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Dokazivanje virusnih infekcija pcela od velikog je interesa za pravilnu procjenu
odnosa izmedu domacina i potencijalnog patogena. Do izrade ove doktorske teze, na
teritoriji Bosne i Hercegovine nije bilo prouc¢avanja koja bi dokaz virusnih infekcija
pcela dovela do mogucnosti klinicke procjene patoloskog odnosa za eko-genotip
prilagodene pcelinje zajednice. Evolucijski adaptirani virusi medonosne pcele Apis
mellifera carnica, sa stanovista veterinarske entomologije, veterinarske virusologije i
infektivnih bolesti, te saznanja veterinarskog servisa uopS$te, nisu bili dovoljno
prepoznati. Pojava i dostupnost molekularnih dijagnosti¢kih metoda omoguéile su
senzitivno 1 specificno dokazivanje dijela genoma virusa koji inficiraju pcelinje
zajednice.

Iz ekstrahovanih uzoraka templata razli¢itih uzoraka homogenizata slucajno

uzorkovanih pcela, RNK, sa jednim parom prajmera za svaki virus, pojedinacno,
redoslijedom: BQCV, DWV, SBV, ABPV, KBV, CBPV uradeni su amplifikacijski
protokoli i dobijeni rezultati za klasic¢an, end point, RT-PCR.
Ovom doktorskom disertacijom dobijeni su prvi rezultati koji se odnose na
utvrdivanje prisustva i raSirenosti virusnih infekcija kod vrste Apis mellifera u
pcelinjacima Bosne i Hercegovine. Od oko dvadeset virusa koji inficiraju pcele i
pcelinje zajednice, metodama primjenjive molekularne dijagnostike u ovoj doktorskoj
tezi dokazivali smo prisustvo virusnih infekcija za Sest najviSe proucavanih virusa
pcela. Dobijeni rezultati dokazali su prisustvo pet od Sest trazenih virusa sa razli¢itim
kombinacijama koinfekcija te raznolikom prostornom distribucijom virusa.

Poznavanje sloZzenih mehanizama virusnih infekcija pcelinjih  zajednica
neophodnost je koja sa novim saznanjima proglaSava neke od virusa emergentnim
patogenima, koji bitno narusavaju opstanak pcelinje zajednice. U  patolosko-
sinergistickom odnosu sa nametnikom pcelinje zajednice Varroa destructor neki
pcelinji virusi uzroci su globalno registrovanih gubitaka. Dio istrazivanja u radu
odnosio se na terensko proucavanje dinamike prisustva grinje Varroa destructor u
pcelinjim zajednicama.

Za pravilno donoSenje suda o uzroku ugibanja pcelinjih zajednica, pored postoje¢ih
zahtjeva kontrole patogena pcela definisanih procedurama dijagnostickog manuala 1
Koda OIE-a, bilo bi potrebno imati i rezultate kojim bi se dokazalo kvalitativno i
kvantitativno prisustvo virusa kod vrste Apis mellifera.

Uvodenje 1 standardizacija molekularno-bioloskih metoda u rutinskoj dijagnostici
virusnih bolesti pcela je opravdano. Samo je pitanje vremena kada ¢e virusne infekcije
pcela biti predmet rutinske dijagnostike kojim se kontroliSe zdravstveni status pcelinje
zajednice.
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Abstract:
AB

Evidence of viral infection of bees is of great interest for the proper assessment of the
relationship between host and pathogen potential. By making this doctoral thesis on the
territory of Bosnia and Herzegovina, where before was no present study of evidence of viral
infections, lead to ability on clinical evaluation of pathological relations for eco-genotype
adapted colonies. Evolutionarily adapted viruses honeybee Apis mellifera, from the veterinary
entomology, veterinary virology and infectious diseases, and knowledge of the veterinary
services in general, have not been recognized enough. The appearance and availability of
molecular diagnostic methods have allowed sensitive and specific detection part of the
genome of the virus that infects the colonies.

Templates were extracted from samples of different patterns, homogenisate, randomly

sampled bees, RNA, with a pair of primers for each virus, respectively, in the order: BQCV,
DWYV, SBV, ABPV, KBV, CBPV amplification protocols were done and the results obtained
by conventional, end point, RT -PCR.
This doctoral dissertation obtained the first results concerning the determination of the
presence and spread of viral infections in the species Apis mellifera in Bosnia and
Herzegovina. From about twenty viruses that can infect bees and hives using diagnostic
methods applicable in this doctoral thesis we demonstrate the presence of viral infections of
six most studied viruses of bees. The obtained results showed the presence five of the six
essential viruses in forms of co-infection with different combinations and varied virus spatial
distribution.

Awareness of the complex mechanisms of viral infections in colonies is that the new
knowledge proclaimed a virus as "emergent pathogen™ that significantly impairs the survival
of honeybee colonies. The pathogenic synergistic relationship with the parasite Varroa
destructor causes that bee viruses are globally listed as reasons for losses. Part of the research
work was related to the field study of the dynamics of the presence of Varroa destructor mites
in honey bee colonies.

For a accurate judgment of the deaths of bee colonies, in addition to existing requirements
bee pathogen control procedures defined by diagnostic Manuals and Code of the OIE, it
would be necessary to have the results to prove the qualitative and quantitative presence of
the virus in the species Apis mellifera.

The introduction and standardization of molecular biological methods in routine diagnosis of
viral diseases of bees is justified. It is only a matter of time before the virus infections of bees
will be subject to routine diagnostics which controls the health of bee colonies.
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DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA | 2013.
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

UuvoD

Medonosna pcela je najznacajniji oprasivac biljnih kultura Sirom svijeta. Ovaj aspekt
po svemu prevazilazi druge ekonomske koristi koje savremeno pcelarstvo ima kroz
proizvodnju meda, propolisa, mati¢ne mlijeci, voska, pcelinjeg otrova.

U toku dugog evolucionog perioda postojanja, insekti, a samim tim i vrste medonosne
pcéele, Apis mellifera, pokazale su vrlo uspjesne oblike prilagodavanja, tako da su
naselile skoro sve teresterijalne biotope. Posljedi¢no tome, ove vrste bile su izloZzene
uticajima razlicitih patogena.

Moderno pcelarstvo, ekonomski odrzivo, jeste nadin organizovane proizvodnje ove
vrlo specifi¢ne grane stocarstva. U tom smislu, povoljna epizootioloska situacija
pcelinjaka predstavlja vazan ¢inilac u intenzivnom i uspjeSnom razvoju pcelarstva.
Jedan od problema koji bitno uti¢e na razvoj pcelarstva u cijelom svijetu jesu bolesti
pcela, od kojih prvenstveno treba spomenuti virusne, bakterijske i gljiviéne infekcije,
te naroCito nametnicke parazitoze izazvane Varroa destructor vrstom.

Sa zdravstvenog i ekonomskog aspekta, znacajnu opasnost predstavljaju virusne
infekcije péela za koje se smatra da su ve¢ odavno dostigle razmjere panzootije. Kako
je klini¢ku sliku virusnih infekcija nemoguée prepoznati u terenskim uslovima, one,
nazalost, forenzi¢ko-dijagnosticki budu pogreSno pripisane bakterijskim 1 dugim
infekcijama, a epilog njihovog prisustva su znacajne ekonomske Stete koje rezultiraju
smanjenjem broja 1 jacine pcelinjih zajednica.

Virusne infekcije su danas veliki izazov kako za péelinju zajednicu tako i za
veterinarski servis. Varroa destructor je glavni razlog zasto su virusne infekcije pcela
postale ozbiljan problem i za divlje i za ,tehnologijom domestifikovane“ pcelinje
zajednice. Prelazak Varroe sa azijske pcéele Apis ceranae na evropsku pcéelu Apis
mellifera u prvoj polovini dvadesetog vijeka i kasnije Sirenje na veliki broj teritorija
svijeta ima za rezultat gotovo katastrofalne posljedice. Najvec¢i rizici destruktivnog
djelovanja parazitske grinje jesu u prenosu virusa pcela.

Uticaj virusnih infekcija na medonosnu pcelu je znacajan. lako ga OIE u svom
Priru¢niku za dijagnostiku, kao ni u dijelu Zakona ne spominje, sve je viSe
informacija o tome kako bi podatke o virusnim infekcijama pcela i njihovom uticaj

trebalo revidovati u oba ona dijela kojim se reguliSu znacajni patogeni pcela, kao i u
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vaze¢em zakonodavstvu u medunarodnoj trgovini. Nacionalno zakonodavstvo kojim
se reguliSe problematika pcelinjih bolesti ni u jednom dijelu ne spominje virusne
infekcije pcela.

Skorija terenska istrazivanja prisustva péelinjih virusnih infekcija u svijetu dokazala
su da jedinke pcelinje zajednice, kao i kompletne zajednice mogu biti pogodene
teskim formama infekcije. Razvoj infekcije uslovljen je mnogobrojnim faktorima koji
Su u stanju na neki nacin konvertovati uzro¢nika i izazvati manje ili viSe patogene
forme bolesti. Drugim rije¢ima, pcelinja drustva mogu nositi virus i nemati nikakve
Stetne posljedice, a da, pod odredenim uslovima, infekcija postane fatalna na nivou
cjelokupnog drustva. Za mnoge pcelinje viruse Stepen patogenosti je jo$ uvijek
nedovoljno proucen. Virusi spadaju u grupu najjednostavnijih parazitarnih formi
Siroko zastupljenih i uvijek spremnih za adaptaciju na nove uslove, ukuljuéujuci i one
koje je stvorio Covjek, pcelar. Prisustvo nametnika, grinje, Varroa destructor vrste,
uslozilo je uslove i nadine virusne transmisije, §to je dramati¢éno promijenilo znacaj
evolucijski prisutnih virusnih infekcija kod pcela.

Varroa virus destruktivni sinergizam jedan je od najvise proucavanih mehanizama
kojim se nastoje objasniti veliki gubici pcelinjih zajednica u cijelom svijetu.

Problem koji izazivaju virusi péela je znacajan i zahtijeva odgovarajuca istrazivanja u
pravcu razumijevanja i kontrole infekcije.

Cilj izrade ove disertacije posvecen je dokazivanju prisustva virusnih infekcija
péelinjih zajednica na teritoriji Bosne i Hercegovine, metodama molekularne
dijagnostike te mogucnostima prakticne aplikacije metode u odredivanju

zdravstvenog statusa medonosnih pcela.



DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA | 2013.
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

PREGLED LITERATURE

Skracenice

Radi jednostavnijeg koriStenja naziva, naslova i drugih taksonomskih odrednica, u
tekstu disertacije koristene su skracenice koje se, s obzirom na dominantno literaturno
navodenje 1 njihovo ishodiSte u medunarodnoj stru¢noj literaturi (kao 1 u domacoj),

oznacavaju na sljedec¢i nacin:

ABPYV — Acute Bee Paralysis virus — virus akutne paralize pcela

BQCYV — Black Queen Cell virus — virus crnog mati¢njaka

CBPV — Chronic bee paralysis virus — virus hroni¢ne paralize péela

CCD — Colony Colapse Disorder — sindrom iznenadnog nestanka pcelinjih zajednica
DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

DWYV — Deformed wing virus — virus deformisanih krila

IABPYV — Israeli acute paralysis virus — izraelski virus akutne paralize pcela

ICTV — International Comitte of Taxonomy of Viruses — Medunarodni komitet za
taksonomiju virusa

KBV — Kashmir bee virus — ka$mirski virus pcela

OIE — The World Organisation for Animal Health — Svjetska organizacija za zdravlje
Zivotinja

RNK — ribonukleinska kiselina

RT-PCR — reverzno transkribovana polimeraza lan¢ana reakcija

SBPV — Slow bee paralysis virus — virus spore paralize pela

SBV — Sacbrood virus — virus mjesinastog legla

10
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0 virusima uopste

Virusi su invazivni bioloski agensi koji se mogu umnozavati samo unutar ¢elija Zivog
domacina. Na osnovu ICTV popisa iz 2005, prepoznato je vise od 6000 virusa
klasifikovanih u 1950 vrsta i u vise od 391 razlic¢ite diferencirane taksativne grupe (CM
Fauque, 2005). Virusna evolucija proucava se u dijelu evolucione biologije i vrlo je
slozena i vazna sa aspekta epidemiologije virusnih bolesti. Veéina virusa, a posebno
oni RNK, imaju kratko generacijsko vrijeme i relativno visok nivo mutacija koji, kada
mu se pridoda i faktor prirodne selekcije, dozvoljava virusu da se brzo prilagodi i
adaptira na uslove domacina.

Za razliku od vecine zivih sistema, virusi se ne razmnozavaju diobom. Nakon prodora
virusne Cestice, Celija domacina je primorana da proizvede hiljade identi¢nih kopija
virusa. Grada virusna sastoji se iz tri osnovna dijela: genetskog materijala (DNK ili
RNK), proteinskog omotaca koji ¢uva gene kao dijelove genetske informacije, i
omotaca koji $titi dvije prethodne komponente onda kada se virus nalazi u spoljasnjoj
sredini. Virus je sasvim zavisan od mogucnosti njegove reporodukcije u ¢elijama
domacina. To znaci da on iskoriStava domacina na nacin da mora napraviti ravnotezu
izmedu vlastite maksimalne reprodukcije koja mora da bude izbalansirana na nacin da
se opstanak domacina, kao i virusa ne ugrozi njihovom vlasititom smréu. Ovaj balans
razli¢it je za svaki virus i zavisi od tzv. strategije virusne transmisije. Mali broj virusa
¢e izazavati bolest koja dovodi do destrukcije domacina, ve¢ina njih adaptirana je na
neki manje destruktivan koegzistencijski odnos sa njihovim domac¢inom. Virusi su u
stanju da se vrlo lako adaptiraju na izmijenjene uslove, §to ima efekta u odnosu na
njihovu transmisionu efikasnost ili na pojavu novih transmisionih puteva, Sto je
zapravo centralna karakteristika kojom se mijenja i utice na virusni patogenitet. Virus
prodire u celiju domacina procesom endocitoze (Cemu prethodi receptorsko
prepoznavanje povrsine celije), nakon Cega se virus reprodukuje u citoplazmi.
Replikacija genoma, translacija i organizacija nastalih partikula visoko su
koordinirani procesi i kojem ucestvuju kompleksi virusnih i proteina domacina,
adekvatno uvezanih u fiziCkom prostoru i ponekad obuhvacenih zajednickom
membranom. Ove infektivne partikule naj¢eS¢e se vide intracelularno elektronskom
mikroskopijom. Ovako organizovane partikule budu oslobodene u spoljasnjost

najcesce kao posljedica ostecenja celije — ¢elijske smrti.

11
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Taksonomija virusa pcela
Taksonomija virusa pcela ima za cilj procesuiranje informacija koje slijede razlicita

pravila sa zadatkom razvoja, optimizovanja i odrzavanja postojeée virusne
taksonomije. Zadatak taksonomije uopste jeste kategorizacija velikog broja utvrdenih
virusa u jednostavne klasifikacione Seme na osnovu kojih je moguce utvrditi njihove
evolucionarne zavisnosti i njihovu individualnu filogenezu.

Klasifikacija virusa je postupak imenovanja virusa i njihovog taksonomskog
pripadanja. Taksonomija virusa uop$te, svih vrsta, napravljena je na bazi dvije
razli¢ite medunarodne klasifikacije.

Baltimor Klasifikacija napravljena je od strane autora Davida Baltimorea i grupise
viruse na kategorije i na familije zavisno od grade njihovog genoma (DNK ili RNK),
kao i nacina njihove replikacije. Baltimor klasifikacija virusa temelji se na metodi

sinteze virusne mMRNA i dijeli se kao na slici ispod.

VI VII I II

{+) ssRNA dsDNA dsDNA ssDNA

: |
DNA/RNA hybrid
ssRNA /
\ \ dsDNA
dsDNA
A \ / I
{-) ssRNA —m R N A — dsRNA

[

() ssSRNA

The Baltimore Classification | V

(+) ssRNA

Slika 1. Baltimor virusna klasifikacija u odnosu na sintezu virusne mRNK
(http://en.wikipedia.org/wiki/Virus_classification)

Vecina virusa pcela koji su RNA grade po Baltimor klasifikaciji spadaju u Picornaviridae, ss IV.

