoraka poreklom iz severne Srbije, Sto ¢ini 84,1 % svih obradenih uzoraka
poreklom iz ovog regiona. U isto¢noj Srbiji prisustvo spora je utvrdeno u 15
uzoraka, sto predstavlja 60 % obradenih uzoraka iz ovog regiona. Na prisustvo
spora u juznoj Srbiji pozitivno je bilo 16 uzoraka, $to ¢ini 76,2 % obradenih
uzoraka iz ovog regiona. U zapadnoj Srbiji prisustvo spora je utvrdeno u 17
uzoraka, Sto predstavlja 56,7 % obradenih uzoraka ovog regiona. Prisustvo
spora u centralnoj Srbiji je zabeleZeno u 23 uzorka, Sto ¢ini 76,7 % obradenih
uzoraka ovog regiona. Primenom ¥? testa nije utvrdeno prisustvo statisticke

znacajnosti u regionalnoj distribuciji Noserma mikrosporidija.

Nakon mikroskopskog pregleda, svi ispitivani uzorci péela su, bez obzira
na prisustvo spora mikrosporidija, analizirani primenom molekularnih metoda
(Slika 6). Rezultati PCR analiza (Grafikon 3, Tabela 5) pokazuju prisustvo
mikrosporidijalne DNK u 132 uzorka, odnosno u 88 % ukupno analiziranih

uzoraka.

Grafikon 3 - Rezultati PCR analize prisustva DNK mikrosporidije N. ceranae u

uzorcima pcela poreklom iz Srbije (n=150)

O Nosema ceranae pozitivni uzorci

O Nosema ceranae negativni uzorci

12%

88%
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KI+K2+ M

500 bp

N. apis
32l bp—p
218bp—*

N caranae 200 bp

Slika 6 - Prikaz dobijenih rezultata PCR analize prisustva DNK mikrosporidija roda
Nosema u uzorcima u kojima nije zabeleZeno prisustvo spora nakon mikroskopskog
pregleda. M - Ladder; 1 - 12 - uzorci kojima je detektovana DNK N. ceranae; K1+ -
pozitivna kontrola DNK N. apis; K2+ - pozitivha kontrola DNK N. ceranae.

Tabela 5 - Uporedni prikaz rezultata ispitivanja prisustva mikrosporidija roda
Nosema u uzorcima pcela poreklom iz Srbije izvrSenih mikroskopskim

pregledom (prisustvo spora) i PCR analizama (prisustvo DNK)

Prisustvo spora/ DNK Odsustvo spora/ DNK
mikrosporidija roda mikrosporidija roda
Metoda
Nosema Nosema

broj % broj %
Mikroskopski

108 72 42 28
pregled n=150

PCR
132 88 18 12
n=150

Rezultati poredenja dve pomenute metode pokazuju da je u 24 uzorka u kojima
mikroskopskim pregledom nije utvrdeno prisustvo spora, utvrdeno prisustvo
DNK mikrosporidija roda Nosema. Upotrebom dupleks PCR tehnike analizirani
su prisustvo i zastupljenost N. apis i N. ceranae u uzorcima pcela poreklom iz

Srbije. Od ukupnog broja Nosema pozitivnih uzoraka, prisustvo DNK N. ceranae
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je zabeleZeno u 100 % Nosema pozitivnih uzoraka, dok prisustvo DNK N. apis

nije utvrdeno ni u jednom ispitivanom uzorku (Tabela 6).

Tabela 6 - Rezultati prisustva i zastupljenosti mikrosporidija vrste N. apis i N.

ceranae u uzorcima pcela poreklom iz Srbije nakon izvrSene dupleks PCR

analize
Ukupan Nosema pozitivni N. ceranae pozitivni N. apis pozitivni
broj uzorci uzorci uzorci
uzoraka broj % broj % broj %
150 132 88 132 100 0 0

Regionalna distribucija uzoraka u kojima je tehnikom PCR utvrdeno

prisustvo DNK N. ceranae je prikazana u Tabeli 7 i Grafikonu 4.

Tabela 7 - Zastupljenost uzoraka iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne

Srbije u kojima je primenom tehnike PCR utvrdeno prisustvo DNK N. ceranae

Region
Severna | Isto¢na | JuZzna | Zapadna | Centralna
DNK N. ceranae p
Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
n 42 23 18 25 27
Prisutna
% | 955 92 85,7 83,3 90
0,712
n 2 2 3 5 3
Odsutna
% 4,5 8 14,3 16,7 10

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Prisustvo DNK N. ceranae je zabelezeno u 95,5 % svih obradenih uzoraka
poreklom iz iz severne Srbije. U isto¢noj Srbiji prisustvo DNK N. ceranae je

utvrdeno u 92 % obradenih uzoraka iz ovog regiona. Na prisustvo DNK N.
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ceranae u juznoj Srbiji pozitivno je bilo 85,7 % obradenih uzoraka iz ovog
regiona. U zapadnoj Srbiji DNK N. ceranae je utvrdena u 83,3 % obradenih
uzoraka ovog regiona. DNK N. ceranae u centralnoj Srbiji je zabeleZena u 90 %
obradenih uzoraka ovog regiona. Primenom x2 testa nije utvrdeno prisustvo

statisticke znacajnosti u regionalnoj distribuciji DNK N. ceranae.

Grafikon 4 - Regionalna distribucija uzoraka u kojima je primenom tehnike

PCR utvrdeno prisustvo ili odsustvo DNK N. ceranae
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Uzimajuéi u obzir kriterijum jacine pcelinjeg drustva, distribucija

uzoraka u kojima je mikroskopskim pregledom utvrdeno prisustvo spora je

prikazana u Tabeli 8 i Grafikonu 5.
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Tabela 8 - Zastupljenost uzoraka poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih
pcelinjih drustava u kojima je mikroskopskim pregledom utvrdeno prisustvo

spora mikrosporidija iz roda Nosema

Jacina pcelinjeg drustva
Jako drustvo | Srednje jako | Slabo drustvo
Spore mikrosporidija P
n=59 drustvo n=59
n=32
n 45 23 40
Prisutne
% 76,3 71,9 67,8
0,591%
n 14 9 19
Odsutne
% 23,7 28,1 32,2

“za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Prisustvo spora je zabeleZeno u 45 uzoraka poreklom iz jakih, 23 uzorka iz
srednje jakih i 40 uzoraka iz slabih pcelinjih drustava. Primenom x? testa nije
utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u uticaju jacine pcelinjeg drustva na
pojavu Nosema mikrosporidija.

Grafikon 5 - Distribucija uzoraka u jakim, srednje jakim i slabim pcelinjim
drstvima u kojima je mikroskopskim pregledom utvrdeno prisustvo ili

odsustvo spora mikrosporidija vrste Noserma
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Distribucija uzoraka pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih
pcelinjih drustava u kojima je PCR analizama utvrdeno prisustvo DNK N.

ceranae je prikazana u Tabeli 9 i Grafikonu 6.

Tabela 9 - Zastupljenost uzoraka poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih

pcelinjih drustava u kojima je primenom tehnike PCR utvrdeno prisustvo DNK

N. ceranae
Jacina pcelinjeg drustva
Jako drustvo | Srednje jako | Slabo drustvo
DNK N. ceranae p
n=59 drustvo n=59
n=32

n 55 28 49
Prisutna

% 93,2 87,5 83,1

0,053

n 4 4 10
Odsutna

% 6,8 12,5 16,9

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Primenom tehnike PCR, prisustvo DNK N. ceranae je zabeleZzeno u 93,2 % jakih
drustava. U srednje jakim drustvima DNK N. ceranae je potvrdena u 87,5 %
uzoraka. Na prisustvo DNK N. ceranae u slabim drustvima, pozitivno je bilo
83,1 % svih slabih dru$tava. Primenom yx? testa nije utvrdeno prisustvo
statisticke znacajnosti u uticaju jacine pcelinjeg drustva na prisustvo DNK N.

ceranae.
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Grafikon 6 - Distribucija uzoraka u jakim, srednje jakim i slabim pcelinjim
drstvima u kojima je primenom tehnike PCR utvrdeno prisustvo ili odsustvo

DNK N. ceranae
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Poredenjem vrednosti prose¢nog broja spora po pceli primenom

Kurskal-Wallis testa (Tabela 10), za uzorke koji poticu iz severne, juzne, isto¢ne,

zapadne i centralne Srbije utvrdena je statisticka znac¢ajnost na nivou p<0,001.

Tabela 10 - Prosecan broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela poreklom iz severne, istocne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Broj spora po pceli Kurskal-Wallis
Region P
Med (min-max) test

Severna Srbija 750.000 (0-1.900.000)
Juzna Srbija 100.000 (0-17.500.000)

Isto¢na Srbija 50.000 (0-53.000.000) 20,853 <0,001
Zapadna Srbija 50.000 (0-51.500.000)
Centralna Srbija 200.000 (0-17.800.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05
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Testiranjem sume rangova primenom Mann-Whitney testa, utvrdena je
statisticki znacajna razlika (p=0,048) u prose¢nom broju spora po pceli medu
uzorcima iz severne i isto¢ne Srbije (Tabela 11), statisticki veoma znacajna
razlika (p<0,001) izmedu uzoraka iz severne i zapadne Srbije (Tabela 11),
statisticki znacajna razlika (p=0,022) izmedu uzoraka iz juzne i zapadne Srbije
(Tabela 13), i statisticki znacajna razlika (p=0,002) izmedu uzoraka iz zapadne i
centralne Srbije (Tabela 14). U ostalim poredenjima uzoraka koji pripadaju
razli¢itim regionima, nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u prose¢nom

broju spora po pceli (Tabele 11,121 13).

Tabela 11 - Prosec¢an broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela iz severne Srbije u odnosu na ostale regione

Broj spora po pceli Mann-
Region p
Med (min-max) Whitney test
Severna Srbija 750.000 (0-1.900.000)
347,000 0,105
Juzna Srbija 100.000 (0-17.500.000)
Severna Srbija 750.000 (0-1.900.000)
393,000 0,048
Isto¢na Srbija 50.000 (0-53.000.000)
Severna Srbija 750.000 (0-1.900.000)
256,500 <0,001
Zapadna Srbija 50.000 (0-51.500.000)
Severna Srbija 750.000 (0-1.900.000)
507,000 0,091
Centralna Srbija 200.000 (0-17.800.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05
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Tabela 12 - Prosec¢an broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela iz isto¢ne Srbije u odnosu na ostale regione

Broj spora po pceli Mann-
Region p
Med (min-max) Whitney test
Isto¢na Srbija 50.000 (0-53.000.000)
235,500 0,543
Juzna Srbija 100.000 (0-17.500.000)
Isto¢na Srbija 50.000 (0-53.000.000)
296,000 0,162
Zapadna Srbija 50.000 (0-51.500.000)
Isto¢na Srbija 50.000 (0-53.000.000)
330,500 0,444

Centralna Srbija

200.000 (0-17.800.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05

Tabela 13 - Prosec¢an broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela iz juzne Srbije u odnosu na ostale regione

Broj spora po pceli Mann-
Region p
Med (min-max) Whitney test

Juzna Srbija 100.000 (0-17.500.000)

199,000 0,022
Zapadna Srbija 50.000 (0-51.500.000)
Juzna Srbija 100.000 (0-17.500.000)

304,500 0,839

Centralna Srbija

200.000 (0-17.800.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05

Tabela 14 - Prosecan broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela iz zapadne Srbije u odnosu na ostale regione

Broj spora po pceli Mann-
Region p
Med (min-max) Whitney test
Zapadna Srbija 50.000 (0-51.500.000)
247,500 0,002

Centralna Srbija

200.000 (0-17.800.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05
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Poredenjem vrednosti prosecnog broja spora po pceli primenom
Kurskal-Wallis testa (Tabela 15), za uzorke koji poti¢u iz jakih, srednje jakih i
slabih pcelinjih drustava, nije utvrdena statisticka znacajnost. Daljim
testiranjem sume rangova primenom Mann-Whitney testa (Tabela 16), takode

nije utvrdena statisticka znac¢ajnost u prose¢nom broju spora po pceli.

Tabela 15 - Prosec¢an broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae u uzorcima

pcela poreklom iz jakih, srednje jakih ili slabih drustava

Jac¢ina
Broj spora po pceli Kurskal-Wallis
pcelinjeg P
Med (min-max) test

drustva

Jako 100.000 (0-17.800.000)
Srednje jako 150.000 (0-53.000.000) 1,523 0,467

Slabo 100.000 (0-19.000.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05

Tabela 16 - Poredenje prose¢nog broj spora mikrosporidije vrste Nosema ceranae

u uzorcima pcela poreklom iz jakih, srednje jakih ili slabih drustava

Jac¢ina
Broj spora po pceli Mann-Whitney
pcelinjeg P
Med (min-max) test
drustva
Jako 100.000 (0-17.800.000) 903,000 0,730
Srednje jako 150.000 (0-53.000.000)
Jako 100.000 (0-17.800.000) 1550,500 0,299
Slabo 100.000 (0-19.000.000)
Srednje jako 150.000 (0-53.000.000) 825,000 0,315
Slabo 100.000 (0-19.000.000)

“za nivo znacajnosti a<0,05
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5.2. PRISUSTVO I ZASTUPLJENOST UZROCNIKA VIRUSNIH INFEKCIJA
U UZORCIMA PCELA

Prisustvo i zastupljenost DWV, ABPV, SBV i CBPV u uzorkovanom
materijalu poreklom iz pcelinjih drustava u kojima klini¢kim pregledom nisu
zabeleZeni simptomi virusnih infekcija, ispitivano je upotrebom real-time RT-
PCR metode bazirane na ,TagMan” probama. Rezultati prisustva virusa pcela
na teritoriji Srbije pokazuju da je prisustvo RNK sva fetiri pomenuta virusa
utvrdeno u ispituju¢im uzorcima pcela (Slika 7). Prisustvo RNK péelinjih virusa
je utvrdeno u 131 uzorku, sto ¢ini 87,33 % svih obradenih uzoraka. Odsustvo
nukleinskih kiselina virusa pcela je zabeleZzeno u 19 pcelinjih drustava (12,67
%). Zastupljenost ispitivanih virusa na teritoriji Srbije se moze videti iz
Grafikona 7. Zastupljenost DWV je zabelezena u 111 uzoraka, odnosno u 74 %
ispitivanih uzoraka. ABPV pokazuje prisustvo u 74 uzorka, odnosno u 49,3 %
ispitivanih uzoraka. RNK SBV je utvrdena u 36 uzoraka, odnosno u 24 %
ispitivanih uzoraka. U 10 uzoraka, odnosno u 6,7 % ukupno ispitivanih uzoraka

utvrdeno je prisustvo RNK CBPV.
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Grafikon 7 - Zastupljenost ispitivanih virusa u uzorcima pcela iz Srbije
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Slika 7 - Amplifikacione krive real-time RT-PCR bazirane na TagMan probama koje

pokazuju prisustvo nukleinskih kiselina virusa deformisanih krila, virusa akutne

paralize pcela, virusa mesinastog legla i virusa hroni¢ne paralize pcela u ispitujuéim

uzorcima pcela. DWV - virus deformisanih krila; ABPV - virus akutne paralize pcela;

SBV - virus mes$inastog legla; CBPV - virus hroni¢ne paralize pcela
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5.2.1. Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika virusnih infekcija u uzorcima pcela

poreklom iz severne, istocne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Zastupljenost ispitivanih virusa u pcelinjim drustvima poreklom iz severne,

isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije je prikazana na Slici 8.
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Slika 8 - Procentualna zastupljenost virusa deformisanih krila, virusa akutne paralize

pcela, virusa mesinastog legla i virusa hroni¢ne paralize pcela kod pécelinjih drustava
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Distribucija virusa deformisanih krila u uzorcima pcela poreklom iz

severne, istocne, juzne, zapadne i centralne Srbije je prikazana u Tabeli 17.

Tabela 17 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u uzorcima pcela poreklom

iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Vrsta virusa p’
Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
Virus odsutno | n 13 5 6 10 5
deformisanih n=39 % 29,5 20 28,6 33.3 16,7
0,554
krila prisutno | n 31 20 15 20 25
n=150 n=111 | % | 70,5 80 71,4 66,7 83,3

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Posmatrano po regionima, DWYV je najzastupljeniji u pcelinjacima centralne

Srbije (83,3 %) a najmanje zastupljen u severnoj Srbiji (70,5 %). Upotrebom x?

testa utvrdeno je da ne postoji statisticka znacajnost u regionalnoj distribuciji

ovog virusa.
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Distribucija ABPV u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne,
zapadne i centralne Srbije je prikazana u Tabeli 18.
Tabela 18 - Zastupljenost virusa akutne paralize pcela u uzorcima pcela

poreklom iz severne, isto¢ne, juZzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | JuZna | Zapadna | Centralna
Vrsta virusa p*
Srbija Srbija | Srbija Srbija Srbija
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
Virus odsutno | n 14 11 10 16 25
akutne n=76 % 31,8 44 47,6 53.3 83,3
paralize n 30 14 11 14 5 0,001t
prisutno
pcela
n=74 % 68,2 56 52,4 46,7 16,7
n=150

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Virus akutne paralize pcela je najprisutniji u pcelinjacima severne (68,2 %), a
najmanje zastupljen u pcelinjacima centralne Srbije (16,7 %). Primenom x? testa
utvrdeno je prisustvo statisti¢cke znacajnosti (p=0,001) u regionalnoj distribuciji
ovog virusa.

Distribucija SBV u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne,
zapadne i centralne Srbije je prikazana u Tabeli 19.
Tabela 19 - Zastupljenost virusa mesinastog legla u uzorcima pcela poreklom iz

severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Vrsta virusa p’
Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
Virus odsutno | n 20 24 18 23 29
mesinastog | n=114 | % 45,5 96 85,7 76,7 96,7
<0,001t
legla prisutno | n 24 1 3 7 1
n=150 n=36 | % 54,5 4 14.3 23,3 3,3

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test
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Virus mes$inastog legla je najzastupljeniji u uzorcima pcela poreklom iz severne
Srbije (54,5 %), dok je njegovo prisustvo najrede u uzorcima pcela poreklom iz
centralne Srbije (3,3 %). Primenom x? testa utvrdeno je prisustvo statisticke
znacajnosti (p<0,001) u regionalnoj distribuciji ovog virusa.

