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1. UvOD

Medonosne péele, solitarne pcele, bumbari i mnogi drugi kukei oprasivaci djeluju kao
biosenzori zdravlja prirodnih ekosustava. Oprasivanjem cvjetova povréa, voca, orasastih
plodova 1 slobodno zivu¢ih biljaka osiguravaju hranjive tvari za prehranu ljudi i Zivotinja
(KANE 1 FAUX, 2021.). Iako postoji viSe vrsta kukaca opraSivaca, najznacajnija je europska
medonosna pcela (Apis mellifera) koja moze Ciniti i do 80 % cjelokupne populacije oprasivaca
(ROBINSON i sur., 1989.), sto ovisi o broju péelinjih zajednica na nekom podrucju. Osim $to
igraju kljuénu ulogu u odrzavanju bioraznolikosti, opraSivanje pcelama je vazno za
proizvodnju kvalitetnih plodova ljepSeg izgleda, vece mase i duzeg roka trajanja Sto rezultira
i pove¢anom trziSnom vrijednosti (KLATT i sur., 2014.). Shodno tome, procjenjuje se da je
ekonomska vrijednost opraSivanja péelama nekoliko desetaka puta veéa od vrijednosti
pcelinjih proizvoda. Budué¢i da tre¢ina ljudske prehrane, izravno ili neizravno ovisi o
njihovom oprasivanju, zdravlje pcela i drugih kukaca oprasivaca kljucno je za opskrbu
hranom (VAN ENGELSDOREP i sur., 2008.).

Iako su se neobjasnjivo veliki gubici pcelinjih zajednica javljali tijekom povijesti u
pojedinim zemljama (VAN ENGELSDORP i sur., 2007.), od zime 2006./2007. godinu,
diljem SAD-a i Europe zabiljeZzeno je znacajno povecano izvjeStavanje o ugibanju pcelinjih
zajednica (VAN ENGELSDORRP i sur., 2007., 2008.), od kada pcelari svake zime biljeze i do
30% gubitaka (VAN ENGELSDORP i MEIXNER, 2010.). U Republici Hrvatskoj (RH),
uobicajenih 10% zimskih gubitaka pcelinjih zajednica, poraslo je 2007./2008. godinu na
41,71% u panonskoj regiji, 37,46% u mediteranskoj regiji i 32,71% u gorskoj regiji
(SVECNJAK i sur., 2008.).

Takva zabrinjavajuca Cinjenica povecala je interes znanstvene zajednice i Sire javnosti.
Medutim, dugogodi$nja intenzivna istrazivanja nisu otkrila specificni uzrok propadanja
pcelinjih zajednica, zbog Cega se smatra da je on uzrokovan istodobnim djelovanjem vise
uzroc¢nika bolesti 1 drugih nepovoljnih okoliSnih ¢imbenika. Negativni ¢imbenici kao $to su
gubitak stanista, upotreba pesticida, nametnici i Stetnici, zarazne bolesti i klimatske promjene
djeluju istovremeno 1 uzrokuju povecanu prijemljivost pcelinjih zajednica prema bolestima
(KANE 1 FAUX, 2021.). Iako je uzrok razli¢it, ovisno o regiji ili zemljopisnom podrucju,

uginule zajednice najéeSée su povezane s visokim stupnjem invadiranosti nametnicima



Varroa destructor i Nosema spp., u kombinaciji s drugim patogenim mikroorganizmima
(PRISCO i sur., 2016.).

Sirenje bolesti medonosnih péela, zbog grabeza ili zalijetanja pcela u tude kosnice,
povecava se ako je velika gustoéa zajednica na nekom podrucju. Kod utvrdivanja pojave
ekonomski znacajne bolesti vazno je sprijeciti Sirenje zaraze pri ¢emu su usteda vremena i

rano uocavanje bolesti sastavni dio ograniCavanja prenoSenja zaraze na nova podrucja

(BIOVA, 2021.).

Glavna prednost uzoraka ostataka s podnice koSnice kao materijala za dijagnosticko
pretrazivanje je moguénost njegovog uzorkovanja tijekom zimskih mjeseci, §to nam
omogucava analizu subklinickih koncentracija patogenih uzro¢nika bolesti, odnosno
procjenjivanje statusa zdravstvenog stanja péelinjih zajednica prije pojave klinickih znakova.
Jednostavno 1 brzo prikupljanje zimskih ostataka s podnica koSnica ubrzava rano otkrivanje i
pravodobno kontroliranje ili suzbijanje bolesti te smanjuje $tetne gospodarske i ekonomske
ucinke za pcelare. Iz toga razloga je rana dijagnostika subklinickih koncentracija patogenih
uzro¢nika bolesti u kosnici ili pcelinjaku prioritet za ucinkovitu prevenciju bolesti u

pcelarskoj praksi (FORSGREN i LAUGEN, 2015.).

Medutim, jo$ uvijek se nedostatno zna o dosljednosti utvrdivanja i kvantifikacije
patogenih uzro¢nika bolesti iz uzoraka ostataka s podnica koSnica (FORSGREN 1 LAUGEN,
2015.).

U tom smislu postavljen je primarni cilj ovoga rada. Na prikupljenim uzorcima zimskih
ostataka s podnica koSnica sa Sest razli¢itih pcelinjaka smjestenih u kontinentalnom dijelu RH
utvrditi prisustvo ekonomski vaznih uzrocnika bolesti i procijeniti koliko je uzorak ostataka s
podnice ko$nica relevantan i koliko dobro prikazuje stvarno zdravstveno stanje pcelinjih
zajednica u proljece. Testirali smo pretpostavku da su uzorci zimskih ostataka s podnica
kosnice prikladni za ranu dijagnostiku razli¢itih patogenih uzro€nika bolesti putem lancane
reakcije polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR). U proljece je obavljen klinicki

pregled pcelinjih zajednica.



2. PODACI IZ LITERATURE

2.1. Uzroci gubitaka u pcelarstvu

Tijekom posljednjih dvadeset godina Sirom svijeta zabiljeZen je porast gubitka pcelinjih
zajednica. Godine 2006. pojavio se fenomen pod nazivom poremecaj propadanja pcelinjih
zajednica (eng. Colony Collapse Disorder, CCD) koji oznacava iznenadi i brzi gubitak
zajednica bez jasnog uzroka. CCD je definiran iskljuc¢ivo gubitkom pcelinjih zajednica u
kojima nisu prisutne odrasle pcele, dok su pcelinje leglo, matica, te dostatne zalihe meda i
peluda prisutni. Uzrok CCD-a do danas nije u potpunosti razjasnjen, a smatra se da pojavu

izaziva sinergijsko djelovanje viSe negativnih ¢imbenika (SMITH 1i sur., 2013.).

Negativni ¢imbenici kao Sto su pesticidi, nametnici i patogeni uzrocnici bolesti,
nedostatak kvalitetne hrane u prirodi, nepravilan smjestaj pcelinjaka, nepovoljni vremenski

uvjeti i losa péelarska praksa mogu djelovati zasebno ili u kombinaciji.

Osnovu zdravlja pcelinjih zajednica Cini kvalitetna prehrana nektarom 1 peludom.
Nektar je izvor ugljikohidrata koji im osigurava energiju, a pelud je izvor proteina koji je
nuzan za prihranjivanje legla. Visokokvalitetna hrana osigurava im dobar imunoloSki
odgovor, razmnozavanje i preZivljavanje zbog ¢ega je dobra prehrana nuzan uvjet za vecu
odrzivost i otpornost na infekcije patogenim uzro¢nicima bolesti, te posebice na invazije
grinjom V. destructor i popratne virusne infekcije. Medutim, danasnje velike poljoprivredne
povrsine su pod usjevima monokultura koje pruzaju koli¢inski znacajne, ali jednoli¢ne 1
vremenski ogranicene izvore hrane $to negativno utjece na nutritivnu raznolikost, a time i

otpornost péela (HRISTOV i sur., 2020.).

Drugi ¢imbenik intenzivne poljoprivrede koji negativno utjeCe na zajednice su
1zloZzenost kemijskim pesticidima koji u visokoj dozi mogu uzrokovati naglo uginuce odraslih
pcela i legla, ili u niskoj dozi, ali dugotrajnoj izloZenosti oStetiti imunosni sustav, sposobnost
ucenja i pamcenje, Sto povec¢ava mogucénost da se nikada ne vrate u svoje kosnice (HRISTOV

i sur., 2020.).

Budu¢i da pcela Zivi kao socijalna zajednica unutar koSnice u kojoj prevladavaju uvjeti
visoke temperature i vlaznosti te prisutnosti velikog broja pcela koje su u stalnom
medusobnom izravnom kontaktu, njena zivotna sredina je pogodna za umnazanje niza

patogenih uzro¢nika bolesti i nametnika od bilo kojeg drugog kukca. Razli¢ite zarazne bolesti



i nametnici oslabljuju imunitet pojedine pcele kao i zajednice, a zbog oslabljene
imunokompetentnosti gube sposobnost suocavanja sa stresom koji se javlja unutar ekosustava
kosnice (PRISCO i sur., 2016.). Nakon invazije zajednice medonosne pcele s grinjama V.
destructor i istodobno mikrosporidijom N. ceranae, koje su izvorno nametnici azijskih
medonosnih pcela, zdravlje zajednica je znacajno ugrozeno budu¢i da nasa europska
medonosna pcela ne posjeduje dovoljno dobre obrambene mehanizme protiv spomenutih
nametnika. Zbog imunosupresivnog djelovanja nametnika poveéava se osjetljivost pcela na

druge patogene uzro¢nike bolesti i sekundarne infekcije (TLAK GAJGER, 2015.).

Klju¢ni ¢imbenik prezivljavanja zajednice je veli¢ina populacije pcela koja ovisi o
Sposobnosti matice da polaze dovoljno jaja, te duljina zivota odraslih pcela. Péele zbog manjka
zaliha peluda ili zbog utjecaja odredenih patogenih uzro¢nika bolesti ranije postaju skupljacice
i krace Zive zbog Cega se jaCina zajednice ne povecava. Male péelinje zajednice podloznije su
propadanju zbog gladovanja, utjecaja bolesti 1 nametnika, te nesposobnosti za uspjesno

zimovanje (TLAK GAJGER, 2019.).



2.2. Bolesti medonosnih zajednica
2.2.1. Nametnicke bolesti medonosne pcele

2.2.1.1. Varooza

Ektoparazit V. destructor zasigurno je vodeca prijetnja medonosnoj pceli jo§ od
sedamdesetih godina proslog stoljeca kada je prenesena s podruc¢ja na kojem obitavaju azijske
vrste péela (OLDROYD, 1999.). Azijske pcele su tijekom evolucije stekle odredene
mehanizme obrane od nametnika, dok europska medonosna pcela do sada nije razvila
zadovoljavaju¢e obrambene mehanizme (NOEL, 2020.), zbog Cega je ova invazija u
posljednjih pedeset godina prouzrocila uginu¢e milijuna zajednica (PRISCO, 2016.). V.
destructor se brzo prosirila i do 2020. godine je ustanovljena u vecini zemalja, osim

Australije, nekoliko africkih zemalja i pojedinih otoka (BONCRISTIANI i sur., 2020.).

Nekoliko ¢imbenika doprinosi negativnom ucinku V. destructor na populaciju
medonosnih pcela. Primarno oStecenje nastaje zbog hranjenja grinje na leglu i odraslim
péelama. Do sada se smatralo da se V. destructor hrani samo hemolimfom medonosne pcele,
medutim dokazano je da se primarno hrani masno-bjelancevinastim tkivom, odnosno tkivom
koje je analogno jetri sisavaca. Shodno tome, parazitizam V. destructor povezan je sa
oslabljenim razvojem mladih pcela, smanjenom sintezom proteina 1 lipida, oslabljenom

metabolickom 1 imunoloskom funkcijom, smanjenoj toleranciji na pesticide i smanjenoj

dugovieénosti (RAMSEY i sur., 2019).

Nadalje, brojnim istrazivanjima je utvrdena vazna uloga V. destructor i pratecih
virusnih patogenih uzro¢nika bolesti u poremecajima zdravlja pcelinje zajednice. V.
destructor ima status prijenosnika pet potvrdenih virusa: virusa izobli¢enih krila (eng.
Deformed Wing Virus, DWV), Kasmirskog péelinjeg virusa (eng. Kashmir Bee Virus, KBV),
virusa mjesinastog legla (eng. Sacbrood Virus, SBV), virusa akutne pcelinje paralize (eng.
Acute Bee Paralysis Virus, ABPV) i Izraelskog pcelinjeg virusa akutne paralize (eng. Israeli
Acute Paralysis virus, IAPV) te potencijalno 13 drugih virusa (BOECKING i GENERSCH,
2008.).

Osim §to djeluje kao prijenosnik virusa istovremeno povecava i1 njihovu virulenciju

tako da uobicajeno asimptomatska bolest postaje jasna i o€ita. 1z toga razloga jasno je da



kontroliranje broja V. destructor u kosnici ima neizravan utjecaj na kontroliranje pojave
klini¢ki vidljivih virusnih infekcija (KANE i FAUX, 2021.).

Kada se invadirana péelinja zajednica ne tretira primjenom veterinarsko medicinskih
proizvoda (VMP) i kada je u zajednici prisutno nekoliko tisuc¢a grinja dolazi do vidljivih
karakteristi¢nih klinickih znakova varooze, prvenstveno poja¢anog nemira odraslih pcéela
unutar koSnice, smanjenje njihove tjelesne tezine i razliitih morfoloskih malformacija.
Zarazene pcele imaju 6,3% do 25% manju tjelesnu teZinu od zdravih pcela (DE JONG 1 sur.,
1982 a.), mladi trutovi su nesposobni za parenje, a mlade radilice zbog nedovoljno razvijene

mlijecne zlijezde prijevremeno postaju skupljacice i krace zive (AMDAM, 2004.).

Varooza se stoga kontrolira sukladno zakonskim propisima i obavezno je tretiranje
pcelinjih zajednica VMP-ima, uz primjenu drugih bioloSko-tehnic¢kih mjera tijekom cijele
godine. Medutim, zbog viSekratno rabljenih i nepravilno primijenjenih VMP-a grinja svake
godine povecava rezistentnost na primjenjivane akaricide Sto znaci da i1 najbolje metode

uklanjanja ovih Stetnika mozda nece biti u¢inkovite u buduénosti.

Slika 1. Grinja V. destructor na odrasloj pceli.

(Izvor: https://news.utexas.edu/2020/01/30/bacteria-engineered-to-protect-bees-from-
pests-and-pathogens).



2.2.1.2. Nozemoza

Nozemoza je najrasirenija gljivicna nametnicka zarazna bolest medonosnih pcela
uzrokovana mikrosporidijama iz roda Nosema. Bolest se godinama pripisivala invaziji
isklju¢ivo N. apis. Medutim, prenoSenjem N. ceranae s azijske pcele, prevalentna je i u
europskoj medonosnoj péeli. Buduéi da se infekcija sa N. ceranae razlikuje od N. apis u
epizootiologiji, patogenezi i klinickoj slici nazvana je nozemoza tipa C, a povezana je s
gubitkom zajednica diljem SAD-a i Europe te predstavlja ozbiljnu prijetnju sektoru pcelarstva
(KANE i FAUX, 2021.; TLAK GAJGER, 2019.).