Druga klasifikacija za viruse je ICTV Kklasifikacija. ICTV je tijelo osnovano od strane
Medunarodne unije mikrobioloSkih drusStava, €iji je zadatak razvoj, poboljSanje 1
odrzavanje univerzalne virusne taksonomije. Virusna klasifikacija po¢inje na nivou
reda i prati imenovanje kako se navodi u nastavcima u kurzivu: red (-virales), familija

(-viridae), potfamilija (-virinae), rod (-virus), vrsta (spp.).
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ICTV, tj. Medunarodni odbor za taksonomiju virusa, zapoceo je rad na klasifikaciji i
imenovanju virusa u ranim sedamdesetim godinama 20. vijeka. Taj rad traje i danas.
Virusi se uglavnom klasifikuju na osnovu fenotipskih karakteristika, morfologije,
vrste nukleinske kiseline, na¢ina replikacije u organizmu domacina, te zavisno od tipa
bolesti koje uzrokuju. Vrsta je i u ovom slucaju osnov za svaku biolosku klasifikaciju.
Trenutna taksonomija virusnih bolesti péela data je od strane International Comitte of
Taxonomy of Viruses (ICTV) www.ictvonline.org, a bazira se na poznavanju nau¢no-
bioloskih pristupa, koji su posljedica evolucije nau¢nih saznanja razvoja virusa,
izmjena i divergencije unutar nekog vremena. Klasifikacioni i taksonomski odnos
prema oblasti virusnih bolesti pcela pridonose boljem razumijevanju ovih organizama
i omogucavaju da se na osnovu utvrdene taksativne nomenklature ostvare zajednicki
prepoznatljivi nazivi za razlicite viruse. Zadaci ICTV-a su:

1. razviti medunarodno prihvaéenu taksnomiju,

2. razviti medunarodno prihvadena imena za virusne takse, ukljucujuci vrste i

subviruse uzrocnika (subviralne agense),

3. obezbijediti odrzavanje indeksa svih imena virusa
Virusi péela nalaze se u dijelu podgrupe Invertebrate. Podjela virusnih imena bazirana
je na tzv. specijesnom konceptu, gdje je specijes najnizi taksom (grupa u razgranatoj
hijerarhiji virusnih taksi). Virusni specijes se definiSe kao politeti¢na klasa virusa
(nema univerzalne, standardne ni fiksne definicije) koji ¢ine replikativnu vezu i
zauzimaju odredene ekoloske niSe.
Virusi su prozivod bioloSke evolucije genetike, a odnos virusnih specijesa predstavlja
prvu liniju odnosa izmedu biologije 1 logike.
Virusi (ukljuéujuci virusne izolate, Sojeve, varijante, tipove, suptipove, itd.) trebalo bi,
kad god je to moguce, da budu oznaceni kao ¢lanovi odredenog virusnog Specijesa,
iako su mnogi virusi ostali neklasifikovani zbog toga $to su nedovoljno karakterisani
(tako da veliki broj virusa péela nije definitivno karakterisan).
Svi virusni specijesi moraju biti reprezentovani bar jednim virusnim izolatom, ali
treba reci da je izolacija virusa pcela vise nego komplikovana. Taksnonomska pravila
propisuju hijerarhniju u prepoznavanju virusnih taksi: red — familija — potfamilija —
rod — vrsta, 1 samo na ovaj nacin klasifikovane taksnomoske jedinice prepoznaje
ITCV. Drugi nacin grupisanja od clade (clade = grupa organizama, kao npr. species,

¢iji ¢lanovi dijele homologne karakteristike koje su dobili od zajedni¢kog pretka) do
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superfamilije, mogu sluziti samo kao korisne deskriptivne informacije pod odredenim
uslovima, ali ne mogu biti formalno prepoznate niti priznate.

Na sli¢an nacin, naziv ,.kvazispecijes®, iako sa sobom nosi znacajan pristup, jos uvijek
nema prepoznat taksnonomski znacaj. Nastajanje ili nestajanje, preimenovanje ili
preklasifikacija jednog virusnog specijesa, genusa familije, zahtijeva dozvolu i

pristanak svih ¢lanova ICTV-a.

HaRMAy

ikl \LMarnaviridae
Picornaviridae
unassigned insect
RINA viruses PV EMCY
- FMDY
93
63
oev 54 FCV
KBVCer 5
94 iciviri
B Caliciviridae
SINV-1—8T\, 72 o REBY
TSY = 56 6
64 % 98
HiPY s6 72 'Y = Pny
a8 EoV
SBY
gacy 70 i
3 .
T ey Iflavirus
RKPY D YD

. . ALPV. Fy
Dicistroviridae
SO CPSMY

i RTSY  Comoviridae
Sadwavirus—, L. pyvry

Chervius Sequiviridae 01

Slika 2. Taksonomska struktura reda Picornavirales (RNK virusa insekata), iz knjige Virus

taxonomy, deveti izvjestaj ICTV.

Saznanje nukleotidnih sekvenci revolucionalizovalo je biologiju i umnogome
racionalizovalo taksnomoske odnose te je najveci broj novih virusa odreden 1 genetski
karakterisan primjenom molekularnih metoda. Poredak nukleinskoacidnih sekvenci je
njihov identitet, odrednica za demarkaciju specijesa i kriterijume unutar jednog roda,
dok su i1 druge bioloske karaktersitike (pripadnost domacinu, serotip itd.) takode
znacajni. Taksonomija virusa pcela utvrdila je do sada samo osam virusnih specijesa
koji su pri tom i genetski karakterizovani. Granica u utvrdivanju specijesa odnosi se
na na tzv. demarkacione Kkriterujume za vrstu:
e prirodna zastupljenost u odnosu na vrstu,

e dali je sekvencionalna podudarnost identiteta iznad ili ispod 90%.
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Najveci dio virusa pcela klasifikovan je u familije Dicistroviridae i Iflaviridae, reda
Picornavirales (Le Gall et al., 2008). Ostali virusi su pripali grupi neklasifikovanih
virusa.

RED: PICORNAVIRALES

FAMILIJA: DICISTORVIRIDAE
ROD: Cripavirus:
e Black Queen Cell virus (BQCV)

ROD: Aparavirus:
e Acute Bee Paralysis (ABPV)
e Israel acute paralysis virus (IAPV)

e Kashmir bee virus (KBV)

2 ViralZone 2008
Swiss Institute of Bicinfermatics

| Acute bee paralysis virus I

IRES Swiss Ingtirute of Bloinformarics IRES

Slika 3. Graficki prikaz ABPV: ViralZone Swiss Institute of Bioinformatics,

www.expasy.org/viralzone

Prema sli¢nosti u organizaciji i ekspresiji genoma, oni su:

e monopartitni, biscistroni¢ni +ssRNA genomi (jednostruka zavojnica),
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replikacija u citoplazmi,

e iksoedralni virioni, veli¢ine oko 30 nm,

e nestrukturalni proteini kodirani su sa pozicije 5° (ORF 1),

e intergenski region (IGR) je u formi stem-loop strukture,

¢ (IRES) Internal ribosomal entry site region se nalazi unutar IGR,

e Kkapsidni poliprotein kodiran je na region 3’ strane (ORF 2),

e prirodno visokovarijabilni sa vise od 15% razlika izmedu glavnih varijanti

unutar svakog virusa ili virusnog kompleksa.

Demarkacija unutar rodova vrsi se na osnovu:
o razlika u konzervacionim sekvencama na nivou IGR-IRES,
e razlicitog broja zavoja na poziciji 3° IGR-IRES,
o filogenetskih analiza odredenih aminokiselinskih sekvenci koje su prekursori

kapisoidnih kiselina.

RED: PICORNAVIRALES

FAMILIJA: IFLAVIRIDAE
ROD: Iflavirus:
e Sacbrood virus (SBV)
e Deformed wing virus (DWV)
e Kakugo virus (KV)

e Varroa Destructor virus — 1 (VDY)

Ovi virusi do sada su utvrdeni samo kod beski¢menjaka. Slicnosti gorenavedenih sa
Picorna, Marna, Seqvividae su u tome $to su oni:
e monopartitni, monocistroni¢ni +ssRNK genom,
e Kkapsidni poliprotein se kodira sa regiona na pozicij 5°, a nestrukturalni proteini
kodiraju se na regionu 3’,

e  Sto imaju genski regulisanu proizvodnju helikaza, proteaza i polimeraza,

a razlike u odnosu na ostale familije su u tome Sto je raspored gena Koji regulisu

strukturalne proteine razli¢it u odnosu na Picornaviridae.
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NEKLASIFIKOVANI ODNOSNO NEOZNACENI VIRUSI PCELA
Ovo su virusi za koje do danas ne postoje sekvencioni podaci:

e virus spore paralize péela (SBPV),

e virus hroni¢ne paralize pcela (CBPV),

e virus zamucenih krila (CWV),

e Arkansas pcelinji virus (ABP),

e Berkley pcelinji virus (BPV),

e pcelinji virus X (BXV),

e pcelinji virus Y (BYV),

e egipatski pcelinji virus,

e filamentozni virus,

e pcelinji iridescentni virus (AmFV).

External membrane

0k Ty

o

Surface protgin £

Internal membrane gt
. A

ViralZone 2009
Swiss Institute of Bloinformatics

Naked virion Enveloped virion T=147

Slika 4. ViralZone: Pcelinji iridescentni virus AMFV
Swiss Institute of Bioinformatics www.expasy.org/viralzone DNK, AmFV, Iridovirus

Dosadasnje filogenetske analize posluzile su kao baza za trenutno prihvatljivu
taksonomsku klasifikaciju veceg broja ,,picorna sli¢nih“ virusa. Filogenetske analize
su omogucile stvaranje modela na osnovu kojih se evaluira evolucioni proces ovih
mikroorganizama. Relativno visok nivo razlika na nivo sekvenci utvrden je unutar ova
dva roda, sto implicira jako dugacku i evolucijski nezavisnu genezu ova dva roda

unutar sadasnjih prirodnih domacina. Neke primjere u vezi sa taksonomskim
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nejasno¢ama (virusne varijante u odnosu na nove vrste) takode je moguce dokazati.
Znanja o genetskim vrijednostima i filogenetskim relacijama virusa péela umnogome
su unaprijedena zahvaljuju¢i dijagnostici molekularne genetike u posljedinjih 20-ak
godina. Koncept kvazispecijesa u odnosu na RNK viruse dozvoljava da se opiSu i
razumiju neoubicajne molekularne heterogenosti unutar RNK virusne populacije. Da
bi se objasnila potencijalna kvazispecijesna priroda virusa pcela, moraju se pronaci
odredene genetske varijante unutar pojedinacno inficiranog organizma — U OvOm
sluCaju unutar samo jedne pcele i unutar cijele pcelinje zajednice. Filogenetske
analize ili geografska razliCitost izolata, iako znacajni, ne mogu dati odgovor na
pitanje o postojanju kvazispecijesa (Moore et al., 2011). U isto vrijeme, oznaciti novu
vrstu virusa koji se razlikuje samo na nivou nukleotida (uz ¢injenicu da RNK virusi
zbog svojih mutacija unutar nekih populacija nastoje stvoriti filogenetski bliske
varijante, tzv. mutant spektre,) u ispitivanju jednog inficiranog organizma nebi bilo
moguce. Ne treba zaboraviti da se koncept virusnih kvazispecijesa ozna¢ava u odnosu
na divlji tip kao definisan genom sa specificnom nukleotidnom sekvencom.

Analize genoma bile su neophodan alat u razvoju vrlo preciznog deskriptivnog
taksonomskog sistema.Veliki broj genetskih informacija pomogao je uspostavljanju
taksonomskih jedinica unutar velike grupe tzv. ,,neklasifikovanih malih RNK virusa
beski¢menjaka® i ,,picorna sliénih virusa®“. Sest pomenutih p&elinjih virusa — SBV,
BQCV, ABPV, KBV, DWV, KV sada su klasifikovni u dva odvojena roda, zajedno
sa virusima ostalih insekata.

Posmatranjem filogenetskog stabla zakljuceno je da postoji veoma visoka razlicitost
odnosno diverzitet unutar pcelinjih virusa: dugacke odvojene grane BQCV 1 SBV u
stablu dokaz su da ova dva virusa imaju dugotrajnu evolucionarnu udaljenost sa

zajedni¢kim precima i da su se vjerovatno adaptirali na njihove domacine jako davno.

Virusna patogeneza
Medonosna pcela, po literaturnim saopStenjima autora, moze biti domacin za 18

dokazanih virusa (Allen and Ball, 1996; Bailey and Ball, 1991). Od virusa koji mogu
inficirati pcele u SAD pronadeno je 10 virusa (Allen and Ball, 1996). Izuzimajuci
filamentozne pcelinje viruse, svi virusi pcela imaju jednostranu RNK 20—30 nm u
pre¢niku, izometrijski su oblikovani, nenukleirani, a posjeduju gusto¢u u CsCl u
obimu 1,33—1,42 gr naml i 100—190 S koeficijent (Bailey, 1976).
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Dugotrajan koevolucioni odnos pcela i njihovih virusa uticao je na visok nivo
adaptacije koji djelimi¢no moze biti objasnjen ¢injenicom da pcelinji virusi kod svog
domacina vrlo ¢esto izazivaju inaparentne latentne infekcije.

Picorna virusi, koji inficiraju i kiémenjake, pokazuju mnogo vecu bliskost, odnosno
sli¢nost, u odnosu jedan na drugoga. Naravno, to je normalno, jer je evolucionarna
istorija vertebrata kraa nego invertebrata, pa je, posljedicno tome, 0dnos
virus—domacin u evoluciji zapofeo mnogo ranije. Na drugom mjestu postoji i
evolucionarna separacija unutar pcelinjih virusa. Bliza genetska srodnost vidi se kod
razli¢itih virusnih vrsta, npr. ABPV/ KBV, ili DWV/ KV. Ovo je dokaz ,,skora$njih*
izmjena u divergentnosti virusa iako selektivni pritsak jo§ nije dovoljno dobro
prepoznat.

Bolesti pcela bili su predmet interesovanja jo§ u periodu Aristotela (384—322 p.n.e.).
(Honey bee pests, predators and diseases, 1997). Uzimaju¢i u obzir znaéajnu
genetsku povezanost i veliku gusto¢u unutar zajednice, medonosne pcele ugrozene su
od strane relativno malog broja bolesti. Neki specificni patogeni i paraziti koji
napadaju odrasle jedinke, larve i lutke adaptirali su se na pcelinju zajednicu i u
mogucénosti su izazvati njeno potpuno uginuce. Za razliku od njih, drugi patogeni
mogu biti prisutni u latentnim formama infekcije i njihov uticaj na zajednicu nije lako
predvidjeti. Neke infekcije dovode do kolapsa zajednice, dok druge, iako letalne na
nivou jedinke, mogu biti manje virulentne i patogene na nivou zajednice. Poznavanje
virusa averterbrata Sezdesetih godina proslog vijeka prije pojave Varroa vrste na
evropskoj pceli Apis mellifera bilo je vrlo povrsno (Allen and Ball, 1966).
Procjenjujuci razliCitost 1 broj invertebratnih vrsta, broj prepoznatih virusa do tada je
bio vrlo mali. Genetske informacije o ovim virusima bile su takode ogranicene.

Viruse pcela je nemoguce razlikovati na osnovu njihovih morfoloskih karakteristika.
Virusi kod pcela postoje u perzistentnoj i1 inaparetnoj formi, uz vrlo €est izostanak
klini¢kih simptoma bolesti (Bailey, 1976). Vrlo je teSko identifikovati pcelinje virusne
infekcije bazirano samo na terenskim ispitivanjima, tj. klinickim opservacijama. Na
osnovu sadasnjih saznanja, virusne bolesti unutar pcelinje zajednice prenose se na dva
osnovna nacina: horizontalnom i vertikalnom transmisijom. Veci broj virusa pcela
moze se umnozavati 1 §iriti nezavisno, samo rijetko izazivajuci teSke forme bolesti.
Cesc¢e opstaju u ko$nicama naizgled zdravim, iako su one inficirane sa nekoliko

razli¢itih virusa. Virusi péela su veoma cesti, a ima ih mnogo viSe nego svih ukupno
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poznatih péelinjih patogena. Shodno tome, Virusi su vjerovatno u najveéem broju
slucajeva bili osnovni uzrok greske u razmatranju dijagnoze, a samim tim i u odnosu
prema menadzmentu bolesti. To se najbolje moze objasniti na primjeru istorije bolesti
paralize pcela.