Distribucija CBPV u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne,
zapadne i centralne Srbije je prikazana u Tabeli 20.
Tabela 20 - Zastupljenost virusa hroni¢ne paralize péela u uzorcima pcela

poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Vrsta virusa p’

Srbija Srbija | Srbija Srbija Srbija

n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
Virus odsutno n 44 22 17 28 29
hroniéne | n=140 | % [ 100 88 81 93,3 96,7
paralize ' o 0 3 1 5 1 0,030
N prisutno
pcela
=150 n=10 % 0 12 19 6,7 3,3

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Virus hroni¢ne paralize pcela je najprisutniji u pcelinjacima juzne Srbije (19 %),
dok u uzorcima iz severne Srbije njegovo prisustvo nije zabeleZeno (0 %).
Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i
nemogucnosti saZzimanja susednih kategorija, utvrdeno je prisustvo statisticke

znacajnosti (p=0,030) u regionalnoj distribuciji ovog virusa.

U Tabeli 21 se moze videti zastupljenost virusnih infekcija pcéela u
uzorcima poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije, bez

obzira na vrstu virusa utvrdenog u ispituju¢em materijalu.
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Tabela 21 - Zastupljenost ispitujucih virusa pcela u uzorcima pcela poreklom iz

severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Prisustvo virusa P
Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
Bilo koji | odsutno | N 1 2 5 8 3
od n=19 9% | 23 8 238 | 267 10
ispitivanih 0,010-
. . n 43 23 16 22 27
virusa prisutno
n=150 | P18l 1% | 977 92 762 | 733 90

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Virusne infekcije su najzastupljenije u severnoj (97,7 %), a najmanje zastupljene

u zapadnoj Srbiji. Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog

malih ucestalosti i nemogucnosti sazimanja susednih kategorija, utvrdeno je

prisustvo statisticke znacajnosti (p=0,010) u rasprostranjenosti virusnih infekcija

pcela u odnosu na pomenute regione Srbije.

5.2.2. Prisustvo i zastupljenost meSovitih virusnih infekcija u uzorcima pcela

poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Distribucija meSovitih virusnih infekcija sa dva virusa u uzorcima pcela

poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije u kojima je kao

uzrocnik prisutan virus deformisanih krila, prikazana je u Tabeli 22.
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Tabela 22 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitim infekcijama sa

virusom akutne paralize pcela ili virusom mesSinastog legla ili virusom hroni¢ne

paralize pcela u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i

centralne Srbije

Region
Vrsta virusa Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna .
Srbija Srbija | Srbija Srbija Srbija P
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
Virus n| 30 14 13 21 26
deformisanih | ©dsutno
krila n=104 1o | 680 56 61,9 70 86,7
+
0,141
Virus akutne n 14 11 8 9 4 t
paralize prisutno
pcela n=46 | o | 318 44 38,1 30 13,3
n=150
Virus n| 39 2% 20 27 29
deformisanih | ©dsutno
krila n=139 1o | g6 % | 952 9 9,7
+
0,633
Virus n 5 1 1 3 1
mesinastog | Prisutno
legla N T T 4 438 10 3,3
n=150
Virus n| 44 2 19 29 30
deformisanih | ©dsutno
krila n=144 1o | 00 8 | 905 | 967 100
+
Virus n 0 3 2 1 0 0,075a
hroni¢ne prisutno
paralize n=6 .
péela % | 0 12 9,5 3,3 0
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Kombinacija DWV i ABPV se, kao najcesca, javila u 44 % uzoraka poreklom iz

isto¢ne Srbije, dok je najmanja ucestalost ove kombinacije zabeleZena u 13,3 %

uzoraka poreklom iz centralne Srbije. Primenom x? testa nije zabeleZena

statisticka znacajnost u pojavi ove kombinacije virusa izmedu posmatranih
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regiona. DWV zajedno sa SBV se najc¢e$¢e pojavljivao u uzorcima poreklom iz
severne Srbije (11,4 %), dok je ova kombinacija virusa bila najmanje ucestala u
uzorcima poreklom iz centralne Srbije (3,3 %). DWV u kombinaciji sa CBPV se
najcesce pojavljivao u uzorcima poreklom iz isto¢ne Srbije, dok ova kombinacija
virusa nije pronadena u uzorcima poreklom iz severne i centralne Srbije (0 %).
Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i
nemogucnosti sazimanja susednih kategorija, nije utvrdeno prisustvo statisticke
znacajnosti u regionalnoj distribuciji pomenute dve kombinacije virusa.
Distribucija mesovitih virusnih infekcija sa dva virusa u uzorcima pcela
poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije u kojima je kao

uzrocnik prisutan ABPV, prikazana je u Tabeli 23.

Tabela 23 - Zastupljenost virusa akutne paralize pcela u mesovitim infekcijama
sa virusom meS$inastog legla ili virusom hroni¢ne paralize pcela u uzorcima

pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Vrsta virusa Severna | Isto¢na | JuZzna | Zapadna | Centralna .
Srbija Srbija | Srbija | Srbija Srbija P
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
dsut n 34 25 20 30 30
Virus akutne | ° 5111;910
paralize pcela e % 77,3 100 95,2 100 100
+
Virus 10 0 1 0 0 <0.0012
meSinastog . n
prisutno
legla =11
n=150 % | 227 0 48 0 0
44 25 21 30 30
Virus akutne | odsutno |
paralize pcela n=150
. % 100 100 100 100 100
#
Virus hroni¢ne
0 0 0 0 0
paralize péela | prisutno "
=150 =0
" " %| o 0 0 0 0

*za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; aMonte Carlo simulacija; *Nije moguce utvrditi

statisticku znacajnost
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Pored ve¢ pomenute kombinacije ABPV i DWV (Tabela 23), ABPV se u
kombinaciji sa SBV naj¢esce javljao u uzrocima poreklom iz severne Srbije (22,7
%), dok prisustvo ove kombinacije virusa nije zabeleZeno u uzorcima poreklom
iz istocne, zapadne i centralne Srbije (0 %). Primenom x? testa, uz upotrebu
Monte Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i nemoguénosti saZzimanja
susednih kategorija, utvrdeno je prisustvo statisticke znacajnosti (p<0,001) u
regionalnoj distribuciji ove kombinacije virusa. ABPV u kombinaciji sa CBPV
nije zabeleZen ni u jednom ispituju¢em uzorku. CBPV u kombinaciji sa SBV,
takode nije utvrden ni u jednom ispituju¢em uzorku (Tabela 24).

Tabela 24 - Zastupljenost virusa hroni¢ne paralize pcela u mesovitoj infekciji sa
virusom mes$inastog legla u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne,

zapadne i centralne Srbije

Region
Vrsta virusa Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna | P’
Srbija Srbija Srbija Srbija Srbija
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
Virus n| 44 25 21 30 30
hroni¢ne odsutno
paralize n=150
péela % 100 100 100 100 100
+ #
Virus ‘ n 0 0 0 0 0
mesinastog | prisutno
legla n=0 o 0 0 0 . .
n=150 7

*za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; aMonte Carlo simulacija; *Nije moguce utvrditi

statisticku znacajnost
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Tabela 25 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitoj infekciji sa
virusom akutne paralize pcela i virusom mesinastog legla u uzorcima pcela

poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Vrsta virusa p’
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Srbija | Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
Virus
deformisanih n 36 25 20 27 30
krila odsutno
+ n=138
Virus akutne % | 818 100 95,2 90 100
parvahze 0,030:
pcela
+ n 8 0 1 3 0
Virus prisutno
meSinastog n=12
legla % | 18,2 0 4,8 10 0
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Mesovite virusne infekcije u kojima je utvrdeno prisustvo virusa DWV, ABPV i
SBV (Tabela 25) su zabeleZene u 18,2 % uzoraka poreklom iz severne Srbije, dok
se pomenuta kombinacija tri virusa nije mogla utvrditi u uzorcima poreklom iz
isto¢ne i zapadne Srbije (0 %). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo
simulacije zbog malih ucestalosti i nemoguc¢nosti sazimanja susednih kategorija,
utvrdeno je prisustvo statisti¢cke znacajnosti (p=0,030) u regionalnoj distribuciji

ove kombinacije virusa.
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Tabela 26 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitoj infekciji sa
virusom akutne paralize pcela i virusom hroni¢ne paralize pcela u uzorcima

pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Region
Vrsta virusa Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna p
Srbija Srbija | Srbija Srbija Srbija
n=44 n=25 | n=21 n=30 n=30
Virus
deformisanih n 44 25 19 29 30
Kkrila odsutno
+ n=147
Virus akutne % 100 100 90,5 96,7 100
paralize pcela 0,053~
N n| 0 0 2 1 0
Vlr.uvs prisutno
hroni¢ne n=3
paralize pcela % 0 0 9,5 3,3 0
n=150

*za nivo znacajnosti a<0,05; 1x2 test; aMonte Carlo simulacija

Kombinacija DWV - ABPV - CBPV (Tabela 26) je utvrdena samo u uzorcima
poreklom iz juzne (9,5 %) i zapadne Srbije (3,3 %). Primenom x? testa, uz
upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i nemogucénosti
sazimanja susednih kategorija, nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u

regionalnoj distribuciji ove kombinacije virusa.

Istovremeno prisustvo sva Cetiri ispitujuca virusa (Tabela 27) je utvrdeno
samo u 1 uzorku pcela poreklom iz juzne Srbije (4,8 % od broja uzoraka iz juzne
Srbije). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih
ucestalosti i nemogudénosti sazimanja susednih kategorija, nije utvrdeno
prisustvo statisticke znacajnosti u regionalnoj distribuciji ove kombinacije

virusa.
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Tabela 27 - Zastupljenost mesovitih infekcija sa virusom deformisanih krila,

virusom akutne paralize pcela, virusom mesinastog legla i virusom hroni¢ne

paralize pcela u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i

centralne Srbije

Region
Severna | Isto¢na | Juzna | Zapadna | Centralna
Vrsta virusa P
Srbija Srbija | Srbija | Srbija Srbija
n=44 n=25 n=21 n=30 n=30
virus
deformisanih n 44 25 20 30 30
krila
odsutno
+
n=149
virus akutne
paralize pela % 100 100 95,2 100 100
+
0,1172
virus
meSinastog n 0 0 1 0 0
legla
prisutno
+
n=1
virus hroni¢ne
paralize pcela % 0 0 48 0 0
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

5.2.3. Prisustvo i zastupljenost uzroc¢nika virusnih infekcija u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava

Zastupljenost ispitivanih virusa na u odnosu na ja¢inu pcelinjeg drustva se

moze videti iz Grafikona 8.
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Grafikon 8 - Procentualna zastupljenost ispitivanih virusa u jakim, srednje
jakim i slabim pcelinjim drustvima
m virus deformisanih krila m virus akutne paralize pcela

m virus meSinastog legla m virus hroni¢ne paralize pcela
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Tabela 28 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u uzorcima pcela poreklom

iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva
Jako Srednje Slabo
Vrsta virusa P
n=59 jako n=59
n=32
Virus odsutno | n 13 10 16
deformisanih n=39 % 22 31,2 27,1
0,613
krila prisutno | n 46 22 43
n=150 n=111 % 78 68,8 72,9

“za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Zastupljenost DWV (Tabela 28) je bila najveca (46 uzoraka, 78 %) u jakim
drustvima, a najmanja u srednje jakim drustvima (22 uzorka, 68,8 % srednje
jakih drustava). Statistickom obradom rezultata (y?> test) nije utvrdeno
prisustvo statisticke znacajnosti u pojavi ovog virusa u odnosu na jac¢inu

pcelinjeg drustva.
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Tabela 29 - Zastupljenost virusa akutne paralize pcela u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva

Jako Srednje Slabo
Vrsta virusa p
n=59 jako n=59
n=32
odsutno | n 30 12 34
Virus akutne
n=76 % 50,8 37,5 57,6
paralize pcela 0,186t
prisutno | n 29 20 25
n=150
n=74 % 49,2 62,5 42,4

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Virus akutne paralize pcela (Tabela 29) je najcesce detektovan u srednje jakim

drustvima (20 uzoraka, 62,5 % srednje jakih drustava), a najrede u slabim

drustvima (25 uzoraka, 42,4 % slabih drustava). Statistickom obradom rezultata

(x? test) nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u pojavi ovog virusa u

odnosu na jac¢inu pcelinjeg drustva.

Tabela 30 - Zastupljenost virusa mesinastog legla u uzorcima pcela poreklom iz

jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva

Jako Srednje Slabo
Vrsta virusa p
n=59 jako n=59
n=32
Virus odsutno | n 46 24 44
mesinastog n=114 % 78 75 74,6
0,901t
legla prisutno | n 13 8 15
n=150 n=36 % 22 25 254

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test
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Virus meS$inastog legla (Tabela 30) je najucestaliji u slabim drustvima (15
uzoraka, 25,4 % slabih drustava), a najmanje ucestao u jakim drustvima (13
uzoraka, 22 % jakih drustava). Statistickom obradom rezultata (x> test) nije
utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u pojavi ovog virusa u odnosu na

jacinu pcelinjeg drustva.

Tabela 31 - Zastupljenost virusa hroni¢ne paralize péela u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva
Jako Srednje Slabo
Vrsta virusa p
n=59 jako n=59
n=32
Virus odsutno | n 57 29 54
hroni¢ne n=140 % 96,6 90,6 91,5
0,426t
paralize pcela | prisutno | n 2 3 5
n=150 n=10 % 3,4 9,4 8,5

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Infekcija sa CBPV (Tabela 31) je najfrekventnija kod srednje jakih drustava (3
uzorka, 9,4 % srednje jakih drustava), a najmanje frekventna kod jakih drustava
(2 uzorka, 3,4 % jakih drustava). Statistickom obradom rezultata (x> test) nije
utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u pojavi ovog virusa u odnosu na

ja¢inu pcelinjeg drustva.
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Tabela 32 - Zastupljenost ispitujucih virusa pcela u uzorcima pcela poreklom iz

jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva

Jako Srednje Slabo
Prisustvo virusa p
n=59 jako n=59
n=32
Bilo kojiod | odsutno | n 7 4 8
ispitivanih n=131 % 11,9 12,5 13,6
0,962t
virusa prisutno| n 52 28 51
n=150 n=19 % 88,1 87,5 86,4

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

Ucestalost pojave bilo kog od ispitivanih virusa (Tabela 32) je najvisa kod jakih

drustava (52 uzorka, 88,1 % jakih drustava), a najniza kod slabih drustava (51

uzorak, 86,4 % slabih drustava). Statistickom obradom rezultata (x? test) nije

utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u pojavi bilo kojeg ispitivanog virusa

u odnosu na ja¢inu pcelinjeg drustva.

5.2.4. Prisustvo i zastupljenost meSovitih virusnih infekcija u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava

Distribucija mesovitih virusnih infekcija sa dva virusa u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava u kojima je kao

uzrocnik prisutan DWYV, prikazana je u Tabeli 33.
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Tabela 33 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitim infekcijama sa
virusom akutne paralize pcela ili virusom meSinastog legla ili virusom hroni¢ne

paralize pcéela u uzorcima pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih

drustava
Jacina drustva
Srednje
Vrsta virusa Jako Slabo p
jako
n=59 n=59
n=32
Virus deformisanih krila | odsutno | n 39 20 45
+ n=104 % 66,1 62,5 76,3
Virus akutne paralize n 20 12 14 0,3162
prisutno
pcela
n=46 % 33,9 37,5 23,7
n=150
Virus deformisanih krila | odsutno | n 53 31 55
+ n=139 % 89,8 96,9 93,2
0,532a
Virus meSinastog legla | prisutno | n 6 1 4
n=150 n=11 % 10,2 3,1 6,8
Virus deformisanih krila | odsutno | n 57 30 57
+ n=144 % 96,6 93,8 96,6
Virus hroni¢ne paralize n 7 7 7 0,765a
5 prisutno
pcela
n=6 % 3,4 6,2 3,4
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test; 2Monte Carlo simulacija

Kombinacija DWV i ABPV se kao najcesc¢a javila u 37,5 % uzoraka poreklom iz
srednje jakih drustava, dok je najmanja ucestalost ove kombinacije zabeleZena u
23,7 % uzoraka poreklom iz slabih drustava. Primenom x? testa nije zabeleZena
statisticka znacajnost u pojavi ove kombinacije virusa izmedu posmatranih
regiona. DWV zajedno sa SBV se najc¢es¢e pojavljivao u uzorcima poreklom iz
jakih drustava (10,2 %), dok je ova kombinacija virusa bila najmanje ucestala u
uzorcima poreklom iz srednje jakih drustava (3,1 %). DWV u kombinaciji sa

CBPV se najcesce pojavljivao u uzorcima poreklom iz srednje jakih drustava, za
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razliku od jakih i slabih drustava gde je zabeleZena ista ucestalost pojave ove
kombinacije virusa (3,4 %). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo
simulacije zbog malih ucestalosti i nemoguc¢nosti sazimanja susednih kategorija,
nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u distribuciji pomenute dve

kombinacije virusa u odnosu na jac¢inu drustva.

Distribucija mesovitih virusnih infekcija sa dva virusa u uzorcima pcela
poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava u kojima je kao
uzrocnik prisutan ABPV, prikazana je u Tabeli 34.

Tabela 34 - Zastupljenost virusa akutne paralize pcela u mesovitim infekcijama

sa virusom mes$inastog legla ili virusom hroni¢ne paralize pcéela u uzorcima

pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva
Srednje
Vrsta virusa Jako Slabo p
jako
n=59 n=59
n=32
Virus akutne paralize odsutno | ™ 57 27 55
peela n=139 % | 966 | 844 | 932
+ 0,111a
Virus mesinastog legla | prisutno | ™ 2 5 4
n=150 e ¥ 15,6 68
Virus akutne paralize odsatno | D 59 32 59
pcela
. n=150 1o | 100 100 100
h 1 i
Virus hroni¢ne paralize
P prisutno n 0 0 0
pcela
n=150 n0 e 0 0 0

‘za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; @aMonte Carlo simulacija; #*Nije moguce

utvrditi statisticku znacajnost
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Pored ve¢ pomenute kombinacije ABPV i DWV (Tabela 33), ABPV se u

kombinaciji sa SBV najcesc¢e javljao u uzrocima poreklom iz srednje jakih

drustava (15,6 %), dok je prisustvo ove kombinacije virusa najrede beleZeno u

jakim drustvima (3,4 %). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo

simulacije zbog malih ucestalosti i nemoguc¢nosti sazimanja susednih kategorija,

nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u distribuciji ove kombinacije

virusa u odnosu na jac¢inu drustva. ABPV u kombinaciji sa CBPV nije zabelezen

ni u jednom ispitujuéem uzorku. CBPV u kombinaciji sa SBV, takode nije

utvrden ni u jednom ispituju¢em uzorku (Tabela 35).