Odrasle pcele se invadiraju oralnim unoSenjem spora Nosema spp. koje su izrazito
otporne u okoliSu. Spore se nalaze u onec¢is¢enoj hrani ili vodi, ostacima fecesa ili bolesnih 1
uginulih pcela iz koSnice. N. ceranae primarno parazitira u epitelnim stanicama srednjeg
crijeva gdje zbog umnazanja velikog broja spora dolazi do porasta osmotskog tlaka, pucanja
membrana stanica i njihovog potpunog propadanja. Time uzrokuje poremecaj probavne
funkcije i1 energetski stres koji izaziva glad, povecani apetit, dezorijentiranost i gubitak

sposobnosti ucenja te, na kraju, uginuca pcela zbog iscrpljenosti (TLAK GAJGER, 2019.).

Uslijed atrofije hipofaringealne Zlijezde inficirane mlade pcele njegovateljice ne mogu
proizvesti maticnu mlije¢. Takve pcele preskakajuci svoje uloge kuénih pcela prerano postanu
pcele skupljacice §to u konacnici dovodi do skra¢ivanja njihovog zivotnog vijeka. Inficirani
trutovi imaju manju tjelesnu masu, smanjenu koli¢inu energije 1 posljedi¢cno smanjenu
mogucnost letenja, a inficirane matice zbog smanjene proizvodnje mandibularnog feromona

i vitelogenina smanjuju ili potpuno prestaju polagati jajasca (ALAUX i sur., 2011.).

Karakteristi¢ni znakovi bolesti uzrokovane N. apis kao §to su proljev ili puzanje i
drhtanje pcela nisu prisutni kod invazija uzrokovanih N. ceranae. Nozemoza tipa C najceSce
prolazi asimptomatski i Cesto se naziva tihim ubojicom pcelinjih zajednica. Kroni¢nog je
tijeka karakterizirana naglim slabljenjem pcelinje zajednice u vidu naglog smanjenja broja
odraslih pcela (TLAK GAJGER, 2019.). Jako invadirane pcelinje zajednice tesko
prezimljavaju i ne troSe pohranjene zalihe hrane zbog Cega Cesto dolazi do velikog broja

uginulih pcela na podnici ko$nice u proljece (MICHALCZYK i sur., 2011.).

Takoder, zbog mehanickih oSte¢enja srednjeg crijeva i imunoloskih zapreka uzrokuje 1
povecanu osjetljivosti pcela na virusne patogene uzroCnike bolesti. Prema istraZzivanju

COSTA isuradnika (2011.) ustanovljena je interakcija izmedu N. ceranae i virusa izobli¢enih



krila §to je rezultiralo pojavi sloZenije bolesti i smanjenoj vitalnosti zajednica. [zmedu ostalog,
interakcija izmedu Nosema spp. i neonikotinoidnih pesticida dokazano povecava ugibanje
pcelinjih zajednica (ALAUX i sur., 2010.).

Slika 2. Klini¢ki znakovi karakteristi¢ni za invaziju N. apis (a) i N. ceranae (b).
(Izvor: https://rugbybeekeepers.org/cms/index.php/about-us/events/298-bee-health-day-
2019).

2.2.1.3 Etinioza

Mali kornja$ kosnice (Aethina tumida) opasan je Stetnik péelinjih zajednica koji se iz
africkih zemalja trgovinom i transportom zarazenih pcelinjih zajednica prosirio u SAD,
Kanadu, Australiju, Egipat, Koreju, Filipine i Europu (OIE, 2019; NEUMANN i sur., 2013.).
Za africke pcele ovaj Stetnik ne predstavlja veliku opasnost buduci da su one razvile korisne
mehanizme obrane, medutim zamjena nositelja ovog kornjasa na europske vrste pcela ¢ini
velike ekonomski znacajne Stete. Europska medonosna péela je puno osjetljivija i trpi znatno
vece Stete zbog Cega je zakonskim propisima odredeno obavezno prijavljivanje sumnje na
bolest 1 postivanje strogih uvjeta za uvoz paketnih rojeva ili pcelinjih zajednica iz tre¢ih

zemalja (ANONYMOUS, 2021.).

Malog kornjasSa u koSnicu privlaci miris saca, svjeze skupljenog i pohranjenog peluda,
nezrelog meda i propolisa. Zenka polaZe jaja izravno na saée ili busi rupe nad poklopljenim
leglom kako bi polozila svoja jaja na pcelinje kukuljice. Iako zbog visoke invazije odraslim
primjercima malog kornjasa koSnice pcelinja zajednica moZe pobjeci iz zarazene koSnice
(ELLIS i sur., 2003.), li¢cinke malog kornjasa koS$nice najrazornija su Zivotna faza za zajednicu

medonosne pcele. One buse tunele 1 stvaraju labirinte kroz sace, a hrane se medom, peludom



ili pcelinjim leglom. Zbog izlu¢ivanja ekskremenata malog kornjaSa koSnice, med fermentira

Sto ga €ini higijenski neispravnim proizvodom za konzumaciju (KANE 1 FAUX, 2021.).

Mali kornja$ koSnice moze biti prijenosnik za druge patogene uzrocnike bolesti kao $to

je bakterija Paenibacillus larvae (SCHAFER i sur., 2010.).

Slika 3. Mali kornjas$ ko$nice u zivotnoj fazi liinke (a) i fazi odrasle jedinke (b).

(Izvor:http://windowbee.com/aethinatumida_en/;www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgn
um=5429648).

2.2.1.4. Tripanosomijaze

Tripanosomi  su crijevni  protozoarni nametnici  koji  pripadaju  porodici
Trypanosomatidae. lako je utvrdeno viSe vrsta tripanosoma, primarni uzroc¢nici koji su
povezani s velikim zimskim gubicima zajednica su Crithidia mellificae i Lotmaria passim
(WILLIAMS i sur., 2019.). Premda je C. mellificae vise puta izolirana tijekom Sezdesetih i
sedamdesetih godina proslog stoljeca, tek pretrazivanjem molekularnim metodama 2015.
godine otkrivena je nova vrsta, L. passim koja je trenutno predominantni tripanosomatid
medonosne pcele (SCHWARZ i sur., 2015.).

Infekcija C. mellificae mijenja sastav mikrobioma crijeva péele te utje¢e na promjene
u ponasanju i imunosnom odgovoru. Iako je Siroko rasprostranjena L. passim do danas je
slabo proucavana i tona patogeneza bolesti nije u potpunosti razjaSnjena. Poznato je da,
poput C. mellificae, ima pozitivnu korelaciju sa stupnjem infekcije N. ceranae $to moze
znacajno utjecati na lokalnu i sustavnu imunolosku funkciju unutar pcela (SCHWARZ i
EVANS, 2013.). U Srbiji, koinfekcije L. passim i N. ceranae dokazane su u 60,5 % ispitanih
slu¢ajeva (STEVANOVIC i sur., 2016.). L. passim za razliku od N. ceranae koja kolonizira

9



srednje crijevo, vise preferira tkivo rektuma (SCHWARZ 1 sur., 2015.), Sto moze ukazivati

na odredenu sinergiju izmedu nametnika (ALIZON 1 LION, 2011.).

2.2.2. Virusne bolesti medonosne pcele

Virusne bolesti pcelinjih zajednica stvaraju sve vecu brigu za znanstvenike i pcelare
budu¢i da Cine najvecu skupinu patogenih uzrocnika bolesti pcela s do sada utvrdenih 1
identificiranih vise od trideset vrsta (KANE i FAUX, 2021.). Iako se virusne infekcije Cesto
manifestiraju u subklinickom obliku, odredeni virusi ovisno o jaini invazije grinjom V.
destructor, koinfekcijama s drugim bakterijskim mikroorganizmima te ovisno o okoli§nim
prilikama (pesticidi, nedovoljna koli¢ina peluda i nektara u prirodi, hladnoc¢a 1 vlaga) sposobni
su uzrokovati ozbiljne i letalne posljedice u pojedinacnih pcela ili cijeloj péelinjoj zajednici
(TANTILLO i sur., 2015.; BEAUREPAIRE i sur., 2020.; SIMENC i sur., 2020.).

Cetiri najpatogenija i najudestalija utvrdivana RNA virusa medonosne péele su virus
mjeSinastog legla i virus izobli¢enih krila koji pripadaju rodu Iflavirus (porodica Iflaviridae)
te virus crnih mati¢njaka i virus akutne pcelinje paralize koji su klasificirani u rod Cripavirus
(Dicistroviridae). Ovi virusi mogu inficirati sve stadije p€elinjeg razvoja, li¢inku, kukuljicu 1

odrasle pcele.

2.2.2.1. Akutna pcelinja paraliza

Akutna pcelinja paraliza jedna je od najcesc¢ih virusnih bolesti péela u Europi 1 svijetu.
Uobicajeno je prisutna u niskom titru bez ocitih klinickih znakova, ali u stresnim okoliSnim
uvjetima, posebice kod jakih invazija nametnickom grinjom V. destructor moze biti izrazito
virulentna (TANTILLO i sur., 2015.). Iako nema dokaza da se virus umnaZza unutar grinje V.
destructor, incidencija klini¢ki vidljivih znakova karakteristi¢nih za infekcije virusom se

povecéava u kasno ljeto kada je populacija V. destructor visoka (KANE i FAUX, 2021.).

Od infekcije do pojave klinickih znakova potrebno je dva do Sest dana. U visoko
inficiranim zajednicama moZe izazvati ugibanje pokrivenog i nepokrivenog legla uzrokujuci
slicnu klini¢ku sliku kao i kod americke i europske gnjilo¢e pcelinjeg legla, Sto otezava
dijagnosticiranje bolesti. Kod odraslih péela uzrokuje paralizu i tremor, nemoguénost letenja

1 brzo uginuce.
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Slika 4. Uginule pcele pred kosnicom kod akutne péelinje paralize (ljubaznoscu prof.
Nowotny, N.; 2010.).

2.2.2.2. Virus crnih mati¢njaka

Virus crnih mati¢njaka najrasireniji je virus pcelinjih zajednica sa stalnom godiSnjom
ucestalosc¢u u odrasloj populaciji. Najceséi je uzrok uginuéa li¢inke matice u razvoju, stoga je
velika S$teta u uzgojima za proizvodnju matica. Stijenke mati¢njaka prekrivene su
karakteristiénim tamnim mrljama, a sama li¢inka iz bijele boje prelazi u blijedo Zutu te sli¢no
kao i kod bolesti mjesinastog legla, poprima vrecasti izgled. Iako ne izaziva vidljive simptome
kod zarazenih odraslih pcela, virus moze ugroziti njihovu orijentaciju zbog ¢ega dolazi do

povecanog zalijetanja i Sirenja bolesti u druge kosnice (KANE i FAUX, 2021.).

Incidencija virusa usko je povezana s infekcijom zajednice mikrosporidije Nosema spp.
Ostecujuci srednje crijevo pcela Nosema spp. povecava njihovu osjetljivost na viruse i tako
smanjuje zimsko prezivljavanje. Takoder, dokazano je da subletalne doze pesticida

povecavaju titar virusa, a s time 1 mortalitet pcela (SPURNY 1 sur., 2017.).
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Slika 5. Crne li¢inke u mati¢njaku inficirane virusom crnih mati¢njaka.

(Izvor: https://beeinformed.org/2013/12/04/bqcv-black-queen-cell-virus/).

2.2.2.3. Virus izobliéenih krila

Virus izobli¢enih krila kako i samo ime govori uzrokuje izobli¢enje krila tijekom
razvoja pcele. Virus je normalno prisutan unutar naizgled zdrave zajednice, ali u niskim
koncentracijama i bez karakteristi¢nih klini¢kih znakova. Medutim, incidencija bolesti je jako
povezana s invazijom V. destructor (SIMENC i sur., 2020.). Prema istraZivanju provedeno na
Hawaiima, koji su do 2007. godine bili slobodni od V. destructor, nakon uno$enja nametnika
dokazan je porast prevalencije virusa izobli¢enih krila s 10% na 100 %, uz istodobno
milijunsko povecanje titra virusa i redukciju sojeva virusa na jedan dominantni soj (MARTIN

isur., 2012.).

U prisutnosti V. destructor, simptomi virusa izobli¢enih krila ukljuéuju uginulu i
smezuranu kukuljicu unutar stanice saca, izoblicenje krila, smanjenje veli¢ine tijela, napuhnut
zadak te promijenjenu boju tijela. Inficirane pcele sporije izlaze iz svojih stanica s
hipoplazijom hipofaringealne i mandibularne Zlijezde. Takoder, virus moZze opteretiti osjetila
1 komunikacijski sustav §to posljedi¢no dovodi 1 do smanjenog stupnja higijenskog ponasanja
unutar koSnice. Simptomi su naj¢esc¢e vidaju kod trutova, buduéi da oni imaju duzi period

sazrijevanja unutar poklopljene stanice invadirane s V. destructor (KANE i FAUX, 2021.).

Istovremeno, virus izoblicenih krila uzrokuje imunosupresiju Sto olakSava samo
hranjenje i razmnoZzavanje grinje te posljedi¢no omoguéava vecu primljivost na bakterijske

bolesti (PRISCO 1 sur., 2016). Budu¢i da je virus utvrden na svim podrucjima gdje je raSirena
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grinja V. destructor, ubikvitaran je i sezonskog karaktera pa je tako najaktivniji od prolje¢a do
jeseni (MARTIN i BRETTELL, 2019.). Zbog svega toga virus izobli¢enih krila je globalno

prosiren virus sa subletalnim i letalnim u¢inkom na péele (WILFERT i sur., 2016.).

Slika 6. Klini¢ki znakovi bolesti karakteristi¢ni za infekciju virusom izobli¢enih

krila.

(Izvor: https://txbeeinspection.tamu.edu/deformed-wing-virus/).

2.2.2.4. Virus mjeSinastog legla

Virus mjesinastog legla je prvi opisani virus medonosne pcele, utvrden 1913. godine u
SAD-u (WHITE, 1913.). Gotovo je ubikvitaran i raSiren diljem svijeta gdje god postoji
pcelarska proizvodnja (ALLEN 1 BALL, 1996.). Primarno inficira leglo gdje se razmnaza u
visokim koncentracijama 1 uzrokuje morfoloSke promjene na li¢inkama 1 uginuca, a u
odraslim pcelama perzistira kao asimptomatska infekcija koja im znacajno skracuje Zivotni
vijek (SIMENC i sur., 2020.). Inficirane li¢inke nisu sposobne izbaciti sa sebe endokutikulu
pa se izmedu tijela li¢inki i1 njihovih neociS¢enih kutikula nakuplja teku¢ina koja sadrzi
milijune Cestica infektivnih virusa. Na taj nacin li¢inka stvara vrecasti oblik karakteristican
za ovu bolest. LiCinke prelaze iz bijele u blijedo zutu boju 1 odmah nakon uginuca se isuse i

postaju crne (CHEN i SIEDE, 2007.).