Do sada poznati virusi skra¢uju zivot svake pojedine pcele. Svi od njih su Stetni, a
mnogi od njih su veoma zastupljeni. Teski oblici infekcije dovode do znacajnih
uginuéa, Sto se ne deSava tako Cesto, ali Sto se ne smije izgubiti iz vida kada se
razmatraju faktori koji su doveli do nestanka ili oSte¢enja pcelinje zajednice.

Neki virusi pcéela zastupljeni su na odredenim regijama, ali njithova sposobnost da
postoje u formama inaparentnih infekcija, u uslovima povecanog medunarodnog
transporta, ostavlja im mogucnost neizbjezne globalne raSirenosti. Jo§ uvijek ne
postoje direktne metode kontrole virusa pcela osim u fazi njihove dijagnostike.
Svakako da je ignorisanje znaaja virusa u proSlosti dovodilo do nepotpunih 1
netacnih dijagnoza bolesti, §to je na kraju dovodilo i do losih rezultata tretmana.
Poznavanje evolucijske istorije virusa pcela, kao i svakog drugog patogena,
omogucilo bi da se identifikuju okolnosti koje dovode do njegovog umnoZavanja i
Sirenja unutar pcelinjih zajednica, a takode i sprovodenje kontrolnih mjera koje bi u
tom slucaju mogle biti primjenjivane. DosadaSnji odnos prema bolestima pcela u
veterinarskoj medicini i pcelarskoj praksi rjesavali su se kroz primjenu direktnih
tretmana, u naj¢es¢em broju slucajeva hemoterapijski. Hemoterapijski tretmani koji se
danas koriste protiv Nosema apis i Varroa destructor, ukoliko se koriste ispravno,
mogu indirektno suprimirati viruse udruZene sa ovim patogenima.

Virusi se prenose najdirektnije bliskim kontaktima sa jedinkama koje su veé
inficirane, kao Sto je to slucaj hroni¢ne paralize, a u sluc¢ajevima drugih virusa moguce
je Sirenje 1 po drugim okolnostima, $to na kraju rezultuje smetanjama u normalnom
funkcionisanju zajednice.

Faktori rizika u prirodi bi se mogli odnositi na slucajeve neadekvatnog prinosa
nektara prebrojene populacije péela na uzem regionu, dok druge procedure u
pcelarstvu, kao $to su seljenje, uzgoj matica, ili pretjerano dodatno hranjenje pcela
Se¢erom mogu asistirati u Sirenju kontagioznih virusa.

Virus mjeSinastog legla bi se mogao kontrolisati u prirodnim uslovima razli¢itih kasta
u toku perioda prikupljanja nektara, §to ovaj virus ¢ini samolimitiraju¢im na nacin da

nije u stanju da inficira sve klase radilica. Neki drugi virusi vjerovatno se Sire u
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koSnicama posredstvom fecesa, odnosno kontaminacijom koja nastaje nakon
nepotrebnog produzenog boravka péela u koSnicama.

Varroa je u stanju favorizovati ekspresiju, replikaciju ili transmisiju virusa.

Slika 5. Elektronske mikroskopije“ rana“ nastalih djelovanjem Varroe na integumentumu
lutke medonosne pcele: a) rana nastala na trutovskoj lutki 21—22 dana starosti, infestiranoj
sa tri Varroe, strelica pokazuje hemolomfu koja izlazi na mjestu perforacije; b) rana na
trutovskoj larvi 21—22 dana staroj, infestiranoj sa pet varoa, rana sa dubokim defektom i
izrazenim ivicama; C) rana na radilickoj lutki staroj 20—21 dan, infestiranoj sa Cetiri Varroe:
velika rana pokazuje tek pocetak zarastanja; d) rana na trutovskoj larvi 21—22 dana staroj,
infestiranoj sa dvije Varroe, sa dvije vrlo blisko vidljive perforacije na drugom
abdominalnom sternitu, primjecuje se i pocetak razvoja dlake na kutikilarnoj povrsini;

www.ars.usda.gov

Virusi pcela imaju direktan uticaj na prezivljavanje u periodu prezimljavanja. Nacin
prezivljavanja u slu¢aju virusnih infekcija jos uvijek nije jasan. Ja¢ina zajednice i nivo
Varroa infestacije znacajni su faktori koji utiu na prezivljavanje zajednice, a tzv.
»indeks prezimljavanja“ moze biti dobar nacin prepoznavanja osjetljivih pcelinjih
zajednica, Sto ima znacaj i u selekciji (Garido, 2008, Freiburg OIE meeting).

Grupa francuskih autora (Le Conte et al., 2009) prouc¢avala je fenomen prezivljavanja
pcelinjih zajednica infestiranih sa Varroa destructor i ulogu virusa. Podatak da su
neke pcelinje zajednice prezivijele infestaciju Varroa destructor vise od Cetiri godine

bez ikakvog tretmana omogucila je razli¢ite hipoteze u objasnjenju ove opservacije.
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Jedna od njih bila je da ukoliko pcelinja zajednica sadrzi manje virusa ili je manje
osjetljiva na virusnu infekciju ima viSe mogucnosti za prezivljavanje. Neki virusi
pcela, narocito ACBV, pokazuju udruzenost sa infestacijama Varroa destructor.
Patogeneza virusnih infekcuja podrazumijeva molekularne, fizicke i fizioloSke
odgovore domacina na virusni patogen. Tri SU osnovne determinante koje odreduju
virusne infekcije pcela:

1. domacin: genotip, stepen biolo§kog razvoja, polna pripadnost, nutricioni status,
zdravstveni status, ulazna vrata;

2. okolina (prirodna sredina): klima, predisponiraju¢i fizi¢ki faktori, prisustvo
pesticida, menadzment, reljef;

3. virus: infektivnost, patogenost, virulentnost, imunogenost, otpornost.

Pcelinja zajednica je odredena kao vrsta superorganizma u kojoj je svaka jedinka
znacajna koliko 1 svaka pojedinacna cCelija u ljudskom oragnizmu. Podjela odnosno
cijepanje jedne ili dvije odvojene zajednice u procesu rojenja rijedak je fenomen i u
dva nivoa reprodukcije znacajno je obratiti paznju na nacin prenosa patogena i prenos

imuniteta koji posljedi¢no njemu nastaje (Moritz and Southwick, 1992).

Tvlatica
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Slika 6. Prikaz nacina prenosa virusa u zajednici (Chen et al., 2006)
Na nivou pcelinje zajednice, ova dva modela transmisije pojavljuju se kao intra- i
interko$ni¢ni nivo (Fries & Camazine, 2001). Imunoloski odgovor na nivou zajednice
bazira se na patogenom pritisku na nivou kako zajednice tako i svake pojedinacne
jedinke. U prilog tome opisuje se sljedeci kratak rezime invazije patogena na pcelinju
zajednicu:

a) prenos virusa u pcelinjoj zajednici rezultat je virusne adaptacije i virusne evolucije;
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b) pcelinja zajednica je sloZen socijalni organizam koji njeguje leglo, u kom se nalaze
razli¢ite starosne kategorije jedinki, u kojoj postoji jasna podjela rada, a koja opstaje u
velikim i gustim zajednicama, sa ogromnim brojem kontakata medu jedinkama.

Sve navedene karakteristike od znaaja su za Sirenje infekcije u zajednici. U jakim
zdravim pcelinjim zajednicama virusi perzistiraju u formama niskih titrova, a do
ispoljenih formi infekcije dolazi na nekoliko razli¢itih na¢ina (Hails et al., 2008; Chen
and Siede, 2007). Najcesci putevi Sirenja infekcije su sljedeci:

Horizontalni prenos

Oralni prenos — ovaj nain transmisije ukljucuje unos virusa kontaminiranim
materijalima, u prvom redu preko mati¢ne mlijeci i polena u toku hranjenja larve i
procesima trofilakse (medu odraslim péelama), pojavom kanibalizma jaja i mladih
larvi, ¢iS¢enja legla i uklanjanja bolesnih i fecesom onecis¢enih zajednica (Ribiere,
2007). Virusi se najcesc¢e nakupljaju u crijevima, mozgu, pljuvacno-hipofaringealnoj
zlijezdi (Chen at al., 2006), Sto jasno ukazuje na znacaj oralno-fekalnog Sirenja
uzro¢nika. Ovaj nacin Sirenja je relativno neefikasan jer je za uspostavljanje infekcije
potrebna velika koli¢ina virusa.

Sirenje kontaktom — mneki virusi medu péelama se prenose kontaktom, najéesce
prodorom virusa preko slomljenih dlaka ili oSte¢enjima egzoskeletona pcele. Ovo se
najCeScée desava kada je zajednica prenaseljena ili kada se u zajednici razvija pojacana
agresivnosti ili grabeZ (Ball and Bailey, 1997).

Sirenje vazduhom — vrlo malo se zna o aerogenom Sirenju virusa. Jedini dokaz je u
sluc¢aju transmisije virusa zamucenih krila (CWV), za koji je dokazano da se moze
prenijeti izmedu odraslih péela kada se one ¢uvaju u zasebnim, odvojenim kavezima

(Ribiere at al., 2008) .

Vertikalni prenos je prenos virusa sa roditelja na potomke, a sastoji se iz tri
komponente: veneralna transmisija (prenos sa truta na maticu u toku oplodnog leta);
transovarijalna transmisija (preko inficiranih ovarija matice na oplodena i neoplodena
jaja); i prenos spermom iz depoa sperme (spermoteka) direktno na oplodena jaja.

Transovarijalna transmisija je nacin na koji se moze inficirati kompletna péelinja
zajednica tokom viSe generacija jer je matica majka svih pcela u zajednici. Mnogo
virusa je detektovano na nivou jajnika (Chen et al., 2006; Gauthier et al., 2011),

sjemenih kesica i sperme (Yue et al., 2006), gdje se virus akumulira u veoma visokim
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titrovima, $to ovaj put genitalnog prenosa i vertikalnog Sirenja ¢ini vrlo efikasnim
(Yue et al., 2007; de Miranda and Fries, 2008). Oplodnja matica nastaje u posebnim
uslovima, na mjestima gdje se skuplja veliki broj trutova razli¢itog porijekla i
razli¢itog infektivnog statusa. To je razlog Sto je oplodnja vrlo efikasan nacin

disperzije virusa medu pcelinjim zajednicama $irih geografskih razmjera.

Vektorski put prenosa virusa

Pojava Varroe destructor na Apis mellifera postala je globalan problem zbog gotovo
katastrofalnih efekata koje ovaj nametnicki patogen nosi sa sobom. Nezadovoljavajuci
kontrolni modeli u suzbijanju infestacije, razvoj rezistencije na akaricidana sredstva,
vektorska uloga za bakterije i viruse samo su najvazniji navodi koji potvrduju da je

varoza glavni uzro¢nik gubitaka pcela u svijetu.

Slika 7. Varroa destructor, ventralno, velicina 1,5 mm,
http://www.yorksphotoweb.co.uk/gallery3.html
Varoa se sa originalnog domacdina, azijske péele A. ceranae, prebacila na evropsku
péelu A. mellifera tokom prve polovine 20. vijeka, (Rosenkranz et al., 2010), a onda
proSirila na gotovo cijeli svijet. To je klasi¢an primjer nefega Sto se u stru¢no
obrazlaze kao ,,preskakanje barijere vrste®. Varroa je glavni razlog zasto su virusi
pcela postali znacajni nau¢noj javnosti. Ona je promijenila prirodu patoloskog odnosa
izmedu virusa i njegovog domacina, pcele, kako na individualnom nivou tako i na

nivou ukupne zajednice.

Otprilike 20 razlicitih virusa identifikovano je kod medonosne pcele u periodu prije
dolaska Varroe u Evropu, uglavnom u toku istrazivanja vrsenih 60-ih i 70-ih godina
proslog vijeka. Mnogi pcelinjii virusi ne mogu se razlikovati na osnovu njihove
morfologije. Znacajno se razlikuju u odnosu na njihovu genetsku i proteinsku gradu, i

ove osobine bile su osnova za razvoj vecine dijagnosti¢kih testova (Baily and Ball,
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1991; Ribiere et al., 2008; de Miranda, 2008). Pcelinji virusi su zastupljeni u
pcelinjim zajednicama Sirom svijeta, a mogu izazvati razlicite patoloSke manifestacije,
u formi oboljenja ili ¢ak uginucéa pcelinje zajednice. Vecina pcelinjih virusa opstajala
je evolucijski u koegzistentnim odnosima sa domacinom, dugo vremena, ne uticuci
znaCajno na patoloske procese koji ugrozavaju vrstu, perzistiraju¢i u formama

inaparentnih infekcija, bez ikakvih Stetnih uticaja unutar pcelinje populacije.

Nekada su fizic¢ki simptomi patoloskog procesa najlakse uoc€ljivi. Mnogi virusi pcela
inficiraju mozak, izazivajuci promjene u ponasanju kao $to su dezorijentacija, otezano
ucenje, ubrzano starenje, smanjenje senzornih sposobnosti i probleme na poslovima
skupljanja hrane. Na klinickom nivou ovo se moze prepoznati kao simptom
podrhtavanja tijela, nemoguc¢nosti letenja i skupljanja pcela u grupe. Vecina virusa
smanjuje duzinu zivota pcele. Ovi patoloski procesi zavise od koli¢ine virusa 1 vrste
tkiva koje je inficirano. U slu¢aju niskih virusnih titrova moguce je da se inficira mali
broj pcela, a da ostatak pcelinje zajednice moze kompenzovati nastalu $tetu i na taj
nacin oporaviti se od infekcije. Ukoliko se virus zaista proSiri na veci broj ¢lanova
pcelinje zajednice, S$to za posljedicu ima uginuée koje ne moze da se kompenzuje,
zajednica brzo broj¢ano pada i ugiba. Vecina pcelinjih virusa je sveprisutna u niskim
titrovima unutar koSnice, pcela, rezervi hrane, voske. Stresori spoljasnje sredine, kao
Sto su prenaseljenost, hladnoca, vlaga, glad, trovanje i drugi patogeni pcela u stanju su
preokrenuti virusnu infekciju iz forme perzistentne u formu letalno epidemijske
(Genersch and Aubert, 2010). Govore¢i o virusima pcela (koji su najceS¢e RNK
virusi), treba napomenuti da su oni u stanju razviti veliki broj genetskih varijanti, koje
su klju¢ njihovog opstanka 1 njihove adaptibilnosti. Ovo je razlog §to se mnogobrojne

virusne varijante dinamicki odupiru odbrambenim snagama domacina.

Klasifikovani virusi pcela

Nedavno je sasvim proucen genom (sekvencioniran) za pet virusa: virus akutne
pcelinje paralize (ABPV, GenBank Accession No. AF 150629), virus crnog
mati¢njaka (BQCV, GenBank Accession No. AF 183905), virus deformisanih krila
(DWV, GenBank Accession No. NC 004830), kaSmirski pcelinji virus (KBV,
GenBank Accession No. NC 004807) i virus mjeSinastog legla (SBV, GenBank
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Accession No. AF 092924), i djelimi¢no sekvencion genom Virusa hroni¢ne paralize
pcela (CBPV, GenBank Accession No. AF 461061), §to je razvilo moguénost
molekularne detekcije i karakterizacije ovih virusa (Bakonyi et al., 2002; Benjeddou
et al., 2001; Chen et al., 2004c; Evans, 2001; Genersch, 2005; Grabenstiner et al.,
2001; Hung et al., 1996; Ribiere et al., 2002; Stoltz et al., 1995; Tentcheva et al.,
2004).