Tabela 35 - Zastupljenost virusa hronic¢ne paralize pcela u mesovitoj infekciji sa

virusom mesinastog legla u uzorcima pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i

slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva
Srednje
Vrsta virusa Jako Slabo p
jako
n=59 n=59
n=32
Virus hroni¢ne paralize odsutno | n 59 32 59
pcela n=150 | % 100 100 100
+ ' n 0 0 0 #
prisutno
Virus mes$inastog legla
n=0 % 0 0 0
n=150
‘za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; @aMonte Carlo simulacija; #*Nije moguce

utvrditi statisticku znacajnost
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Tabela 36 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitoj infekciji sa

virusom akutne paralize pcela i virusom mesinastog legla u uzorcima pcela

poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva

Srednje
Vrsta virusa Jako Slabo p
jako
n=59 n=59
n=32
Virus deformisanih krila | qqsutno | 55 28 55
+ =
n=138
. , % 93,2 87,5 93,2
Virus akutne paralize pcela
0,707a
+
, n 4 4 4
Virus mesinastog legla | Prisutno
= =12
n=150 " % | 68 125 68

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Mesovite virusne infekcije u kojima je utvrdeno prisustvo DWV, ABPV i SBV

(Tabela 36) su zabeleZene u 12,5 % uzoraka poreklom iz srednje jakih drustava,

dok se pomenuta kombinacija tri virusa javila u 6,8 % uzoraka poreklom iz

jakih i slabih drustava. Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije

zbog malih ucestalosti i nemogucnosti sazimanja susednih kategorija, nije

utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u distribuciji ove kombinacije virusa

u odnosu na ja¢inu drustva.
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Tabela 37 - Zastupljenost virusa deformisanih krila u mesovitoj infekciji sa

virusom akutne paralize pcela i virusom hroni¢ne paralize pcela u uzorcima

pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih drustava

Jacina pcelinjeg drustva

Srednje
Vrsta virusa Jako ) Slabo P
jako
n=59 n=59
n=32
Virus deformisanih krila n 59 3 56
N odsutno
Virus akutne paralize n=147 % 100 100 94,9
pcela
. n 0 0 3 0,1237
Virus hroni¢ne paralize prisutno
pcela n=3 % 0 0 51
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Kombinacija DWV - ABPV - CBPV (Tabela 37) je utvrdena samo u 5,1 %

uzoraka poreklom iz slabih drustava. Primenom x? testa, uz upotrebu Monte

Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i nemogucénosti sazimanja susednih

kategorija, nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u distribuciji ove

kombinacije virusa u odnosu na ja¢inu drustva.
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Tabela 38 - Zastupljenost mesovitih infekcija sa virusom deformisanih krila,
virusom akutne paralize pcela, virusom mesinastog legla i virusom hroni¢ne

paralize pcéela u uzorcima pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih

drustava
Jacina pcelinjeg drustva P
Srednje
Vrsta virusa Jako Slabo
jako
n=59 n=59
n=32
virus deformisanih krila
n 59 32 58
+ odsutno
virus akutne paralize n=149
% 100 100 98,3
pcela
+ 1,0002
n 0 0 1
virus mesinastog legla
prisutno
+
n=1
virus hroni¢ne paralize % 0 0 1,7
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Istovremeno prisustvo sva Cetiri ispitujuca virusa (Tabela 38) je utvrdeno samo
u 1 uzorku pcela poreklom iz slabih drustava (1 % od broja uzoraka iz slabih
drustava). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih
ucestalosti i nemogudénosti sazimanja susednih kategorija, nije utvrdeno
prisustvo statisticke znacajnosti u regionalnoj distribuciji ove kombinacije

virusa.
5.2.5. Uticaj jacine pcelinjeg drustva na intenzitet virusne infekcije

Intenzitet infekcije izazvane sa DWV, ABPV, SBV i CBPV je iskazan kroz
visinu Ct (eng. cycle treshold) vrednosti, odnosno broj ciklusa u kome signal
fluorescencije, tokom real time RT-PCR prelazi liniju praga detekcije. Visina Ct

vrednosti je pokazatelj koji je obrnuto proporcionalan koli¢ini detektovane
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virusne RNK u svakom ispitujuéem uzorku. Drugim re¢ima, sto je Ct vrednost
niza, odnosno, $to je broj ciklusa u kome fluorescencija prelazi prag detekcije
nizi, to je koli¢ina detektovane virusne RNK u uzorku veca. Veca koli¢ina
virusne RNK ukazuje na veéu opterecenost citavog drustva detektovanim

virusom/virusima u ispituju¢em uzorku.

Tabela 39 - Rezultati testiranja uticaja jacine drustva na visinu Ct vrednosti

identifikovanog virusa deformisanih krila u uzorcima pcela

Jacina Ct vrednost
Vrsta virusa ANOVA P
drustva X#5d
Jako 32,17+4,69
Virus deformisanih
Srednje jako 31,26+5,45 0,230 0,795
krila
Slabo 31,7245,83

“za nivo znacajnosti a<0,05

Posmatrajué¢i prose¢nu visinu Ct vrednosti za DWV (Tabela 39), u jakim
drustvima u kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa prosecna Ct
vrednost je iznosila 32,1744,69, u srednje jakim drustvima 31,26+5,45, dok se u
slabim drustvima zadrZzala na 31,72+5,83. Primenom ANOVA testa, utvrdeno je
da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim drustvima, a u
kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa, ne postoji statisticki znacajna

razlika (p=0,795) u visini Ct vrednosti.

Tabela 40 - Rezultati testiranja uticaja jac¢ine drustva na visinu Ct vrednosti

identifikovanog virusa akutne paralize pcela u uzorcima pcela

Jacina Ct vrednost
Vrsta virusa ANOVA P
drustva X£5d
Jako 29,76+4,21
Virus akutne paralize
Srednje jako 31,55+4,43 1,095 0,340
pcela
Slabo 29,8245,31

“za nivo znacajnosti a<0,05
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Posmatrajué¢i prose¢nu visinu Ct vrednosti za ABPV (Tabela 40) u jakim
drustvima u kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa prosec¢na Ct
vrednost je iznosila 29,76+4,21, u srednje jakim drustvima 31,55+4,43, dok se u
slabim drustvima zadrZzala na 29,82+5,31. Primenom ANOVA testa, utvrdeno je
da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim drustvima, a u
kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa, ne postoji statisticki znac¢ajna

razlika (p=0,340) u visini Ct vrednosti.

Tabela 41 - Rezultati testiranja uticaja jacine drustva na visinu Ct vrednosti

identifikovanog virusa mesinastog legla u uzorcima pcela

Jacina Ct vrednost
Vrsta virusa ANOVA P
drustva X#5d
Jako 30,67+7,68
Virus mes$inastog legla Srednje jako 32,37+2,26 1,278 0,292
Slabo 33,97+4,14

“za nivo znacajnosti a<0,05

Posmatraju¢i prose¢nu visinu Ct vrednosti za SBV (Tabela 41), u jakim
drustvima u kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa prosecna Ct
vrednost je iznosila 30,67+7,68, u srednje jakim drustvima 32,37+2,26, dok se u
slabim drustvima zadrZzala na 33,97+4,14. Primenom ANOVA testa, utvrdeno je
da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim drustvima, a u
kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa, ne postoji statisticki znac¢ajna

razlika (p=0,292) u visini Ct vrednosti.
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Tabela 42 - Rezultati testiranja uticaja jacine drustva na visinu Ct vrednosti

identifikovanog virusa hroni¢ne paralize péela u uzorcima pcela

Jacina Ct vrednost
Vrsta virusa ANOVA P
drustva X£5d
Jako 31,26+1,09
Virus hroni¢ne paralize
Srednje jako 29,45+2,49 0,319 0,737
pcela
Slabo 28,16+5,92

“za nivo znacajnosti a<0,05

Posmatrajué¢i prose¢nu visinu Ct vrednosti za CBPV (Tabela 42), u jakim
drustvima u kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa prosecna Ct
vrednost je iznosila 31,2611,09, u srednje jakim drustvima 29,45+2,49, dok se u
slabim drustvima zadrZzala na 28,16+5,92. Primenom ANOVA testa, utvrdeno je
da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim drustvima, a u
kojima je utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa, ne postoji statisticki znac¢ajna
razlika (p=0,737) u visini Ct vrednosti.

Rezultati testiranja po rangovima primenom Post Hoc Tukey HSD testa (Tabele
43 - 46), pokazuju odsustvo statisticki znacajne razlike u visini prosecne Ct
vrednosti za sve ispitujuce viruse prilikom poredenja pozitivnih uzoraka iz
jakih i srednje jakih, jakih i slabih, i srednje jakih i slabih drustava.

Tabela 43 - Rezultati testiranja po rangovima uticaja jac¢ine drustva na visinu Ct

vrednosti identifikovanog virusa deformisanih krila u uzorcima pcela

Ct vrednost
Vrsta virusa Jacina drustva p’
X*S5d
Jako 32,17+4,69
0,786¥
Srednje jako 31,26+5,45
Virus deformisanih | Jako 32,17+4,69
0,918¥
krila Slabo 31,72+5,83
Srednje jako 31,26+5,45
0,940¥%
Slabo 31,72+5,83

"za nivo znacajnosti a<0,05; ¥ Post Hoc Tukey HSD
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Tabela 44 - Rezultati testiranja po rangovima uticaja jac¢ine drustva na visinu Ct

vrednosti identifikovanog virusa akutne paralize pcela u uzorcima pcela

Ct vrednost
Vrsta virusa Jacina drustva p’
X£Sd
Jako 29,76+4,21
0,371¥
Srednje jako 31,55+4,43
Virus akutne paralize | Jako 29,76+4,21
0,999¥
pcela Slabo 29,82+5,31
Srednje jako 31,55+4,43
0,411¥
Slabo 29,8245,31

"za nivo znacajnosti a<0,05; ¥ Post Hoc Tukey HSD

Tabela 45 - Rezultati testiranja po rangovima uticaja jac¢ine drustva na visinu Ct

vrednosti identifikovanog virusa mesinastog legla u uzorcima pcela

Vrsta virusa Ct vrednost
Jacina drustva P
X+Sd

Virus mesinastog | Jako 30,67+7,68
0,769

legla Srednje jako 32,37+2,26

Jako 30,67+7,68
0,261

Slabo 33,97+4,14

Srednje jako 32,37+2,26
0,781

Slabo 33,97+4,14

"za nivo znacajnosti a<0,05; ¥ Post Hoc Tukey HSD
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Tabela 46- Rezultati testiranja po rangovima uticaja jac¢ine drustva na visinu Ct

vrednosti identifikovanog virusa hroni¢ne paralize pcela u uzorcima pcela

Vrsta virusa Ct vrednost
Jacina drustva P
X+Sd
Virus hronic¢ne Jako 31,26+1,09
0,926
paralize pcela Srednje jako 29,45+2,49
Jako 31,26+1,09
0,721
Slabo 28,16+5,92
Srednje jako 29,4512 ,49
0,781
Slabo 28,16+5,92

"za nivo znacajnosti a<0,05; ¥ Post Hoc Tukey HSD

5.2.6. Uticaj jacine pcelinjeg drustva na odnos visine Ct vrednosti virus

deformisanih krila / virus akutne paralize pcela u mesSovitim infekcijama

Ispitivanje uticaja jacine pcelinjeg drustva na odnos DWV i ABPV u uzorcima u
kojima je utvrdeno istovremeno prisustvo ova dva virusa izvrSeno je kroz
poredenje koli¢nika njihovih Ct vrednosti (Tabela 47). Prose¢na vrednost za
koli¢nik Ct vrednosti za ovu kombinaciju virusa kod jakih drustava je iznoslia
1,04£0,15, kod srednje jakih 1,03+£0,20, dok je kod slabih drustava zabeleZena
vrednost 1,04£0,20. Primenom ANOVA testiranja, nije utvrdeno postojanje
statisticke znacajnosti (p=0,994) u prosecnoj vrednosti za koli¢nik Ct vrednosti

ova dva virusa izmedu jakih, srednje jakih i slabih drustava.
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Tabela 47 - Rezultati testiranja uticaja ja¢ine drustva na odnos visine Ct
vrednosti virusa deformisanih krila i virusa akutne paralize pc¢ela u uzorcima

pcela u kojima je identifikovan ovaj tip meSovite infekcije

Koli¢nik
Odnos Ct vrednosti
Jacina drustva Ct vrednosti ANOVA P
virusa
X+S5d
Virus deformisanih krila Jako 1,04+0,15
/ Srednje jako 1,03+0,20
0,006 0,994
Virus akutne paralize

Slabo 1,04+0,20

pcela

“za nivo znacajnosti a<0,05

Tabela 48 - Rezultati testiranja po rangovima uticaja ja¢ine drustva na odnos
visine Ct vrednosti virusa deformisanih krila i virusa akutne paralize pcela u

uzorcima pcela u kojima je identifikovan ovaj tip mesovite infekcije

Vrsta virusa Koli¢nik Ct vrednosti
Jacina drustva P
X+Sd

Virus deformisanih | Jako 1,04+0,15
0,997¥%

krila Srednje jako 1,03+0,20

/ Jako 1,04+0,15
. 0,999¥%

Virus akutne Slabo 1,0440,20

paralize pcela Srednje jako 1,03+0,20
0,993¥%

Slabo 1,04+0,20

"za nivo znacajnosti a<0,05; ¥ Post Hoc Tukey HSD

Rezultati testiranja po rangovima primenom Post Hoc Tukey HSD testa (Tabela
48), pokazuju odsustvo statisticki znacajne razlike u prose¢noj vrednosti za
koli¢nik Ct vrednosti DWV /ABPV izmedu uzoraka iz jakih i srednje jakih, jakih

i slabih, i srednje jakih i slabih drustava.
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5.2.7. Uticaj jacine pcelinjeg drustva na odnos visine Ct vrednosti virus

deformisanih krila / virus meSinastog legla u mesovitim infekcijama

Ispitivanje uticaja jac¢ine pcelinjeg drustva na odnos DWV i SBV u uzorcima u
kojima je utvrdeno istovremeno prisustvo ova dva virusa izvrSeno je kroz

poredenje koli¢nika njihovih Ct vrednosti (Tabela 49).

Tabela 49 - Rezultati testiranja uticaja jacine drustva na odnos visine Ct
vrednosti virusa deformisanih krila i virusa me$inastog legla u uzorcima pcela

u kojima je identifikovan ovaj tip meSovite infekcije

Odnos Ct vrednosti Koli¢nik Ct
Kurskal-Wallis
virusa Jacina drustva vrednosti )
test
Med (min-max)
Virus deformisanih Jako 1,12 (0,94-2,48)
krila Srednje jako 1,02 (0,55-1,10)
y 4,744 0,093
Slabo 0,99 (0,74-1,28)
Virus mes$inastog legla

“za nivo znacajnosti a<0,05

Medijana za koli¢nik Ct vrednosti za ovu kombinaciju virusa kod jakih
drustava je iznoslia 1,12, kod srednje jakih 1,02, dok je kod slabih drustava
zabeleZzena vrednost 0,99. Primenom Kurskal-Wallis testa, nije utvrdeno
postojanje statisticke znacajnosti (p=0,093) u vrednosti medijana za koli¢nik Ct

vrednosti ova dva virusa izmedu jakih, srednje jakih i slabih drustava.
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Tabela 50 - Rezultati testiranja po rangovima uticaja ja¢ine drustva na odnos
visine Ct vrednosti virusa deformisanih krila i virusa meS$inastog legla u

uzorcima pcela u kojima je identifikovan ovaj tip mesovite infekcije

Odnos Ct vrednosti Koli¢nik Ct
Jac¢ina Mann-
virusa vrednosti P
drustva Whitney test
Med (min-max)
Jako 1,12 (0,94-2,48)
Virus deformisanih 8,000 0,090
Srednje jako 1,02 (0,55-1,10)
krila
Jako 1,12 (0,94-2,48)
/ 19,000 0,062
Slabo 0,99 (0,74-1,28)
Virus mesinastog
Srednje jako 1,02 (0,55-1,10)
legla 16,000 1,000
Slabo 0,99 (0,74-1,28)

“za nivo znacajnosti a<0,05

Rezultati testiranja po rangovima primenom Mann-Whitney testa (Tabela 50),
pokazuju odsustvo statisticki znacajne razlike u vrednosti medijane za koli¢nik
Ct vrednosti DWV/SBV izmedu uzoraka iz jakih i srednje jakih, jakih i slabih, i

srednje jakih i slabih drustava.

5.3. PRISUSTVO I ZASTUPLJENOST MESOVITIH
(MIKROSPORIDIJALNO-VIRUSNIH) INFEKCIJA U UZORCIMA PCELA

Najcesce identifikovani pojedina¢ni virus u mesSovitim (mikrosporidijalno-
virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije (Grafikon 9, Tabela 51) je DWV sa
uces¢em od 77,14 %. Za njim slede SBV sa 11,13 %, ABPV sa 8,57 %, dok
najmanju frekvencu pojavljivanja u mesovitim infekcijama belezi CBPV sa 2,86

%.
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Grafikon 9 - Najced¢e identifikovani pojedina¢ni virusi u meSovitim

(mikrosporidijalno-virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije

m Virus deformisanih krila m Virus akutne paralize pcela

m Virus hronitne paralize pcela m Virus mesinastog legla

Tabela 51 - Najcesce identifikovani pojedinacni virusi u meSovitim

(mikrosporidijalno-virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije

Tip virusa n %
Virus deformisanih krila 27 77,14
Virus mesinastog legla 4 11,43
Virus akutne paralize pcela 3 8,57
Virus hroni¢ne paralize pcela 1 2,86

Najcesce identifikovana kombinacija virusa u mesovitim (mikrosporidijalno-

virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije (Tabela 52) je DWV + ABPV sa uceS¢em

103



od 48,33 %. Zatim slede kombinacije: ABPV + SBV sa 15 %, DWV + ABPV +
CBPV i DWV + ABPV + SBV sa po 10 %, DWV + SBV sa 8,33 %, DWV + CBPV
sa 6,67 %, dok najmanju frekvencu pojavljivanja u meSovitim infekcijama beleZi

kombinacija sva ¢etiri ispitivana virusa sa 1,67 %.