Virus mjeSinastog legla je bolest blage naravi sa sporim Sirenjem te se liCinke sa
vidljivim klinickim znakovima rijetko uocavaju buduci da su odrasle pcele jako uc¢inkovite u
prepoznavanju i uklanjanju inficiranih li¢inki. Medutim, ovaj oblik ¢iS¢enja kosnice moze biti

1 primarni oblik prenoSenja virusa zbog nakupljanja virusa u glavi i hipofaringealnoj zlijezdi
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pcela hraniteljica koje Sire zarazu prehranjivanjem zdravih li¢inaka (TANTILLO, 2015.;

SHEN i sur., 2005).

Slika 7. Li¢inka p¢ele inficirana virusom mjeSinastog legla.

(Izvor: https://beeaware.org.au/archive-pest/sacbrood/).

2.2.3. Bakterijske bolesti

Dvije vazne bakterijske bolesti pcelinjih zajednica su ameri¢ka gnjilo¢a pcelinje
zajednice uzrokovana sporogenom bakterijom P. larvae i europsku gnjilo¢u pcelinjeg legla

uzrokovanu primarno bakterijom Melissococcus plutonius.
2.2.3.1. Americka gnjiloéa pcelinjeg legla

Americka gnjiloca je zbog svojeg destruktivnog ucinka, rezistencije 1 globalne
distribucije najvaznija i najpatogenija zarazna bolest poklopljenog 1 nepoklopljenog legla
medonosnih péela, te se shodno tome suzbija sukladno zakonskim propisima (BAKONYI,
2002.). Upotreba antibiotika nije dozvoljena pa se zbog opasnosti Sirenja bolesti na druge
pcelinjake ili divlje kukce opraSivafe zaraZena zajednica i pripadajuca koSnica moraju

unistiti.

Infekcija je moguca putem spora bakterije P. larvae koje godinama prezivljavaju u
okolisu i koje su izrazito otporne na temperaturne i kemijske tvari. Li¢inka se inficira prilikom
hranjenja sporama oneciS¢enom hranom ili od pcele hraniteljice koja na sebi nosi spore koje
je prikupila kao ¢istacica prilikom c¢iS¢enja stanica saca s uginulim licinkama. Dovoljno je
manje od deset spora za pokretanje smrtonosne infekcije, a §to je licinka mlada potrebno je

manje spora uzro¢nika bolesti. Medutim, zbog dobne rezistencije u odraslim pcelama se ne
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razvija bolest, iako odrasle pcele djeluju kao prijenosnici infektivnih spora P. larvae (KANE
i FAUX, 2021.).

Ishod infekcije, odnosno brzina napredovanja bolesti i propadanja pcelinje zajednice
ovisi o patogenetskim razlikama razli¢itih genotipova bakterije P. larvae. Dosad je utvrdeno
pet genotipova P. larvae: ERIC I, ERIC II, ERIC 11l i ERIC IV (GENERSCH i sur., 2005.)
te ERIC V (BEIMS i sur., 2020.). Nakon infekcije najmanje virulentnim genotipom, ERIC I,
potrebno je oko 12 dana da inficirana li¢inka ugine, dok je drugim vise virulentnim sojevima,
ERIC Il - ERIC V, potrebno samo sedam dana. Serotipovi se razlikuju u brzini napredovanja
bolesti i1 stupnju uklanjanja uginulih li¢inki, broju proizvedenih spora, brzini Sirenja unutar

pcelinje zajednice 1 propadanju same pcelinje zajednice (GENERSCH 1 sur. 2005.).

Vegetativni oblici bakterije umnoZzavaju se u srednjem crijevu pcelinje li¢inke kada
dode do promjene pH u kiseli, odnosno kada se li¢inka pocinje hraniti mjeSavinom meda,
peluda i vode. P. larvae proizvodeci visoko aktivne izvanstani¢ne proteaze prodire u epitel
(GENERSCH, 2009.) sto joj omogucuje prelazak iz srednjeg crijeva u tjelesnu Supljinu, zbog
Cega li¢inka ugiba u stadiju septikemije (YUE i sur., 2008.). Li¢inka se razgraduje i postaje
smeckasta, polutekuca iz koje se oslobada miris na trulez. Neugodan miris, rastezljiva masa
uginule li¢inke 1 udubljeni poklopci na stanicama saca s rupicama nad poklopljenim leglom
primarni su klini¢ki znakovi bolesti vazni za terensku dijagnostiku bolesti. Starenjem procesa
bolesti uginula li¢inka se osusi 1 ¢vrsto prianja uz donju stijenku stanice sac¢a. Takva osuSena

li¢inka sadrzi milijune novostvorenih infektivnih spora P. larvae (KANE i FAUX, 2021.).

U posljednjih nekoliko godina sve se vise biljezZi atipi¢an oblik bolesti, odnosno kada
se promjene mogu vidjeti i na nepoklopljenom pcelinjem leglu. Smatra se da je za to zasluzna
grinja V. destructor budu¢i da ona prilikom hranjenja na péelinjoj li¢inki izravno ubacuje
infektivne spore P. larvae uzro¢nika bolesti u hemolimfu pcelinje li¢inke zbog ¢ega dolazi do
naglog umnazanja spora i uginuca nosioca. Zbog porasta incidencije bolesti u posljednjih
nekoliko godina, preporucuje se provoditi ranu dijagnostiku bolesti kako bi se brzim i

struénim mjerama suzbila pojava i Sirenje bolesti.
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Slika 8. Klini¢ki znakovi americ¢ke gnjiloce medonosne pcele.

(Izvor: https://teca.apps.fao.org/teca/en/technologies/10018).

2.2.3.2. Europska gnjilo¢a pcelinjeg legla

Uzro¢nik europske gnjilo¢e medonosne pcele je nesporogena bakterija, M. plutonius.
Primarna infekcija je ¢esto pra¢ena sekundarnim koinfekcijama koje mogu, ali i ne moraju

voditi pcelinju zajednicu do veceg stupnja ugibanja (LEWKOWSKI i ERLER, 2019.).

Pcelinja zajednica moze biti asimptomatski inficirana, dok prisustvo karakteristi¢nih
klinickih znakova znaci sto puta ve¢u koncentraciju patogene bakterije. U pcelinjacima gdje
postoji vidljiva klini¢ka slika, odrasle pcele u skoro svakoj zajednici nose uzro¢nika Sto
izrazito utjeCe na mogucnost prijenosa izmedu zajednica toga pcelinjaka i izmedu vise
pcelinjaka. Utvrdeno je da u prosjeku 30% pcelinjih zajednica pozitivno na M. plutonius na
pcelinjacima slobodnih od vidljive bolesti, ali smjeStenih u blizini pcelinjaka s klinicki

izraZzenim simptomima (BELLOY 1 sur., 2007.).

Odredeni stresori kao $to su meteoroloske prilike, pesticidi i dugotrajniji transport
mogu potaknuti razvoj bolesti. Osim toga, uzrok tomu mogu biti i promjene u hranjenu
pcelinjih li¢inki prilikom velikih koli¢ina peluda i1 nektara. Tada, uz brzi razvoj legla
istodobno se smanjuje broj odraslih pcela njegovateljica budu¢i da se one prijevremeno
moraju posvetiti pohrani nektara i peluda u stanice sa¢a. Takva promjena uzrokuje stres

li¢inaka 1 dovodi do razvoja klinicke slike.
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lako se bakterije mogu pronaci u svim djelovima koSnice i u odraslim pcelama,
umnazanje bakterije dokazano se javlja samo u srednjem crijevu inficiranih pcelinjih licinaka
(FORSGREN, 2009.). Patogeneza bolesti jo$ uvijek nije u potpunosti jasna, a smatra se da
brzo umnaZzanje bakterije M. plutonius u lumenu srednjeg crijeva li¢inke njoj uskracuje
iskoriStavanje hranjivih tvari. Ishod bolesti je nepredvidljiv. Inficirana pcelinja li¢inka stara
cetiri do pet dana moze naglo uginuti kada mijenja svoju fizioloski bijelu boju u zutu do smedu
s razli¢itim stupnjevima razgradnje ili moZe prezivjeti i kao odrasla pcela prenositi infekciju
unutar i izvan kosnice. Iz toga razloga, infekcije koje uzrokuju veéi stupanj ugibanja licinki

mogu se na razini zajednice rijesiti brze (KANE i FAUX, 2021.).

Slika 9. Li¢inke Zute boje kod europske gnjilo¢e péelinjeg legla.

(Izvor:https://txbeeinspection.tamu.edu/european-foulbrood/).
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2.3. Dijagnostic¢ki postupci za utvrdivanje prisutnosti uzro¢nika bolesti medonosne pcele
2.3.1. Opcenito o metodama dijagnostike
2.3.1.1. Klini¢ki pregled pcelinjih zajednica

Pcelar koji je posumnjao na bolest Cija je prijava regulirana zakonskim propisima
obavezan je pozvati ovlastenog veterinara da provede klinicki pregled pcelinjih zajednica. Prije
samog pregleda veterinar mora uzeti anamnezu i razgovarati sa pcelarom o nacinima
provodenja dobre pcelarske prakse. Klinicki pregled pcelinje zajednice obavlja se na suncani i
topli dan, bez vjetra. Prije otvaranja kosnica potrebno je provjeriti jacinu zajednice prema
aktivnosti odraslih pcela na letu. Ako je aktivnost izrazena, zajednica je jaka i vitalna, medutim,
ako je aktivnost slabo izrazena ukazuje na moguce zdravstvene probleme unutar pcelinje

zajednice (TLAK GAJGER, 2020.).

Prilikom otvaranja koSnice pregledava se popunjenost ulica odraslim pcelama, Sto
takoder upucuje na jacinu pcelinje zajednice. Zatim je potrebno pregledati svaki nastavak,
odnosno okvir iz ko$nice. Primarno se pregledava da li su u sredini dna stanice prisutna jaja
stara tri dana $to nam govori da je matica aktivna i zdrava, a potom se pregledava da li je
raspored poklopljenog i nepoklopljenog legla pravilan. Poklopci saca nad zdravim leglom
moraju biti suhi, blago izboc€eni i boje okolnog saca, a zdrava li¢inka mora biti segmentirana,
bijele boje, sedefastog sjaja i napeta. Zdrava savijena li¢inka lezi ravno unutar svoje stanice
saca. Svaka promjena na nepoklopljenom ili poklopljenom leglu ukazuje na poremecaje unutar
zajednice (KANE i FAUX, 2021.; TLAK GAJGER, 2020.). Osim toga, prati se izgled i

ponasanje odraslih péela na sacu i vidljivi znakovi bolesti.

U sluc¢aju utvrdenih promjena na leglu, izgledu ili ponasanju odraslih pcela, prisutnosti
nametnika 1 Stetnika veterinar potvrduje sumnju na odredenu bolest te uzima sluzbeni uzorak
koji Salje u ovlasteni dijagnosticki laboratorij za bolesti pcela. Uzorkovanje je vazan dio
pretraZivanja jer o njemu ovisi vjerodostojnost dobivenih rezultata. Dijagnoza bolesti postavlja
se tek nakon zavrSene laboratorijske pretrage, a na temelju anamneze i klinicke slike pcelinje

zajednice (TLAK GAJGER, 2020.).

18



2.3.1.2. Mikroskopska metoda dijagnostike

Spore Nosema spp. i bakterije P. larvae rutinski se utvrduju dijagnostickom
svjetlosnom mikroskopijom. Uzorci odraslih pcela skupljenih na podnici koSnice nakon
zimovanja ili tijekom aktivne pcelarske sezone pretrazuju se na prisutnost i kvanfikaciju spora
Nosema spp. koproloskom pretragom sadrzaja crijeva, odnosno njihovog zdrobljenog zatka.
Zbog malih razlika u morfologiji spora N. apis i N. ceranae nije moguce vrsno diferencirati

uzro¢nika mikroskopskom pretragom.

Mikroskopska pretraga na prisutnost spora P. larvae pretrazuje se iz uzoraka propalih
pcelinjih li¢inki. Na predmetnom stakalcu se napravi razmaz koji se oboji prema Ziehl-
Neelsonu. Zatim se preparat pregledava pod svjetlosnim mikroskopom uz primjenu

imerzijskog ulja (1000 x povecanje).

2.3.1.3. Metoda uzgoja na selektivnim hranjivim podlogama

Konaéna dijagnoza bakterijskih ili gljivicnih pcelinjih bolesti moze se provesti
nasadivanjem uzorka na selektivne hranjive podloge. Metoda se naj€esce koristi u svrhe rane
dijagnostike ameriCke gnjiloce, pri ¢emu se prikupljaju uzorci kao $to su med, odrasle pcele,
vosak te ostaci s podnica koSnice. Za svaki uzorak nasaduju se tri ploce, koje se inkubiraju na
37° C tijekom sedam dana. Broj izraslih bakterijskih kolonija izracunava se kao srednja
vrijednost tri ploce istog uzorka. Zatim slijedi identifikacija uzro¢nika prema morfoloskim
osobinama, koje ukljucuju izgled, boju i1 povrSinu kolonija, te njihov broj. Identifikacija se
takoder moze izvrSiti biokemijskim (katalaza, Plagmann test) ili molekularnim metoda za
kona¢nu dijagnozu. Uzgoj bakterije M. plutonius moze biti otezan zbog prisutnosti niza

sekundarnih uzro¢nika infekcije.

2.3.1.4. Molekularne metode dijagnostike

Molekularne metode dijagnostike danas su u pcelarstvu dio rutinskih pretraZivanja
uzoraka razli¢itih materijala iz koSnice koje se Kkoriste za nacionalne programe nadziranja
pojavnosti i rasirenosti uzro€nika te za znanstveno istrazivacke rad (TLAK GAJGER, 2019.).
Za potrebe pretrazivanja primjenom molekularnih metoda izrazito je vazno pravilno

uzorkovanje buduéi da vrsta uzorka, vrijeme transporta, temperatura i kemijska stabilizacija,
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kao 1 metode ekstrakcije i skladiStenja mogu utjecati na integritet nukleinskih kiselina, Sto je
posebno vazno kod ribonukleinske kiseline (CHEN i SIEDE, 2007.). Prije same lan¢ane
reakcije polimerazom, odnosno PCR metode, potrebno je iz uzoraka ekstrahirati DNA ili u
slu¢aju dijagnostike virusnih infekcija RNA molekulu, buduci da su skoro svi péelinji virusi u
skupini RNA virusa. Izolacija DNA/RNA moze se posti¢i iz razliCitih materijala pomocu
komercijalnih setova (EVANS i sur., 2013.). lzdvojena DNA/RNA mora biti dovoljne
kvalitete, Cistoce 1 koliCine za identifikaciju putem PCR metode. Svojstvo RNA zasniva se na
komplementarnoj DNA (cDNA) koja se sintetizira s komercijalno dostupnom reverznom
transkriptazom.

Dijagnostika primjenom PCR-a moze biti kvalitativna, pri ¢emu se biljezi samo
prisutnost ili odsutnost ciljne DNA ili cDNA. Tijekom osnovne PCR metode amplificira se dio
nukleinske kiseline na temelju dvije specifi¢ne oligonukleotidne pocetnice (eng. primer) koja
su dodana u reakciju. Nakon odredenog broja ciklusa amplifikacije elektroforezom u

agaroznom gelu analizira se krajnji proizvod (EVANS i sur., 2013.).