Virus deformisanih krila, Deformed wing virus (DWYV)

Virus deformisanih prvi put je bio izolovan iz péela koje su bile inficirane parazitom
V. jacobsoni na teritoriji Japana. Osnovna karakteristika najmladih pcela, tek izaslih iz
legla, jeste da pokazuju jasne simptome ili deformisanih ili nepotpuno razvijenih krila,
a da se istovrememo u ovakvim individuama nalazi vrlo osjetljiv virus Kkoji u
poredenju sa egipatskim pcelinjim virusom pokazije neke slicnosti seroloskog
odgovora. Ovaj navod o deformacijama krila kod tek izlezenih péela saopsten je i iz
mnogih drugih zemalja, no ove promjene i oStecenja su se pripisivali posljedicama
oStecenja V. jacobsoni. lzgled simpotma i deformisanosti krila zavisi od faze u kojoj
je doslo do inficiranja pcele odnosno larve. Virus se umnozava sporo, a larva
inficirana u fazi bijelih o¢iju moze prezivjeti do momenta oslobadanja iz Celije, ali je
ona degenerisana i uskoro ugiba. Leglo moze uginuti i u ranijim fazama razvoja, a

pcele inficirane kao adulti izgledaju sasvim normalno do uginuca.

Slika 8. Klinicki ispoljene deformacije krila, www.ars.usda.gov
Izmedu do sada pronadenih virusa koji mogu inficirati A. mellifera, DWV je jedan od
najprisutnijih u p€elinjim zajednicama, Sto je u korelaciji sa njegovom moguénoScéu da
bude prenesen preko Varroa destructor vektora. Takode, postoje podaci da se DWV
prenosi u kontaktu izmedu jedinki u kos$nici bilo horizontalno, hranjenjem, ili
vertikalno, preko jaja. Gauthier, L. (2007) mjerio je prisustvo DWV RNK udjela u tri

stotine Sezdeset naizgled zdravih pcelinjih zajednica u uzorku od 100 pcela, koristeci
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kvantitativni PCR, S§to je dokazalo da pcelinja drustva mogu tolerisati veoma visoke
koli¢ine virusa, a da pri tome ne pokazuju spoljasnje klinicke simptome. Koristeci
tehniku hibiridizacije in situ, dokazali su da su matice i trutovi imali ostecene funkcije
u odnosu na plodnost. Matice su primarno bile inificirane na nivou ¢elija masnog
tkiva (fat body cells), dok je kod trutova gotovo cijeli reproduktivni trakt bio zahvacen
virusnim RNK materijalom. U istim ispitivanjima ovaj autor je dokazao da je kod
individua koje su pokazale ostecenja, tj. deformacije krila nalazio veoma veliki udio
DWV RNK kopija genoma na nivou digestivnog trakta, $to ukazuje vjerovatno na
negativan efekat DWV infekcije na digestivne funkcije pcela. Podaci iz ovog
eksperimenta znacajno su pokazali da DWV uzrokuje patogene efekte kod
visokoinficiranih jedinki pcelinjih zajednica. Naravno, u odnosu na ukupnu pcelinju
zajednicu, prezivljavnje zajednice zavisi od broja inficiranih pojedinac¢nih ¢lanova i
sposobnosti plelinje zajednice da se odrzi. Nekoliko godina kasnije, Gauthier et al.
(2011) dokazali su da DWV moze izazvati znacajnu degenaracuju janjika matice, ali
da sama infekcija ne mora dovesti do takvog rezultata uvijek, cak i kada se virus nade
u visokim titrovima. Veliki je broj radova koji su obradivali kompletne genske
sekvence virusa DWV (Tentcheva et al., 2004a; Tentcheva et al., 2004b; Chen et al.,
2004; Genersch, 2005; Chen et al., 2005) imao za cilj otkriti incidencu i prevalencu
ovog Vvirusa kako kod péela tako i kod Varroe.

Virus moze izazvati mortalitet i u zajednicama koje nisu inificirane sa V. jacobsoni,
ali je u laboratorijskim uslovima i u terenskim ispitivanjima dokazano da grinja
prenosi virus na isti na¢in kao kod akutne paralize (Ball, 1989). Virus deformisanih
krila dokazan je kod sojeva evropske pcele u vecini evropskih zemalja, Azije,
Latinske Amerike i kod Apis cerana iz Kine. U vrijeme ovih dokaza, izolati virusa
razlikovali su se samo na osnovu njihovih proteinskih omotaca, ali su seroloski bili
vrlo sli¢ni jedan drugom i ne tako udaljeni seroloski od tzv. egipatskog pcelinjeg
virusa.

Rezultati koji su proucavali prenos DWV u drustvima infestiranim Varroom pokazali
su da ona redovitio prenosi virus na larve (Fries et al., 2008). Ovaj parazitizam na
nivou larve je znacajan jer dovodi do inficiranja novoizlezenih pcela, kao 1 do
vidljivih deformiteta krila. Sve pcele sa visokom infestacijom sa simptomima
deformiteta krila imale su visoke titre DWV iako je 1/3 infestiranih pcela bez vidljivih

promjena takode imala visok virusni titar na DWV. To znaci da virusni titrovi nisu
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neophodni 1 ne moraju biti dovoljni da bi proizveli ofigledne promjene deformisanosti
krila. Varroe favorizuju prenos virusa unutar drustva, ali prisustvo virusa u larvama
ne mora uvijek biti rezultat vektorske transmisije, jer se virus takode moze nesto rjede
pronaci u druStvima u kojima postoje larve na kojima nema parazitizma. Jednom kada
se utvrdi virus unutar pcelinje zajednice, transmisija se moze odvijati preko
njegovateljica na larve.

Virus DWV ili, da ga tako nazovemo, ,,virus koji deformiSe krila péele” moze se
dokazati u razliitim Zivotnim stadijumima pcele, ukljucujucéi vrijeme adulta, larve,
lutke i jaja, kao i kod Varroa destructor (Chan et al., 2005). Dokaz DWV kod Varroe
potvrduje da se prethodni navodi potvrduju u pravcu da je Varroa destructor
ukuljuéena u transmisiju virusa (Bowen-Walker et al., 1999). Dokazano je prisustvao
infekcije DWV-om jaja i larvenih razvojnih oblika pcele bez uticaja Varrooe sto
govori o Cinjenici da postoji drugi nacin transmisije, tj. da inficirane matice u
inficiranim druStvima mogu prenositi virus vertikalno na jaja (Chen et al., 2005).
Znacajna je uloga DWV u mortalitetu pcelinjih zajednica infestiranih sa Varroa
destructor. Ovo je dokazano u engleskim studijama koje pokazuju da je DWV, koji se
prirodno nalazi u pcelinjim zajednicama, U asocijaciji sa vektorom razlog masovnih
gubitaka pcelinjih zajednica. Mnogobrojni simptomi koji su prvobitno bili opisani kao
rezultat djelovanja krpelja sada se mogu objasniti na drugaciji nacin, odnosno kao
rezultat infekcije DWV. Uloga grinje je primarno vektorska. Kada se jednom DWV
nade u hemolimfi parazitiranih individua kao posljedica hranjenja krpelja, zapoc€inje
njegova brza multiplikacija. Ovo dovodi do smanjenja legla i pojave deformacije
krila, ali ne kod svih novoizleZenih pcela. One pcele koje se na ovaj nacin izlegu
imaju znatno kraéi zivotni vijek (Martin et al., 2010). Odredivana je prevalentnost i
perzistentnost DWV u drustvima koja su tretirana akaricidima ili su pustena da uginu.
To je pokazalo da je broj inficiranih odraslih pcela bio ve¢i nego broj Varroom
infestiranih pcela, dok je istovremeno uzro¢nik pronaden u poklopljenom leglu. Da bi
se obezbijedilo prezivljavanje zajednice, Varroa se mora iz njih ukloniti prije
proizvodnje zimskih péela, da bi se na taj nac¢in minimizirao zna¢aj DWV infekcije u
zimskoj populaciji pcela. Virus DWV replicira se u tkivu krila, glave, toraksa,
ekstemiteta, hemolimfe, crijeva, kako kod pcela tako i na nivou istih postojeé¢ih tkiva
kod V. destructor (De Miranda i Fries, 2008). Ovi autori dokazali su horizontalnu i

vertikalnu transmisiju DWV virusa. | drugi autori (Shah et al., 2009) dokazali su
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lokalizaciju virusa DWV u mozgu medonosne pcele. Dokazano je da virus DWV i
infekcija koju izaziva nisu ograni¢eni sSamo na digestivni trakt pcele nego da se mogu
Siriti u cijelom tijelu, ukljucujuéi ovarijume matice, masno tkivo matice, a kod trutova
virus je utvrden u sjemenim kesicama (Julie Fievet et al., 2006).

Incidenca i prevalenca DWYV jos$ uvijek se zasniva na molekularnom dokazu vise nego
na samoj patogenezi DWV. Grupa njemackih autora (Yue, C., 2006; Yue et al., 2007)
proucavali su prvi korak u patoloskom procesu koji je zapravo transmisija DWV
virusa. Utvrden je vertikalni prenos DWV preko trutova, horizontalni nastao kao
posljedica hranjenja larvi i vektorska transmisija sa larve na adult posredovanjem
Varroa destructor, koji ima ulogu virusnog vektora. Interesantan nalaz je bio da se
broj pcela koja se pokazivale deformisana krila nalazi u korelaciji sa sposobnos$¢u
virusa da se replikuje u pceli. Proucavaju¢i znacaj male kos$ni¢ine bube, Aethina
tumida, kao kleptomanskog parazita kod Apis mellifera, Peter Neumann (Coloss
workshop, New molecular tools, Bern, Switzerland, 12-21 May, www.colos
org/proceedings) utvrdio je da ovaj kornja§ moze biti bioloski vektor pcelinjih virusa.
Koristenjem metoda RT-PCR utvrdeno je prisustvo virusa DWV kod Aethinae
tumidae (Small Hive Beetle), u koSnicama, koje su bile inficirane sa DWV, §to je

otvorilo novi pristup razumijevanju bioloskih vektora virusnih infekcija pcela.

Slika 9. Insekt Aethina tumida (Coleoptera: Nitidulide, SHB) kao vektor virusa pcela

www.getfarming.com.au

Virus hronicne paralize pcela, Chronic bee paralysis virus (CBPV)

Iako je paraliza kao simptom bolesti kod pc¢ela opisana vijek prije kona¢nog dokaza,
prisustvo virusa otkriveno je tek 1963. (Baily et al., 1963). Tako je u tim ranim
fazama dokaza uzro¢nika vezanog sa ispoljenom klinickom slikom, 1 uzro¢nik

akaroze, trahealna grinja, Acarapis Woody, bio inkrimisan i prihvaéen kao uzrok
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paralize pcela u Britaniji, poznatije pod nazivom ,,Isle of Wight disease*. Virusi su
bili rijetko uzeti u razmatranje sve dok Burnside (1933) nije dokazao da je simptome
paralize pcela dobio i tretirajuéi pcele bakterijski slobodnim filtratima na teritoriji
USA. Infektivnost ovog poznatog agensa uniStavala se grijanjem i Cinilo se da se
radilo o istom virusu koji je bio opisan kao virus paralize u Britaniji (Baily et al.,
1963) i u SAD-u (Rinderer and Green, 1976). Nakon toga, takav dokaz utvrden je od
strane Bailyja (1976). Virus je prepoznat kao izaziva¢ hroni¢ne paralize pcela, po
¢emu se razlikuje od akutne virusne paralize, kao jedan razli¢it virus koji je pronaden
kod pcela slucajno, u toku istraZzivanja bolesti hroni¢ne paralize. Virus hroni¢ne
paralize je najceSce gotovo uvijek pridruzen sa tzv. ,,satelitskim virusom®, za koji se
jo$ uvijek ne zna pravo mjesto i znacaj, naroCito u slucajevima kod matica koje
pokazuju simptome paralize.

Simptom paralize odraslih péela, virus CBPV, zapravo je sindrom, jedan tip bolesti,
najéesée viden u Britaniji, koji uklju¢uje nenormalne pokrete (,,trembling®), drhtanje
krila i cijelog tijela inficirane péele. Ovakve péele ne mogu letjeti i sakupljaju se na
zemlji ponekad u grupama veéim od 1000 péela. Cesto se sabijaju zajedno na vrhu
koSnice. Imaju uvecane abdomene i1 djelimi¢no raSirena krila sa nepravilnim
polozajima. Ovakav otok abdomena nastaje kao posljedica Sirenja mednog Zeluca
usljed nakupljanja te¢nosti. Ovo dovodi do ubrzavanja simptoma koji se nazivaju
»~dizenterija®“, a bolesne jedinke ugibaju za nekoliko dana nakon pojave prvih
simptoma. Neke teSko inficirane pcelinje zajednice iznenada ugibaju, §to predstavlja
tzv. ,kolaps péelinje zajednice®, najces¢e u toku ljeta, ostavljajuci koSnicu samo sa
maticom i nekoliko radilica u ovakvom napuStenom drustvu. Opisani simptomi su
identi¢ni onima koji su opisani kao ,,Isle of Wight disease* .

Drugi sindrom, tzv. ,tip 2% na osnovu klinicke slike inficiranih pcéela dobio je
razli¢ite nazive — ,,crna kradljivica®, ,,mala crna pcela® ili ,,sindrom celave crne

pcele®.
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Slika 10.

o A) Crne sjajne pcele
o B)uginuca ispred kosnice (Magali Ribiere, 2010)
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201109001840

Ovako inficirane pcele mogu letjeti, potpuno su obezdlacene, izgledajuci na taj nacin
tamne, gotovo crne, Sto ih na prvi pogled odvaja velicinom i bojom od ostalih pcela sa
samo malo uve¢anim stomacima. Naizgled su sjajne, gotovo masnog izgleda kada se
na njih pusti snop svjetlosti, a njih zbog tako izmijenjenog izgleda zdrave pcele
nastoje napasti branec¢i svoje drustvo, tako da ovakva pojava 1i¢i na onu opisanu kod
grabezi (Drum and Rothenbuhler, 1983). Za nekoliko dana ove pcele ne mogu vise
letjeti, pokazuju ,,tremor* i uskoro ugibaju. U inficiranoj zajednici mogu se uociti oba
sindroma bolesti, ali jedan od njih dominira.

Razlika izmedu ova dva sindroma vjerovatno je uzrokovana genetskom razli¢ito$¢u
izmedu svake individualne pcele. Uoceno je da se osjetljivost péela na oblike paralize
odreduje na osnovu nekoliko naslijedenih kvaliteta, koji u tom slucaju dovode do
varijacija u ispoljavanju sindroma. Rinderer et al. (1975) i Kulin¢evi¢ i Rothenbuhler

(1975) uspjeli su selekcionisati sojeve pcela osjetljivije na drugi tip sindroma bolesti
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paralize. Virus hroni¢ne paralize pcela izaziva kontagioznu bolest odraslih pcela koja
se naziva hroni¢na paraliza. U posljednjih nekoliko godina, sve slu¢ajeve masovnih
uginuca pcela koje su imale simptom ,,tremora“ provjeravali su laboratorijski, nakon
¢ega su uslijedile molekularne dijagnosticke procedure u kojim su potpuno
sekvencionisani svi virusni nukleotidi dva glavna dijela RNKs, CBPV, koji je bio u
stanju detektovati razlicite varijable virusnih izolata, nakon ¢ega su razvili i realtime
PCR kvantifikacionu tehniku za ovaj virus (Magali Ribiere, 2009). Nakon toga
pristupilo se sakupljanju uzoraka u razli¢itim periodima godine, razli¢itih starosti
legala i odraslih péela. Tom prilikom detektovano je prisustvo CBPV kod dvije vrste
mrava (Camponotus vagus i Formica rufa). Ovaj nalaz je otvorio novi pogled na
moguce puteve Sirenja virusne infekcije, kao i odrzavanje prisustva virusa u uslovima
sredine pCelinjaka. Testovima infektivnosti sa ekstraktima zivih pcela prikupljenim iz
zdravih zajednica u Britaniji, virus paralize je dokazan medu mnogima od njih u toku
cijele godine, bez znacajne sezonske varijacije, tako da su utvrdili da je manje od 2%
kosnica u Britaniji inficirano virusom paralize, ali da te péele pokazuju znacajan
stepen rezistentnosti na Sirenje 1 umnoZavanje virusa pod normalnim okolnostima.
Okolnosti prirodnog Sirenja virusa paralize odredene su razli¢itim faktorima. Kada se
naizgled zdrave zajednice ¢uvaju u prekrcanim kavezima na temperaturi od 35°C, §to
je normalna temperatura legla, paraliza se mnogo brze §iri unutar zajednice (Baily et
al., 1983a). Virus se §iri u vrlo kontagioznoj formi gotovo uvijek kada su individue
aktivne, ali u neuobi¢ajnom produzenom tjelesnom kontaktu. Cini se da je u prvim
fazama proucavanja dokazano da se hranjenjem ne moze znacajnije povecati stepen
infektivnosti virusa jer je infektivna doza mjerena milionima virusnih cestica
potrebnih da bi se jedinka inficirala hranjenjem, ali dovoljno je nekoliko virusnih
Cestica da taj virus prodre u tjelo kroz neko osteéenje tipa rane, vjerovatno zato $to je
virus u stanju lako inificirati vitalna tkiva pcele. U prirodi, t0 Se njaceS¢e deSava onda
kada se pcele zbog bliskog kontakta ¢eSu jedna o drugu, dovode¢i prilikom toga do
lomljenja dlaka ili njihovog potpunog ispadanja, otvarajuéi pri tome povrsinu kutikule
i izlazu¢i infektu normalno tkivo. Ovo je dokazano i u laboratorijskim uslovima
primjenom kulture virusa na svjeze (obrijane) povrSine pcela. Senzitivnost pcela na
infekciju virusa dokazana je kada su one hranjene smjesom polomljenih dlaica u
hrani (Rinderer and Rothenbuhler, 1976, Insect Pathology, By Y. Tanada, Harry K.