Tabela 52 - Najces¢e identifikovane kombinacije virusa u meSovitim

(mikrosporidijalno-virusnim) infekcijama na teritoriji Srbije

Kombinacija virusa n %

Virus deformisanih krila
+ 29 48,33

Virus akutne paralize pcela

Virus akutne paralize pcela
+ 9 15,0

Virus mes$inastog legla

Virus deformisanih krila

+

Virus akutne paralize pcela 6 10,0

+

Virus hroni¢ne paralize pcela

Virus deformisanih krila

+

Virus akutne paralize pcela 6 10,0

+

Virus mes$inastog legla

Virus deformisanih krila
+ 5 8,33

Virus mes$inastog legla

Virus deformisanih krila
+ 4 6,67

Virus hroni¢ne paralize pcela

Sva 4 ispitivana virusa 1 1,67
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5.3.1. Prisustvo i zastupljenost meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih)
infekcija u uzorcima pcela poreklom iz severne, istocne, juzne, zapadne i

centralne Srbije

Distribucija uzoraka poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i
centralne Srbije u kojima je utvrdeno prisustvo mesovite (mikrosporidijalno-
virusne), samo virusne i samo mikrosporidijalne infekcije, kao i odsustvo

infekcije, prikazana je u Tabeli 53.

Tabela 53 - Zastupljenost meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih), samo
virusnih i samo mikrosporidijalnih infekcija u uzorcima pcela poreklom iz

severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije

Tip infekcije, n (%)
1 vrsta Vise vrsta 1 vrsta
Bez Samo
Region virusa + virusa + virusa bez p’
infekcije N. ceranae
N. ceranae | N. ceranae N. ceranae
n % n % n % n % n %
Severna Srbija
0 0 9 |1205| 33 | 75 1 2.3 1 2.3
n=44
Juzna Srbija
2 9.5 2 95 | 14 (667 | 3 |143| O 0
n=21
Isto¢na Srbija
1 4 5 20 | 15 | 60 1 4 3 12
n=25
<0,001~
Zapadna Srbija
2 67 | 4 | 133 | 17 | 5.7 | 6 20 1 3.3
n=30
Centralna Srbija
0 0 15 | 50 5 | 167 | 3 10 7 1233
n=30
Ukupno
5 33 | 35 | 233 | 8 | 56 | 14 | 93 | 12 8
n=150

“za nivo znacajnosti a<0,05; tx? test; 2Monte Carlo simulacija

Uzorci u kojima nije zabeleZzeno prisustvo nukleinskih kiselina ispitivanih

uzrocnika bolesti bili su najzastupljeniji u juznoj Srbiji sa 9,5 %. Nasuprot tome,
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u severnoj i zapadnoj Srbiji nije zabeleZen ni jedan uzorak slobodan od
ispitivanih mikrosporidija i virusa. MeSovita infekcija sa jednom vrstom virusa i
N. ceranae je najfrekventnija u uzorcima iz centralne Srbije (50 %), a najmanje
prisutna u uzorcima iz zapadne Srbije (13,3 %). Uzorci u kojima je utvrdeno
istovremeno prisustvo viSe vrsta virusa i N. ceranae su najc¢esée poticali iz
drustava severne Srbije (75 %), a najmanje iz centralne Srbije (16,7 %). Prisustvo
samo N. ceranae je najces¢e detektovano u zapadnoj Srbiji (20 %), a najmanje u
severnoj Srbiji (2,3 %). Infekcija izazvana samo jednom vrstom virusa je najcesce
belezena u centralnoj Srbiji (23,3 %), a najrede u severnoj Srbiji (2,3 %).
Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo simulacije zbog malih ucestalosti i
nemogucnosti saZzimanja susednih kategorija, utvrdeno je prisustvo statisticke

znacajnosti (p<0,001) u regionalnoj distribuciji mesovitih infekcija.

Uporedni prikaz zastupljenosti meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih)
infekcija sa jednom i viSe vrsta virusa prikazana je u Tabeli 54. Uzorci u kojima
je zabeleZeno istovremeno prisustvo jedne vrste virusa i N. ceranae su najcesce
poticali iz drustava centralne Srbije (75 %), dok je prisustvo vise od jedne vrste
virusa zajedno sa N. ceranae naj¢esée detektovano u uzorcima juzne Srbije (87,5
%). Posmatrajuc¢i ukupan broj uzoraka sa pojedina¢nom i sloZenom virusnom
infekcijom u okviru mesovite infekcije, u znatno vise uzoraka je zabeleZeno
prisustvo vise vrsta virusa (70,6 %), nego jedne vrste virusa (29,4 %). Primenom
X? testa, utvrdeno je prisustvo statisti¢ki znacajne razlike (p<0,001) u regionalnoj

distribuciji mesovitih infekcija sa jednom i viSe vrsta virusa.
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Tabela 54 - Zastupljenost mesovitih infekcija u kojima je identifikovana jedna

ili viSe vrsta virusa u uzorcima pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne,

zapadne i centralne Srbije

Tip infekcije, n (%)

1 vrsta virusa +

VisSe vrsta virusa +

Region
8 N. ceranae N. ceranae P
n % n %
Severna Srbija
9 21,4 33 78,6
n=42
Juzna Srbija
2 12,5 14 87,5
n=16
Isto¢na Srbija
5 25 15 75
n=20
<0,001t
Zapadna Srbija
4 19 17 81
n=21
Centralna Srbija
15 75 5 25
n=20
Ukupno
35 29,4 84 70,6
n=119

"za nivo znacajnosti a<0,05; 1x? test

5.3.2. Prisustvo i

zastupljenost mesovitih (mikrosporidijalno-virusnih)

infekcija u uzorcima pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih

drustava

Distribucija uzoraka poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava

u kojima je utvrdeno prisustvo mesovite (mikrosporidijalno-virusne), samo

virusne i samo mikrosporidijalne infekcije, kao i odsustvo infekcije, prikazana je

u Tabeli 55.
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Tabela 55 - Zastupljenost meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih), samo
virusnih i samo mikrosporidijalnih infekcija u uzorcima pcela poreklom iz

jakih, srednje jakih i slabih drustava

Tip infekcije, n (%)

1 vrsta
Jac¢ina 1 vrsta Vise vrsta
Bez Samo virusa +
pcelinjeg virusa + | virusa + P
infekcije N. ceranae | odsustvo
drustva N. ceranae | N. ceranae
N. ceranae
n % n % n % n % n %
Jako
2 34 | 14 | 23.7| 34 |57.7| 5 8.5 4 6.8
n=59
Srednje jako
1 3.1 4 |125| 21 | 656 3 9.4 3 9.4
n=32
0,902a
Slabo
2 34 | 17 [ 288 29 (491 6 |102| 5 8.5
n=59
Ukupno
5 33| 35 |233|104 | 56 | 14 | 93 | 12 8
n=150

"za nivo znacajnosti a<0,05; 2aMonte Carlo simulacija

Uzorci u kojima nije zabeleZzeno prisustvo nukleinskih kiselina ispitivanih
uzro¢nika bolesti imali su istu ucestalost pojavljivanja u jakim i slabim
drustavima (3,4 %), dok je u srednje jakim drusStvima ona iznosila 3,1 %.
Mesovita infekcija sa jednom vrstom virusa i N. ceranae je najfrekventnija u
uzorcima iz slabih drustava (28,8 %), a najmanje prisutna u srednje jakim
uzorcima (12,5 %). Uzorci u kojima je utvrdeno istovremeno prisustvo vise
vrsta i virusa i N. ceranae su najcesce poticali iz srednje jakih (65,6 %), a najmanje
iz slabih drustava (49,1 %). Prisustvo samo N. ceranae je najces¢e detektovano u
slabim (10,2 %), a najmanje u jakim drustvima (8,5 %). Infekcija izazvana samo
jednom vrstom virusa je najcesce belezena u srednje jakim (9,4 %), a najrede u
jakim drustvima (6,8 %). Primenom x? testa, uz upotrebu Monte Carlo

simulacije zbog malih ucestalosti i nemoguc¢nosti sazimanja susednih kategorija,
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nije utvrdeno prisustvo statisticki znacajnog uticaja jacine pcelinjeg drustva na
pojavu i karakter mesovitih infekcija.

Uporedni prikaz zastupljenosti meSovitih (mikrosporidijalno-virusnih)
infekcija sa jednom i viSe vrsta virusa prikazana je u Tabeli 56.

Tabela 56 - Zastupljenost mesovitih infekcija u kojima je identifikovana jedna

ili viSe vrsta virusa kod jakih, srednje jakih i slabih drustava

Tip infekcije, n (%)
1 vrsta virusa + VisSe vrsta virusa +
Jacina pcelinjeg drustva P
N. ceranae N. ceranae
n % n %
Jako drustvo
14 29,2 34 70,8
n=46
Srednje jako
4 16 21 84
n=25
0,180
Slabo
17 37 29 63,3
n=48
Ukupno
35 294 84 70,6
n=119

“za nivo znacajnosti a<0,05

Uzorci u kojima je zabeleZeno istovremeno prisustvo jedne vrste virusa i N.
ceranae su najcescée poticali iz jakih drustava (29,2 %), dok je prisustvo vise od
jedne vrste virusa zajedno sa N. ceranae najc¢es¢e detektovano u uzorcima
poreklom iz srednje jakih drustava (84 %). Posmatrajuci ukupan broj uzoraka sa
pojedina¢nom i slozenom virusnom infekcijom u okviru mesovite infekcije, u
znatno viSe uzoraka je zabeleZeno prisustvo viSe vrsta virusa (70,6 %), nego
jedne vrste virusa (29,4 %). Primenom x? testa, nije utvrdeno prisustvo
statisticki znacajnog uticaja jac¢ine pcelinjeg drustva na pojavu mesSovitih

infekcija sa jednom i viSe vrsta virusa.
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5.4. GENETSKA IDENTIFIKACIJA I FILOGENETSKA ANALIZA
VIRUSA PCELA IZ SRBIJE

Nakon potvrde prisustva RNK virusa deformisanih krila, virusa akutne
paralize pcela, virusa mesinastog legla i virusa hroni¢ne paralize pcela u
uzorcima pcela poreklom iz Srbije primenom real-time RT-PCR analiza,
izvrSeno je umnozavanje parcijalnih nukleotidnih sekvenci odabranih izolata.
Za sekvenciranje je odabrano 9 RNK izolata pozitivnih na prisustvo RNK DWV,
2 RNK izolata pozitivna na prisustvo RNK ABPV, 2 RNK izolata pozitivha na
prisustvo RNK CBPV i 3 RNK izolata pozitivna na prisustvo RNK SBV.

Filogenetska analiza 9 RNK izolata DWV iz Srbije se zasnivala na
poredenju parcijalne nukleotidne sekvence poliprotein gena dugacke 420
baznih parova sa sekvencama deponovanim u genskoj bazi. ,BLAST”
pretragom je potvrdena sli¢nost od 98 - 99 % sa sekvencama ovog virusa iz
genske baze. Nakon molekularne identifikacije, prijavljene su sekvence 8 RNK
izolata i nakon provere deponovane u gensku bazi podataka pod slede¢im
oznakama:

e Serbia D1 - KM001902

e Serbia D2 - KM001903

e Serbia D3 - KM001904

e Serbia D4 - KM001905

e Serbia D6 - KM001906

e Serbia D7 - KM001907

e Serbia D8 - KM001908

e Serbia D9 - KM001909
Primenom kompjuterskog programa MEGA 6 i Maximum Likelihood analize
sekvenci, utvrdena je genetska sli¢nost sekvenci iz Srbije sa sekvencama DWV
iz Evrope i Azije (Grafikon 9). Kao spoljasnja grupa za uporedivanje uzete su
sekvence Varroa-destructor virusa (VDV) deponovane u genskoj bazi pod

oznakama AY251269 i JF440525.
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Grafikon 9 - Filogenetska analiza parcijalne nukleotidne sekvence poliprotein

gena virusa deformisanih krila iz Srbije*.

KM001905-SerbiaD4

GU109335United Kingdom

81 |HM 162355-United Kingdom
74 —— ABO070959-Kakugo virus-Japan

— JXB78305-Korea
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AY292384-tay
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38| HM 162356-United Kingdom
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AY251269-VDV-The Netherands
100 1 JF440525-V DV dsrael

—
0.02

* Brojevi na ¢vorovima filogenetskog stabla predstavljaju procentualne vrednosti

dobijene nakon analize samoucitavanjem (eng. bootstrap) nakon 1000 ponavljanja.

Na filogenetskom stablu se mozZe primetiti evolutivna udaljenost sekvenci DWV
poreklom iz Cilea (JQ413340), dok su ostale analizirane sekvence u okviru iste
filogenetske grupe. Sekvence iz Srbije su grupisane u cetiri grupe: Serbia D1,

Serbia D4 i D5 su jednoj grupi, Serbia D2 i Serbia D6 u drugoj, Serbia D3 i Serbia
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D9 formiraju tre¢u, Serbia D8 je grupisan sa sekvencama iz Velike Britanije
(HM162356 i HM162361), dok se Serbia D7 nalazi u ancestralnoj poziciji.

Nakon molekularne identifikacije dva RNK izolata ABPV iz Srbije, zbog
njihovog apsolutnog poklapanja u nukleotidnom redosledu, u gensku bazu
podataka deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia A1, KM001899.
~BLAST” pretraga je pokazala podudarnost od 93 - 97% nakon poredenja
sekvence ABPV iz Srbije duZine 398 baznih parova sa sekvencama
deponovanim u genskoj bazi. Nakon filogenetske analize nukleotidne sekvence
Serbia Al i9 evropskih sekvenci ABPV (Grafikon 10), primeceno je da sekvence
iz Srbije formiraju monofileti¢ku filogenetsku grupu koja je najbliza madarskim
sekvencama, pri ¢emu sekvence iz zapadne i severne Evrope formiraju zasebnu
grupu. Kao spoljasnja grupa za uporedivanje koris¢ena je sekvenca KBV
deponovana u genskoj bazi pod oznakom AY452696.

Grafikon 10 - Filogenetska analiza parcijalne nukleotidne sekvence kapsid

protein gena virusa akutne paralize pcela iz Srbije*

55 —— AF150629-United Kingdom
88 | AY230514-France
AF126050-United Kingdom

AY053370-Poland
43 ?E AF486073-Poland
AY053367-Gemany

AY053371-Poland
100 | KM001899-Serbia
KL5-Serbia
— AY053374-Hungary
AY(053372-Hungary
AY053385Hungary
AY452696-KBV

8|

P —
0.05

* Brojevi na ¢vorovima filogenetskog stabla predstavljaju procentualne vrednosti

dobijene nakon analize samoucitavanjem (eng. bootstrap) nakon 1000 ponavljanja.
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Nakon molekularne identifikacije dve sekvence CBPV iz Srbije, zbog
njihovog apsolutnog poklapanja u nukleotidnom redosledu, u gensku bazu
podataka deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia C1, KM001900.
Nakon , BLAST” pretrage i uporedivanja parcijalne sekvence pocetnog RNK
segmenta virusa hroni¢ne paralize pcela duzine 570 baznih parova utvrdena je
identi¢nost u rasponu od 93 - 96 % sa sekvencama iz genske baze. Rezultati
filogenetske analize Serbia C1 i 10 izolata CBPV iz Evrope, Kine i Urugvaja
(Grafikon 11) pokazuju da sekvence iz Srbije ¢ine zasebn filogenetsku grupu i
relativno su udaljeni od ostalih analiziranih sekvenci. Uprkos tome, srpske i
francuske sekvence formiraju monofileticku grupu sa sekvencama iz Spanije i
Belgije, pri ¢emu je sli¢na genetska udaljenost u odnosu na druge primecena
kod sekvence iz Svajcarske. Sekvenca CBPV iz Urugvaja pod oznakom FJ345326

je iskoris¢ena kao spoljasnja grupa za uporedivanje.
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Grafikon 11 - Filogenetska analiza parcijalne nukleotidne sekvence kapsid

protein gena virusa hroni¢ne paralize pcela iz Srbije*
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* Brojevi na ¢vorovima filogenetskog stabla predstavljaju procentualne vrednosti

dobijene nakon analize samoucitavanjem (eng. bootstrap) nakon 1000 ponavljanja.
Nakon molekularne identifikacije 3 sekvence SBV iz Srbije, u gensku
bazu podataka deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia Sl1,
KM001901 (Grafikon 12). ,BLAST” pretraga je pokazala podudarnost od 94 -
99% mnakon poredenja sekvenci iz Srbije duZine 467 baznih parova sa
sekvencama deponovanim u genskoj bazi. Sekvence iz Srbije formiraju
filogenetsk grupu sa sekvencama iz kontinentalne Evrope. Ipak, srpske
sekvence pokazuju relativnu genetsku udaljenost od drugih iz iste grupe. Dve
sekvence iz Velike Britanije i jedna iz Rusije ¢ine zasebnu grupu u poredenju sa
drugim evropskim sekvencama. Tre¢u granu na filogramu c¢ini sekvenca iz
Juzne Koreje. Drugu veliku filogenetsku grupu ¢ine sekvence iz Papua Nove

Gvineje, Kine, Nepala, Indije i Vijetnama.
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Grafikon 12 - Filogenetska analiza parcijalne nukleotidne sekvence poliprotein

gena virusa mesinastog legla iz Srbije*
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* Brojevi na ¢vorovima filogenetskog stabla predstavljaju procentualne vrednosti

dobijene nakon analize samoucitavanjem (eng. bootstrap) nakon 1000 ponavljanja.
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6. DISKUSIJA

Pcelarstvo u poslednjih nekoliko godina, kako kao dodatni, tako i kao
osnovni izvor prihoda, poprima sve veéu popularnost u Srbiji. Tome doprinosi
¢injenica da se izvoz meda, kao jednog od najznacajnijeg poljoprivredno-
prehrambenog izvoznog artikla Srbije, u proteklom periodu visestruko
povecao. Kako rastu potrebe stranog i domaceg trzista u medu, raste i broj
novih pcelara, odnosno povecava se broj péelinjih drustava na teritoriji Srbije.
Péelarstvo Srbije se kao i pcelarska industrija u svetu, suocava sa fenomenom
rastuc¢ih gubitaka pcelinjih drustava (,CCD” - eng. Colony Collapse Disorder -
kolaps pcelinjih drustava). Ovaj multifaktorijalni fenomen predmet je brojnih
istrazivanja postavljenih sa ciljem otkrivanja glavnog ili glavnih uzro¢nika
protiv kojih se treba boriti, odnosno ¢iju pojavu treba prevenirati, kako bi se
gubitak pcelinjih zajednica sveo na najmanju moguc¢u meru. Rezultati jednog od
pomenutih istrazivanja (Dainat i sar., 2012) kao markere CCD-a navode tri
najznacajnije grupe patogena pcelinjih zajednica: mikrosporidije roda Noserma,
viruse i pcelinjeg krpelja V. destructor. Ukoliko se se njihova pojava ne spredi,
odnosno ne drzi pod kontrolom, Stete koje posledi¢no nastaju ogledaju se u
smanjenoj produkciji, slabljenju i posledi¢nom uginucu zajednica. Egzistiranje
virusa u pcelinjim drustvima u formi latentnih infekcija (Gauthier i sar., 2007;
Tentcheva i sar., 2004; Simeunovi¢ i sar., 2014), kao i visoka opsta prevalencija
N. ceranae tokom Ccitave sezone (Botias i sar., 2012a; Dainat i sar., 2012;
Stevanovic i sar., 2013), namecu potrebu za pravovremenom upotrebom
osetljivih dijagnostickih postupaka u svrhu efikasne zdravstvene zastite

pcelinjih drustava.