Ipak, najrasirenija metoda koja je i koriStena u ovome radu je kvantitativna real-time
lancana reakcija polimeraze, odnosno qPCR ili lancane reakcije polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja (eng. real-time reverse transcription PCR, RT- PCR). Ove metode pomocéu
razliCitih fluorescentnih kemikalija (SybrGreen, Tagman) istovremeno postizu amplifikaciju i
detekciju PCR proizvoda, odnosno trenutno otkrivaju koncentraciju uzro¢nika u uzorku.
Mjerenjem fluorescencije mjerimo nastalu DNA jer je koli¢ina fluorescencije razmjerna
koli¢ini PCR proizvoda. Metoda se zasniva na koriStenju neobiljezenih specificnih pocetnih

oligonukleotida te specifi¢ne obiljezene probe (KAPITANOVIC i SLADE, 2004.).
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2.3.2. Dijagnostic¢ki postupci za pojedine nametnike i patogene mikroorganizme
2.3.2.1. Utvrdivanje prisutnosti V. destructor

Varooza se dijagnosticira na temelju karakteristi¢nih vidljivih znakova bolesti tijekom
klinickog pregleda pcelinje zajednice. Dokaz jake invazije je vidljiva prisutnost nametnickih
grinja na odraslim pcéelama i razbacani raspored pcelinjeg legla s perforiranim poklopcima u
kojima se nalaze uginule pcele pri kraju metamorfoze. Nadalje, na jaku invaziju ukazuje
prisutnost pcela s izoblicenim krilima kao posljedica infekcije s virusom izobli¢enih krila ili
prisustvo uginulih pcela koje su nesposobne napustiti stanicu sa¢a kao posljedica infekcije s
virusom akutne pcelinje paralize. Takoder, na ostacima na podnici koSnice mozemo utvrditi
prisutnost i veliki broj grinja V. destructor (FAO, 2020.). Stupanj invadiranosti pcelinje
zajednice ovim nametnikom moze se pratiti prirodnim padom grinja na podnicu kosSnice,
dijagnostickim tretiranjem, otklapanjem pcelinjeg legla, primjenom Sefera u prahu,
viSestrukim ispiranjem uzorka odraslih pcela u vodenoj otopini detergenta ili laboratorijskim

pretragama.
2.3.2.2. Utvrdivanje prisutnosti Nosema spp.

Budu¢i da su klini¢ki znakovi 1 simptomi bolesti slabo izrazeni, pogotovo kod N.
ceranae dijagnostika bolesti moguca je samo laboratorijskim pretrazivanjem. Nozemoza se
tradicionalno dijagnosticira mikroskopskom pretragom na prisutnost i brojnost spora u
nativhom preparatu vodene otopine sadrzaja iz probavnog sustava odraslih pcela. Medutim,
mikroskopski je spore N. ceranae i N. apis tesko razlikovati stoga je visSestruki PCR sa
specificnim pocetnicama zadovoljavaju¢a metoda za dijagnosticiranje ove bolesti. Druge
metode koje se rijetko koriste ukljucuju elektronsku mikroskopiju, histoloske metode
primjenom specijalnih bojanja, pri ¢emu nalazimo degeneracije peritrofne membrane i lizu
epitelnih stanica srednjeg crijeva pcela, te ELISA-u (KANE i FAUX, 2021.). Ponekad, u
uznapredovalim infekcijama moze se terenski pregledati boja terminalnog dijela probavnog

sustava koje je crvenkaste boje u zdravih, a mlije¢no bijele boje u bolesnih pcela (FAO, 2020.).

2.3.2.3. Utvrdivanje prisutnosti malog kornjasa koSnice

Utvrdivanje prisutnosti malih kornjasa kosnice moguce je kod izravne vizualizacije

odraslih primjeraka, jaja, li¢inaka ili kukuljica. Odrasli kornjasi mogu se teSko uociti buduci
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da izbjegavaju svjetlost. Prilikom pregleda pcelinje zajednice i koSnice moze se osjetiti truli
miris kao posljedica kvarenja meda, kao i ugibanja p&elinjeg legla. Cesto ostaju tragovi sluzi
unutar i izvan ko$nice koje ostavljaju lutajuce li¢inke. Sumnjive primjerke treba usmrtiti u 70%
etanolu ili skladistenjem na —20 °C preko no¢i, a zatim poslati u referentni dijagnosticki
laboratorij na morfolosku identifikaciju ili PCR. To je osobito vazno u zemljama koje su zasad

slobodne od etinioze (KANE i FAUX, 2021.).

2.3.2.4. Utvrdivanje prisutnosti tripanosomijaza

Za dijagnostiku C. mellificae i L. passim potrebne su uc¢inkovite molekularne metode
buduéi da se mikroskopskom pretragom ne mogu sa 100% sigurno$¢u razlikovati. Druge
metode izolacije koje se koriste za tripanosomijaze ukljucuju kulture stani¢nih linija iz tankog
crijeva odraslih péela, in vivo inokulaciju i filogenetske analize, te elektronsku mikroskopiju
(SCHWARZ i sur., 2015.).

2.3.2.5. Utvrdivanje prisutnosti virusnih uzroc¢nika bolesti

Klini¢ki vidljive 1 karakteristicne znakove virusnih bolesti moguce je utvrditi kod

infekcija virusom izobli¢enih krila, virusom crnih mati¢njaka i virusom mje$inastog legla.

Dijagnosticke metode za otkrivanje virusa u medonosne pcele osnivaju se na
elektronskoj mikroskopiji. Medutim, primarna svrha dijagnostike je sprjecavanje daljnjih
infekcija. Dijagnostika primjenom klasi¢énih metoda oduzima puno vremena i1 omogucava da
se virus prosiri po zajednici ili viSe njih na istom 1 obliZznjim pcelinjacima. Molekularne metode
kao s§to je RT-qPCR nude visoko specifi¢ne i osjetljive nacine za brzo otkrivanje virusa. U
posljednjih nekoliko godina primjenom ove dijagnosticke metode utvrdeno je sve ceSce
videstruko opterecenje vise vrsta virusa unutar jedne péelinje zajednice (PETROVIC i sur.,
2013). Standard za dijagnostiku virusa u bliskoj buduénosti moze postati next-generation
sekvenciranje (NGS) koji zbog svoje visoke osjetljivosti ima potencijal otkriti cijeli spektar
virusa (KANE i FAUX, 2021.).
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2.3.2.6. Utvrdivanje prisutnosti bakterijskih uzro¢nika bolesti

Terenska dijagnostika americke 1 europske gnjilo¢e medonosne pcele temelji se na
vizualnom pregledu péelinje zajednice te prepoznavanju osobitosti promijenjenih li¢inaka pri
¢emu je potrebno pregledati vise okvira sa sacem koje sadrze i poklopljeno i nepoklopljeno
leglo. Bilo kakvi znakovi promjena u leglu kao Sto su promijenjena boja poklopaca nad
leglom, rupice na poklopcima ili udubljeni poklopci ukazuju da je zajednica sumnjiva na
bolest. Budu¢i da ti znakovi nisu jedinstveni samo za americku i europsku gnjilo¢u sigurna

dijagnoza se postavlja tek nakon laboratorijskog pretrazivanja.

Rana infekcija uzro¢nicima europske gnjilo¢e moze biti naznacena zutom bojom hrane
za leglo, ali to se rijetko primjecuje. U uznapredovaloj infekciji znakovi bolesti se uocavaju
u li¢inki dobi tri do pet dana. Inficirana li¢inka gubi koluti¢avost i moze poprimiti razlicite
oblike. Karakteristi¢an je polozaj starijih promijenjenih li¢inaka koje se ispruze dopirujuci
tako izvan stanice sa¢a. Mlade inficirane pcelinje li¢inke gube svoju neprozirnost zbog cega
im dusnice mogu postati vidljive. Cesto inficirane li¢inke mijenjaju boju iz zdrave biserno
bijele u zuto smedu i sivkasto crnu dok se potpuno ne raspadnu. Jedan okvir moze sadrzavati
licinke zdravog izgleda, probusene poklopce, propale li¢inke i1 one s vidljivim duSnicima

(KANE i FAUX, 2021.).

Znakovi bolesti karakteristicni za americku gnjilocu medonosne pcele obuhvacaju
promjene u izgledu inficirane li¢inke koja potamni 1 spljosti se uz donju stijenku stanice saca.
Uginule li¢inke izgledaju sluzavo i boje karamele, a nakon nekog vremena se osuse i pretvore
u tamnu ljusku na donjoj povrSini stanice saca. ZaraZena li¢inka Zivi kratko nakon poklapanja,
a ugiba prije faze kukuljice. Kako li¢inka ugine, poklopci nad stanicama saca iznad nje
potamne, udube se i Cesto su perforirani. Rupice na poklopcima stanica saca su najcesce
smjeStene periferno. Poklopci uglavnom poprime vlazan izgled. Miris po trulezi moze i ne
mora biti prisutan (KANE i FAUX, 2021.). Bakterijska infekcija se potvrduje mikroskopski,
uzgojem na selektivnoj hranjivoj podlozi i imunoloskim ili molekularnim dijagnostickim

metodama.
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2.4. Monitoring bolesti pcela primjenom rane dijagnostike

Buduc¢i da su patogeni mikroorganizmi glavni ¢imbenici velikih gubitaka pcelinjih
zajednica, nuzno je stalno pratiti pojavnost pcelinjih bolesti na pojedinim podruc¢jima kako bi
se na temelju viSegodi$njeg monitoringa sigurnije pristupilo kontroliranju i suzbijanju bolesti
(TLAK GAJGER, 2015.). Nazalost, obavezni godis$nji veterinarski pregled u Hrvatskoj ne

postoji, stoga prva obrana od Sirenja bolesti ovisi o edukaciji pcelara i veterinara.

Pcelari prate zdravlje svojih zajednica tako da pregledavaju zajednice i primjecuju
znakove smanjenja kvalitete matice, procjenjuju jacinu zajednice, koli¢inu pohranjenih zaliha
hrane te prisutnost nametnika ili klinickih znakova bolesti (KANE i FAUX, 2021.). P¢éelari su
odgovorni u prepoznavanju promjena na pcelinjem leglu i/ili odraslim p¢elama koje ukazuje
na prisutnost bolesti te su obvezni sumnju o bolestima koje se suzbijaju po Naredbi 0 mjerama
zaStite zdravlja Zivotinja od zaraznih 1 nametnickih bolesti i njihovom financiranju iz 2021.
godine (americka gnjilo¢a pcelinjeg legla, varooza, tropileloza, etinioza) prijaviti ovlastenoj

veterinarskoj zajednici.

Medutim, infekcija u ko$nici se moze nalaziti u subklinickom obliku 1 nemoguce ju je
na vrijeme prepoznati. Infekcija moze prije¢i iz subklini¢ke u klinicku fazu u prisutnosti
odredenih uvjeta koji oslabljuju imunoloski sustav pcela, ukljucujuéi povecanje broja spora P.
larvae ili Nosema spp., prisutnost drugih bolesti, pesticida, nutritivnog i toplinskog stresa
(FAO, 2020.). Budu¢i da subklini¢ke infekcije mogu dovesti do recidiva klinickih oblika 1
pridonijeti horizontalnom prijenosu infekcije s jedne pcelinje zajednice na drugu
(LINDSTROM 1 FRIES, 2005.), rana dijagnostika subklini¢kih koncentracija patogenih
uzroc¢nika bolesti u kosnici ili péelinjaku prioritet su za u¢inkovitu prevenciju bolesti u okviru

dobrih pcelarskih praksi (FORSGREN i LAUGEN, 2015.).

U tom kontekstu vazno je koristiti se tehnikama koje pruzaju moguénost ranog
utvrdivanja 1 kvantifikacije patogenih uzrocnika bolesti u subklinickim fazama bolesti, kao $to
su molekularne metode (WARD i sur., 2007.). Posljednjih godina objavljeno je niz PCR
protokola kao alternativa tradicionalnim dijagnostickim metodama koje se temelje na uzgoju i
morfoloskoj 1 biokemijskoj identifikaciji uzrocnika (FORSGREN i1 LAUGEN, 2015.).
Molekularne metode su brze, visoko specificne 1 osjetljive za otkrivanje i za nadziranje

prisutnosti uzro¢nika bolesti u péelinjoj zajednici (PETROVIC i sur., 2013.).
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Rana dijagnostika bolesti nuzna je za opasne i ekonomski znacajne bolesti pcela, buduci
da dijagnostika koja je bazirana na klinickim simptomima ne moze uc¢inkovito sprijeciti brzo
Sirenje uzro¢nika (ROSSI 1 sur., 2018.). Zbog sve cesce na americku gnjilo¢u utvrdenih
pozitivnih uzoraka sac¢a, u Hrvatskoj 96,46% pcelara podrzava uvodenje rane dijagnostike za
ameri¢ku gnjilo¢u medonosne péele (TOMLJANOVIC i sur. 2020.). Za ranu dijagnostiku
prisutnosti bakterije P. larvae klju¢no je mo¢i otkriti ne samo vegetativne oblike bakterija vec¢
1 spore iz razli€itih materijala kao Sto je med, vosak, odrasle pcele ili ostaci s podnica koSnice

(FORSGREN i LAUGEN, 2015.).

Prednost uzorka ostataka s podnica koSnica je moguénost njegovog prikupljanja
tijekom zimskih mjeseci, a s obzirom da veci broj spora tijekom zime povecava Vvjerojatnost
pojave bolesti u proljeée, mozemo na vrijeme dobiti uvid o moguéem razvoju bolesti (SOKOL
i sur., 2009.). Spore P. larvae se mogu utvrditi dvije do tri godine prije uoc¢avanja klinicki
vidljivih znakova bolesti (TLAK GAJGER i PETRINEC, 2009.). Najmanje pedeset milijuna
spora mora biti prisutno da bi se klini¢ki vidljiva bolest pojavila u pcelinjoj zajednici, dok
licinka koja ugiba od americke gnjilo¢e sadrZi otprilike tri do pet milijardi spora (FAO, 2020.).
Iz toga razloga, molekularne metode koje omogucuju rano utvrdivanje patogenih uzro¢nika iz
ostataka na podnici koSnice mogu pomoc¢i u otkrivanju pcelinjaka s visokim rizikom za pojavu
vidljive bolesti, ¢ime se sprjecava klini¢ka manifestacija i daljnje Sirenje bolesti (ROSSI i sur.,
2018.).

Neophodna je i1 rana dijagnostika infekcija pcelinje zajednice virusima za programe
nadzora i kontrole virusnih bolesti budu¢i da medonosne pcele mogu biti inficirane
istovremeno sa viSe razli¢itih virusa bez ocitih klini¢kih znakova bolesti. Kod prikrivenih
infekcija prisutna je ravnoteza izmedu nosioca 1 umnazanja virusa, medutim kod istovremene
virusne infekcije i utjecaja negativnih ¢imbenika iz okoliSa pada imunokompetentnost pojedine
pcele ili zajednice te dolazi do masovne proizvodnje novih virusnih ¢estica s razvojem jasno

vidljivih simptoma i uginu¢a (TLAK GAJGER, 2019.).