Kaya), vjerovatno zato §to one mehanicki oStecuju dijelove intestinalnog trakta,
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omogucavaju¢i virusu da inficira izloZzeno tkivo. Shodno tome, paralizovane pcele
mozemo ocekivati na terenu kada se lokalni uslovi u odnosu na odrasle pcele i
ko$nice u nekom vremenu godine deSavaju u pravcu da im je onemoguéeno normalno
izletanje i prikupljanje nektara. Ovo se moze desiti u razli¢itim intervalima godine, iz
razli¢itih razloga, tako da su i kolapsi zajednica kao posljedica istog evidentni.

Grupa francuskih autora (Ribier M. et al., 2010) utvrdivala je prisustvo CBPV u
pcelinjim ekskretima da bi utvrdili mogucée uloge u indirektnom prenosu infekcije.
Uzorci pcela sa CBPV, glave pcela ili fecesa (svjeZe uzetog na papir) ispitivane su sa
RT-PCR. CBPV je dokazan u fecesu i prirodno i eksperimentalno inificiranih pcela.
Dodatno su proucavali CBPV infektivnost primjenom intratorakalne inokulacije
zdravih pcela sa fekalnim ekstraktom ili stavljanjem zdravih pcela u kaveze koji su
prethodno bili naseljeni inficiranim, tj. kontaminiranim individuama. Obje procedure
ispitivanja na kraju su dale rezultat oboljevanja zdravih péela. Bio je to jedan od prvih
dokaza esperimentalne potvrde da su infektivne partikule virisa CBPV izlucene
fecesom u stanju inficirati pcele.

Znanja o distribuciji virusa unutar pcelinje zajednice, kao i kretanju virusne infekcije
krucijalna su za razumijevanje dinamike oboljenja koje izaziva virus hroni¢ne paralize
pcela. Grupa francuskih autora (Ribiere M. et al., 2008) proucavala je drustva sa
simptomatskim i asimptomatskim slikama iz razli¢itih vrsta uzoraka, jaja larvi, lutke,
njegovateljice, braniteljice, sakupljacice, u poredenju sa onim uzorcima uginulih péela
sa poletaljke metodom RT-PCR. Rezultati koje su dobili od pcelinjih drustava sa
simptomima bolesti ili onih uginulih ukazuju direktno na korelaciju izmedu koli¢ine
CBPV u uzorku i patoloske ekspresije. Ono §to je iznenenadilo jeste da nije uoceno
najvece prisustvo CBPV virusa u grupi najstarijih pcela (sakupljacica) nego kod

strazarica, §to pokrece pitanje o njihovoj ulozi u nastanku infekcije.

Virus mjeSinastog legla, Sacbrood virus (SBV)

Kada je 1917. godine White u Americi izvrSio ogled inokulacije larvi, filtratima
promijenjenog dijela larvi sa tipiénim klini¢nim promjenama mjesinastog legla,
napravio je zapravo bioloski ogled, dokazuju¢i da je uzro¢nik infekcije virus. Desilo
se to mnogo prije nego Sto je tehnicki bilo moguce vidjeti Cestice virusa elektronskim

mikroskopom, tako da je virus mjeSinastog legla bio jedan od najranije dokazanih
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uopste. Ovaj virus dokazan je gotovo pola vijeka nakon Whiteovog eksperimenta od
strane Bailyja 1964. god. (Baily et al., 1964). Virus mjesSinastog legla umnozava se u
nekoliko razli¢itih tkiva larve, no one izgledaju sasvim normalno do momenta
njihovog poklapanja u leglu. Tada virus dovodi do promjene boje larve iz normalne u
vise zutu 1 nemogucnosti pretvorbe larve u lutku zbog nemogucénosti zamjene Cvrste
endokotikule u toku pretvorbe u njenu kona¢nu ,,kozu“. Larve ostaju nabrane, t].
uvecane u njihovom zadnjem dijelu sa glavom okrenutom u pravcu poklopcica.
Endocistalna tecnost odnosno fluid koji se nakuplja izmedu tjelesne i1 neotvorene
mjesinaste koze larve jasno doprinosi izgledu i nazivu ove virusne bolesti. Naizgled
tipicna promjena u leglu moze se opisati kao larva zarobljena u zatvorenu mjeSinu

ispunjenu tecnoscu.

Slike 11. i 12. Tipicne promjene kod SBV infekcije (mjesinasto leglo)

www.ent.uga.edu, http://www.ars.usda.gov/images/docs/7461_7655/sacbrood.jpg

Larve su na virus mjeSinastog legla najosjetiljivije u starosti od dva dana, a inficiraju
se hranjenjem. Virus u mrtvoj larvi vrlo brzo gubi infektivnost i u nastavku infekcije
naroCito u toku prizimljavanja opstaje u odraslim pcelama kod kojih se virus
multiplikuje, ne izazivaju¢i pri tom znacajna oboljenja. Najmlade radilice su
najosjetiljivije na infekciju, a inficiraju se u periodu njihovog najranijeg posla,
¢iS¢enja celija. Kada se one, Ciste¢i larve uginule zbog virusa mjeSinastog legla,
inficiraju ingestijom, odnosno endocistalnom te¢nos¢u uginulih larvi, unutar jednog
dana najveca koli¢ina virusa mjeSinastog legla akumulira se u hipofaringealnim
Zlijezdama osjetljivih pcela (Bailey, 1964). Vjerovatno one prenose virus onda kada
postaju hraniteljice, hrane¢i mlade larve sadrzajem glandularnog sekreta. Virus se
moze prenijeti na larve preko polena skupljenog od strane inficiranih sakupljacica.

One ga inficiraju virusom koji se nalazi u njihovim glandularnim sekretima. Infekcija
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virusom ubrzava normalne funkcionalne sekvence u zivotu radilica skra¢ujuci im
posljedi¢no zivot: inficirane pcele prestaju uzimati polen, postaju sakupljacice prije
nego $to je to normalno i u zajednicu unose mnogo manje polena nego zdrave
individue (Bailey and Fernando, 1972).

Virus dovodi do nekoliko znacajnih promjena u ponasanju pcele koje u odnosu na
labilnost virusa limitiraju njegovo Sirenje unutar zajednice. Infekcije virusom
mjeSinastog legla su najcesce uocljive u prole¢e i rano ljeto, Sto je normalno s
obzirom na razvoj zajednice, koji je tada najznacajniji. Transmisija virusa sa
inficiranih odraslih p¢ela na larve smanjuje se prilikom povecéanja broja sakupljacica u
toku glavnog nektarskog prinosa, kada najvec¢i broj kosSnica ozdravi, odnosno
zajednica se oporavi spontano. Virus je u stanju inficirati odrasle pcele u vremenu
prezimljavanja tzv. zimske pcele. Mnoge od tih pcela ugibaju prevremeno, smanjujuci
na taj nacin dalje Sirenje infekcije u toku sljedece sezone. Bailey and Ball (1991)
dokazali su u Engleskoj i Welsu da veci dio kosnica nosi infekciju, a da vise od 30%
ima po nekoliko larvi koje su oc¢igledno inficirane virusom mjesinastog legla. Virus je
takode dokazan u naizgled sasvim zdravim larvama u juznoj Australiji, $to dokazuje
da je mnogo viSe zastupljen nego $to je provobitno pretpostavljeno (Dall, 1985).

SBV je u filogenetskim istrazivanjima dosad pokazao tri razli¢ita genetska podstabla,
tj. soj sa Dalekog Istoka, iz Juzne Afrike i Evrope. lako ove populacije nisu bile
homogene, one su pokazale konzistentnost u odnosu na minorne varijante koje su se
razlikovale od referentnih sekvenci na razli¢itim pozicijama, $to ove varijacije opet ne

moze proglasiti kvazispecijesnim vrstama (Eigen, 1996).

Slike 13. i 14. Thai sacbrood virus — klinicki nalaz na leglu A. cerana

(Foto: S. Devanesan®©, 2006, preuzeto iz knjige autora)

Soj virusa mjesinastog legla koji je izolovan iz larve Apis cerana sa Tajlanda (Baliey,

1982) ¢ini se da je Siroko rasprostranjen kod ove pcelinje vrste u Jugoisto¢noj Aziji.
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Vrlo je sliCan sa virusom mjeSinastog legla kod A. mellifera, ali posjeduje neke
odredene razlike u odnosu na virulentnost i patogenost. Bolest izazvana ovim virusom
naziva se Thai Sacbrood disease. Prisustvo Thai Sacbrood virusa u pomoru Apis
ceranae indica, 80-ih i 90-ih godina u sjevernim dijelovima Indije nanijelo je
znaCajne gubitke pcelarstvu tog dijela svijeta. ProucCavaju¢i simptomatologiju,
Steeven Devanesan (2006) utvrdio je da se kod ovog tipa mjeSinastog legla pojavljuje
promijenjena struktura i boja larve. Larve mijenjaju njihovu boju iz bijele u
svijetlozutu, padaju na dno suseci se, dobijaju smede-crnu boju ve¢ poslije 15 dana od
momenta infekcije. Uginula osuSena larva poprima karakteristican izgled
zakrivljenosti (kao ¢amac). Uginule larve leze ispruzene na ledima, a izgledaju kao
mjesine ispunjene mlijecnobijelom tecnoséu. Ove larve prilikom izvlacenja lako
pucaju. Pcele njegovateljice nastoje ukloniti uginule larve te ih se kod masovnijih
infekcija moze naci ispred koSnice. Zajednica progresivno slabi, §to dovodi, na kraju,
do uginuéa zajednice. Ovaj proces sa jako brzo Siri unutar kosnice, a ramovi imaju
izgled rasutog legla. Virus je uzro¢nik najznacajnije bolesti pcela kod vrste A. cerana
(Devanesan, 2006).

Slika 15: Geneza patoloskog proesa larve inficirane sa Thai-SBV

(foto: S. Devanesa®©, 2006, preuzeto iz knjige autora)

Thai sacbrood virus narocito je virulentna i patogena varijanta virusa mjeSinastog
legla. Godine 1979, virus je bio odgovoran za nestanak 95% zajednica Apis cerana
Indica u sjevernoj Indiji. U toku osamdesetih godina, ovaj virus se prosirio na gotovo
sve dijelove sjeverne Indije, a u periodu 1991—-1992. veliki gubici registrovani su na

jugu Indije.
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Virus akutne paralize pcela, Acute Bee Paralysis virus (ABPV)

Virus akutne paralize pcela nalazi se i u naizgled zdravim odraslim p¢elama, narocito
u toku ljeta, ali donedavno nije bio udruzen sa znacajnim oboljenjima i uginu¢ima
pcela u prirodi. U kontinentalnoj Evropi i Sjevernoj Americi, sojevi virusa paralize
udruzeni sa invazijom Varroa jacobsoni doveli su do klinicke slike ugibanja kako
adulta tako i njihovog legla (Ball and Alen, 1988; Hung et al., 1996).

@

o

Slika 16. Elektronska mikroskopija virusa ABPV. http://www.chdphd.com

Postoje najmanje dva razlicita genetska podstabla u odnosu na postojece ABPV
viruse. Glavnu granu c¢ine uzorci iz Amerike 1 Engleske, dok drugu granu cine
kontinentalnoevropski izolati (Govan et al., 2000).

Varroa je zapravo faktor koji dovodi do multiplikacije virusa. Na tijelu péele u toku
normalnog zivotnog ciklusa Varroe koji je uvijek parazitaran, hrane¢i se naizgled
zdravim, ali virusom inificiranim pc¢elama, dovodi do toga da se virus brzo §iri unutar
pcelinje zajednice i postaje smrtonosan. Visoka koncentracija ABPV nalazi se uvijek
tamo gdje su pcelinje zajednice uginule od varoze. Varoa destructor je vrlo
reprezentativan vektor za ABPV. Grupa njemackih autora (Siede R. et al., 2008) u
toku 2004. 1 2005. godine posmatrali su jedanaest njemacih pcelinjaka, pratec¢i faktore
koji su se odnosili na prezimljavanje. Utvrdivali su stepen jesenske Varroa infestacije
i jaCinu drustava prije i nakon zimskog pregleda. Kod kosnica koje su prezivjele, tri
od njih su slucajno bile izabrane da se utvrdi prisustvo i koli¢ina ABPV. Svi uzorci
pcela porijeklom od kosnica sa anamnezom kolapsa bile su visokoinficirane sa
ABPV. Utvrden je i zna¢ajan broj varijacija u odnosu na ABPV i posljedice u toku
dvije godine posmatranja uticaja na drustva izmedu pojedinih pcelinjaka i, u svakom

slu¢aju, povecan udio ABPV infekcije na odredenim pcelinjacima i druStvima uvijek

37


http://www.chdphd.com/

DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA | 2013.
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

je prethodio uginucu kosnica, §to govori o tome da je koli¢ina ABPV virusa u jesen u
direktnoj korelaciji sa lo§im prezimljavanjem zajednica.

Mehanizmi ovakve virusne indukcije nisu jo§ sasvim jasni. Odrasla zenka krpelja biva
inficirana virusom, hraneéi se na inficiranom domacinu i dovodeci sebe u funkciju
vektora Kkoji je u stanju da prenese virus akutne paralize na druge odrasle pcele ili
lutke unutar njihovog razvojnog perioda unutar legla. Odrasle pcele inficirane
virusom, u kojima se virus aktivno multiplicira, mogu inificirati mlade larve
sekrecijom velike koli¢ine virusa unutar hrane. U teSko inificiranim pcelinjim
drustvima, populacija odraslih péela se rapidno smanjuje, a simptomi na oboljelom
leglu mogu nalikovati ili biti pripisani onima koji nastaju kod americke ili evropske
gnjilo¢e. Shimanuki et al. (1994) saopstavaju da je uobicajno ugibanje odraslih péela i
smrtnost u leglu kod kos$nica inficiranih sa V. jacobsoni koji nije bio u tako velikom
brojnom odnosu da bi izazvao uginuca, ali se efekat virusa pripisuje ovakvoj

koincidentnoj infestaciji.

KaSmirsKi virus pcela, Kashmir bee virus (KBV)

Kasmir virus (KBV) i virus akutne paralize posmatrani su u poc¢etku zajedno, bez
njihove seroloske sli¢nosti i ¢injenice da su u stanju inficirati odrasle péele na vrlo
slican nacin. Kasmirski pcelinji virus prvi put je detektovan kod azijske pcele Apis
cerana iz Kasmira (Baily and Woods, 1977).