6.1. Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika mikrosporidijalnih infekcija u
uzorcima pcela. Dosadasnja ispitivanja prisustva i rasirenosti mikrosporidija

roda Nosema u pcelinjim zajednicama u Srbiji (Stevanovic i sar., 2011,2013)
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ukazuju na dominantnost N.ceranae tokom citave godine. IstraZivanje
Stevanovic i sar. (2013) takode, pokazuje opravdanost upotrebe PCR tehnike u
utvrdivanju prisustva DNK N. ceranae u pcelinjim drustvima. Naime, u
pomenutom istrazivanju, prisustvo mikrosporidijalne DNK je utvrdeno i u
uzorcima u kojima mikroskopskim pregledom nije zabeleZeno prisustvo spora.
Ogranicenje mikroskopske detekcije spora se ogleda u cinjenici da 1
detektovana spora u ispitujuéem maceratu odgovara nivou infekcije od 50000
spora po pceli (OIE, 2013), tako da infekcije manjeg stepena ostaju nepotvrdene.
PCR metoda pokazuje tako vec¢u osetljivost u utvrdivanju infekcija manjih od
50000 spora po pceli. Preliminarna ispitivanja prisustva virusa deformisanih
krila i virusa akutne paralize pcela u Srbiji (Simeunovié i sar., 2014) ukazuju na
visoku zastupljenost ovih virusa (76,4 % i 61,8 %) u asimptomatskim pcelinjim
zajednicama. Promena nekog od nespecifi¢nih faktora sredine (temperatura,
vlaznost, padavine i sl.), nedostatak kvalitetne hrane i pojava pcelinjih patogena
(V. destructor, N. ceranae) mogu dovesti vrlo brzo do povecanog umnozavanja
virusa u pcelama i pojavu vidljivih klinickih simptoma virusnih infekcija na
nivou drustva. Stoga, pravovremena detekcija vrste virusa u pcelinjim
zajednicama moZze olak$ati izbor i vremenski period primene preventivnih

mera i postupaka u zdravstvenoj zastiti pcela.

Rezultati mikroskopskog pregleda 150 analiziranih uzoraka ukazuju na
visoku zastupljenost od 72 % Nosema pozitivnih pcelinjih drustava iz Srbije.
Ovakav rezultat nije iznenadenje, ve¢ je u saglasnosti sa viSegodisnjim
ispitivanjima Stevanovic i sar. koji su od 2006-2009. godine zabeleZili 82,8 %
Nosema pozitivnih uzoraka (Stevanovic i sar., 2011), dok se ucestalost Nosema
pozitivnih uzoraka od 2008-2012. godine kretala od 73-98 % (Stevanovic i sar.,
2013). Visoka prevalencija mikrosporidijalnih infekcija, pre svega infekcija
izazvanih sa N. ceranae, kod pcela je zabeleZena u zemljama umerene i tople
klime (Martin-Hernandez i sar., 2007; 2012; Higes i sar., 2008; Hedtke i sar.,
2011; Runckel i sar., 2011; Stevanovic i sar., 2011, 2013; Traver i Fell, 2011;
Medici i sar., 2012; Smart i Sheppard, 2012; Botias i sar., 2012a; Dainat i sar.,
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2012). Takode, visoka zastupljenost Nosema infekcije zabelezena je i u
balkanskim zemljama i zemljama okruZenja, kao $to su Bosna i Hercegovina,
Hrvatska, Crna Gora, Madarska, Makedonija i Gr¢ka (Santrac i sar., 2009;
Tapaszti i sar. 2009; Tlak Gajger i sar. 2010; Bacandritsos i sar. 2010; Stevanovic i
sar. 2011, 2013; Simeunovic i sar., 2014b). Ovo istraZzivanje je obuhvatilo i
ispitivanje povezanosti regiona uzorkovanja i pojave Nosema infekcije. Rezultati
statisticke obrade primenom yx? testa nisu pokazali prisustvo statisticke
znacajnosti u regionalnoj distribuciji pozitivnih uzoraka, sto implicira da pojava
mikrosporidijalnih infekcija pcela u Srbiji ne zavisi od regiona. Ovakav rezultat
se moze objasniti uticajem umereno kontinentalne klime sa neznatnim
odstupanjima u klimatskim karakteristikama razli¢itih regiona Srbije zbog
relativno male povrsine teritorije Srbije.Jo$ jedan razlog koji doprinosi odsustvu
regionalnog uticaja na pojavu infekcije je intenzivna razmena pcelinjih
drustava, rojeva i matica medu pcelarima koji pripadaju razli¢itim regionima.
Pored regionalnog, u ovom radu je ispitivan i uticaj ja¢ine pcelinjih drustava na
pojavu Nosema infekcije. Primenom x? testa nije utvrdena statisticka znac¢ajnost
u ispitivanju uticaja ja¢ine pcelinjeg drustva na pojavu infekcije. Odsustvo veze
u pojavi infekcije kod jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava su potvrdili
i Traver i Fell (2011) u ispitivanju koje je obuhvatilo vise od 300 kos$nica.
Rezultati ispitivanja negativnih uticaja N. ceranae na pcelinje drustvo od strane
Botias i sar. (2013), takode pokazuju odsustvo znacajnosti u pojavi infekcije u

odnosu na ja¢inu drustva.

Nakon mikroskopskog pregleda, svi ispitivani uzorci pcela su, bez obzira
na utvrdeno prisustvo spora mikrosporidija, analizirani primenom
molekularnih metoda. Rezultati PCR analiza pokazuju da je DNK
mikrosporidija roda Nosema bio prisutan u 132 uzorka (88%), odnosno u 24
uzorka (18 %) u kojima mikroskopskim pregledom nije utvrdeno prisustvo
spora. Ovakvu pojavu su zabelezili Stevanovic i sar. (2013) kada su, prilikom
poredenja rezultata prisustva mikrosporidija u uzorcima pcela primenom

mikroskopskog pregleda i PCR tehnike, dobili podudarnost u 95 % slucajeva.
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Drugim re¢ima, 5 % uzoraka u kojima nisu pronadene spore, bilo je pozitivno
nakon PCR analize. Razlika u rezultatima predstavlja posledicu manje
osetljivosti mikroskopskog pregleda macerata u poredenju sa molekularnim
tehnikama. Naime, mikroskopskim pregledom macerata (OIE, 2008, 2013) se
moze utvrditi nivo infekcije veci od 50000 spora po pceli, $to znaci da spore kod
infekcije ispod ovog nivoa nece biti detektovane. Cinjenica da se
mikroskopskim pregledom moze utvrditi samo prisustvo spora, a ne
vegetativnih oblika, dok se putem PCR tehnike detektuje DNK iz oba izvora,
takode doprinosi vecoj osetljivosti i specificnosti molekularne tehnike u
otkrivanju Nosema mikrosporidija u uzorcima pcela (Martin-Hernandez i sar.,
2007; Stevanovic i sar., 2011). U ovom radu je koris¢ena duplex PCR tehnika
koja je namenjena za istovremeno utvrdivanje prisustva DNK N. ceranae i N.
apis u ispitujuéem materijalu. Ova metoda je preuzeta od Martin-Herndndez i
sar. (2007), a ¢injenica da je koris¢ena i da se jos uvek koristi u radovima velikog
broja istrazivaca (Martin-Herndndez i sar., 2007; 2012; Higes i sar., 2008;
Invernizzi i sar., 2009; Gisder i sar., 2010; Hedtke i sar., 2011; Stevanovic i sar.,
2011; Medici i sar., 2012; Botias i sar., 2012a; Dainat i sar., 2012, OIE, 2013),
predstavlja dokaz kompetentnosti ove metode u detekciji DNK Nosema vrsta.
Kao pozitivne kontrole u PCR reakciji za N. ceranae i N. apis, uzete su
sekvenciranjem potvrdeni pozitivni uzorci. Od ukupno 132 uzorka koji su
primenom duplex-PCR tehnike oznaceni kao Nosema pozitivni, u svih 132 (100
%) je zabeleZeno prisustvo DNK N.ceranae, pri ¢emu ni jedan uzorak (0 %) nije
bio pozitivan na N. apis. Posto su uzorci uzimani u prolece, leto i jesen, moze se
iskljuciti uticaj temperature, odnosno sezonalnosti, na pojavu N. ceranae,
odnosno N. apis u pcelinjim drustvima. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
istrazivanjima Stevanovic i sar. (2011, 2013) u kojima se u Srbiji u periodu od
2006-2012. godine navodi samo 1l,a u zemljama bivSe Jugoslavije, nijedan
uzorak pozitivan na N. apis.Sli¢ni rezultati su zabeleZeni u Spaniji (Higes i sar.,
2010, 2013), Grekoj (Bacandritsos i sar., 2010), Hrvatskoj (Tlak-Gajger i sar.,
2010) i drugim zemljama Evrope (Klee i sar., 2007) i sveta (Chen i sar., 2008b).
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Rezultati ispitivanja uticaja N. ceranae infekcije na produktivne i reproduktivne
karakteristike pcelinjih zajednica u Srbiji (Simeunovic i sar., 2014b), takode
pokazuju prisustvo isklju¢ivo ove mikrosporidijalne vrste u pcelinjim
drustvima. Medutim, istraZzivanja sprovedena u severnijim delovima Evrope
kao rezultat imaju nalaz koinfekcije N. apis - N. ceranae, odnosno vecu
zastupljenost vrste N. apis u odnosu na N. ceranae (Fries i Forsgren, 2008; Gisder
i sar., 2010). To je u saglasnosti sa tvrdnjama Fries-a (2010) da hladnija klima
vise pogoduje razvoju N. apis u odnosu na N. ceranae. Posmatrajudi rezultate
ispitivanja regionalnog i uticaja ja¢ine drustva na broj N. ceranae pozitivnih
uzoraka primenom PCR tehnike, takode nije primecena statisticka znacajnost u
pojavi infekcije.

Utvrdivanje regionalnog uticaja i uticaja jacine pcelinjeg drustva na
intenzitet mikrosporidijalne infekcije izvrSeno je poredenjem vrednosti za
prosecan broj spora po pceli za svaki uzorak. Kada se uporede medijane za
prosecan broj spora pcelinjih drustava iz severne, juzne, isto¢ne, zapadne i
centralne Srbije, primenom Kurskal-Wallis testa beleZi se statisticki znacajan
(p<0,001) uticaj regionalnog porekla pozitivnih uzoraka na intenzitet infekcije.
Testiranjem sume rangova primenom Mann-Whitney testa ispitivano je poreklo
statisticke znacajnosti izmedu regiona. Statisticki znacajno veéi (p<0,05) broj
spora po pceli je primecen kod uzoraka iz severne Srbije u odnosu na uzorke iz
isto¢ne i zapadne Srbije. Znacajnost razlike u broju spora u ovim slucajevima
potice od relativno male vrednosti prose¢nog broja spora po pceli kod uzoraka
iz isto¢ne i zapadne Srbije (50000 spora) i visoke vrednosti za uzorke iz severne
Srbije. Ovako nizak prosecan broj spora u isto¢noj i zapadnoj Srbiji moze biti
posledica pretezno stacionarnog tipa pcelarenja. Kod ovakvog tipa pcelarenja,
boravkom na stacionarnom pcelinjaku tokom c¢itave godine, smanjuje se rizik
od pojave i Sirenja mikrosporidijalnih infekcija. Takode, prisustvo kvalitetne
pase pozitivno uti¢e na imunitet pojedina¢nih pcela i socijalni imunitet drustva,
dok negativan uticaj biljnih kultura tretiranih neonikotinoidima (Alaux i sar.,

2010), na prvom mestu suncokreta, ovde nije primecen zbog odsustva ili male
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koli¢ine pomenute kulture. To omogucava pcelama da se uspesno bore sa N.
ceranae, energetskim parazitom koji patogene efekte na zdravlje pcela ispoljava i
kroz imunosupresiju domacina (Chaimanee i sar., 2012). Nasuprot isto¢nom i
zapadnom regionu Srbije, pcelari iz severne Srbije su pretezno seleci pcelari, sto
umnogome povecava rizik od pojave i Sirenja, ne samo N. ceranae, ve¢ i drugih
patogena koji slabe pcelinja drustva. Dodatni S$tetni uticaj po jacinu i
zdravstveni status selec¢ih pcelinjih drustava predstavljaju pripremni postupci
za seljenje kao i samo seljenje. U severnoj Srbiji se nalaze najvec¢e monokulturne
povrsine pod neonikotinoidima zasti¢enim suncokretom i kukuruzom.
Uzimanje polena od ovih biljaka i skladistenje u kosnice, dovodi do hroni¢nog
trovanja pcelinjih drustava (Bernal i sar., 2011), sto stvara povoljne uslove za
pojavu i intenzivno umnoZavanje N. ceranae (Alaux i sar., 2010). Statisti¢ki
znacajno manji (p<0,05) prosec¢an broj spora po pceli je primeéen kod drustava
iz zapadne Srbije u poredenju sa drustvima iz juzne i centralne Srbije. Moguci
razlog niskog broja spora za uzorke iz zapadne Srbije je prethodno objasnjen.
Relativno visoke vrednosti za prosecan broj spora po pceli kod drustava iz
juzne i isto¢ne Srbije moguce je objasniti neposrednom blizinom veceg broja
pcelinjaka kapaciteta do 50 kosnica. Naime, prema podacima Saveza pcelarskih
organizacija Srbije (SPOS), u pomenutim regionima, na relativno ograni¢enim
podrudjima na kojima postoje uslovi za stacionarno pcelarenje tokom citave
godine (prisustvo pcelinje pase), registrovan je vec¢i broj pcelinjaka kapaciteta
do 50 kosnica. Neposredna blizina veceg broja pcelinjaka, narocito prisustvo
pcelara hobista koji poseduju do 10 kosnica i gde sanitarno-higijenske mere na
pcelinjacima najcesce nisu ispostovane, znacajno doprinose pojavi i Sirenju
infekcije izazvane N. ceranae vrstom. Takode, osnov pcelinje pase na ovim
lokalitetima ¢ini bagrem, dok su ostale pase relativho skromne i cesto
nedovoljne za ostvarivanje prinosa, ¢esto i za prezivljavanje zajednica, te pcelari
pribegavaju dodatnoj prihrani drustava Sefernim sirupom, ve¢ od druge
polovine jula. Velike koli¢ine Secernog sirupa dovode do pojave energetskog

stresa kod kod drustava inficiranih sa N. ceranae (Mayack i Naug, 2008;

121



Simeunovi¢ i sar., 2013a, 2013b), sto za rezultat ima slabljenje drustava i pojavu
klinickih manifestacija bolesti. Uticaj jacine drustva na intenzitet infekcije u
ovom radu nije pokazao statisticki znacajan rezultat, sto je u saglasnosti sa

istrazivanjima Traver i sar. (2011).

6.2. Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika virusnih infekcija u uzorcima
pcela. Prisustvo i zastupljenost virusa deformisanih krila, virusa akutne
paralize pcela, virusa mesinastog legla i virusa hroni¢ne paralize pcela u
uzorkovanom materijalu poreklom iz pcelinjih drustava u kojima klini¢kim
pregledom nisu zabeleZeni simptomi virusnih infekcija, ispitivano je upotrebom
real-time RT-PCR metode bazirane na ,TagMan” probama. Rezultati prisustva
virusa pcela na teritoriji Srbije pokazuju da je prisustvo RNK sva cetiri
pomenuta virusa utvrdeno u ispitujuéim uzorcima pcela. Prisustvo virusnih
infekcija pcela je zabeleZeno u mnogim zemljama (Bailey i sar., 1981; Chen i sar.,
2004; Tentcheva i sar., 2004; Antanez i sar., 2006, 2012; Berenyi i sar., 2006;
Nielsen i sar., 2008; Choe i sar., 2012; Forgach i sar., 2008; Toplak i sar., 2012; Ai i
sar., 2012). Sto se ti¢e zemalja u okruZenju, prisustvo virusa u péelinjim
zajednicama je registrovano u Hrvatskoj (Tlak-Gajger i sar., 2014), Bosni i
Hercegovini (Santra¢, 2013), Sloveniji (Toplak i sar., 2012; Jamnikar Ciglenecki i
sar., 2012), Madarskoj (Bakonyi i sar., 2002; Forgach i sar., 2008) i Grckoj
(Bacandritsos i sar. 2010). Prisustvo pcelinjih virusa u Srbiji je dokazano u
istrazivanjima Kulincevi¢ i sar. (1990). U tom istraZivanju, upotrebom
elektronskog mikroskopa analizirani su uzorci pcela iz svega 2 pcelinjaka.
Utvrdeno je prisustvo ABPV, virusa oblacastih krila i egipatskog pcelinjeg
virusa. Prisustvo 5 virusa u pcelinjim drustvima iz okoline Novog Sada utvrdili
su Petrovic i sar. (2013) primenom RT-PCR tehnike. Simeunovi¢ i sar. (2014) su
primenom real-time RT-PCR tehnike detektovali prisustvo RNK virusa

deformisanih krila i virusa akutne paralize pcela.