Takoder, slaba invazija nametnicima unutar pcelinje zajednice teSko se otkriva, zbog
Cega rano utvrdivanje moze biti temelj za poduzimanje potrebnih mjera za Smanjenje
morbiditeta i mortaliteta. To osobito vrijedi kod invazija pcelinjih zajednica i kosSnica s A.
tumida buduc¢i da je nedavno utvrdena na podrucju Europe i predstavlja opasnu prijetnju
sektoru pcelarstva. U slucaju pojave invazija malog kornjasa kosnice naredenim mjerama iz

vazecih zakonskih akata propisan je detaljan pregled svih pcelinjaka u polumjeru 20 km 1
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monitoring u krugu polumjera od 100 km. Medutim, moguce je otkriti samo dijelove samo
sumnjivog kukca u uzorcima ostataka s podnica kosSnica te pomocu PCR metode potvrditi
pozitivan slucaj. Takva metoda rane dijagnostike je od velikog znacaja u slucaju izbijanja
bolesti za brzi rutinski nadzor kosnica u podrucjima visokog rizika budu¢i da je u vrlo kratkom
razdoblju moguce pretraziti tisu¢e uzoraka s podnica (WARD i sur., 2007.). Rano utvrdivanje
malog kornjasa koSnice moze na vrijeme sprijeciti prirodnu invaziju s velikim brojem jedinki

u povoljnim okolisnim uvjetima (TLAK GAJGER, 2015.).
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2.5. Uzorci zimskih ostataka s podnice koSnice

Uzorci odraslih pcela, legla ili meda koji se Cesto koriste za laboratorijsku dijagnostiku
zahtijevaju otvaranje kosnica i povecavaju rizik od gubitka matice tijekom procesa uzorkovanja
(BIOVA, 2021.). Iako pravilno uzeti uzorci odraslih péela ili legla predstavljaju stvarno stanje,
odnosno status bolesti pcelinje zajednice, uzorci ostataka s podnice prikupljeni na kraju
zimovanja sadrze akumulirane patogene uzro¢nike unutar zajednice (FORSGREN i LAUGEN,
2015.). Pretrazivanjem zimskih ostataka s podnice kos$nice predstavlja jednostavnu, brzu i
neinvazivnu metodu prikupljanja uzorka za procjenu zdravstvenog stanja pcelinje zajednice
(FORSGREN i LAUGEN, 2015.). Zimski ostaci s podnice koSnice predstavljaju svojevrsno
mikro zivotno okruzenje, a sastoje se od otpalog voska, peluda, uginulih péela i njihovih
izlu¢evina. Na podnici, takoder, mogu biti prisutni nametnici i Stetnici te njihovi dijelovi (KIM
i sur., 2018.). Zimski uzorci s podnica se za laboratorijsku dijagnostiku prikupljaju zimi
(sijecanj/veljaca), pakiraju se u zrakopropusnu ambalazu (npr. papirnate vrecice), oznacavaju
oznakom kosSnice 1 dostavljaju u ovlasteni dijagnosticki laboratorij. Moguénost prikupljanja
uzoraka bez otvaranja kosSnice sprjeCava uznemiravanje pcelinje zajednice i negativne Stetne
posljedice. Prednost takvih uzorka je Sto ih svaki pcelar moze vrlo lako prikupiti 1 poslati na
laboratorijsko pretrazivanje, paze¢i pritom da prilikom uzorkovanja ne dode do medusobnog
oneciS¢enja uzoraka. 1z tog razloga moze se brzo dobiti uvid u zdravstveno stanje pcelinjaka
Sireg podrucja, posebice zbog uzorkovanja tijekom zimskih mjeseci $to omogucava rano
otkrivanje subklinickih koncentracija patogenih uzrocnika bolesti (BIOVA, 2021.). Takoder,
na zimskim uzorcima ostataka s podnice koSnice moze se odrediti i veli¢ina populacije
nametnika V. destructor (CALATAYUD i VERDU, 1993.). Koli¢ina zimskih ostataka s
podnice koSnica odredena je zdravstvenim stanjem i1 ja¢inom pcelinje zajednice koja je
pripremljena za zimovanje. Zdrave zajednice koje su dobro pripremljene proizvode male
koli¢ine zimskih ostataka, dok one invadirane nametnicima 1 Stetnicima ili inficirane
patogenim mikroorganizmima su loSije pripremljene i tijekom zimovanja imaju potrebu
konzumiranja vece koli¢ine hrane kako bi osigurale zadovoljavajue temperaturne uvjete
unutar zimskog klupka pcela. To posljedicno dovodi do prekomjernog punjenja rektuma pcela,
povecane proizvodnje komadi¢a voska i posljedicno veceg volumena zimskih ostataka s
podnice ko$nice. Takoder, péele konzumiraju vise hrane kod naglih okoli$nih promjena, kao
Sto su velike temperaturne fluktuacije, temperature iznad nistice tijekom zime te visoka razina

vlage u kognici $to utjeée na poveéanu koli¢inu ostataka na podnici (SOKOL i sur., 2009.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Péelinjaci

U veljac¢i 2020. godine prikupljeni su uzorci ostataka s podnice kos$nica na Sest
nasumicno odabranih pcelinjaka smjeStenih u kontinentalnom dijelu RH. Dva pcelinjaka
nalaze se u Podsljemenskoj zoni Zupanije grada Zagreba. Pcelinjak 1 (P1) u naselju Gracani
(GPS koordinate: N 45°86'32"; E 15°98'17" sa 40 kosnica tipa Alberti-Znidar$i¢eva (AZ), te
pcelinjak 2 (P2) u naselju Markusevac (GPS koordinate: N 45°87'39"; E 16°01'82") sastavljen
od 20 kosnica u tipu Langstroth Root (LR) te se nalazi na udaljenosti manjoj od 5 km u odnosu
na P1.

Tri péelinjaka pripadaju Koprivnicko-krizevackoj zupaniji. Péelinjak 3 (P3) smjesten
je u naselju Poljana Krizevacka (GPS koordinate: N 45°58'11"; E 16°32'09"), a sastoji se od
306 kosnica tipa LR, zatim péelinjak 4 (P4) smjesten u opéini Sveti Ivan Zabno (GPS
koordinate: N 45°95'19"; E 16°62'48") kojeg ¢ini 50 kosnica tipa LR i péelinjak 5 (P5) u opéini
Sveti Petar Orehovec (GPS koordinate: N 45°87'39"; E 16°01'82") na kojem se nalazi 56
kosnica tipa LR.

Pcelinjak 6 (P6) nalazi se u Varazdinskoj Zupaniji, u naselju Jalkovec (GPS koordinate:

N 46°28'33"; E 16°31'77"), s 110 koSnica tipa tipa LR.

3.2. Uzorkovanje i pohrana uzoraka

U svakom pcelinjaku nasumi¢no su odabrane pcelinje zajednice za uzorkovanje. 1z P1
prikupili smo deset uzoraka, iz P2, P3, P4 i P6 pet uzoraka i iz P5 devet uzoraka. Uzorci su
pohranjeni u papirnate vrecice i oznaceni brojem kosnice i imenom pcelinjaka, a zatim su
dostavljeni u laboratorij. Svaki uzorak, iz jedne kosnice, odvojen je posebno za DNA
ekstrakciju, ¢ije smo uzorke pohranili na temperaturu od -18 °C, te posebno za RNA ekstrakciju
¢ije smo uzorke pohranili na temperaturu od —70 °C do pocetka laboratorijskog pretrazivanja.
Iz ostatka uzorka odredili smo broj V. destructor iz svake kosnice. Zbog zimskih uvjeta u

vrijeme prikupljanja uzoraka, klini¢ki pregled koSnica nije bio moguc.
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3.3. Priprema uzoraka za DNA ekstrakciju

Iz svakog uzorka ostataka s podnice kosnice izdvojeno je 0,5 do 3 g materijala $to je
prebaceno u jednokratne Ependorf tube zapremine 50 mL zajedno s destiliranom vodom u
omjeru 1:9 (4,5 mL do 27 mL). Potom su uzorci vorteksirani i inkubirani na sobnoj temperaturi
tijekom 60 minuta. Nakon homogenizacije u Stomacher masini (BagMixer; Interscience, Paris,
Francuska), na max. rpm/2 min, dobivena je suspenzija od koje je uzeto po 1 mL iz svakog

uzorka i pohranjeno na - 18 °C do sljedece faze pretrazivanja.

3.4. lzdvajanje DNA

Izdvajanje DNA iz ukupno trideset i devet uzoraka ostataka s podnice ko$nica bilo je
potrebno za utvrdivanje sljedecih uzro¢nika bolesti: C. mellificae, L. passim, A. tumida, M.
plutonius i P. larvae. Ukupna DNA ekstrahirana je iz 1 mL prethodno pripremljene suspenzije
svakog uzorka prema protokolu komercijalnog kompleta za izolaciju DNA ,,DNA Isolation
From Complex Samples* (IMMT, Slovenija). U uzorke je najprije dodano 392 pL lizirajuéeg
pufera (D-buffer) zajedno sa 8 pL proteinaze K (20 mg/mL). Nakon protresanja uzoraka na
6400rpm/45s, inkubacije tijekom 15 min na 56 °C (2x) i 10 min na 100 °C (1x) svaki uzorak je
centrifugiran na 10 000 x g tijekom 5 minuta. Dobiven je supernatant od kojega je otprilike
350 pL prebaceno u nove sterilne 2 mL mikrocentrifugijske tube. Dodan je trostruki volumen
vezujuceg pufera (B-buffer) kako bi se omogucilo optimalno vezanje DNA na silica membranu
spin-column sustava. Za pro¢is¢avanje nukleinskih kiselina uzorci su najprije isprani s 600 pL,
a zatim s 500 uL puferom za ispiranje koji sadrzi etanol (W-buffer). Dodatkom 100 pL pufera
za eluiranje (E-buffer) izolirana je pro¢is¢ena DNA koja je pohranjena na -18 °C do sljedece

faze pretrazivanja.

3.5. Ispitivanje uzoraka primjenom molekularne metode PCR/gPCR
3.5.1. Identifikacija Nosema spp. vrste pomoc¢u PCR testa

Izolirana DNA za identifikaciju vrsta Nosema spp. umnozena je pomoc¢u PCR metode
i specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica (Tablica 1.). Amplifikacija je izvedena u ukupnom
volumenu od 25 pL, a reakcijska mjesSavina sastojala se od: 2,5 uL izolirane DNA, 12,5 pL
Multiplex Master Mix (Qiagen, Germany), 0,4 uM uzvodne pocetnice za N. ceranae i 0,4 uM

za N. apis (eng. forward primer), 0,5 uM nizvodne pocetnice (eng. reverse primer) i vode (do
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ukupnog volumena 25 pL). U reakciju su ukljuéene pozitivne kontrole koje su pripremljene iz
poznatih uzoraka, i negativne kontrole koju je Cinila voda. Reakcija vezanja polimeraze
izvrSena je u Veriti temperaturnom kruzioniku (Applied Biosystems, Germany), (eng.
thermocycler), a program je ukljucivao sljedece korake: pocetnu denaturaciju pri 95 °C tijekom
15 min, zatim je uslijedilo 35 ponavljajucih ciklusa koji su se sastojali od denaturacije pri 94
°C tijekom 30 sek, vezanja pocetnica pri 55 °C tijekom 90 sek, te faze elongacije pri 72 °C
tijekom 90 sek. PCR program zavrsio je elongacijom pri 72 °C tijekom 10 min. Vizualizacija
amplificiranih PCR proizvoda izvedena je pomocu QIAxcel sustava za elektorforezu s QIAxcel
DNA high resolution kit-om (QIAGEN, Njemacka). Analiza je obradena pomocu QIAxcel
Screen Gel software sustava 1.5.0. Veli¢ine odsje¢aka pojedinog proizvoda odredena je
usporedbom s markerom veli¢ine (eng. size marker 50 bp - 800 bp, Qiagen) i markerom za

poravnanje (eng. alignment marker, 15bp — 1 kbp, Qiagen).

pocetnice 5'-3' pocetnice 5'-3'

Vrsta Nukleotidni slijed uzvodne Nukleotidni slijed nizvodne Veli¢ina

ATGTT

N. ceranae | CGT TAA AGT GTA GAT AAG [GACTTAGTAGCCGTCTCTC 143 bp

ATG

N. apis GCATGT CTT TGACGT ACT |GACTTAGTAGCCGTCTCTC 224 bp

Tablica 1. Prikaz specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica za utvrdivanje Nosema spp.

3.5.2. Trostruki TagMan real time PCR za utvrdivanje C. mellificae i L. passim

Izolirana DNA za identifikaciju C. mellificae i L. passim umnozena je pomocu real-
time PCR metode i specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica (Tablica 2). U reakciju je ugraden
18S rRNA Hymenoptera gen kao unutarnja kontrola koja omogucuje tocno otkrivanje PCR
inhibicije i neuspjeha ekstrakcije DNA za ispravnu interpretaciju negativnih rezultata. Gen za
citokrom b primijenjen je za razlikovanje C. mellificae i L. passim. TagMan real time PCR test
izveden je u trostrukom formatu s reakcijskim volumenima od 25 pL. Reakcijska mjeSavina
sastojala se od: 2,5 pL izolirane DNA, 12,5 puL Master Mixa (Maxima Probe qPCR Master
Mix (2X), with separate ROX vial, Thermo Scientific™), 0,1 uM svake pocetnice za

Hymenoptera 18S i L. passim, 0,2 uM svake pocetnice za C. mellificae, 0,3 UM svake sonde

30



za L. passim i C. mellificae, 0,2 UM sonde za Hymenoptera 18S, 0,03 uM ROX i vode (ultra
Cista za PCR uporabu). U reakciju su ukljucene pozitivne kontrole koje su pripremljene iz
poznatih uzoraka, a negativne kontrole ¢ini voda. Pocetnice i TagMan sonde koje su koriStene
u pretrazivanju prikazani su u Tablici 3. PCR je izveden na AB7500Fast temperaturnom
kruzioniku (Applied Biosystems, Germany), a program je uklju¢ivao: pocetnu aktivaciju Taq
DNA polimeraze na 95 °C tijekom 10 minuta, nakon ¢ega slijedi 40 ciklusa amplifikacije u
dva koraka, svaki se sastoji od 15 sek denaturacije na 95 °C i jednominutnog vezanja pri 60
°C.

Vrsta Nukleotidni slijed uzvodne pocetnice | Nukleotidni slijed nizvodne pocetnice 5'-
5'-3' 3'

C. mellificae | TAAATT CACTACCTC AAATTC |ATT TATTGT TGT AATCGGTTT
AAT AAC ATAATC AT TAT TGG ATATGT

L. passim CGA GCT CAT AAAATAATGTAA | TTT TAG CAATAT TTT AGC AAC
GCAAAATAAG AGT ACC AG

Hymenoptera | TAACTG GCATTATGT GGT ACG | CCT CGA CAC TCA GTG AAG AGC
TC

Tablica 2. Prikaz specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica za utvrdivanje C. mellificae i L.
passim s Hymenoptera genom kao internom kontrolom.