Nekoliko vrlo sli¢nih, ali razli¢itih sojeva ovog virusa identifikovano je i kod A.
melifera, na razli¢itim regionima Austarlije (Bailey et al., 1979), gdje je virus bio
odgovoran za nekoliko teSkih Zzarista, izazivajuci visok mortalitet i kod odraslih pcela
i na leglu. Kao i virus akutne paralize pcela, soj kasmirskog pcelinjeg virusa perzistira
kao inapartentna infekcija odraslih pcela 1 lutke (Andreson and Gibs, 1988), Sto znaci
da se i on moze aktivirati i multiplicirati do letalnog nivoa posredstvom V. jacobsoni.
Svi sojevi kasmirskog pcelinjeg virusa su visokovirulentni: samo nekoliko Cestica
virusa potrebno je za infekciju, a virus se umnozava vrlo brzo kada prispije u
hemolimfu odrasle pcele ili larve, izazivaju¢i uginu¢e u roku od tri dana. Sojevi
kasmirskog virusa pcele su Siroko rasprostranjeni u SAD-u (Bruce et al., 1995).
KaSmirski pcelinji virus (KBV) otkriven je kod pcela u razli¢itim dijelovima Azije, ali

sada se ve¢ zna da je prisutan u dijelovima USA i nekim dijelovima Evrope (Norman
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Carreck, 2009). Ovaj virus je dokazano fatalan nakon laboratorijskih infekcija péela, a
dokazano je da je Varroa destructor u stanju prenijeti KBV. Takode je dokazan
direktan prenos sa pcele na pcéelu. No, iako laboratorijski veoma patogen, u prirodi

nema takve efekte.

Virus crnog maticnjaka, Black Queen Cell Virus (BQCV)

BQCV prvi put je identifikovan kao uzrok uginuca larve matice ili matice u fazi
prepupe nakon njihovog poklapanja u mati¢njaku, Sto dovodi do potamnjivanja (od
smedeg do crnog) maticnjaka spolja.

Oboljele larve imaju svijetlozuti izgled i u startu li¢e na one oboljele od mjeSinastog
legla, ali za razliku od patogenog efekta tog virusa, virus crnog mati¢njaka ne moze se
umnoziti kada se njime hrane mlade radilicke larve ili mlade odrasle pcele. Kada se
ovaj virus vjestacki injektuje u larvu, on pocinje da se umozava do fatalnog ishoda u
inficiranoj larvi. Virus crnog mati¢njaka, filamentozni virus i Y virus ranije su
posmatrani zajedno zato $to su veoma blisko udruZeni sa prisustvom parazita N. apis,

a na svaki drugi na¢in oni su potpuno razli¢iti (Bailey et al., 1981, 1983b).

Slika 17. Desno izgled maticnjaka sa BOCV promjenama, (autor Topolska©)

Virus egipatske paralize pcela

Egipatski pcelinji virus dokazan je jedino kod odraslih péela u Egiptu, i 0 njegovoj
prirodnoj istoriji nedovoljno se zna. Novija istrazivanja nisu obuhvatila ovaj virus.
Virus spore paralize pcela, Slow bee paralysis virus (SBPV)

Ovaj virus dokazan je slucajno u toku laboratorijskih eksperimenata za dokaz

pcelinjeg virusa X. Izaziva mortalitet kod pcela nakon $to se injektuje u hemolimfu, a
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inficirane individue tipi¢no pate od paralize prednja dva para nogu dan-dva prije
njihovog uginuca. Virus vjerovatno postoji u formi inaparentne infekcije na vrlo
slican nacin kao i virus akutne paralize, a njegovo umnoZavanje moze biti posljedica
hranjenja Varroe.

Nema vise saznanja o prirodnoj istoriji ovog virusa.

Virus spore paralize je poceo pokazivati znac¢ajan mortalitet pcelinje zajednice, ali
samo onda kada je bio istovremeno udruZen sa patogenim uticajem V. jacobsoni (Ball,

nepublikovane observacije).

Neklasifikovani virusi

Ova grupa virusa odnosi se na slabo karakterisane viruse pcela koji imaju nisku
virulentnost. S obzirom na efekat koji ima Varroa na virusne infekcije DWV i ABPV,
postoji opasnost da bi i ova grupa virusa mogla postati uzrok uginuéa pcela u
buduc¢nosti.

Nema puno podataka o simptomima ovih infekcija: laboratorijska ispitivanja kod
dvjesto normalnih, slu¢ajno uzorkovanh kosnica u periodu od cetiri godine u Britaniji
pokazale su da virus crnog mati¢njaka 1 Y virus skra¢uju duzinu zivota svake
pojedinacne pcele, a da su ugibanja koSnica u zimskom periodu bila znacajno veca
tamo gdje su one bile inificirane virusima, u odnosu na one kod kojih je postojalo
pristustvo samo N. apis. Isti trend zapazen je i kod filamentoznog virusa sa manjim

nivom znacajnosti (Bailey et al., 1983).

Apis mellifera filamentozni virus (AmFV)

Opisan je prvi put 1961. godine u Svajcarskoj, a graden je od jednog dugog
filamentoznog proteina koji se zavija u tri prostorne figure sa osam zavojnica,
Stapicastog oblika viriona. Filamentozni virus identifikovan je i u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (Clark, 1978.). Filamentozni virus je pronaden jo$ i u Rusiji 1
Japanu.

Virus ima DNK genom, replicira se u masnom i ovarijalnom tkivu odraslih pcela, a
jedan od simptoma ove infekcije jeste mlijeCnobijeli izgled hemolimfe tesko

inficiranih pcela sa sadrzajem velikog broja virusnih partikula. Na osnovu dosadasnjih
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saznanja, ovaj virus ne prenosi se Varroom. Nisu prepoznati drugi simptomi infekcije
ovim virusom. Mogao bi biti pridruzen N. apis infekcijama sa najces¢im

pojavljivanjem u proljece (Clark, 1978).

Pcelinji X (BVX) i p€elinji Y virus (BVY)

Ovo su dva vrlo sli¢na virusa odraslih pcela: oba su okrugli virioni veli¢ine 35 nm,
RNK genoma (Bailey and Ball, 1991), a pronadeni su na teritoriji Sjeverne Amerike,
Australije i Evrope.

BVX virusi su prirodno pridruzeni protozoarnom parazitu Malpigiella mellificae.
Izazivaju dizentericne forme bolesti, naroCito u sluajevima nizih temperatura
zajednice (35°C), sporo napreduju i ¢ini se da su tipi¢na zimska virusna bolest
(Ribiere et al., 2008).

Pcelinji virus X je seroloski razli¢it od virusa Y, ali je gotovo nemoguée 0dvojiti ga
na osnovu fizi¢kih i hemijskih karakteristika. Takode se multiplicira kod odraslih
pcela nakon ingestije, ali ne i onda kada se injicira direktno u njihovo hemolimfu, §to
ga svodi na iste patoloske mehanizme kao 1 virus Y.

Virus X nije u direktnoj relaciji sa N. apis i najces¢i je sredinom zime, kada je i vise
virulentan. U Britaniji, pcelinji virus X je udruZen sa infekcijom protozoe Malpigiella
mellificae, nadenim u toku zismkih uginuca, ali nije u direktnoj vezi sa tim parazitom
kao $to su drugi virusi zavisni od N. apis, jer se na isti na¢in multiplicira u péelama i u
prisustvu i u odsustvu Malpigiella mellificae.

Virus se moze Siriti naro¢ito posredstvom fekalne kontaminacije kod pojave
dizenterije koja je vrlo Cesta u isto vijeme kada dizenterija nastaje sa Malpigiella
mellificae.

Virus BVY se vezuje za N. apis infekcije, oStecuje crijevo odraslih péela, a smatra se
da je pojava Nosema ceranae, novog parazita, zna¢ajno doprinijela incidenci ovog
virusa koji takode ima moguénost razvoja na nizim temperaturama i duZim
inkubacijama. Pcelinji virus Y multiplicira se kada se on unese per os od strane
odraslih pcela, ali nije u stanju uciniti to isto nakon injekcije u samo tkivo, Sto znaci

da je njegova replikacija svedena samo na crijevni trakt.
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Smatra se da, iako do sada nije pokazana direktna veza izmedu X i Y virusa i Varroe,
postoji opasnost da bi u buduénosti ovaj vektorski transmisioni put mogao biti
znacajan (Ribiere et al., 2008).

Virus zamucenih Krila, Cloudy Wing Virus (CWV)

Povezuje se sa simptomom zamucenosti odnosno neprozirnosti krila odraslih pcela.
Ovo je takode RNK virus koji se sastoji od oko 1500 nukleotida. Spada u grupu
manjih pcelinjih virusa (17 nm). Kod pcela moze dovesti do skracenja duzine zivota i
infekcija torakalne muskulature. Prenos ovog virusa je jo$ uvijek nepoznat. Virus je
dokazan u leglu, ali nije bilo uspjeha prilikom vjestacke infekcije legla. Nije dokazano
da Varroa uti¢e na transmisiju ovog virusa. Prirodna prevalenca je oko 15%, sa malim
sezonskim varijacijama, a ponekad se moze dovesti u vezu sa uginu¢ima pcelinjih
zajednica (Carreck et al., 2010).

Ovaj virus je vrlo Cest kod pcela koje pokazuju klinicku sliku u kojoj krila postaju
zamucena, manje prozirna, iako to nije jedini simptom ove infekcije. Dokazuje se
serologki. Zivotni vijek p&ela je skraéen, a péelinja drustva sa velikim stepenom
infekcije ugibaju. Virusne partikule su izuzetno male, pretpostavalja se da infekcija
nastaje aerogeno, jer je u laboratorijskim uslovima dokazno $irenje infekcije izmedu
kaveza inkubiranih zajedno u laboratoriji. Nema sezonalne varijacije, sto dokazuje da
razli¢iti faktori dovode do multiplikcije i Sirenja virusa unutar drustva, a u vrijeme
ispitivanja (Bailey et al., 1980a) da je oko 15% drustava u Britaniji bilo inificirano

ovim virusom. Virus je dokazan i u Evropi, Sjevernoj Americi i Egiptu.

Pcelinji iridescentni virus, Apis iridescent virus (AIV)

Aapis iridescentni virus pripadnik je iridovirusa sa 140 nm velikim igzoedralnim
virionom (DNK), unutraSnjom membranom i jednim spoljasnjim proteinskim
omotacem. Pronaden je kod velikog broja insekata 1 kicmenjaka.

Virus je ime dobio zbog stvaranja kristalnih masa koje se formiraju u proc¢iS¢enim
kulturama i tkivima na mjestu njihovog umnozavanja koji, osvjetiljeni bijelom

svjetlos¢u, iluminiraju plavo-ljubicastom ili zelenom bojom, $to je lako vidljivo
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mikroskopskim ispitivanjem jer su inficirane celije svijetloplave boje u odnosu na
okolinu normalno bjelicaste boje tkiva.

Ovaj virus se multiplicira u veéem broju razliitih tkiva: masnom tkivu, digestivnom
traktu, hipofarngealnim zlijezdama 1 jajnicima pcele.

Virus je bio jedan od patogena koji je dodat listi faktora udruzenim sa CCD
(Bromenshenk et al., 2010), mada, kao i sva prethodna ispitivanja CCD-a, nije dao
jasne korelacije da je jedan od faktora koji izaziva CCD.

Virus je povezan sa simptomima opisanim kao Clastering disease Apis cerana u
Indiji, naro€ito u toku ljeta jer se dijelovi drustva prikupljaju u manje nakupine pcela
koje ne mogu letjeti, koje kao takve padaju ispred kosnice. Ovako inficirana drustva
jednostavno nestaju unutar dva mjeseca od prvih vidljivih simptoma, mada simptomi
mogu nestati u vrijeme pojacane nektarske pase. Bolest po svojim osobina vrlo li¢i na
bolest opisanu kod hroni¢ne paralize. Pronaden je u KaSmiru i Sjevernoj Indiji 1 vezan

je za azijsku pCelu A. cerana, iako se moze umnozavati i vjestacki na A. mellifera.

Arkanzas pcelinji virus (ABV)

Ovaj virus je otkriven na teritoriji Arkanzasa, USA, kada se iz naizgled zdravih
lokalnih pcela njihov ekstrakt polena noSenog od sakupljacica davao zdravim
zajednicama. Pcele injektirane ovim virusom ugibaju nakon 14 dana bez ikakvih

simptoma bolesti (Baliey and Woods, 1974). Ovaj virus nije pronaden izvan Amerike.

Berkeley virus (BBPV) i Macula like virus

Ovo su virusi o kojima se jo§ uvijek malo zna, §to zbog njihovog lokalnog
pojavljivanja i detektovanja, Sto zbog nepostojanja sekvencioniranih genoma. O
njihovom uticaju na zdravstveni status pcelinje zajednice potrebno je imati viSe

informacija.
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Neke osobine virusnih infekcija pcela

Osobina virusne infekcije kod pcela je perzistentnost, sto se vidi kroz nizak nivo
replikacije virusa ili kroz normalan titar distribucije.

Odgovor domacina ima mnogo nivoa, mogucénost adaptacija na infekciju, te je
progresija bolesti logoritamski linearan odnos sa titrom patogena, $to se onda
manifestuje na kriticnu granicu oSte¢enja odnosno patogenitet. Epidemijski nivo
virusnih infekcija ima zavisnost od nacina transmisija, statusa infekcije u zajednici (da
ili ne), a u zavisnosti od titra virusa razlikuje se asimptomatski ili simptomatski
ispoljena infekcija. Razli¢iti putevi Sirenja infekcije, razlicita pravila odnose se i na
progresiju epidemije. Izvor Zarista, putevi Sirenja i virulentnost u odnosu na inficirane
i neinficirane jedinke Cine virusne infekcije péela vrlo kompleksnim (de Miranda,
Amsterdam http://www.coloss.org/documents/COLOSS-Proceedings-Workshop-
Amsterdam-2010-final.pdf)

Kasmirski virus (KBV) i virus deformisanih krila (DWV) su u svojoj patologiji blisko
udruzZeni sa Varroa infestacijom, Sto dovodi do zakljucka da bi oni mogli biti glavni
patogen u druStvima u kojima se pojavljuje kolaps i vjerovatno jedan od razloga
nekonzistentnosti podataka koji povezuju stepen infestacije Varroom sa kolapsom. U
eksperimentima koje su uradili Miranda et al. (2010) pocetak razmatranja problema
bio je u prvom redu sekvencioniranje genoma oba pomenuta virusa. KBV sekvenca je
slicna onoj kod ABPV — gotovo 70% sli¢nosti na nivou nukleotida i aminokiselina.
Ovi podaci se slazu sa prethodnim podacima o seroloskoj sli¢nosti izmedu ova dva
virusa. DWV ima stvarni Pikorna genom. Antitijela koja ¢e se koristiti za mapiranje
funkcionalnih proteina virusnog genoma dovesc¢e do istraZivanje virusne replikacije i
genske ekspresije da bi se na taj nacin izvrsila lokalizacija virusa u pcelama, kao i u
krpeljima.

Podrazumijeva se da je status perzistentne inaparentne infekcije okarakterisan vrlo
niskim nivoom virusne replikacije. Visok replikacioni nivo i kratko vrijeme generacije
su pretpostavke za jedinstvo kompleksnosti unutar molekularnih varijacija RNK
virusnih  populacija. Vecina virusa pcela teSko moze dokazati koncept
»kvazispecijesa®“ sve dok virusna populacija ne bude izolovana iz uzoraka koji
pokazuju jasnu sliku akutne i produktivne infekcije. Ovo bi bilo vrlo lako dokazati

kod mjeSinastog legla i1 virusa deformisanih krila jer oni izazivaju vidljive klinicke
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simptome u toku infekcije. lako ne postoje jasni simptomi za ovu infekciju, ovaj virus
je deklarisan kao najvirulentniji poznati virus pcela. On je letalan za pcelinju
zajednicu i uzrok je uginuca unutar tri dana posteksperimentalne inokulacije vrlo
niskim infektivnim dozama. Opisana virulentnost KBV, kombinovana sa nedostatkom
dijagnostickih simptoma, Ostavlja moguénost da su gubici pcelinjih zajednica od KBV
mnogo ¢es¢i nego Sto je to prethodno bilo prepoznato. KBV pokazuje steceni
diverzitet, sto je jasno vidljivo kroz izuCavanje njegove proteinske strukture, Sto ga
stavlja u poziciju da moze biti tretiran i analiziran kao virus sa kvazispecijusnom
prirodom.