U ovim ispitivanjima, prisustvo RNK pcelinjih virusa na teritoriji Srbije je

utvrdeno u 131 uzorku, $to ¢ini 87,33 % svih obradenih uzoraka. Odsustvo
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nukleinskih kiselina ispitivanih virusa pcela je zabelezeno u svega 19 uzoraka,
Sto predstavlja 12,67 % obradenih uzoraka. Zastupljenost RNK DWYV je
utvrdena u 74 % wuzoraka. Prisustvo ovog virusa u visokom procentu je
utvrdeno i u Hrvatskoj (Tlak-Gajger i sar., 2014), Sloveniji (Toplak i sar., 2012),
Francuskoj (Tentcheva i sar., 2004; Gauthier i sar., 2007), Engleskoj (Baker i
Schroeder, 2008), épaniji (Antanez i sar., 2012), Austriji (Berenyi i sar., 2006),
Madarskoj (Forgach i sar., 2008), Kini (Ai i sar., 2012) i Urugvaju (Anttanez i sar.,
2006). U Srbiji, analiziranjem uzoraka iz 50 pcelinjih drustava zastupljenost
ovog virusa je iznosila 76,4 % (Simeunovi¢ i sar., 2014). Visoka zastupljenost
DWYV posledica je povezanosti pojave ovog virusa sa pojavom V. destructor.
Naime, pcelinji krpelj ima ulogu i mehanic¢kog i bioloskog vektora ovog virusa
(Genersh i Aubert, 2010), te Sirenjem V. destructor parazita medu pcelinjim
drustvima $iri se i virusna infekcija. Jo$ jedan razlog koji ide u prilog visokoj
prevalenciji virusa je i ¢injenica da se akaricidni tretman pcelinjih drustava
primenjuje samo na pocetku i na kraju pase, zbog opasnosti od pojave rezidua
aktivnih supstanci u pcelinjim proizvodima. To znaci da tokom ¢itavog trajanja
pasne sezone drustva ostaju nezasticena, tako da je umnoZavanje ovog parazita,
kao i virusa koji nosi, nesmetano. Posledice infekcije pcela sa DWV u mnogome
zavise od prisustva V. destructor kao bitnog ¢inioca u ispoljavanju simptoma. Pri
niskoj infestaciji drustava pcelinjim krpeljom, DWV provocira asimptomatske
infekcije, odnosno, inficirane pcele ne pokazuju nikakve vidljive simptome (Yue
i sar., 2007; deMiranda i Genersch, 2010; Mockel i sar., 2011; Martin i sar., 2013).
Nukleinska kiselina ABPV je detektovana u 49,3 % uzoraka, sto je saglasno sa
rezultatima procentalne zastupljenosti ovog virusa u Francuskoj - 58 %
(Tentcheva i sar., 2004; Gauthier i sar., 2007), Austriji - 68 % (Berenyi i sar.,
2006), Madarskoj - 37 % (Forgach i sar., 2008), Nemackoj - 73% (Siede i sar.,
2008) i Sloveniji - 40 % (Toplak i sar., 2012). Medutim, ispitivanja sprovedena u
Hrvatskoj - 10,97 % (Tlak-Gajger i sar., 2014), Danskoj - 10,56 % (Nielsen i sar.,
2008), Kini - 6 % (Ai i sar., 2012), Juznoj Koreji - 0 % (Choe i sar., 2012) i

Urugvaju - 9 % (Anttnez i sar., 2006) pokazuju nisku zastupljenost ovog virusa
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u pcelinjim drustvima. Relativno visoka zastupljenost ABVP u klinic¢ki zdravim
drustvima (Bailey i sar., 1981; Tentcheva i sar., 2004, Gauthier i sar., 2007;
Runckel i sar., 2011) je takode, dokazana i u Srbiji od strane Simeunovic i sar.
(2014) gde je RNK ovog virusa nadena u 61,8 % uzoraka. Ispitivanja razlic¢itih
autora pokazuju Siroku rasprostranjenost ovog virusa, mahom u formi latentnih
i inaparentnih infekcija (Allen i Ball, 1996; Hung i sar., 1996; Ellis i Munn, 2005).
Sirenje i perzistiranje pcelinjeg krpelja u pcelinjim drustvima tokom ¢itave
pasne sezone utice i na Sirenje i zastupljenost ABPV, bududi da je V. destructor
mehanicki vektor ovog virusa (Genersch, 2010). Visoka prevalencija pomenutog
virusa u Srbiji se moZe objasniti dugim toplim periodima u toku kojih pcele
unose polen i nektar, odnosno pasni period se produzava sve do kasne jeseni
onemogucavajuci pcelarima da primene akaricidni tretman (zbog opasnosti od
rezidua u medu). Procentalna zastupljenost SBV od 24 % zabeleZena u ovim
ispitivanjima je znacajno niZza od vrednosti zabeleZenih u Francuskoj - 86 %
(Tentcheva i sar., 2004), Urugvaju - 100 % (Anttnez i sar., 2006) i Gr¢koj - 90 %
(Bacandritsos i sar. 2010), ali nekoliko puta vi$a nego u Spaniji - 1,1 % (Anttnez
i sar., 2012), Madarskoj - 2 % (Forgach i sar., 2008), Engleskoj - 1,4 % (Baker i
Schroeder, 2008) i Sloveniji - 8,3 % (Toplak i sar., 2012). Zastupljenost ovog
virusa u pcelinjim drustvima iz Srbije je najpribliZnija rezultatima iz Hrvatske -
40,24 % (Tlak-Gajger i sar., 2014), Austrije - 49 % (Berenyi i sar., 2006), Kine (Ai i
sar., 2012) i Juzne Koreje - 30,71 % (Choe i sar., 2012). Uprkos zastupljenosti od
24 %, klini¢ki simptomi infekcije koji se ogledaju u promenama na larvicama,
kod ispitivanih drustava nisu primeceni. Razlog ovome je kvalitetna pasna
sezona, kako u pogledu povoljnih vremenskih uslova, tako i u pogledu
kvalitetne prole¢ne pase. Dostupnost kvalitetne hrane u prolee omogucava
intenzivan razvoj pcelinjeg drustva, ujedno i mladih pcela koje, ispoljavajuci
higijensko ponasanje u kosnici, uspevaju da eliminisu svaku bolesnu ili
sumnjivu larvu i na taj nacin sprece Sirenje bolesti i pojavu klini¢kih simptoma
(Shimanuki, 1980). Nukleinske kiseline virusa hroni¢ne paralize su detektovane

u svega 6,7 % ukupno analiziranih uzoraka. Niska stopa zastupljenosti ovog
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virusa u asimptomatskim drustvima se smatra uobicajenom (Gauthier i sar.,
2007), tako da su i dobijeni rezultati u saglasnosti sa procentualnom
zastupljenosti od 0 - 20 % koliko je zabeleZeno u Sloveniji (Toplak i sar., 2012),
Hrvatskoj (Tlak-Gajger i sar., 2014), Austriji (Berenyi i sar., 2006), Danskoj
(Nielsen i sar., 2008), Kini (Ai i sar., 2012) i Juznoj Koreji (Choe i sar., 2012). Kao
i u slucaju SBV, ni jedno od drustava u kojima je utvrdeno prisustvo CBPV nije

pokazivalo simptome infekcije.

6.2.1. Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika virusnih infekcija u uzorcima
pcela poreklom iz severne, isto¢ne, juzne, zapadne i centralne Srbije.
Analizirajudi uticaj regiona uzorkovanja na zastupljenost pojedina¢nih virusa u
pcelinjim drustvima u Srbiji, utvrdeno je postojanje statisticke znacajnosti
(p<0,05) u regionalnoj distribuciji pcelinjih virusa. Zastupljenost virusa
deformisanih krila u severnoj, isto¢noj, juznoj, zapadnoj i centralnoj Srbiji je bila
priblizno ujednacena, odnosno, kretala se od 66,7 - 83,3 %. Statisticka analiza
pokazuje odsustvo znacajnosti. Ovakav rezultat se mogao ocekivati jer je DWV
jedan od najzastupljenijih, ako ne i najzastupljeniji virus u pcelinjim
zajednicama (Baker i Schroeder, 2008; Forgach i sar., 2008; Genersch, 2010;
Toplak i sar., 2012; Ai i sar., 2012; Tlak-Gajger i sar., 2014). Rezultati ispitivanja
prisustva DWV i ABPV u pcelinjim drustvima u Srbiji pokazuju da i pored
visoke zastupljenosti DWV (76,4 %), ova infekcija nije pokazivala regionalni
karakter (Simeunovi¢ i sar.,, 2014). Razlog globalne rasirenosti i visoke
prevalencije ovog virusa je bioloska i mehanicka vektorska uloga pcelinjeg
krpelja V. destructor (Genersch i Aubert, 2010; Dainat i sar., 2012; Martin i sar.,
2013), tako da se zastupljenost ovog virusa u pcelinjim drustvima moze
smatrati uobicajenom pojavom, jer u najveCem broju slucajeva, prisutan u
niskim koncentracijama, izaziva latentne infekcije (Yue i sar., 2007; de Miranda i
Fries, 2008). Istrazivanja sprovedena u Francuskoj, Austriji i Urugvaju, takode
pokazuju odsustvo regionalnog uticaja na zastupljenost DWV (Tentcheva i sar.,

2004; Berenyi i sar., 2006; Anttnez i sar., 2006; Gauthier i sar., 2007).
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Za razliku od DWYV, zastupljenost virusa akutne paralize péela znac¢ajno
zavisi (p<0,001) od regiona u kojem se nalaze ispitivana drustva. Pcelinji krpelj
V. destructor igra znac¢ajnu ulogu u prenosenju ovog virusa, kao i u ispoljavanju
klinickih simptoma infekcije (Genersch, 2010). Medutim, literaturni podaci o
replikaciji ovog virusa u V. destructor do sada nisu poznati, samim tim se moze
govoriti samo mehani¢koj vektorskoj ulozi krpelja u prenosenju virusa
(Genersch, 2010). Iz navedenih razloga sledi da zastupljenost ABPV u pcelinjim
drustvima zavisi od intenziteta infestiranosti drustava pcelinjim krpeljom.
Pomenuta hipoteza je upotrebljena kao objasnjenje razlike u zastupljenosti ovog
virusa u pcelinjim drustvima smeSetenih u razli¢itim oblastima Francuske
(Tentcheva i sar., 2004), Austrije (Berenyi i sar., 2006) i Nemacke (Siede i sar.,
2008b). Takode, na sli¢an nacin je objasnjen uzrok visoke zastupljenosti ovog
virusa u pcelinjim drustvima iz pomenutih zemalja (preko 50 %) i niske
zastupljenosti u drustvima iz Danske (14 %) (Nielsen i sar., 2008). Naime, uticaj
regiona u kojem su smestena ispitivana drustva na zastupljenost ABPV, kao i
veliki raspon u zastupljenosti virusa izmedu drzava,objasnjava se razlic¢itim
apitenhnickim postupcima vezanim za izbor i vreme upotrebe odredenih
akaricida (Nielsen i sar. 2008; Genersch, 2010). Upotreba organskih, , mekih”,
akaricida za rezultat ima manju kontaminaciju pcelinjih proizvoda, medutim
znacajno manju efikasnost u borbi protiv pcelinjeg krpelja nego sto je to slucaj
sa sintetickim, ,teSkim”, akaricidima. To znaci da odredeni regioni, odnosno
¢itave drzave, upotrebom organskih akaricida eliminiSu manji procenat
pcelinjih krpelja iz drustava, ostavljajuci prostor za Sirenje ABPV. Ova hipoteza
je najverovatnije objasnjenje znacajnosti razlike u zastupljenosti ovog virusa u
drustvima koja poti¢u iz razlic¢itih regiona Srbije. Najmanja zastupljenost ABPV
je zabeleZzena u centralnoj Srbiji (16,7 %). Pcelari ovog regiona su pretezno
stacionarni pcelari, pri ¢emu se u nedostatku kasne pase, sezona zavrsava ve¢ u
drugoj polovini jula, kada se primenjuje akaricidni tretman. Tradicionalno,
izbor akaricida u ovom regionu se mahom svodi na upotrebu sintetskih

akaricida u formi traka natopljenih aktivhom supstancom koje pruzaju zastitu
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drustava u trajanju od najmanje 28 dana. Drugi sistem kontrole V. destructor je
primena timola (organski akaricid) po skidanju medisnih nastavaka i cedenju
meda, a potom primena amitraza (sintetski akaricid) u drugoj polovini
septembra. Rezultat oba sistema kontrole je zna¢ajno smanjivanje broja krpelja
u drustvu i odrzavanje niske infestiranosti tokom vecéeg dela pasne sezone.
Nasuprot tome, pcelari severne Srbije gde je zabeleZena najveca zastupljenost
pomenutog virusa (68,2 %), zbog obilne rane prole¢ne pase i trajanje kasne
jesenje pase (nekada i do pocetka oktobra), prinudeni su da akaricidne tretmane
obavljaju u rano prolece i kasnu jesen, ostavljajuci tom prilikom dug interval
pasnog perioda u kojem nema zastite od krpelja. Drugo, zbog pretezno
selidbenog nacina pcelarenja i prisustva velikog broja pcelinjih drustava na
relativno maloj povrsini (lipova i suncokretova pasa), Sirenje i umnozavanje
pcelinjeg krpelja u drustvima je olakSano. Izbor akaricida nije uniforman za
pomenuti region. Zbog sve vece popularnosti organskog nacina pcelarenja, kao
i mogucnosti plasmana pcelinjih proizvoda u susedne zemlje, sve viSe pcelara

se odlucuje za organske supstance u izboru akaricida.

Zastupljenost virusa mesinastog legla se znacajno razlikovala (p<0,001) u
odnosu na region uzorkovanja. U severnoj Srbiji 54,5 % drustava je bilo
pozitivho na prisustvo RNK ovog virusa. Moguéi razlog za tako visoku
zastupljenost je sezonski karakter pojave ovog virusa u pcelinjim drustvima.
Najprijemcivije za infekciju sa SBV jesu mlade pcele radilice, ¢iji je posao da
¢iste prazne celije i uklanjaju larve koje su, izmedu ostalog, uginule od
posledica infekcije ovim virusom. Sve dok postoji dovoljno mladih pcela
radilica u ko$nici da uklone sve uginule i bolesne larve, simptomi infekcije
ostaju neprimeceni (Shimanuki, 1980). Medutim, krajem proleca i pocetkom
leta, zavrsava se faza intenzivnog razvoja pcelinjeg drustva, i ono se sprema za
pasnu sezonu. Pripreme podrazumevaju angazovanje veceg broja izletnica,
matica smanjuje intenzitet polaganja jaja, sto dovodi do disproporcije broja
kuénih pcela i izletnica. Ovo dovodi do nemoguénosti mladih radilica da

uklone sve bolesne i uginule larve, te je Sirenje infekcije ubrzano, a sve veci broj
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pcela biva inficiran (Aubert i sar., 2008). Iz navedenih razloga pcelinja drustva u
severnoj Srbiji su zbog obilne rane prole¢ne pase i ranijeg pocetka pasne sezone
u odnosu na druge regione, podloZnija pojavi i Sirenju ovog virusa. Dodatni
razlog je premesStanje ramova sa leglom iz jedne kos$nice u drugu radi
ujednacavanja drustava za pocetak pasne sezone. Na ovaj nac¢in se moguénost

ubacivanja ramova sa inficiranim larvama u neinficirana drustva povecava.

Rezultati statisticke analize pokazuju znacajan uticaj regionalnog porekla
uzorka na prisustvo virusa hroni¢ne paralize pcéela u pcelinjim drustvima u
Srbiji. Najveca zastupljenost je zabeleZena u juznoj Srbiji, gde je u 19 % uzoraka
pcela utvrdeno prisustvo RNK ovog virusa. Virus moZze postojati u pcelinjim
drustvima, izazivajuéi inaparentne infekcije (Ribiere i sar., 2002; Tentcheva i
sar., 2004; Gauthier i sar., 2007), a jedan od najefikasnijih na¢ina prenosenja
CBPV je intenzivan, ucestali, neposredni medusobni kontakt zaraZenih i
nezarazenih pcela do koga najc¢es¢e dolazi usled nepovoljnih vremenskih
prilika, nedostatka hrane i sl. (Ball i Bailey, 1997). U prilog tome govore i
rezultati ogleda vestacke infekcije izvedene aplikovanjem infektivnog sadrzaja
na povrsinu kutikule pcela kojima su uklonjene dlacice, odnosno ogledi u
kojima su zdrave i inficirane pcele drzane u kavezima provocirajuéi ceste
kontakte (Bailey, 1983). U drustvima koja ne pokazuju nikakve klinicke
simptome oboljenja, CBPV se naj¢eS¢e nalazi u niskom infektivhom titru,
odnosno prisutan je u malom broju pcela jednog drustva (Aubert i sar., 2008).
Za razliku od ostalih ispitivanih virusa, Sirenje ovog virusa u jednom drustvu,
odnosno medu drustvima jednog pcelinjaka, najvise zavisi od promene
nespecifi¢nih faktora unutar kosnice (temperatura, vlaznost, kvantitet i kvalitet
hrane, greske pcelara prilikom pregleda i sl.). Navedeni razlozi ukazuju da
statisticka znacajnost u pojavi CBPV u drustvima koja pripadaju razli¢itim
regionima Srbije ne zavisi od regionalnog porekla per se, ve¢ da su vremenske
prilike u juznoj Srbiji u godini uzorkovanja (dosta kisnih dana, visoka vlaznost)
uslovile nemoguc¢nost izlaska pcela na pasu, odnosno doprinele povecéanju

broja inficiranih pcela u drustvu. Pcelinja pasa u ovom regionu se primarno
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oslanja na nektarenje bagrema, medutim u tom periodu je zabelezen znacajan
broj kisnih dana tokom kojih pcele nisu mogle unositi nektar. Na bagremovu
pasu se nadovezuje oskudna livadska pasa, koja je prevashodno namenjena
formiranju rezerve hrane za zimski period. Frekventni kontakti p¢ela unutar
kosnica usled nemogucénosti izlaska na pasu, oskudni prinosi bagremove i
livadske pase i nastojanje pc¢elara da oduzmu vece koli¢ine meda drustvima u
zamenu za vodeno-Seernu prihranu uslovilo je porast stresogenih faktora u
kos$nicama i intenziviranje Sirenja ovog virusa medu pcelama (Simeunovié i sar,.