Vrsta TagMan sonda

C. mellificae FAM - ACC TAT TAC AGG CAC A - MGB

L. passim HEX-TTGGTGTTT GGC TAT GT - MGB

Hymenoptera Cy5-AGC TCCTYG CGG GCG GTC CAA -BHQ1

Tablica 3. Prikaz TagMan sondi za utvrdivanje C. mellificae i L. passim uz Hymenoptera gen
kao internom kontrolom.
3.5.3. Dvostruki real-time PCR test za utvrdivanje M. plutonius i P. larvae

Izolirana DNA za identifikaciju M. plutonius i P. larvae umnozena je pomocu real-time
PCR metode i1 specificnih oligonukleotidnih pocetnica. PCR test izveden je u ukupnom

volumenu od 20 pL, a reakcijska smjesa sastojala se od: 5 pL izolirane DNA, 10 uL Master
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Mixa (Maxima Probe qPCR Master Mix (2X), with separate ROX vial, Thermo Scientific™),
od 300 nM svake pocetnice, od 200 nM svake sonde, 0,03 uM ROX i vode (ultracista za PCR
uporabu). Poznati pozitivan uzorak koristen je kao pozitivna kontrola, a voda kao negativna
kontrola. Pocetnice i sonde koje su koristene u pretrazivanju prikazani su u Tablici 4. i Tablici
5. Amplifikacija je izvrSena na AB7500Fast temperaturnom kruzioniku (Applied Biosystems,
Germany), a program je uklju¢ivao pocetnu aktivaciju Taq DNA polimeraze na 95 °C tijekom
10 minuta, nakon Cega je slijedilo 40 ciklusa amplifikacije u dva koraka, svaki od 15 sek

denaturacije na 95 °C i jednominutnog vezanja pri 60 °C.

Vrsta Nukleotidni slijed uzvodne Nukleotidni slijed nizvodne poéetnice
pocetnice 5'-3' 5'-3'

M. plutonius | GACCTG TTT AGC TAT TAT CAC CTACAATGA ATG ATT CAT
CACTA TC

P. larvae TACGCTTTTCGATTCTCT G GTC TGT ACT GAACCAAGTC

Tablica 4. Prikaz specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica za utvrdivanje M. plutonius i P.
larvae.

Vrsta TagMan sonda
M. plutonius Yakima Yellow — TCC GCC TAA GCT ACCACCTAAGAAC -
BHQ1
P. larvae FAM -ATCTGC TTC CACTTG TTC ACT CAC CA - BHQ1

Tablica 5. Prikaz koristenih TagMan sondi za utvrdivanje M. plutonius i P. larvae.

3.5.4. TagMan real-time PCR za utvrdivanje Aethina tumida

Izolirana DNA za identifikaciju A. tumida umnoZzena je pomocu real-time PCR metode
1 specificnih oligonukleotidnih pocetnica. TagMan PCR test izveden je u ukupnom volumenu
od 25 pL. Reakcijska smjesa sastojala se od 2,5 uL izolirane DNA u kojoj je dodano 12,5 uL
MasterMixa koji je sadrzavao 900 nM svake pocetnice 1 200 nM TagMan sonde, 0,03 uM ROX
1 vode (ultra ¢ista voda za PCR uporabu). Poznati pozitivan uzorak koristen je kao pozitivna
kontrola, a voda kao negativna kontrola. Pocetnice i TagMan sonde koje su koriStene u testu

prikazani su u Tablici 6. i Tablici 7.
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PCR je izveden na AB7500Fast temperaturnom kruzioniku (Applied Biosystems,
Germany), a amplifikacija je izvrSena u sljede¢im fazama: 95 °C tijekom 10 min, nakon Cega
je slijedio 40 ciklusa amplifikacije u dva koraka, svaki se sastoji od 1 min denaturacije na 60
°C i vezanja pri 60 °C tijekom 15 sek.

Vrsta Nukleotidni slijed uzvodne Nukleotidni slijed nizvodne
pocetnice 5'-3' pocetnice 5'-3'

A. tumida | TCT AAA TAC TAC TTT CTT CGA | TCC TGG TAG AAT TAA AAT
CCC ATC(A/G) ATA AAC TTC TGG

Tablica 6. Prikaz specifi¢nih oligonukleotidnih pocetnica za utvrdivanje A. tumida.

Vrsta TagMan sonda

A. tumida | ATC CAATCC TAT ACC AAC ACT TAT TTT GAT TCT TCG GAC

Tablica 7. Prikaz koristenih TagMan sondi za utvrdivanje A. tumida.

3.6. Priprema uzorka za RNA ekstrakciju

Za pretrazivanja na prisutnost virusnih uzro¢nika bolesti koriSteno je iz svakog
péelinjaka po tri uzoraka, sveukupno 18 uzoraka, a svaki uzorak testiran je na prisustvo
nukleinskih kiselina Cetiri vrste virusa: virusa akutne pcelinje paralize, virusa mjeSinastog
legla, virusa crnih mati¢njaka 1 virusa izoblicenih krila. Izdvojeno je po jedan gram materijala
iz pojedinih uzoraka i preba¢eno u Ultra-Turrax DT-20 epruvete (IKA, Konigswinter,
Germany) s 5 mL RPMI 1640 medija (Gibco, Paisley, UK). Potom su uzorci inkubirani na
sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Nakon homogenizacije i centrifugiranja na 2500 x g
tijekom 15 minuta dobivena je suspenzija od koje je uzeto 2 mL supernatanta iz svakog uzorka

i pohranjeno na - 70 °C do sljedece faze pretrazivanja.

3.7. lzdvajanje RNA

Ukupna RNA ekstrahirana je iz 140 pL dobivene suspenzije svakog uzorka pomocu
QlAamp Viral RNA Mini kit-a (Qiagen, Njemacka). Prema uputama proizvodaca u epruvete
od 2 mL najprije je otpipetirano 560 pL liziraju¢eg pufera (AVL Buffer) u kojemu je dodan
nosa¢ RNA. Za precipitaciju nukelinskih kiselina dodano je 560 pL etanola te je 630 uL ukupne
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suspenzije prebaceno u QIAamp Mini kolone s filterom i centrifugirano na 8000 okretaja
tijekom jedne minute. Mini kolone su stavljene u nove epruvete u koje je preneseno 630 pL
smjese i ponovno centrifugirano na 8000 okretaja tijekom jedne minute. Uzorci su zatim isprani
dva puta pomocu 500 uL pufera za ispiranje (AW1 i AW2 Buffer). Na kraju, dodano je 60 pL
pufera za eluiranje (AVE Buffer) ¢ime je dovrSena izolacija proc¢is¢ene virusne RNA svakog

uzorka koja je pohranjena na -70 °C do daljnje upotrebe.
3.8. Ispitivanje uzoraka primjenom molekularne metode real-time RT-PCR (RT-gPCR)

Virusni genomi za spomenute viruse umnozeni su pomocu real-time RT-PCR metode
(real time one-step reverse transcription). Reverzna transkripcija za RT-PCR testove
napravljena je u jednom koraku pomoc¢u QuantiNova Pathogen +IC Kit-a (Qiagen, Hilden,
Njemacka). RT-PCR mjesavina sastojala se od 5 pL QuantiNova Master Mix-a, 2 pL 10 x
interne kontrole (IC - Internal Control Probe Assay), 1 pL IC (1: 100), 4,5 pL deionizirane
vode, 1 pL uzvodne pocetnice (200 nM), 1 pL nizvodne pocetnice (200 nM) i 0,5 uL TagMan
sonde (100 nM), te 5 uL ekstrahirane RNA od 20 pL kona¢nog volumena.

RT-gPCR je izvrSen na Mx3005P temperaturnom kruZzioniku ) (Stratagene, La Jolla,
CA, USA), a program je ukljucivao: pocetnu fazu reverzne transkriptaze pri temperaturi od 50
°C tijekom 20 min i zatim fazu denaturacije i aktivacije enzima polimeraze pri temperaturi od
95 °C tijekom 2 min. Nakon toga je uslijedilo 45 ponavljaju¢ih ciklusa, a svaki ciklus se
sastojao od faze denaturacije pri 95 °C tijekom 15 sek, zatim faze vezanja pocetnica pri 60 °C
tijekom 30 sek, te faze elongacije pri temperaturi od 60 °C tijekom 30 sek.

Za svaki pojedini virus koriSten je specifi¢ni par pocetnica. Pocetnice koje su koristene
u ispitivanju prikazane su u Tablici 8. Kod svake RT-gPCR obrade za svaki pojedini virus
ukljucene su pozitivne kontrole koje su pripremljene kao suspenzije provjerenih poznatih

uzoraka Cetiri razli¢ita virusa. Negativne kontrole sastojale su se samo od RPMI 1640 medjja.

Standardi s poznatim brojem kopija virusne RNK pripremljeni su u deseterostrukom
razrjedenju od 1000 do 10000000 kopija i dodani u svaku RT-gPCR obradu. Tocan broj
virusnih molekula RNA u pojedina¢nim uzorcima odredeni su iz standardne krivulje za svaki
od Cetiri virusa pojedinacno. Rezultati za svaki uzorak analizirani su pomocu softvera MxPro-
Mx3005P v4.10 (Stratagene, La Jolla, CA, SAD) i tocan broj kopija odreden je iz standardne

krivulje. Rezultati su izrazeni kao broj otkrivenih virusnih kopija u 5 puL ekstrahirane RNA.
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Virus Nukleotidni slijed uzvodne pocetnice Nukleotidni slijed uzvodne pocetnice
5'-3' 5'-3'

Akutna péelinja | CAT ATT GGC GAG CCACTATG CTA CCAGGT TCAAAG AAATTTC

paraliza

Virus crnih GGT GCG GGA GAT GAT ATA TGG | GCC GTC TGA GAT GCATGAATAC

mati¢njaka A

Virus GCG GCT AAG ATT GTAAAT GTC | GTG ACT AGCATAACCATGATTA

izobli€enih krila

Virus AGC CAG TGATAG ATG CTC AAA TAC TCC CGC CAAATCAC

mjeSinastog

legla

Tablica 8. Sekvence pocetnica

koristene za RT-qPCR test.

Virus

TagMan sonda (5-3)

Virus akutne péelinje
paralize

(6-Fam) ATA GTT AAAACAGCTTTT CAC ACT GG
(Tamra)

Virus crnih mati¢njaka

(6-Fam) TTT CCATCT TTATCG GTACGCCGCC
(Tamra)

Virus izobli¢enih krila

(6-Fam) CCT TGA CCA GTA GAC AGC ATC (Tamra)

Virus mjeSinastog legla

(6-Fam) TGG CTC ATC TGG GAT CACAATTTCC
(Tamra)

Tablica 9. TagMan sonde koristene za RT-qPCR test.

Virus Ime standarda | Pozicija nukleotida | DuZina sekvence
Virus akutne pcelinje paralize | pB2 8115 - 8512 397
Virus crnih mati¢njaka pNC1-4 7850 - 8550 700
Virus izobli¢enih krila pC1 4240 - 4659 419
Virus mjeSinastog legla SBV 5030 - 5368 338

Tablica 10. Standardi koristeni za kvantifikaciju Cetiri virusa putem RT-gPCR testa.
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3.9. Utvrdivanje prisutnosti i kvantifikacija grinja V. destructor

Svih trideset i devet prikupljenih uzoraka zimskih ostataka s podnica ko$nica pretrazeno
je na prisutnost i kvantifikaciju grinje V. destructor. Prema anamnezi svaka zajednica je bila
podvrgnuta zimskom tretiranju akaricidima protiv varooze u studenome 2019. godine.
Vaganjem svakog uzorka odredena je njegova tezina u gramima. Broj grinja iz svake zajednice
zabiljezen je u razli¢itim koli¢inama uzoraka zbog ¢ega je svaki pojedinacni rezultat preracunat

na srednju vrijednost broja V. destructor u jednom gramu uzorka.

3.10. Klinic¢ki pregled pcelinjih zajednica u proljece i utvrdivanje prirodnog pada V.
destructor

U proljece 2020. godine na svakom pcelinjaku pregledane su sve pcelinje zajednice.
Cilj je bio utvrditi jac¢inu zajednice 1 eventualno prisutnost klinickih znakova karakteristi¢nih
za odredenu bolest. Opadanje V. destructor praceno je i u aktivnoj péelarskoj sezoni prije
tretiranja akaricidima. Prije brojenja otpalih grinja V. destructor ocis¢ena je svaka podnica.
Prirodni pad grinja je pracen tijekom sedam dana. Broj otpalih grinja biljeZen je prvi, peti i

sedmi dan.
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4. REZULTATI

Pomo¢u konvencionalne PCR metode N. ceranae je utvrdena u 87,2% (34/39)
pretrazenih uzoraka. U niti jednom uzorku nije utvrdena prisutnost N. apis. Cetiri uzoraka bila

su neprikladna za interpretaciju.

P. larvae utvrdena je u 17 od 39 pretrazenih uzoraka (43,6%). Jedino u P6 nije utvrdena
infekcija s P. larvae u niti jednom uzorku, dok je u svim drugim péelinjacima utvrdena

prisutnost P. larvae. Klini¢ki znakovi u proljece pojavili su se samo u P2.
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Slika 10. Rezultati pretrazivanja na prisutnost P. larvae.

Provodenjem Real time PCR metode za utvrdivanje C. mellificae, L. passim (Slika 11),

M. plutonius i A. tumida nije utvrden niti jedan pozitivan uzorak.
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Slika 11. Rezultati pretrazivanja na prisutnost C. mellificae i L. passim.

Uzorci sa svakog od pcelinjaka pretrazeni su na prisustvo Cetiri vrste virusa: virus
akutne pcelinje paralize, virus crnih mati¢njaka, virus izoblicenih krila 1 virus mjeSinastog
legla. Od ukupno 18 pretrazenih uzoraka, devet uzoraka (50%) je bilo pozitivno na
prisutnost virusa akutne pcelinje paralize. Nadalje, prisustvo virusa crnih mati¢njaka
utvrdeno je u svih 18 pretrazenih uzoraka (100%). Uzroci pretraZivani na prisutnost virusa
izoblicenih krila bili su pozitivni u 83,3% slucajeva (15/18), a za virus mjeSinastog legla u
66,6% (12/18). Rezultate na virusne uzro¢nike bolesti podijelili smo prema utvrdenoj
koncentraciji virusa u pet skupina: negativne, jako slabo pozitivne, slabo pozitivne,
pozitivne i jako pozitivne (Grafikon 1). U 45% zajednica ustanovljena je niska razina
infekcije, a kod preostalih 35% pozitivnih uzoraka utvrdena je visoka razina infekcije.
Ustanovili smo da je u vecini pcelinjih zajednica istovremeno bilo prisutno vise virusnih
uzro¢nika. Odnosno, vecina zajednica bila je pozitivna na sva Cetiri pretraZzivana virusna
uzrocnika bolesti, osim P4 koji je slobodan od virusa mjeSinastog legla i P5 koji je slobodan
od virusa mjeSinastog legla i virusa akutne pcelinje paralize. Ono $to je zajednicko vecini
zajednica koje nisu prezivjele zimu 2020. godine je istovremena visoka razina infekcije na

virus crnih mati¢njaka 1 virusa izobli¢enih krila.
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Grafikon 1. Rezultati pretrazivanja na prisutnost virusnih uzro¢nika bolesti.
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Grafikon 2. Rezultati pretraZivanja na virusne uzro¢nike bolesti po pojedinom

pcelinjaku.
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Slika 12. Rezultati pretrazivanja na prisutnost virusa akutne pcelinje paralize.
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Grafikon 3. Prikaz utvrdenih uzro¢nika bolesti u svim pretrazenim uzorcima ostataka s
podnice kosnice.