U slucaju koincidence infekcije pcela od akutne N. apis infestacije nakon koje je
izvrSena jedna oralna infekcija APV, uginuce kod radilica moze biti pripisano gotovo
sasvim nozemozi. Naknadna APV infekcija nije pokazala nikakav efekat. Oralna
apsorpcija APV sasvim sigurno ne moze biti uzrok mortaliteta péela. Znacaj barijere
na nivou srednjeg dijela crijeva prevenira pristup agensa. Ukoliko bi se virus
injektirao u abdomen pcele, bio bi to isti slucaj sa zarazavanjem kojim Varroa vrsi
transfer APV u njenom patoloS8kom djelovanju, kada do povecanja mortaliteta dolazi
odmah prvog dana zbog djelovanja APV virusa. U ovom slucaju zaraZavanja,
infestacija N. apis ne pokazuje nikakav efekat. Rezultati pokazuju da ne postoji niti
potencirajuéi niti antagonisticki efekat izmedu oba patogena N. apis i APV (Ritter et
al., 1984).

Osjetljive molekularne tehnike dokazale su prisustvo pcelinjih virusa u naizgled

zdravim dru$tvima, ponekad i u jako visokim titrima (Tentcheva et al., 2004).

IAPV je vrsta dicistrovirusa koji se najceS¢e spominjao kao glavni uzro¢nik globalnog

problema nazvanog kolaps pcelinje zajednice (CCD).

Izraelska grupa naucnika (251 Eyal Maori, Pg. 146. Apimondia 2009 congress,
France, Montpellier, Scientific programe, zbornik apstrakata) proucavala je izraelski
tip virusa akutne paralize i dinamiku odnosa virus—domacin. Interesantan je nalaz da
su, koristenjem molekularnin metoda, pronadeni dijelovi IAPV inkorporirani u
pcelinji genom tako da su pcele zapravo bile nosioci jednog ugradenog virusnog
segmenta i pokazivale osobine na virus rezistentnog fenotipa. Ova izmjena genetske

informacije izmedu IAPV i domacina pcele je reciprocna, sekvenca pcele je nadena i
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pripojena jednom dijelu IAPV tzv. defektivnhe RNK (dRNK). Dokazano je da IAPV
virioni nose druge tipove dRNK: neki od njih su rekombinante razli¢itih genomskih
dijelova IAPV, a drugi su rekombinante IAPV sa drugim dicistrovirusnim RNK
materijama. U ovom nalazu krije se mogu¢i na¢in kontrole ove virusne infekcije jer je
hranjenje pcela sa dvostruko zavojitom RNK (dsRNK) efikasno i aplikativno te se
govori o nastanku nove RNK i tehnologije u kontroli u virusnih bolesti, kao i CCD.
Neki virusi su u stanju propagirati se i kod vertebrata i kod avertebrata, mnogi od njih
se prenose artoprodnim vektorima na ljude (zoonotski arbovirusi) i mogu izazvati
teSka oboljenja (Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae). Namecu se znacajna
prakti¢na pitanja od strane pcelara: radeci oko pcela 1 sa medom, pcelari su vrlo esto
u bliskom kontaktu gotovo kontinuirano izloZeni virusima pcela. Dosadasnja iskustva
pokazala su da virusi mogu promijeniti prirodnog domacina i na taj nacin kreiarati
jednu novu bolest prethodno neregistrovanu kod domacéina (npr. HIV, SARS, etc.), te
nije bez razloga i zahtjev da se razmotri rizik koji bi virusi pcela mogli imati na
zdravlje ljudi. Ono S$to se do sada zna jeste da se mogu napraviti samo ogranicene
pretpostavke na osnovu dosadasnjih saznanja o evolucionarnoj istoriji pcelinjih
virusa.

Filogenetsko stablo pokazalo je da se virusi péela mijenjaju jako sporo i da su striktno
adaptirani na jednog domacina. Na osnovu toga zakljuCeno je da su virusi pcela
veoma mali rizik po zdravlje ljudi. Koliko je poznato, za sada, zoonotski potecijal

virusa pcela u odnosu na covjeka je iskljucen.

Prevalenca i epizootiologija virusa pcela

Prve radove sa tematikom virusnih infekcija pcela sa teritorije bivsih jugoslovenskih
zemalja dao je u to vrijeme autor dr Kulin¢evi¢ radovima u Americi, proucavajuci
viruse kod zajednica napadnutih Varroom jacobsoni sa teritorije Jugoslavije,
(Kulincevic et al., 1990).

Grupa $vajcarskih autora (Héléne Berthoud et al., 2010) uzorkovala je uginuca ili
uzorke slabih naizgled zdravih kosnica u kontroli sa zdravim kosnicama susjednih
pcelinjaka, analiziraju¢i pul od 50 uzoraka pcela na ABPV, DWV, CBPV i KBV.
Rezultati su pokazali da KBV nije bio prisutan ni u kontrolnim ni u uginulim

drustvima. U kontrolnim drustvima ABPV nije utrvden, a DWYV titar je pronaden u
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25% ispitivanih drustava. U uzorcima iz oboljelih zajednica sve zajednice su bile
pozitivne na DWV u veoma visokim virusnim koncentracijama. Oko 70% ispitanih
zajednica koje su bile oboljele bile su pozitivne na ABPV. To ukazuje da su
opservacije izmedu zdravih i oboljelih druStava pokazale da ABPV i DWV mogu
imati znac¢ajnu ulogu za uginuca drustava u toku zime, na nacin da virus smanjuje
duzinu zivota iako se drugi faktori, kao Sto su visina virusnog titra i znacajnost
krpeljske infestacije moraju i dalje proucavati.

U istrazivanjima sprovedenim u maju, julu i septembru 2005. i toku zime 2005. i
2006, uzorci sa dvadeset tri austrijska pcelinjaka (H. Koglberger, 1. Derakhshifar, J.
Kolodziejek, N. Nowotny 2006) ispitivani su na prisustvo Nosema apis, Malpigiela
mellificae, iz abodomena dvadeset pcela, a preostali dio uzoraka bio je obraden
koristenjem RT-PCR protokola na prisustvo Sest pcelinjih virusa. U toku ovog
ispitivanja utrvdeno je da je Malpigiella melificae nadena u jednom uzorku uzetom u
toku ljeta, juli (2%), Nosema apis u 68% uzoraka u toku maja, 46% u julu i 33% u
septembru, a 38% u toku zimskih uzoraka. Virusno prisustvo KBV i CBPV nije
pronadeno, dok je virus ABPV naden 2% u maju, 57% u julu i 52% u septembru,
SBV 44% u maju, 72% u julu i 50% u septembru, BQCV 67% u maju, 46% u julu i
43% u septembru, te DWV 25% u maju, 11% u julu i 24% u septembru.

Ukupno 160 uzoraka kosSnica sa 49 pcelinjaka testirano je (Siede R. et al., 2008) na
prisustvo virusa ABPV, SBV i BQCV. Radilice od najmanje tri drustva po pcelinjaku
uzorkovane su u zimskom periodu 2001-2002, maj 2002. i septembar 2002. godine.
Pulirani RNK ekstrakti od 10 pcela iz svake ko$nice testirani su sa RT-PCR. ABPV
utvrden je u 34%, SBV u 33% i BQCV u 46% kod svih zimskih uzoraka. SBV i
BQCYV utvrdivanje virusa na zimskim uzorcima pokazalo je slu¢ajan spacijalni izgled
(random spatial pattern), kao Sto je pokazano i u susjednim analizama pcelinjaka,
gdje je Rn=0.85 1 0.90. Tendencija stvaranja klastera u slu¢aju ABPV bila je Rn=0.67.
Ovi nalazi govore da je zdravstvena situacija u odnosu na virusne bolesti pcela
djelimi¢no zavisna od pcelarske prakse.

Grupa holandskih nau¢nika (Jozef van der Steen, 2008), na uzorku od 170 slu¢ajno
izabranih pcelinjaka Sirom zemlje, utvrdila je prisustvo bolesti u sljede¢im
procentima: KBV 0%, DWV 16%, BQCV 92%, SBV 40%, CPBV 0%, IV-
iridescentni virus 0% i ABPV 0%. Pri ovom istrazivanju, svi uzorci sa pcelinjaka su u

odredenoj koli¢ini pulirani (svaki pcelinjak je bio predstavljen sa pet drustava), a
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radilo se o klini¢ki zdravim drustvima. Ovi rezultati se nisu odnosili na pojedina¢nu
pcelinju zajednicu, nego na zdravstveni status cijelog pcelinjaka.

Istrazivanje u Tajlandu (Sirikarn Sanpa, Panuwan Chantawannakul, 2009; Apimondia
2009), na 46 zdravih kosnica uz primjenu RT-PCR detektovao je prisustvo Sest virusa
pcela iz uzoraka adultnih pcela i larvi. Kod adultnih oblika najprevalentiji je bio virus
DWV (33% uzoraka), ABPV (20%), te SBV (4%). U sluc¢aju nalaza virusa kod larvi
prevalenca je iznosila: DWV 63%, ABPV 46%, SBV 11% i KBV 4%. Iz prikupljenih
uzoraka Varroa destructor pronadeno je jedino prisustvo DWV (58%). BQCV i
CBPYV nisu uopste utvrdeni niti na jednoj zajednici SBV (30%) (Rudolf Mossbechofer
et al., 2008).

Ispitivanje prevalence virusnih bolesti pcela u Austriji (Rudolf Mossbechofer et al.,
2008) u periodu 2006—2007. godine dokazala je prisustvo Cetiri trazena virusa, gdje je
prevalenca virusa izraZena za svaki virus iznosila: DWV 65%, BQCV 47%, ABPV
45%. Ovi uzorci sakupljani su kao uzorci ljetnih i zimskih pcela, a procedura je
provedena na osnovu primjene optimizovane metode (Bereny et al., 2006). Od
ukupno ispitanih 110 uzoraka pcela (koSnica) koji su pokazivali razli¢ite simptome
bolesti ili su ve¢ bile uginule, samo pet uzoraka (19%) bilo je bez utvrdenog prisustva
ijednog virusa.

U istrazivanju provedenom u Sloveniji u periodu izmedu 2006. i 2008. godine,
(Gregorc, A., 2009) u cilju utvrdivanja virusnih infekcija kod matica utvrdeni su
procenti infekcije: DWV 65%, BQCV 25%, SBV 8%, i ABPV 4%. Proucavajudi
uzroke letalnih i subletalnih efekata u kolabriranim ko$nicama metodom RT-PCR,
utvrdeno je da je vecina uzorkovanih radilica bila istovremeno inficirana sa oba virusa
ABPV i DWV (64%), dok je pojedinacno DWV utvrden u 22% slucajeva i ABPV u
5% ispitivanih drustava.

Ispituju¢i prisustvo BQCV u komercijalnim centrima za uzgoj matica, Topolska
(2008) poredila je informaciju nekih izvjestaja iz Merilenda (USA) koji su govorili 0
prisustvu ovog virusa u 100% matica sluc¢ajno izabranih uzoraka, nastojeci pri tome
dokazati razlike u stepenu BQCV infekcije na teritoriji Poljske sa Cetiri uzgojne
jedinice u toku maja i avgusta mjeseca. U ovom istrazivanju, virusi su dokazani samo
u jednom pcelinjaku u oba perioda maj—avgust, a znacajno je da su ispitivane matice

bile slobodne od N. apis spora, §to ih je navelo na zakljuak da su se matice u tom

48



DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA | 2013.
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

sluc¢aju mogle inficirati kontaminiranom hranom u toku larvenog, prije nego zrelog

stadijuma.

Virusne infekcije u centrima za proizvodnju matica

Kvalitet matice je jedan od glavnih faktora koji odreduje uspjeh u pcelarstvu. Péelari
kupuju matice pozeljnih svojstava najéesce u centrima koji se bave reprodukcijom ili
selekcijom.

Proces uzgoja matica nije jednostavan, i razli¢iti faktori (od kojih su virusne infekcije
samo jedan od mnogobrojnih) mogu imati razli¢ite uticaje. Poljski autor (Topolska,
2008) je uginule mati¢njake iz Sest reprodukcionih centara ispitivala na prisustvo
virusa BQCV, SBV i APV seroloSkim metodana AGID testa i RT-PCR za BQCV
genom. BQCV je utvrdila kao faktor uginu¢a matice u leglu u 66% slucajeva.
Inficirani mati¢njak sadrzavao je uvijene larve, prepupe i lutke u fazi bijelih ili
crvenih oéiju, koje su mijenjale boju od slabo zute do potpuno tamne. Procenat od
40% takvih inficiranih matica imale su mati¢njake sa crnim zidovima. Najcesca
manifestacija infekcije bila je klini¢ki simptom svijetlozuto obojene larve u
normalnom maticnjaku u 27% slucajeva, a 12% mati¢njaka imalo je djelimi¢no ili
kompletno zatamnjenje larve ili prepupe sa promjenama crnila na zidovnima
mati¢njaka. SBV bio je prisutan u 87%, a APV u 2% mati¢njaka. Larve su
eksperimentalno inficirane prvog ili petog dana nakon izleganja iz jaja i ovo je jedan
od prvih uspjesnih eksperimentalnih infekcija u kojoj je dokazano da se larve mogu
eksperimentalno inficirati virusom BQCV na nacin da ga larve unesu sa suspenzijom
mati¢ne mlije¢i. Nije bilo razlike u osjetljivosti na infekciju virusom BQCV, bez
obzira na to da li se ona desavala prvog ili petog dana nakon izleganja iz jaja: sve
larve su bile osjetljive na infekciju.

Porast saznanja o virusnim infekcijama pcela nije dao sasvim dovoljne informacije o
statusu virusa kod matica. Koriste¢i RT-PCR dijagnostiku, status pojedinacnih matica
i virusa su detektovali na razli¢itim stadijumima razvoja pcela, kao i kod parazitske
grinje Varroa destructor (Chen et al., 2004a; Chen et al., 2005). Tako, 29 matica koje
su se nalazile na teritoriji Beltsvilla, MD, USA, i na ostrvu Sapelo koriStene Su u
istrazivanju. Studija je pokazala da adultne matice mogu biti nosioci multiplih virusa,

iako nije bilo podataka o bolesti na maticama, svi virusi osim virusa akutne paralize
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pcela dokazani su u sekvencionim analizama. Pokazalo se da RT-PCR specifi¢ne
linije potvrduju BQCV, CPBV, DWV, KBV, SBV virus. Procenat od 86% matica
(n=29) bilo je pozitivnho na BQCV, 14% je bilo pozitivho na CBPV, 100% pozitivno
na DWV, 21% pozitivno na KBV i 62% pozitivnho na SBV. Rezultati jasno pokazuju
da matice mogu biti koinficirane multiplim virusnim infekcijama istovremeno. Od 29
matica, 93% imalo je multiplu virusnu infekciju sa dva, tri, Cetiri ili ¢ak pet virusa.
Iako rezultati pokazuju da se virusi mogu naéi kod matica, oni ne daju jasnu sliku
kako ove infekcije mogu uticati na ponasanje ili na fiziologiju matica.