2013a,c).

6.2.2. Prisustvo i zastupljenost mesovitih virusnih infekcija u uzorcima
pcela poreklom iz severne, istocne, juZne, zapadne i centralne Srbije.
Mesovite virusne infekcije su cest nalaz prilikom ispitivanja prisustva i
zastupljenosti virusa u pcelinjim drustvima (Chen i sar., 2004; Tentcheva i sar.,
2004; Anttnez i sar., 2006, 2012; Berenyi i sar., 2006; Nielsen i sar., 2008; Choe i
sar., 2012; Forgach i sar., 2008; Toplak i sar., 2012; Ai i sar., 2012). Prisustvo RNK
vise od jednog virusa je zabelezeno u 56,67 % uzoraka iz Srbije. Visoka
procentualna zastupljenost mesovitih virusnih infekcijama je zabelezena u
Francuskoj, Austriji, Hrvatskoj i drugim zemljama. U Francuskoj je u 32 od 35
ispitivanih drustava (91,4 %) detektovano prisustvo mesovitih infekcija
(Tentcheva i sar., 2004). U Austriji je u 84 % drustava zabeleZena meSovita
virusna infekcija (Berenyi i sar., 2006), dok je u Hrvatskoj (Tlak-Gajger i sar.,
2014) taj procenat iznosio 63,1. U ovim istraZzivanjima je izvrSeno ispitivanje
zastupljenosti mesovitih infekcija, kao i vrste i broja virusa u mesovitoj infekciji,
u odnosu na regionalno poreklo uzorka i ja¢inu pcelinjeg drustva. Analizirano
je prisustvo i distribucija meSovitih infekcija u kojima ucestvuje dva, tri i sva
Cetiri ispitivana virusa. Prisustvo meSovitih infekcija u kojima pored DWV
ucestvuje jo$ jedan ispitivani virus nije zavisilo od regionalnog porekla uzorka
(p>0,05). Ovaj rezultat nije iznenadenje uzimajuci u obzir pomenuto odsustvo
statisticke znacajnosti u regionalnoj distribuciji DWV. Odsustvo znacajnosti u

regionalnoj distribuciji je zabelezeno u svim meSovitim infekcijama sa
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kombinacijom dva virusa, sem u slucaju kombinacije ABPV - SBV. Poreklo
statisticke znacajnosti treba traZiti u visokoj zastupljenosti SBV u severnoj Srbiji.
Mogucéi uzrok visoke zastupljenosti ovog virusa u severnoj Srbiji je prethodno
objasnjen. Kod mesovitih infekcija sa tri virusa u kojima ucestvuje DWYV,
statisticka znacajnost u regionalnoj distribuciji je utvrdena samo u ispoljavanju
kombinacije DWV - ABPV - SBV. Uzimaju¢i u obzir odsustvo povezanosti
regiona uzorkovanja i pojave kombinacije virus DWV - ABPV, mogu¢i uzrok
statisticke znacajnosti ponovo ukazuje na zastupljenost SBV. U samo jednom
ispitivanom uzorku (juzna Srbija) je utvrdeno prisustvo sva cetiri ispitivana

virusa, tako da je razumljivo i odsustvo znacajnosti u pojavi ove kombinacije.

6.2.3. Prisustvo i zastupljenost uzro¢nika virusnih infekcija u uzorcima
pcela poreklom iz jakih, srednje jakih i slabih pcelinjih drustava. Pored
ispitivanja prisustva i distribucije virusa u odnosu na region uzorkovanja, u
ovom radu je ispitan i mogudéi uticaj jac¢ine drustva na zastupljenost
pojedina¢nih virusa i kombinacija virusa u asimptomatskim pcelinjim
drustvima u Srbiji. DWV je bio najzastupljeniji u jakim drustvima, gde je 78 %
uzoraka sadrzalo RNK ovog virusa. ABPV i CBPV su najces¢e detektovani u
srednje jakim drustvim (62,5 % i 9,4 %). SBV je bio najzastupljeniji u slabim
drustvima. Statisticka analiza pokazuje odsustvo znacajnosti pri ispitivanju
uticaja jacine drustva na prisustvo bilo kog od ispitivanih virusa. Ispitivanje
uticaja jacine pcelinjeg drustva na pojavu razli¢itih kombinacija virusa u
mesovitim infekcijama za rezultat ima odsustvo znacajnosti u pojavi, odnosno,
ja¢ina pcelinjeg drustva ne favorizuje pojavu odredene kombinacije virusa u
pcelinjim drustvima u Srbiji. Ovaj rezultat, naizgled u suprotnosti sa
percepcijom prijemcivosti slabih organizama, pa i pcelinjeg drustva kao
makroorganizma ka infekciji, nije iznenadenje. Ta¢no je da slabija drustva imaju
ogranic¢en kapacitet kompenzovanja patoloskih promena kao posledica virusne
infekcije, medutim, sve dok se ne pojave klinicki simptomi infekcije, takva
drustva u prisustvu kvalitetne hrane i povoljnih vremenskih uslova, brzo mogu

napredovati i podiéi svoj imuni status (Aubert i sar., 2008).
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6.2.4. Uticaj jacine pcelinjeg drustva na intenzitet virusne infekcije.
Upotreba real-time RT-PCR tehnike u poredenju sa ,end point” PCR tehnikom
pruza moguénost utvrdivanja intenziteta virusne infekcije u pcelinjim
drustvima. Intenzitet infekcije izazvane sa DWV, ABPV, SBV i CBPV je iskazan
kroz visinu Ct (eng. cycle treshold) vrednosti, odnosno broj ciklusa u kojem
signal fluorescencije, tokom real-time RT-PCR-a, prelazi liniju praga detekcije.
Visina Ct vrednosti je pokazatelj koji je obrnuto proporcionalan koli¢ini
detektovane virusne RNK u svakom ispitijuéem uzorku. Drugim re¢ima, $to je
Ct vrednost niza, odnosno, §to je broj ciklusa u kojem fluorescencija prelazi
prag detekcije niZi, to je koli¢ina detektovane virusne RNK u uzorku veca. Vecéa
koli¢ina virusne RNK ukazuje na vecu opterecenost Ccitavog drustva
detektovanim virusom/virusima u ispitujuéem wuzorku. Zabelezene Ct
vrednosti svih ispitivanih virusa za svaki uzorak iskoriséene su u svrhu
ispitivanja uticaja ja¢ine pcelinjeg drustva na intenzitet virusne infekcije
(iskazan kroz prose¢nu Ct vrednost za svaku grupu). Primenom ANOVA testa,
utvrdeno je da izmedu uzoraka koji pripadaju jakim, srednje jakim i slabim
drustvima, a u kojima je utvrdeno prisustvo RNK svakog od ispitivanih virusa,
ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p>0,05) u visini Ct vrednosti. Rezultati
testiranja po rangovima primenom Post Hoc Tukey HSD testa, pokazuju
odsustvo statisticki znacajne razlike u visini prosecne Ct vrednosti za sve
ispitujuce viruse prilikom poredenja pozitivnih uzoraka iz jakih i srednje jakih,
jakih i slabih, i srednje jakih i slabih drustava. Iz navedenih rezultata se moze
izvuéi zakljuak da jacina pcelinjeg drustva znacajno ne utice na intenzitet
virusne infekcije kod drustava koje ne pokazuju vidljive simptome virusne
infekcije. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa istrazivanjem Shutler i sar. (2014) u
kojem nije zabeleZen statisticki znacajan uticaj jac¢ine pcelinjeg drustva na
intenzitet virusne infekcije (iskazan kroz Ct vrednost) u pcelinjim drustvima u
oblasti Njufaundlend, Kanada. Intenzitet virusne infekcije (iskazan kroz Ct
vrednost) izmedu prezivelih i uginulih drustava se u istraZzivanju Bacandritsos i

sar. (2010) razlikovao samo kod infekcije virusom hroni¢ne paralize pcela, dok

131



kod ostalih virusa znacajnost nije primecena. Virusi u pcelinjim drustvima koja
ne pokazuju vidljive simptome virusne infekcije se nalaze u niskom titru
(Gauthier i sar.,, 2007), stoga ne iznenaduju relativho visoke zabelezene
prose¢ne Ct vrednosti (28,16-33,97) i odsustvo znacajnosti u intenzitetu infekcije

za sve ispitivane viruse.

Kompeticija virusa koji su prisustni u istom pcelinjem drustvu moze biti
jedan od razloga njihove promenljive sezonalne prevalencije (Aubert i sar.,
2008). Bailey i sar. (1981) su dokazali da se SBV ne umnozava u prisustvu ABPV
prilikom eksperimentalne infekcije pcelinjih lutki. DWV svojom sposobnoscéu
da se intenzivno umnoZzava u pcelama, inhibira umnoZavanje drugih virusa, $to
su na primeru koinfekcije sa KBV dokazali Shen i sar. (2005). Na osnovu iznetih
podataka, u ovom radu su ispitane promene u odnosu DWV/ABPV i
DWYV/SBV izmedu jakih, srednje jakih i slabih drustava u kojima su zabeleZene
pomenute kombinacije. Medusobni uticaj virusa je testiran kroz promene
koli¢nika prose¢nih Ct vrednosti za ispitivane viruse. Poredenje koli¢nika Ct
vrednosti za pomenute viruse pokazuje uticaj jacine pcelinjeg drustva na
promenu odnosa virusa u pomenutim kombinacijama, odnosno, da li ja¢ina
drustva favorizuje umnoZavanje jednog na racun drugog virusa. Primenom
ANOVA testiranja, nije utvrdeno postojanje statisticke znacajnosti u prosec¢noj
vrednosti za koli¢nik Ct vrednosti kako za kombinaciju DWV - ABPV, tako i za
kombinaciju DWV - SBV, izmedu jakih, srednje jakih i slabih drustava. Ovi
rezultati pokazuju da u asimptomatskim pcelinjim drustvima, pri virusnim
infekcijama slabog intenziteta (relativho visoke Ct vrednosti), nije izraZen
inhibitorni efekat DWV na ABPV i SBV, i obrnuto. Znacajnost ovih rezultata se
sastoji u ¢injenici da pcelinja drustva koja ne pokazuju klinicke simptome,bez
obzira na jac¢inu, imaju kapacitet da se izbore sa pomenutim virusima $to se vidi
kroz nizak intenzitet infekcije. To dalje implicira da je ispoljavanje manifestnih
virusnih infekcija i posledi¢no stradanje drustava zavisi vise od faktora sredine,
prisustva kvalitetne hrane i pojave drugih patogena (V. destructor, N. ceranae)

nego od jac¢ine pcelinjeg drustva.
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6.2.5. Prisustvo i zastupljenost mesovitih (mikrosporidijalno-virusnih)
infekcija u uzorcima pcela. Tokom prethodnih 10 godina veliki broj zemalja
belezi znacajne gubitke pcelinjih drustava koji se ne mogu pripisati iskljucivo
patogenom delovanju V. destructor. Dakle, slabljenje i gubici drustava izazvani
kombinacijom razli¢itih stresora, medu kojima se istice dejstvo i sadejstvo
razli¢itih virusa i mikrosporidija u pcelinjim drustvima, navela je nau¢nike da
istraze mehanizme sinergistickog delovanja patogena (Neumann i Carreck,
2010; Martin i sar., 2013). U ovom radu ispitan je uticaj regionalne distribucije i
ja¢ine  pcelinjih drustava mna prisustvo i zastupljenost meSovitih
(mikrosporidijalno-virusnih) infekcija. Pored prisustva i zastupljenosti, ispitana
je i povezanost regiona i jacine pcelinjeg drustva sa karakterom meSovite
infekcije. Naj¢escée identifikovani pojedinacni virus u mesovitim infekcijama na
teritoriji Srbije je DWYV, Sto se i moglo ocekivati budu¢i da je ovaj virus
najzastupljeniji u pcelinjim drustvima (Simeunovi¢ i sar., 2014). Medutim, za
razliku od prethodno iznetih rezultata, drugi najzastupljeniji pojedinac¢ni virus
u mesovitim infekcijama je SBV, Sto se moZe dovesti u vezu sa visokom
zastupljenosti ovog virusa na severu Srbije, odakle i potice najveci broj uzoraka
u kojima je utvrdena mesovita N. ceranae - SBV infekcija. Rezultati ispitivanja
zastupljenosti kombinacije virusa u meSovitim infekcijama pokazuju
dominantnost kombinacije DWV - ABPV. Razlog relativno visoke zastupljenosti
ove kombinacije treba traZiti u ¢injenici da su pomenuti virusi zabeleZeni kao
najzastupljeniji u pcelinjim drustvima Srbije, ali i u istraZzivanjima koja pokazuju
da su to virusi koji najvise zavise od prisustva i zastupljenosti V. destructor kao
vektora (Genersch, 2010; McMenamin i Genersch, 2015). Zbog relativno dugog
perioda medobranja u pojedinim regionima Srbije, drustva manjkaju u
adekvatnoj zastiti protiv pcelinjeg krpelja, te se posledi¢no i u asimptomatskim
drustvima oc¢ekuje umnoZavanje virusa koji su u tesnoj vezi za ovim parazitom.
Sledeca najprisutnija kombinacija virusa u meSovitim infekcijama je
kombinacija ABPV - SBV, $to je u saglasnosti sa rezultatima zastupljenosti

virusa buduéi da ova dva virusa zauzimaju drugo i trece mesto u pcelinjim
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drustvima u Srbiji. MeSovite infekcije u kojima je utvrdeno prisustvo RNK tri
virusa podjednako su zastupljene, svaka kombinacija u 10 % uzoraka. To su
infekcije u kojima dominiraju dva najzastupljenija virusa uz dodatno prisustvo
SBV i CBPV. Zastupljenost kombinacije tri virusa od 10 % je relativno niska, sto
je ocekivano bududi da se radi o asimptomatskim drustvima. Zastupljenosti
ispitivanih virusa u mesovitim infekcijama u asimptomatskim drustvima u
Srbiji je dosta niza u poredenju sa rezultatima iz Francuske (Tentcheva i sar.,
2004; Gauthier i sar., 2007) gde je u preko 80 % drustava koja su naizgled zdrava
utvrdeno prisustvo RNK tri virusa. ViSestruko manja zastupljenost je
najverovatnije posledica razlike u broju ispitivanih virusa u Francuskoj i Srbiji

(u Francuskoj 7 ispitivanih virusa).

Za sada nisu dostupni literaturni podaci o medusobnim interakcijama
virusa u meSovitim, kao ni u mikrosporidijalno-virusnim infekcijama u
asimptomatskim pcelinjim drustvima. Malobrojna istraZzivanja za temu imaju
usko polje medusobnih interakcija pojedinih virusa, odnosno interakcija
pojedinac¢nih virusa i N. ceranae. Tako Bromenshenk i sar. (2010) u ispitivanju
povezanosti iridovirusa i mikrosporidija u izazivanju kolapsa drustava, navode
da ova mesovita infekcija moze znacajno da utice na pojavu gubitka drustava.
Costa i sar. (2011) u svojim istrazivanjima navode da primeéena negativna
korelacija izmedu N. ceranae i virusa deformisanih krila, moze da bude
posledica kompetitivnog odnosa ova dva patogena za celije domacina. Doublet
i sar. (2015) su ispitujuc¢i kompeticiju unutar domacina (A. mellifera) izmedu
DWV i N. ceranae u laboratorijskim uslovima utvrdili asimetriju u inhibitornom
delovanju jednog patogena na drugog, odnosno poajava N. ceranae pre virusa je
inhibirala umnozavanje virusa, dok obrnuta situacija nije zabelezena. Martin i
sar. (2013) su ispitivali hipotezu o sinergistickom delovanju DWV i
mikrosporidija pcela u pcelinjim drustvima na Havajima, medutim hipoteza
nije potvrdena. Toplak i sar. (2013) su u laboratorijskim uslovima ispitivali
sinergisticki efekat CBPV i N. ceranae u zimskim pcelama u cilju utvrdivanja

uloge ova dva patogena u zimskim gubicima pcelinjih drustava. Utvrden je
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sinergisticki efekat mikrosporidije na umnoZzavanje CBPV u péelama. Pomenuta
istrazivanja se ti¢u efekata pojedina¢nih virusa, pri tom zanemarujuéi postojanje
i uticaj drugih eventualno prisutnih virusa na ispitivane subjekte. Takode,
nedostupne su informacije o medusobnim interakcijama vise virusa i N. ceranae
u asimptomatskim drustvima i posledicnom nastanku klinicke infekcije.
Ispitivanja zastupljenosti i karaktera mesovitih infekcija imalo je za cilj
utvrdivanje pravilnosti u pojavi regionalnog i uticaja jacine pcelinjeg drustva na
zastupljenost mesovitih infekcija; prisustvo jednog ili viSe virusa u meSovitim
infekcijama; ali i poredenje meSovith sa samo virusnim i samo
mikrosporidijalnim infekcijama kod asimptomatskih drustava u Srbiji. Rezultati
ispitivanja regionalnog uticaja na pomenuta svojstva pokazuju statistic¢ki
znacdajnu razliku (p<0,001) u ispoljavanju mesovitih, samo virusnih i samo
mikrosporidijalnih infekcija u pcelinjim drustvima Srbije. Istovremeno
prisustvo vise vrsta virusa i N. ceranae su dominantan nalaz u svim regionima
osim u centralnoj Srbiji. U severnoj Srbiji je zabeleZen najvisi procenat
pomenute vrste mesovitih infekcija. Ovaj nalaz je posledica utvrdene najvise
prevalencije virusa mesinastog legla, virusa akutne paralize pcela i N. ceranae u
ovom regionu u odnosu na druge. Razlozi visoke zastupljenosti pomenutih
patogena u ovom regionu su prethodno objasnjeni. Samo u centralnoj Srbiji
dominira nalaz mesovite infekcije u kojoj je utvrdena RNK samo jednog virusa.
Razlog ovog odstupanja od ostalih regiona treba traziti u rezultatima
zastupljenosti ispitivanih virusa u centralnoj Srbiji. Naime, osim DWYV koji je
bio najprisutniji bas u ovom regionu, ostali virusi su relativno slabo zastupljeni
ili odsutni. MesSovite virusne infekcije takode, pokazuju slabu zastupljenost u
ovom regionu. Uprkos postojanju znacajne razlike, na osnovu analize
distribucije razli¢itih oblika mesSovitih infekcija i njihovog poredenja sa samo
virusnim i samo mikrosporidijalnim infekcijama, ne mozZe se utvrditi pravilnost

u pojavi mesovitih infekcija u odnosu na region uzorkovanja.