Utvrdivanjem broja otpalih grinja V. destructor tijekom zimovanja podijelili smo
kosnice u tri skupine: slabo, srednje i jako invadirane. Skupini nisko invadiranih zajednica

pripada 33,3% (13/39) pretrazenih uzoraka iz kosnica kojih je najviSe prisutno na P2 i P4,
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skupini srednje invadiranih pripada 38,5% (15/39) uzoraka iz koSnica kojih je najviSe
smjeSteno u P1 i P6, au 23,1 % (9/39) kosnica utvrdena je jaka invazija. U zimskim uzorcima
najveca invazija zabiljezena je u P3 s 3391 P5 s 162,2 izbrojenih grinja u jednom gramu uzorka

ostataka s podnice kosnice. Dobiveni rezultati iz dva uzorka bili su neprikladni za interpretaciju
(Grafikon 4).

U proljece, brojanjem prirodnog pada grinje V. destructor tijekom sedam dana utvrdena

je najveca invazija u P1 1 P2 (Grafikon 5).

slaba
invadiranost

srednja
invadiranost

jaka
invadiranost

Invadiranost V. destructor grinjom

bez podataka

0,00% 10,00% 20,00% 30,00%

Grafikon 4. Udio grinja V. destructor u jednom gramu uzorka ostataka s podnice

kosnica, uzetih zimi na svim pcelinjacima.
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Grafikon 5. Broj grinja V. destructor u svakoj kosnici izbrojanih iz uzoraka ostataka s
podnice ko$nica prikupljenih u zimu i u proljece.

U P1 zabiljezeno je prosjecno Sest do sedam patogenih uzro¢nika bolesti unutar jedne
pcelinje zajednice na onim uzorcima koji su pretrazivani i na prisutnost virusnih uzro¢nika
bolesti. Sve pretrazene zajednice bile su pozitivne na P. larvae, medutim, u proljeée nisu bili
vidljivi klini¢ki znakovi americke gnjilo¢e. Zanimljivo je da su zajednice koje nisu prezivjele
zimu imale veci broj spora P. larvae od drugih zajednica koje su prezivjele. Uginule zajednice
iz ko$nice P1-7 i P1-10 (oznacene crvenom bojom u Tablici 11) bile su pozitivne na P. larvae
i N. ceranae s visokom titrom virusa crnih mati¢njaka i potvrdenom infekcijom virusom
izobli¢enih krila. Kosnica P1-10 imala je takoder i visoku razinu virusa mjeSinastog legla.
Zanimljivo je da obje uginule zajednice pripadaju skupini slabo invadiranih s grinjom V.
destructor. lako su utvrdivanjem broja V. destructor grinje iz zimskih ostataka na podnici
utvrdene slabe 1 srednje razine inadiranosti, u prolje¢e je na P1 bila najveca invadiranost
pcelinjih zajednica. Svaka zajednica bila je pozitivna i na N. ceranae, dok N. apis nije utvrdena
u niti jednom uzorku. U proljece nije bilo vidljivih klinickih znakova nozemoze. U proljece,
od preZzivjelih pcelinjih zajednica prosjecno je utvrdeno Sest do sedam okvira legla, a odrasle
pcele zaposjedale su u prosjeku 22 ulice. Kosnica P1-2 imala je slabu zajednicu sa samo osam

ispunjenih ulica pc¢elama, klinicke znakove bolesti poput rupica nad poklopljenim leglom i
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nepravilnim rasporedom legla. Kosnica P1-3 imala je izrazito slabu zajednicu samo s dva

okvira trutovskog legla.

Br. grinja
Broj grinja | V. destructor| Virus
V. destructor | tijekom akutne Virus Virus
P. larvae | Nosema | u 1l g uzorka 7 dana péelinje | Virus crnih |izobli¢enih | mjeSinastog
Ko$nica (Ct) spp. (zima) (proljeée) |paralize | mati¢njaka krila legla
jako
N. slabo
kos. P1-1 25,45 ceranae 2,15 29 poz. poz. poz. slabo poz.
N.
kos. P1-2 17,36 ceranae 16,25 54 - - - -
N.
kos. P1-3 24,24 ceranae 15,6 5 - - - -
N.
kos. P1-4 21,26 ceranae 16,6 52 - - - -
N.
kos. P1-5 22,61 ceranae 8 107 - - - -
N.
kos. P1-6 23,03 ceranae 6,8 3 - - - -
N.
kos. P1-7 16,82 ceranae 0,2 - neg. jako poz. poz. slabo poz.
N.
kos. P1-8 22,97 ceranae 8,2 13 - - - -
N.
kos. P1-9 22,03 ceranae 7,5 66 - - - -
kos. P1- N.
10 12,37 ceranae 2,3 - neg. jako poz. poz. poz.

Tablica 11. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja uzoraka porijeklom iz P1.

U P2 zabiljeZzeno je prosjecno pet do Sest uzroCnika bolesti unutar jedne pcelinje

zajednice na onim uzorcima koji su pretraZivani i na prisutnost virusnih uzro¢nika bolesti. U

uzorcima s P2 utvrdena je niza koncentracija P. larvae te su u proljece kosnice P2-3, P2-4 i

P2-5 (oznacene crvenom bojom u Tablici 12) uginule sa znakovima americke gnjiloce i

sanirane su sukladno vaze¢im propisanim mjerama. Samo jedna zajednica bila je negativna na

prisutnost P. larvae. Svaka zajednica bila je pozitivna i na N. ceranae, dok N. apis nije utvrdena

u niti jednom uzorku. U proljece nije bilo vidljivih klini¢kih znakova nozemoze. Utvrdivanjem

broja V. destructor iz zimskih ostataka na podnici kosnice utvrdeno je da vecéina koSnica

pripada skupini s niskom invazijom, osim kosnice P2-5 sa srednjom razinom invazije, medutim
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u proljece prezivjele zajednice su bile jako invadirane. U dvije prezivjele pcelinje zajednice

prosjecno je utvrdeno osam okvira legla, a odrasle pcele zaposjedale su u prosjeku 22 ulice.

Br. grinja V.
Broj grinja | destructor | Virus
V. destructor| tijekom akutne Virus Virus
P. larvae | Nosema|u 1 g uzorka 7 dana péelinje |Virus crnih|izobli¢enih|mjeSinastog
Kosnica| (Ct) spp. (zima) (proljeée) |paralize |mati¢njaka| Kkrila legla
kos. P2- N. jako slabo | jako slabo | jako slabo
1 33,98 | ceranae 1,3 78 neg. poz. poz. poz.
kos. P2- N. jako slabo | jako slabo | jako slabo
2 neg. ceranae 0,5 32 neg. poz. poz. poz.
jako
kos. P2- N. slabo jako slabo | jako slabo
3 38,25 |ceranae 0,4 - poz. slabo poz. poz. poz.
kos. P2- N.
4 36,3 | ceranae 0,1 - - - -
kos. P2- N.
5 36,29 |ceranae 10,5 - - - -

Tablica 12. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja uzoraka porijeklom iz P2.

U P3 zabiljeZzeno je prosje¢no pet do Sest uzroCnika bolesti unutar jedne pcelinje
zajednice u onim uzorcima koji su pretrazivani 1 na viruse. Dvije zajednice su negativne na P.
larvae, dok je u pozitivnih zajednica zabiljezena niska razina P. larvae. Zimu nisu prezivjele
dvije zajednice (oznacene crvenom bojom u Tablici 13), jedna koja je bila negativna na P.
larvae, ali pozitivna na N. ceranae s izrazito jakim stupnjem infekcije virusima izoblic¢enih
krila i crnih mati¢njaka, uz srednju invaziju s grinjom V. destructor i druga kod koje je utvrdena
niza koncentracija P. larvae s izrazito jakom invazijom V. destructor, te visokim titarom virusa
izoblicenih krila i virusa crnih mati¢njaka. U zimskim uzorcima najveca invazija V. destructor
grinje zabiljeZena je u P3-3 kosnici koja nije prezivjela zimu s 339 izbrojenih nametnika, dok
je u proljee u prezivjelim zajednicama prevladavala srednja razina invadiranosti. Od
prezivjelih zajednica utvrdeno je prosje¢no osam okvira legla, a odrasle pcele zaposjedale su u
prosjeku 18 ulica. U proljece utvrdeni su i vidljivi klini¢ki znakovi akutne pcelinje paralize i

izobliCenih krila, klini¢ki znakovi americke gnjilo¢e nisu bili vidljivi.
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Br. grinja
Broj grinja | V. destructor | Virus
V. destructor tijekom akutne Virus Virus Virus
P. larvae | Nosema | u 1 g uzorka 7 dana pcelinje crnih  |izobli¢enih| mjeSinastog
Kosnica (CYH spp. (zima) (proljece) | paralize |mati¢njaka| krila legla
N.
ko$. P3-1| 28,53 | ceranae 34 21 poz. poz. jako poz. | slabo poz.
N. slabo
kos. P3-2 | neg. ceranae 18,6 - poz. poz. jako poz. | slabo poz.
N. slabo jako
kos. P3-3| 35,06 | ceranae 339 - poz. poz. jako poz. | slabo poz.
N.
kos. P3-4| 34,46 ceranae - 16 - - - -
N.
kos. P3-5 neg. ceranae 132,5 11 - - - -

Tablica 13. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja porijeklom iz P3.

U P4 zabiljeZeno je prosjecno Cetiri do pet uzrocnika bolesti unutar jedne pcelinje

zajednice u onim uzorcima koji su pretraZivani i na viruse, a klini¢kim pregledom u proljece

utvrdeno je da su sve zajednice prezivjele zimu. Tri zajednice su bile negativne na P. larvae,

dok je u preostale dvije zajednice zabiljezena niska razina P. larvae, kod kojih u proljece nije

doslo do razvoja klini¢ke slike. Cetiri zajednice su pozitivne i na N. ceranae, dok je jedan

uzorak bio neprikladan za interpretaciju. U proljece nije bilo vidljivih klini€kih znakova

nozemoze. Utvrdivanjem broja V. destructor iz zimskih ostataka na podnici ko$nice utvrdena

je jaka invazija u tri koSnice, dok je u proljece bila slaba. Od virusnih uzro¢nika bolesti najviSe

je bio prisutan virus crnih mati¢njaka zbog ¢ega su u proljeée u kosnici P4-1 bili prisutni vidljivi

klini¢ki znakovi virusa crnih mati¢njaka. Odrasle pcele zaposjedale su u prosjeku 20 ulica i po

9 okvira legla.
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Br. grinja
Br. grinja V. destructor | Virus
V. destructor u tijekom akutne Virus Virus
P. larvae 1g 7 dana pCelinje | Virus crnih| izobli¢enih | mjeSinastog
Ko$nica (CY Nosema spp. (zima) (proljece) |paralize | mati¢njak krila legla
jako
slabo
kos. P4-1 neg. N. ceranae 7 4 poz. poz. neg. neg.
jako
kos. P4-2| 36,25 N. ceranae 1 6 neg. poz. slabo poz. neg.
jako jako
kos. P4-3| 36,28 N. ceranae 77,2 2 neg. slabo poz. | slabo poz. neg.
kos. P4-4 neg. N. ceranae 162,6 6 - - - -
neprikladno
za
ko$. P4-5| neg. interpretaciju 54 4 - - - -

Tablica 14. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja porijeklom iz P4.

U PS5 zabiljezeno je prosjecno tri do Cetiri uzro¢nika bolesti unutar jedne pcelinje
zajednice u onim uzorcima koji su pretraZivani i na prisutnost virusa, a klinickim pregledom
zajednica u proljeée utvrdeno je da su sve zajednice uspjesno preZivjele zimu. Samo je jedna
zajednica bila pozitivna na P. larvae kod koje nije doslo do razvoja klinicke slike u proljece,
dok su preostale zajednice negativne. Vec¢ina zajednica je pozitivna na infekciju s N. ceranae,
dok je jedna negativna, a preostale dvije neprikladne za interpretaciju. Utvrdivanjem broja V.
destructor iz zimskih ostataka na podnici utvrdena je visoka invazija u Cetiri kosnice, dok su
iste koSnice u proljece bile slabo do srednje invadirane. Od virusnih uzro¢nika bolesti najvisi
titar je utvrden za virus izobli¢enih krila zbog ¢ega su u proljece sporadi¢no bili prisutni klinicki
znakovi karakteristini za taj virus. Sve zajednice su bile negativne na viruse akutne pcelinje
paralize 1 mjeSinastog legla. U proljece, odrasle pcele zaposjedale su u prosjeku 20 ulica, a

leglo 9 okvira, samo je u kosnici P5-7 bila slabija zajednica s 9 ulica pcela i 5 okvira legla.
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Br. grinja
Br. grinja V. destructor | Virus
V. destructor tijekom akutne Virus Virus
P. larvae ulg 7 dana pCelinje | Virus crnih | izobli¢enih | mjeSinastog
Kosnica (CYH Nosema spp. (zima) (proljec¢e) | paralize | mati¢njaka krila legla
neprikladno
za jako
ko$. P5-1 | 36,23 |interpretaciju 74 11 neg. slabo poz. poz. neg.
jako
kos. P5-2 neg. neg. 7,25 1 neg. slabo poz. slabo poz. neg.
kos. P5-3 neg. N. ceranae 48,5 1 - - - -
kos. P5-4 neg. N. ceranae 16,3 6 - - - -
kos. P5-5 neg. N. ceranae 7 6 - - - -
kos. P5-6 neg. N. ceranae 3,6 3 - - - -
jako
ko§. P5-7 neg. N. ceranae 13 1 neg. slabo poz. neg. neg.
kos. P5-8 neg. N. ceranae 2,5 12 - - - -
neprikladno
za
kos. P5-9 neg. interpretaciju 41 0 - - - -

Tablica 15. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja porijeklom iz P5.

U P6 zabiljezeno je prosjecno pet do Sest patogenih uzrocnika bolesti unutar jedne
pcelinje zajednice u onim uzorcima koji su pretrazivani i na prisutnost virusa. Sve zajednice
bile su negativne na prisutnost P. larvae, a pozitivne na N. ceranae, osim jedne ¢iji je rezultat
pretrazivanja bio neprikladan za interpretaciju. U proljece nisu bili vidljivi znakovi nozemoze.
Utvrdivanjem broja V. destructor iz uzoraka zimskih ostataka na podnici kosnice utvrdena je
niska invazija u Cetiri ko$nice i srednja razina invazije u koSnici oznake P6-1, a u proljece je
detektiran najmanji broj grinja od svih pretrazenih pcelinjaka. U uzorcima iz tri koSnice
utvrdena je visoka razina titra svih Cetiri pretrazenih virusa. Klinickim pregledom P6 u proljece
utvrdeno je da je jedna zajednica uginula (oznacena crvenom bojom u Tablici 16). Jacina

pcelinjih zajednica je bila slaba s prosje¢nih sedam okvira legla i deset ulica zaposjednutih

odraslim p¢elama. Od klini¢kih znakova bili su vidljivi znakovi virusa izobli¢enih krila.
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Br. grinja
Br.grinja | V.destructor | Virus
V. destructor u| tijekom akutne Virus Virus
P. larvae 1g 7 dana pcelinje |Virus crnih |izobli¢enih| mjeSinastog
Kosnica (Ct) |Nosema spp. (zima) (proljece) paralize | mati¢njaka krila legla
kos. P6-1 neg. N. ceranae 10,8 0 poz. poz. poz. poz.
neprikladno
za

kos. P6-2 neg. |interpretaciju| nema podataka 0 poz. poz. slabo poz. poz.
kos$. P6-3 neg. N. ceranae 0,73 2 slabo poz. poz. jako poz. | slabo poz.
kos. P6-4 neg. N. ceranae 2,3 3 - - - -
kos. P6-5 neg. N. ceranae 2,6 0 - - - -

Tablica 16. Rezultati laboratorijskih pretrazivanja porijeklom iz P6.
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5. RASPRAVA

Postoji jako mali broj objavljenih ¢lanaka koje se bave istrazivanjem vjerodostojnosti
uzoraka zimskih ostataka s podnica kosSnica i njegovog znacenja za zdravstveno stanje pcelinjih
zajednica. Ovim radom smo po prvi puta napravili laboratorijsko pretrazivanje zimskih
ostataka s podnica kosnica skupljenih na pcelinjacima u RH. Pri tome je utvrdena prisutnost
1/ili odsutnost pojedinih patogenih uzro¢nika bolesti ili nametnika pomoc¢u PCR/qPCR metoda,
a dobiveni rezultati su usporedeni sa zdravstvenim stanjem 1 jac¢inom pcelinjih zajednica u

proljece.

lako se uzorkovanje meda, sumnjivog/promijenjenog legla i odraslih p¢ela ¢esto koristi
u svakodnevnoj praksi, takvo uzorkovanje sa sobom nosi i neke nedostatke. Naime,
uzorkovanje materijala iz koSnice namijenjeno za laboratorijsko pretrazivanje iziskuje puno
vremena bududi da je potrebno otvoriti svaku koSnicu, a sluzbeno uzorkovanje provodi
ovlasteni veterinar. Nadalje, svako otvaranje koSnice uzrokuje povecanje stresa za pcelinju
zajednicu, a takoder moze dovesti i do gubitka matice. Osim toga, mogucnost otvaranja koSnice
ovisi 1 o vremenskim uvjetima. S druge strane, ostaci s podnica ko$nica mogu se vrlo lako
prikupiti u bilo kakvim vremenskim uvjetima, §to omogucuje analizu zdravstvenog stanja
pcelinje zajednice u zimskim mjesecima. Takoder, uzorkovati moze 1 pcelar. PretraZivanjem
uzoraka moze se utvrditi prisutnost uzro¢nika bolesti na jednom ili viSe pcelinjaka tijekom
zimskih mjeseci 1 moze pomo¢i u pravodobnom poduzimanju kontrolnih i/ili preventivnih
mjera za izbjegavanje pojave vidljivih znakova pojedine bolesti, a time i izbijanja bolesti te

njenog Sirenja tijekom aktivne pcelarske sezone.

Za dijagnosticiranje nozemoze u praksi se Cesto koristi koproloska metoda koja
uklju€uje usmréivanje odraslih pcela. Ovim radom smo pomocu neinvazivnog uzrokovanja
zimskih ostataka s podnica koSnica uspjesno utvrdili prisutnost uzrocnika nozemoze, kao sto
su to napravili i COPLEY 1 suradnici (2012.) kada su potvrdili da su rezultati pretrazivanja
uzorka s podnica kosnica jednako pouzdani kao i pretrazivanje uzroka odraslih p¢ela. Takoder,
ponovno je utvrdena prisutnost samo N. ceranae kao dominantne vrste Sto je sukladno
rezultatima TLAK GAJGER i sur. (2010.) koji su zakljucili da je N. ceranae jedina vrsta iz
roda Nosema spp. prisutna na podrucju RH. Buduéi da u svim laboratorijski potvrdenim
pozitivnim pcelinjim zajednicama nismo utvrdili vidljive znakove proljeva u rano proljece

mozemo potvrditi da je infekcija s N. ceranae asimptomatska bolest.
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BASSI i sur. (2018.) usporedili su razinu oneci$¢enja sa sporama P. larvae u uzorcima
odraslih pcela, meda i ostataka s podnica kosnica koji su prikupili tijekom zime, dok su u
proljece pratili mogucu pojavu klinicki vidljive bolesti. Pretrazili su uzorke skupljene na deset
pcelinjaka i iz 125 pcelinjih zajednica, metodom uzgoja na selektivnim hranjivim podlogama.
Dobiveni rezultati pokazali su da pretrazivanje uzorka odraslih pcela i1 ostatka s podnica
kosnica ima vecu osjetljivost od pretrazivanja uzoraka meda, ali i da ostaci s podnica koSnica

pokazuju vecu specifi¢nost od uzoraka odraslih pcela (57,80% prema 7,34%).

FORSGREN i LAUGEN (2015.) su u zimskim ostacima s podnice ko$nice utvrdili
znacajno vise spora uzro¢nika ameri¢ke gnjilo¢ée medonosne pcele nego u uzorcima odraslih
pc¢ela. Razlog tomu je §to se otpaci s podnice koSnice koje sadrze spore P. larvae nakupljaju
Koristenjem PCR metode pretrazivanjem uzoraka zimskih ostataka s podnica utvrdili su
najvise koncentracije bakterije P. larvae i naknadnim pregledom najveci udio klinicki vidljivih
zarazenih pcelinjih zajednica (40 od 58 pregledanih pcelinjih zajednica). Iste autorice su
zakljucile da je za otkrivanje subklini¢kih koncentracija bakterije P. larvae, bez obzira na
nedostatak vidljivih simptoma bolesti, najbolja metoda PCR analiza akumuliranih ostataka s

podnica kos$nica.

Prema rezultatima ovoga rada ustanovili smo da prisutnost bakterije P. larvae u
zimskim ostacima s podnica ko$nica ne znaci i sigurnu pojavu klinicki vidljive bolesti americke
gnjilo¢e u proljece, buduci da se niske koncentracije spora uzro¢nika bolesti moZze ucestalo
utvrditi u razli¢itim materijalima iz ko$nice i u naizgled zdravim pcelinjim zajednicama. Od 17
pozitivnih uzoraka, samo su tri zajednice S najve¢im brojem spora u proljece razvile
karakteristicne klinicke znakove bolesti. Takoder, vazno je napomenuti da pomocu
pretraZivanja uzoraka s podnica koSnica mozemo uociti 1 povezanost zaraze izmedu dva
pcelinjaka. P1 i P2 su medusobno udaljeni manje od 5 km, a prema dobivenim rezultatima
vidimo sli¢nu razinu infekcije s P. larvae. Iz tog razloga potrebna su daljnja istraZivanja i
validacija broja spora u zimskim ostacima s podnica kosnice za precizniju ranu dijagnostiku

americke gnjiloce.

BIOVA 1 sur. (2021.) dokazali su da se iz ostatka s podnica ko$nica moze utvrditi
prisutnost M. plutonius. Iako su uzorci meda i p¢ela dali pouzdanije rezultate zakljucile su da

su uzorci s podnica koSnica u¢inkovitiji za neinvazivno prac¢enje europske gnjilo¢e u pcelinjim
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zajednicama. Medutim, prema dobivenim rezultatima ovoga rada, nije utvrden niti jedan

pozitivan uzorak na M. plutonius na pretrazenim péelinjacima.

Iako su tripanosomatidi vrlo Cesti unutar pcelinjih zajednica, prilikom ovog istrazivanja
nije potvrdena niti jedna péelinja zajednica pozitivna na C. mellificae i L. passim. 1z tog razloga
je potrebno uzorkovati na viSe pcelinjaka s razlicitih lokacija za dobivanje objektivnijih

rezultata.

Analizom zimskih ostataka s podnica koSnice, prema ocekivanju, nije potvrden niti
jedan pozitivan uzorak na A. tumida budu¢i da je RH zasad slobodna od invazija malog
kornjasa kosnice. Medutim, dokazali smo da je pretrazivanje takvih uzoraka pomoc¢u qPCR
metode izuzetno korisno za brzo dijagnosticiranje prisutnosti malog kornjasa kosnice na novim
geografskim podrucjima gdje je ¢eSce prisutan u niskim razinama, a $to je od velikog znacaja

za brzi rutinski nadzor koSnica u podruc¢jima visokog rizika.

Godine 2018. napravljena je analiza ostataka s podnica koSnica na prisutnost osam
virusnih uzro¢nika bolesti pcelinjih zajednica, ukljucujuéi i akutnu pcelinju paralizu, virus
crnth maticnjaka, virus izoblicenih krila 1 virus mjeSinastog legla. Prema rezultatima tih
istrazivanja, u vecini slucajeva su virusni uzrocnici bolesti potvrdeni preciznije nego u
uzorcima odraslih pcela ili li¢inaka zbog cega su zakljucili da bi uzorci ostataka s podnica

kosnica mogli biti bolji pokazatelj higijene unutar pcelinje zajednice (KIM i sur., 2018.).

Ovim radom utvrdili smo da su zimski ostaci na podnici koSnica prikladan, neinvazivan
i jednostavan materijal za utvrdivanje prisutnosti virusnih uzro¢nika bolesti. Pomocu real-time
RT-PCR testa ustanovili smo da je u ve¢ini zajednica prisutno istovremeno vise virusnih
uzro¢nika. Utvrdili smo visoku infekciju pcelinjih zajednica virusom crnih mati¢njaka (100%
uzoraka) i virusom izobli¢enih krila (83,3%), dok je infekcija pcelinjih zajednica s virusom

mjeSinastog legla neSto manja (66,6 %), a s virusom akutne pcelinje paralize najmanja (50 %).

Takoder, utvrdeni broj V. destructor u zimskim ostacima s podnica kosnica pokazao je
izrazito vrijednu metodu monitoringa stupnja invadiranosti pcelinjih zajednica spomenutim

nametnikom i tijekom zimskih mjeseci.
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6. ZAKLJUCCI

Uzorkovanje zimskih ostataka s podnice kosnice je jednostavna, neinvazivna i
jeftina metoda.

Pretrazivanjem uzoraka ostataka s podnice kosnice primjenom PCR i qPCR
metoda moze se brzo i pouzdano utvrditi prisutnost razli¢itih uzro¢nika bolesti
pcelinjih zajednica.

Rana dijagnostika subklini¢kih koncentracija bakterije P. larvae u zimskim
ostacima s podnica kosnica izuzetno je vrijedna metoda za sprje¢avanje Sirenja
bolesti u proljece.

N. ceranae je jedina utvrdena vrsta iz roda Nosema i najceSc¢e je prisutan
patogeni uzro¢nik bolesti u pretrazivanih pcelinjih zajednica (87,2 %).

U zimskim uzorcima s podnica ko$nica utvrdena je istodobna infekcija i
invazija pCelinjih zajednica s viSe uzro¢nika bolesti i nametnika. Pretrazene
pcelinje zajednice bile su istodobno inficirane s prosjecno cetiri do Sest
patogenih uzro¢nika bolesti.

Virus crnith mati¢njaka 1 virus izoblicenih krila su bili najées¢e utvrdeni virusi,
apcCelinje zajednice koje su bile istodobno inficirane s oba virusa nisu prezivjele
zimu.

Iz zimskih uzoraka ostataka s podnica koSnica moZe se utvrditi stupanj

invadiranosti grinjom V. destructor.
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8. SAZETAK

Bolesti pcela su jedan od najznacajnijih 1 najceS¢ih uzroka slabljenja i ugibanja
pcelinjih zajednica. Rana dijagnostika kod subklinickih infekcija uzrocnicima bolesti pcelinje
zajednice prioritet je za pravodobnu primjenu preventivnih i kontrolnih mjera u pcelarskoj
praksi. Uzorkovanje ostataka s podnica ko$nica je jednostavna, neinvazivna i jeftina metoda, a
pretrazivanjem tih uzoraka pomocu molekularnih metoda PCR i1 qPCR testova moze se brzo i
pouzdano utvrditi prisutnost razli¢itih uzro¢nika bolesti péelinjih zajednica. Ovim radom su po
prvi puta pretrazeni uzorci zimskih ostataka s podnica koSnica skupljeni na pcelinjacima u
kontinentalnom djelu Republike Hrvatske primjenom PCR i gPCR metoda. Dobiveni rezultati
laboratorijskog pretrazivanja su analizirani i usporedeni sa zdravstvenim stanjem i ja¢inom
pcelinjih zajednica u proljece. Potvrdeno je da se iz uzoraka ostataka s podnice koSnice moze
pouzdano utvrditi i kvantificirati P. larvae, Nosema spp., virus akutne pcelinje paralize, virus
crnih mati¢njaka, virus izobli¢enih krila i virus mjesinastog legla. Utvrdeno je da su pretrazene
pcelinje zajednice bile istodobno inficirane ili invadirane s prosjecno cetiri do Sest uzro¢nika
bolesti, te da su pojedine pcelinje zajednice u prolje¢e razvile klinicke znakove bolesti, a

pojedine nisu prezivjele zimu.

Kljuéne rije¢i: pcelinja zajednica, uzorci zimskih ostataka s podnice koSnica,
PCR/gPCR, Nosema spp., Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius, Crithidia mellificae,
Lotmaria passim, virus akutne pcelinje paralize, virus mjeSinastog legla, virus izobli¢enih krila,

virus crnih matiénjaka, Aethina tumida, Varroa destructor
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9. SUMMARY

SIGNIFICANCE OF DIAGNOSTIC ANALYSES OF WINTER HIVE DEBRIS FOR
THE HONEYBEE HEALTH CONDITION (Apis mellifera)

Honey bee diseases are one of the most significant and most common causes of bees
weakness and death of the colonies. An early diagnosis of subclinical pathogens that cause
diseases for performing precautionary and control measures. Sampling debris from beehive
bottom boards is a simple, non-invasive and cheap method. By analysing these samples with
molecular methods, PCR and gPCR tests, you can quickly and reliably determine the presence
of various disease causing agents in the honey bee colony. In this thesis for the first time,
samples from winter debris from the beehive bottom boards gathered from apiaries in the
continental part of Croatia have been analysed by using the PCR and gqPCR tests. Obtained
laboratory results have been analysed and compared to the health condition and strength of
honey bee colonies in spring. It has been confirmed that from the samples gathered from the
beehive floors, we can reliably determine the presence and quantity of P. larvae, Nosema spp.,
Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), Black Queen Cell Virus (BQCV), Deformed Wing Virus
(DWV) and Sacbrood Virus (SBV). Observed honey bee colonies have been found to be
infected or invaded at the same time, with an average of 4 to 6 disease carrying agents, and

some og them have developed symptoms, while some didn't survive the winter at all.

Key words: honey bee colony, samples from winter hive debris, PCR/qPCR, Nosema
spp., Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius, Crithidia mellificae, Lotmaria passim,
Acute Bee Paralysis Virus, Black Queen Cell Virus, Deformed Wing Virus and Sacbrood

Virus, Aethina tumida, Varroa destructor
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