Nakon ispitivanja uticaja jac¢ine pcelinjeg drustva na pojavu, distribuciju i

intenzitet mikrosporidijalnih i virusnih infekcija, ispitan je uticaj ja¢ine drustva
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na pojavu i karakter mesovitih infekcija. Rezultati pokazuju odsustvo statisti¢ki
znacdajnog uticaja jacine pcelinjeg drustva na pojavu i karakter meSovitih
infekcija. Dobijeni rezultat, kao i odsustvo znacajnog uticaja ja¢ine drustva na
distribuciju mikrosporidijalnih i virusnih infekcija, moZze se dovesti u vezu sa
¢injenicom da ispitivana drustva nisu pokazivala klini¢ke simptome pomenutih
infekcija. Naime, istrazivanja su pokazala da u povoljnim klimatskim uslovima
i u prisustvu kvalitetne hrane, imuni status zajednice kao makroorganizma drzi
infekciju pod kontrolom, odnosno smanjuje se intenzitet Sirenja pomenutih
infekcija medu negovateljicama (Aubert i sar., 2008). Dodatno, odsustvo
znacdajnog uticaja jacine drustva na intenzitet mikrosporidijalne infekcije u
ovom radu u saglasnosti je sa istrazivanjima Traver i sar. (2011). Nesumnjivo je
da jadina pcelinjeg drustva u odredenoj meri utiCe na pojavu
mikrosporidijalnih, virusnih i meSovitih infekcija, $to se iz rezultata ovog
ispitivanja moze videti, medutim, kao posledica prethodno iznetih tvrdnji,

pomenuti uticaj nije statisticki znacajan.

6.2.6. Genetska identifikacija i filogenetska analiza virusa pcela iz
Srbije. U cilju potvrde identifikacije virusne RNK pronadene u ispitivanim
uzorcima, kao i analize stepena sli¢nosti sa sekvencama virusa uskladistenih u
,GenBank” - genskoj bazi podataka
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/), izvrSeno je sekvenciranje delova
virusnih genoma. Sekvenciranje i fligenetska analiza ispitivanih virusa izvr$ena
je u cilju utvrdivanja stepena sli¢nosti u nukleotidnom sastavu RNK izolata iz
Srbije sa sekvencama iz Evrope i drugih delova sveta. Odabir uzoraka u kojima
je utvrdeno prisustvo RNK nekog od ispitivanih virusa izvrSeno je na osnovu
izgleda amplifikacione krive nakon real-time RT-PCR analize. Izabrani su oni
uzorci u kojima je kriva amplifikacije u odredenom stepenu odstupala od
izgleda idealne sigmoidne krive. Naime, amplifikacija ciljne nukleotidne
sekvence tokom real-time PCR prolazi kroz tri faze koje reprezentuje
amplifikaciona kriva: eksponencijalna, linearna i plato faza. Odstupanje u

izgledu sigmoidne krive u toku linearne faze podrazumeva narusenu idealnu 2»
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stopu amplifikacije u svakom slede¢em ciklusu. Strma amplifikaciona kriva u
linearnoj fazi moze biti posledica nepotpune podudarnosti prajmera i/ili proba
sa ciljnim sekvencama. U slucaju detekcije RNK virusa to moZe znaciti mogucu
pojavu mutacija u ciljnoj sekvenci (Mackay i sar., 2002), odnosno razlikovanje u
nukleotidnom sastavu dobijene sekvence sa sekvencama deponovanim u
genskoj bazi podataka. Za sekvenciranje je odabrano 9 RNK izolata pozitivnih
na prisustvo RNK DWYV, 2 RNK izolata pozitivna na prisustvo RNK ABPV, 2
RNK izolata pozitivha na prisustvo RNK CBPV i 3 RNK izolata pozitivna na
prisustvo RNK SBV. Sekvenciranje delova genoma odabranih uzoraka izvrseno
je po Sanger metodi uz izvodenje kapilarne elektroforeze u automatskom
genetskom analizatoru 3130 (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD).
Odabir prajmera za delove genoma detektovanih virusa koji s bili podvrgnuti
sekvenciranju u skladu je sa preporukama laboratorije ,Francuske agencije za
bezbednost hrane, zastitu Zivotne sredine i bezbednost na radu” (ANSES, 2011).
Pravilan izgled pikova na elektroferogramu koji reprezentuju pojedinacne
nukleotide analiziranih sekvenci, potvrdio je efikasnost primenjenog postupka
sekvenciranja. Nakon uporedivanja sa drugim sekvencama koje se nalaze u
genskoj bazi podataka, dobijene sekvence delova genoma ispitivanih virusa iz
Srbije su prijavljene i nakon provera od strane genske baze, registrovane kao
autenti¢ne. Sledeci korak u utvrdivanju genetske sli¢nosti sa sekvencama virusa
koje su registrovane od strane drugih istrazivaca je filogenetska analiza
dobijenih sekvenci iz Srbije. Filogenetska analiza je izvrSena primenom
kompjuterskog programa MEGA 6 (Tamura i sar., 2013). Poredenje sekvenci
delova genoma pcelinjih virusa iz Srbije dobijenih nakon sekvenciranja sa
sekvencama virusa deponovanim, od strane autora Sirom sveta, u gensku bazu
podataka izvrSeno je primenom ,BLAST” pretrage, jednog od najcesce
primenjivanih alata u ove svrhe (Reddy i sar., 2013; Wang i sar., 2013; Tamura i
sar., 2013).Sravnjivanje nukleotidnih sekvenci je vrSeno primenom ClustalW
algoritma (Thompson i sar., 1994) koji vrsi viSestruka poravnanja sekvenci.

Buduc¢i da je svrha filogenetske analize uvid u stepen sli¢nosti sekvenci iz Srbije
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sa drugim, izrada filogenetskog stabla i procena stepena sli¢nosti poredenih
sekvenci je izvrSena upotrebom ,Neighbor Joining” metode, koja se bazira na
utvrdivanju udaljenosti poredenih sekvenci i ,Maximum Parsimony” metode,
koja pri analizi koristi znakove (Mount, 2004). U proceni pouzdanosti
filogenetskog stabla su iskoris¢ene statisticke metode koje se baziraju na
ponovnom slu¢ajnom wuzorkovanju podataka i testiranju konzistentnosti
grupisanja (Mount, 2004). Izabran je , Bootstrap” metod koji konstruise novo
slu¢ajno visestruko poravnanje jednake duzine iz originalnog visestrukog

poravnanja, pri ¢emu hiljadu ovakvih ponavljanja daje pouzdane rezultate.

Nakon ,BLAST” pretrage i uporedivanja parcijalne nukleotidne
sekvence poliprotein gena (420 baznih parova) 8 prijavljenih sekvenci DWYV iz
Srbije sa drugim sekvencama, potvrdena je sli¢nost od 98 - 99 % sa sekvencama
ovog virusa iz genske baze.Primenom ,Maximum Parsimony” analize sekvenci,
utvrdena je genetska sli¢nost sekvenci iz Srbije sa sekvencama DWYV iz Evrope i
Azije, dok je jedna sekvenca iz Juzne Amerike (JQ413340 poreklom iz Cilea),
kao posebna grana filogenetskog stabla, odvaja od drugih sekvenci. Od 9
sekvenciranih DWV iz Srbije, dva imaju identi¢nu sekvencu (D4 i D5), stoga je u
gensku bazu podataka prijavljena samo jedna od njih (D4 KM001905). Rezultati
pokazuju da su sekvence iz Srbije grupisane u cetiri filogenetske grupe (I - D1,
D4iD5; 11 - D2iD6; Il - D31 D9; IV - D8), medutim na filogenetskom stablu se
primecuje visok stepen sli¢nosti.Visok stepen podudarnosti sekvenci ovog
virusa iz Srbije sa drugim sekvencama potvrduje pretpostavku da zabeleZena
mala genetska udaljenost potice od evolutivno skorasnje brze distribucije ovog
virusa i V. destructor kao vektora Sirom sveta. Naime, DWV je prvi put
identifikovan u izorku pcela poreklom iz Japana 80-tih godina proslog veka
(Bailey i Ball, 1991, Lanzi i sar.,, 2006). Zahvaljujuéi internacionalnoj i
transkontinentalnoj trgovini infestiranim drustvima, pcelinji krpelj se u
poslednjih 50 godina brzo prosirio infestirajuci pcelinje zajednice Sirom sveta
(Bailey i Ball, 1991). Ve¢ napomenuta uloga V. destructor kao efikasnog
bioloskog i mehani¢kog vektora (Gisder i sar., 2009; Genersch i Aubert, 2010;
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deMiranda i Genersch, 2010; Martin i sar., 2013) omogucila je da DWV za
kratko vreme postane najces¢e detektovan virus u pcelinjim drustvima
(Genersch i Aubert, 2010). Evolutivho gledano, ekspanzija ovog virusa za
relativno kratko vreme dovela je do visoke stope genetske podudarnosti
sekvenci DWV iz razli¢itih krajeva sveta (Berényi i sar.,, 2007), stoga ne
iznenaduje 98 - 99 % sli¢nosti sekvenci iz Srbije sa ostalim prijavljeni u genskoj
bazi. Rezultati filogenetske analize pokazuju i odstupanja u podudarnosti
virusa deformisanih krila i Varroa-destructor virusa (VDV) koji je iskoriséen

kao spoljasnja grupa za uporedivanje.

Nakon sekvenciranja delova genoma dva virusa akutne paralize pcela iz
Srbije, zbog njihovog apsolutnog poklapanja u nukleotidnom redosledu, u
gensku bazu podataka deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia Al,
KMO001899. Sekvence iz Srbije duzine 398 bp, nakon ,BLAST” pretrage imaju 93
- 97 % sli¢nosti sa sekvencama virusa deponovanih u genskoj bazi. Region
genoma ABPV koji je sekvenciran odgovara nukleotidnoj sekvenci dela genoma
koji kodira sintezu proteina kapsida virusa. Ovaj region je izabran jer je jedan
od naj¢esce analiziranih. Bakonyi i sar. (2002) su upotrebili pomenutu sekvencu
u izradi filogenetske analize svih do tada deponovanih sekvenci ovog virusa.
Treba naglasiti rezultate filogenetske analize koji pokazuju da sekvence virusa
akutne paralize iz Srbije formiraju monofiletick grupu. To prakti¢no znaci da su
sekvence iz Srbije medusobno jako sli¢ne, medutim da se od drugih
deponovanih sekvenci dovoljno razlikuju da formiraju zasebnu grupu. Nalaz
gotovo identi¢nih sekvenci ABPV detektovanih u razli¢itim pcelinjacima Srbije
dokaz je intenzivnog prenoSenja virusa medu pcelama direktnim kontaktom,
preko V. destructor i/ili aktivnostima pcelara (Jamnikar Ciglenecki i Tpolak,
2013). Veca genetska sli¢nost sekvenci ABPV iz Srbije sa sekvencama iz
Madarske se moZze objasniti geografskim poloZajem koji zauzimaju ove dve
zemlje. Naime, oblasti koje ¢ine grani¢ni pojas izmedu Srbije i Madarske su
zbog bogatstva flore izuzetno atraktivne za pcelare, sto zbog neposredne blizine

veceg broja pcelinjih drustava sa jedne i druge strane granice, olaksava Sirenje
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virusnih infekcija izmedu drustava. Jo$ jedan razlog koji govori u prilog ovoj
tvrdnji je i ¢esta trgovina maticama i rojevima izmedu pcelara dve drzave, kako
legalnim tako i ileglanim putem. Sekvence virusa akutne paralize iz zapadne i

isto¢ne Evrope formiraju zasebnu filogenetsk grupu.

U cilju molekularne karakterizacije i filogenetske analize SBV, izabrana je
parcijalna nukleotidna sekvenca poliprotein gena duzine 467 bp. Nakon
molekularne identifikacije 3 RNK izolata SBV iz Srbije, u gensku bazu podataka
deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia S1 (KM001901). ,,BLAST”
pretraga je pokazala podudarnost od 94 - 99% sekvenci iz Srbije sa sekvencama
deponovanim u genskoj bazi. Sli¢nost sekvenci iz Srbije sa sekvencama iz
kontinentalne Evrope, koje na filogenetskom stablu formiraju zasebnu grupu,
posledica je umerenog Sirenja ovog virusa na evropskom kontinentu. Naime, u
poredenju sa prethodna dva virusa, osnovni put Sirenja SBV jeste preko hrane,
bolesnog i kanibalizovanog legla. Dokazano je prenosenje putem V. destructor
(Shen i sar., 2005; Chen, 2005; Yue i sar., 2006), medutim ovakav vid transmisije
ima sekundarni znacaj. Ovo za posledicu ima sporije Sirenje virusa pa time i
vedi genetski diverzitet. To je i razlog sli¢nosti sekvenci iz Srbije sa austrijskim,
francuskim i nemackim sekvencama, a istovremeno i prili¢ne udaljenosti od
ruskih, britanskih i azijskih sekvenci. OpseZnije molekularne i filogenetske
analze sekvenci ovog virusa iz zemalja u okruzenju mogle bi utvrditi postojanje

jedinstvene grupe sa sekvencama iz Srbije, kao sto je to bio slucaj sa ABPV.

Nakon molekularne identifikacije dva RNK izolata CBPV iz Srbije, zbog
njihovog apsolutnog poklapanja u nukleotidnom redosledu, u gensku bazu
podataka deponovana je jedna sekvenca pod oznakom Serbia C1 (KM001900).
Nakon , BLAST” pretrage i uporedivanja parcijalne sekvence pocetnog RNK
segmenta CBPV duzine 570 baznih parova utvrdena je identi¢nost u rasponu od
93 - 96 % sa sekvencama iz genske baze. Srpske i francuske sekvence formiraju
monofileticku grupu sa sekvencama iz Spanije i Belgije, pri ¢emu je sli¢na

genetska udaljenost u odnosu na druge primecéena kod sekvence iz Svajcarske.
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Ovi rezultati govore u prilog razlika koje CBPV ispoljava, u taksonomskom i
genetickom smislu,u poredenju sa prethodna tri analizirana virusa. Rezultati
filogenetske analize impliciraju drugaciji epizootoloski karakter i posledi¢no
slabiji intenzitet geografske distribucije ovog virusa. Prikazana genetska
udaljenost sekvenci iz Srbije u odnosu na druge, moZe se objasniti vecom
stopom mutacija, odnosno rearanzmana nukleotida (Grabensteiner i sar., 2001;

Yang i sar., 2013).
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7.

ZAKLJUCAK

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

zakljuciti sledece:

. Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali vecu osetljivost metode PCR u

odnosu na mikroskopski pregled u otkrivanju mikrosporidijalnih

infekcija pcelinjih drustava.

. Prisustvo mikrosporidija iz roda Nosema je mikroskopskim pregledom

ustanovljeno kod 72% od ukupno 150 ispitanih uzoraka poreklom od

pcelinjih drustava sa teritorije Republike Srbije.

. Prisustvo DNK mikrosporidija iz roda Nosema utvrdeno je kod 88%

ispitanih uzoraka, odnosno kod 18% uzoraka u kojima mikroskopskim

pregledom nije utvrdeno prisustvo spora.

. U svim ispitivanim uzorcima u kojima je potvrdena mikrosporidijalna

infekcija primenom PCR tehnike je utvrdeno prisustvo DNK
mikrosporidije Nosema ceranae. Ni u jednom ispitivanom uzorku nije

utvrdeno prisustvo DNK mikrosporidije Nosema apis.

. Jac¢ina pcelinjeg drustva ne utice na pojavu mikrosporidijalnih infekcija u

Srbiji. Nije utvrdeno prisustvo statisticke znacajnosti u regionalnoj
distribuciji uzoraka pozitivnih na prisustvo mikrosporidija Nosema vrste,
Sto implicira da pojava mikrosporidijalnih infekcija pcéela u Srbiji ne

zavisi od regiona uzorkovanja.

. Primenom real-time RT-PCR tehnike bazirane na Tagman probama u

87,33 % uzoraka na teritoriji Srbije je utvrdeno prisustvo nukleinskih
kiselina ispitivanih pcelinjih virusa. Zastupljenost RNK virusa

deformisanih krila je utvrdena u 74 %, virusa akutne paralize pcela u
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11

49,3 %, virusa me$inastog legla u 24 % i virusa hroni¢ne paralize u 6,7 %
ispitivanih uzoraka. Odsustvo nukleinskih kiselina ispitivanih virusa
pcela je zabeleZeno u 12,67 % obradenih uzoraka.

Zastupljenost virusa akutne paralize, virusa mes$inastog legla i virusa
hroni¢ne paralize znacajno zavisi od regiona, dok u slucaju virusa
deformisanih krila nije zabeleZena znacajnost u regionalnoj distribuciji.
Jacina pcelinjeg drustva ne utic¢e na distribuciju ispitivanih virusa, kao ni
na intenzitet virusnih infekcija iskazan kroz Ct vrednost.

Prisustvo RNK vise od jednog virusa je zabelezeno u 56,67 % uzoraka iz
Srbije.

Zastupljenost mesovitih (mikrosporidijalno-virusnih) infekcija znacajno
zavisi od regiona uzorkovanja. Nije utvrden statisticki znacajan uticaj
ja¢ine pcelinjeg drustva na zastupljenost i karakter meSovitih infekcija.
Rezultati filogenetske analize pokazuju odgovarajuci stepen genetske
sliénosti 8 razlic¢itih sekvenci virusa deformisanih krila, 1 sekvence virusa
akutne paralize pcela, 1 sekvence virusa hroni¢ne paralize pcela i 1
sekvence virusa mesinastog legla iz Srbije sa virusima utvrdenim u

pcelinjim drustvima Sirom sveta.

. Informacije o nukleotidnom sastavu sekvenci pcelinjih virusa iz Srbije

pruzaju uvid u promene na posmatranim delovima genoma i
upotpunjuju filogenentske analize evropskih sojeva ispitivanih virusa.
Informacije su znacajne i u pogledu istrazivanja promena u genetskom
sastavu koje bi mogle da dovedu do nastajanja novih i/ili virulentnijih

sojeva.
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