Uticaj virusa DWV na maticu 1 odrZivost pcelinje zajednice proucavala je grupa
francuskih nau¢nika (Laurent Gauthier, 2008) koja je dokazala da je DWYV virus sa
najveéom prevalencom u odnosu na ostale viruse péela. Siroko je rasprostanjen u
cijelom svijetu, a nalazi se pridruzen infestaciji sa Varroa destructor, koja je njegov
glavni vektor. Dokazano je da se virus prenosi vertikalno sa matice na radilice i
trutove, a detektovan je u mnogim razli¢itim tkivima pcele. Dokazivanjem prisustva
DWYV RNK u masnom tkivu matice utvrdena je ¢injenica da oStecenje ovog vitalnog
fizioloskog tkiva dovodi do patoloskog uticaja na snagu pcelinje zajednice.
Proucavanjem 10 naj¢eSc¢ih virusnih infekcija kod oplodenih matica, utvrdeno je Sest
virusa: virus deformisanih krila (DWV), Varroa destructor virus (VdV), virus crnog
mati¢njaka (BQCV), virus mjeSinastog legla (SBV), izraelski tip virusa akutne
paralize (IAPV), kaSmirski pcelinji virus (KBV). Najces¢i nalaz je ipak bio u detekciji
DWV i VdV, a prilikom sekcije ovarijuma utvrdena je tipi¢na slika celularnih
ostecenja kao posljedica ove infekcije.

Grupa naucnika istrazivackog centra UC Davis, USA, u saopstenju Apimondia 2009,
na celu sa Johnom Pollardom i Susan Cobey, pronasla je interes u razvoju
embriotransfera u proizvodnji matica koje bi bile slobodne od uobicajenih patogena, a
dominantno bi se trazio status zajednica koje bi bile slobodne od nekih uzrocnika
virusnih infekcija pcela. Ova nova tehnologija, koja nije nimalo jednostavna, obecava
mogucénosti i metode eventualnog nacina kontrole agresivnih patogena. Za sada,
uspjesnost u proizvodnji matica dobijena je u 42% slucajeva pokusaja proizvodnje
SPF matica. Na ovaj nacin dobijene matice u zajednicama u koje su unosene imaju
normalan procenat prihvatanja 86%, a vrijeme polaganja jaja ve¢ petog dana sa vrlo
kvalitetnim razvojem legla, kao i uspje$nim prezivljavanjem.
http://beebiology.ucdavis.edu/RESEARCH/index.html
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Da su oplodivacki letovi putevi vertikalnog prenosa virusa istrazivali su njemacki
struénjaci (Yanez, O. et al., 2012) i dokazali da, iako postoje podaci o znacajnoj
selekciji u odnosu na kvalitet simetrije krila, nije pronadena razlika izmedu koli¢ine
infekcije DWV kod trutova u zoni oplodnih letova u odnosu na koli¢inu DWV u
njihovim mati¢inim ko$nicama, $to potvrduje da se u fazi asimptomatske infekcije

virus DWV uspjesno adaptirao i vertikalno prenio na trutove.

Dijagnosticke metode u dokazivanju virusnih infekcija pcela

Kvalitetna dijagnoza patogena, te potreba za odredivanjem adekvatnog ispitivanja u
odnosu na kvatitet uzorka, jeste izazov za sve protokole kojim se nastoji urediti ili
standardizovati virusna dijagnostika i kod Apis mellifera.

Vrlo cesto, veéi broj razliCitih pcelinjih virusa koegzistira u formi inaparentne
infekcije (Balley, 1976) te je nemoguce izvrSiti prepoznavanje klini¢ke slike virusnih
infekcija na osnovu samo terenskih ispitivanja.

Pravilna detekcija bolesti 1 izbor metode od izuzetnog su znacaja u smislu pravilnog
odabira dijagnosticke metode, kao i vremena u kojem one mogu sprijeciti odnosno
smanjiti negativne efekte Sirenja bolesti.

Na osnovu kriterijuma iz knjige Merck Manual of Diagnosis and therapy,
www.merckmanuals.com/professional/index.html, dijagonisticke metode
laboratorijske dijagnostike klasifikovane su kao procedure kojima se u uzorku dobija
Cista kultura, sa moguénos¢u mikroskopske identifikacije i kao serolosko-imunoloske
metode te metode na bazi detekcije nukleinskih kiselina. Svaka od nabrojanih metoda
ima prednosti i nedostatke u odnosu na dijagnostiku mikrobioloskih agenasa, kao i u
oblastima razli¢itih istrazivanja na terenu. Postoji nekoliko razli¢itih dijagnostickih
pristupa u dokazu virusnih infekcija péela, od kojih svaki ima neke prednosti i

nedostatke, sto je prikazano okvirno u tabeli br. 1.
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Tabela 1. Poredenje razlicitih dijagnostickih metoda i nekih kljucnih karakteristika u

dijagnostici virusa pcela

Klini¢ka slika  Mikroskopija ~ Serologija Molekularna
dijagnostika

Senzitivnost - + + +
Specifi¢nost + + + +
Pouzdanost + - + +
Brzina + - + i
Jednostavnost + - + -
Cijena + - + -

Legenda: — loSe; + dobro; + srednje

Klinic¢ka slika

Dijagnostika na osnovu simptoma, tj. ispoljene klini¢ke slike je najjeftiniji, najbrzi i
najjednostavniji nacin kako se moze dokazati virusna infekcija. Simptomi kod pcela
vezani za virusne infekcije, zavisno od vrste virusa, opisuju se najéesce na razvojnim
fazama zajednice na nivou legala kao mjeSinasto leglo, crni mati¢njak, a na odraslim
pcelama, kao crne masne grabljivice, deformisana krila, zamucéena krila (Ioachim De
Miranda Coloss/ Amsterdam 2011, www.coloss.org/proceedings).

Paraliza kod pcela je lako prepoznatljiv simptom, ali ona u pcelinjoj zajednici ima
razli¢ite uzroke, ukljucujuci i efekte nekoliko razli¢itih virusa. Simptomi kod paralize
postaju oCigledni samo u slu¢aju visokih virusnih titrova, §to znaci da ¢e perzistentne i
asimptomatske infekcije koje imaju dugotrajan uticaj na zdravstveni status zajednice
ostati nedetektovane. Istovremeno, prisustvo koinfekcije multiplim virusima ovakvu

vrstu dijagnostike ¢ini nepouzdanom.
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Tabela 2. Klinicka slika za pojedine virusne infekcije pcela

Bolest opisana

klini¢kom Virus | Klinicka slika i/ili patolosko-anatomski nalaz
slikom
Larve obi¢no imaju izgled vodene mjesine; poCinju se raspadati,
pri ¢emu vanjska ovojnica larve zadrzava prvobitan oblik.
Pri pokusaju izvlacenja ove tvorevine iz ¢elija legala u najranijim
Mjesinasto leglo | SBV | fazama bolesti, ovojnica lako puca, prilikom ¢ega dolazi do
izlivanja nekroti¢nog sadrzaja. U kasnijim fazama patoloskog
procesa, uginule larve dehidriraju i ostaju sasusene nakupine
detritusa, obi¢no izgleda sasusene ljuske.
Bolest crnih Lutke matica ugibaju, a to za posljedicu ima prebojavanje zida
BQCV | mati¢njaka u tamnosmedu ili crnu boju.
mati¢njaka
Obicno se bolest ¢eSce primjecuje u intenzivnom uzgoju matica.
Bolest Mlade pcele imaju loSe oblikovana krila, deformisanih formi,
deformisanih DWYV | disfunkcionalna te takve ne mogu letjeti,
krila iznenadna ili produzena slabljenja zajednica.
Akutna paraliza Nagla uginuc¢a veceg broja pcela koje obi¢no nalazimo ispred
pcela ABPV kosnica.
U slucaju da bolest zahvati veci broj pcela, promjene se
uocavaju kroz promjene ponaSanja: pcele izlaze iz kosnica,
trepere krilima, skupljaju se u hrpice, ne mogu letjeti, zadak im
Hroni¢na je povecan, mogu imati proliv, ¢esta su masovnija uginuca.
paraliza pcela CBPV Kod infekcija manjeg broja pcela pcele pokazuju vise
morfoloskih promjena: pcele su sitne i sjajne, masnog izgleda,
bez dlacica na zatku, imaju Siroko razmaknute ekstremitete,
primjecuje se i njihova ukocenost, krila mogu biti oStecena.
Izraelska akutna
IAPV | Naglo slabljenje i propadanje zajednice.
paraliza pcela
Ka$mirska
KBV | Naglo slabljenje i propadanje zajednice.

bolest pcela
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Mikroskopska identifikacija virusa

Za dijagnostiku virusa potrebno je pripremiti preparate za elektronsku mikroskopiju,
$to nije jednostavno za potrebe rutinskih testova. Mikroskopija je jako korisna za
odredivanje lokacije virusa unutar inficiranog tkiva, Sto daje jasne informacije o vrsti
virusa, kao i simptomima koje on moze prouzrokovati. Zbog Cinjenice da mnogi
virusi pcela imaju sliénu morfologiju, elektronska mikroskopija nije nacin kojim bi se

ovi virusi mogli razlikovati.

Seroloske metode dokazivanja virusa

Seroloske metode baziraju se na primjeni specificnih antitijela proizvedenih u
procesima imunizacije zivotinja (najcesce zecevi ili misevi) sa procis¢enim virusnim
partikulama 1ili proteinima. U dokazivanju virusnih infekcija pcela oni se najCesSée
koriste za rutinske imunoeseje, lateralno proto¢ne testove, kao i za
imunomikroskopiju (De Miranda, 2008). Seroloska dijagnostika virusa pcela je
specifi¢na, senzitivna i moze se primjenjivati u brzim terenskim testovima. Virusi
pcela pokazuju mnogo manje seroloske varijacije, ali se i dalje razlikuju na nivou
nukleotidnog filogenetskog statusa.

Nedostatak ove metode jeste Sto je reakcija izmedu antitijela 1 antigena sloZen proces
koji zahtijeva kontrolu kvaliteta dijagnostickog sredstva, kalibraciju i standardizaciju

testa za svako antitijelo, Sto ovakvu vrstu dijagnostike ¢ini skupom.

Metode molekularne dijagnostike virusa pcela
Napredak molekularnih metoda znac¢ajno je olakS$ao proucavanje mikroorganizama.
Zavisno od vrste targetnog molekula, molekularni detekcioni metodi dijele se u dvije
kategorije:

1. detekcija nukleinskih kiselina,

2. detekcija specifi¢nih proteina.

Najspecificniji 1 najsenzitivniji dijagnosticki metod bazira se na detekciji virusnih
nukleinskih kiselina, odnosno genoma virusa. Specifi¢nost se bazira na stabilnoj i
prepoznatljivoj sekvenci nukleinske kiseline za svaki virus. Senzitivnost ima uporiste

u Cinjenici da je vjeStatnom amplifikacijom moguce dokazati niske vrijednosti
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targetnih nukleinskih kiselina. Ova vrsta dijagnostike je u poredenju sa drugim
jednostavnija, brza, jeftinija, a omogucava da se neki uzorci ekstrahovanih materijala
mogu bezbjedno razmjenjivati izmedu razli¢itih laboratorija, Sto rezultira kvalitetom
evaluiranih rezultata. Glavni nedostatak ove dijagnostike jeste fragilnost nukleinskih
kiselina, naroCito RNK, §to zahtijeva posebnu paznju u toku prikupljanja uzoraka,
njihovog transporta i konzervisanja.

Molekularne tehnologije su vrlo efikasno orude za specifi¢no, senzitivno i brzo
identifikovanje virusa p&ela. Cinjenica da su genomi nekih virusa péela u potpunosti
sekvencionisani (GenBank Accesion) ¢ini molekularnu detekciju i karakterizaciju tih
virusa mogué¢im koriste¢i RT-PCR metod. Viruse je moguée dokazati u razli¢itim
zivotnim stadijumima pcela i u razliitim organima i tkivima inficiranih oboljelih
pcela. Takode, koriste¢i ovaj metod, moguce je dokazati viruse pcela 1 kod parazita

Varroa destructor (Chen et al., 2005, 2004).

Molekularne metode u dijagnostici virusnih bolesti pcela danas ne spadaju u
procedure koje su samo eksperimentalne. Radi se o procedurama koje ¢e u buduénosti
biti znacajno pojednostavljenje (multiplex PCR, qRT PCR), aplikativne, dostupne,
ekonomski opravdane 1 sustinski neophodne. Oblast tzv. molekularne patologije samo
je dio informacija koje treba uvesti u postavku Kohovih postulata virusnih infekcija
Apis mellifera. Danas se znaju nukleotidne sekvence nekih, ali ne svih pcelinjih
virusa, ali se njihov tropizam u odnosu na targetne cCelije ili organe, patoloske
mehanizme i virulentnost jo§ uvijek ne zna. Istrazivanja se mogu nastaviti u sljede¢im
pravcima:
1. istrazivanje kompleksa biologije pcela kao holometabolickih insekata,
2. nedostatak jasnih klinickih simptoma otezava hipotezu o znacaju virusa u
odnosu na zdravstveni status pcela,
3. nemoguénost uspostavljanja sistema c¢elijskih kultura na kojima bi se virus
mogao propagirati,

4. mnajveci broj svih péelinjih virusa je iz RNK grupe.

U vremenu svemoguc¢ih molekuranih dijagnostickih metoda virusnih bolesti, javlja se
1 potreba za postizanjem Kohovih postulata infekcije, Sto za virusne bolesti znaci ili
bioloski ogled ili primjenu virusnih kultura. Jedan od prvih radova iz te oblasti koji se

bavi proucavanjem replikacije ABPV na primarnim celijskim kulturama porijeklom
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od pcéela bio je jedan od pionirskih pokuSaja uspostavljanja kulture tkiva za
virusoloske studije ABPV (R. Siede/ OIE/ Freiburg, 2008) sa zaklju¢cima da se
primarne kulture mogu ostvariti na nivou primarnih ¢elijskih kultura, ali se nisu
uspjele proizvesti u kontinuirane ¢elijske kulture. Na ovim kulturama bilo je moguce
pratiti Kinetiku multiplikacije ABPV, prilikom ¢ega je uofena izuzetno brza
replikacija sa dokazom da je kriva rasta ABPV sli¢na krivi poznatoj kod ostalih
Picorna virusa. Nisu utvrdeni citopatogeni efekti u postupku uobicajene svjetlosne
mikroskopije. Primarne Ccelijske kulture nisu bile adherentne. Ocigledno je da
zahtjevna procedura ostvarivanja adekvatnih uslova u sistemu kultura i tkiva nece biti
nimalo lak izazov za multiplikaciju ostalih virusa pcela u ovom sistemu virusne
identifikacije.

Mogucée je napraviti i bioloski infektivni ogled za dokaz virusne replikacije virusa
(Topolska, 2008).

RNA ekstrakcija

Svi dijagnosti¢ki protokoli bazirani na dokazu nukleinskih kiselina, bilo DNA ili
RNA, pocinju od njihove ekstrakcije. Najkriti¢nija faza ovih detekcionih tehnika jeste
kvalitet ekstrahovane nukelinske kiseline. RNA vrlo lako propada, degradira u
prisustvu ubikvitarnih endogenih enzima, te je izbor nacina ¢uvanja uzorka od
krucijalne vaznosti (De Miranda, 2008; Chen et al., 2007).

lako su do sada u upotrebi standardizovani i vrlo efikasni metodi ekstrakcije
nukleinskih kiselina, neke inhibitorne supstance ili faktori jos uvijek mogu uticati na
kinetiku u toku PCR reakcije. Izbor enzima i pufera koji uc¢estvuju u reakciji takode je
veoma znacajan za ishod PCR reakcije.

Greske nastale kao posljedica loSeg ¢uvanja uzorka i njegovog procesuiranja u metodi
postaju oc¢igledne u odnosu na rezultate kvanitativnog iskazivanja. Iako su tehnicko-
tehnoloska usavrSavanja pojednostavila RNA ekstrakciju dovodeci je u sigurnije
automatizovan i brz metodoloski pristup, prisustvo PCR inhibitora u kompleksnosti
bioloskog uzorka jos uvijek je znacajno. Interferencija kojom nastaje djelovanje PCR
inhibitora iz meda takode je dokazana, Sto je veoma znacajno kod dokaza RNK 1

DNK materijala iz meda.
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Lancana reakcija polimeraze: PCR

Siroko rasprostranjena metoda koja dozvoljava brzu, specifiénu i senzitivnu
amplifikaciju targeta DNK iz uzoraka. PCR metod koristi par ,,prajmera‘ (to su kratki
jednostruki dijelovi DNK) koji su dizajnirani na nac¢in da hiberdizuju odredeni dio
DNK targeta. Prajmeri se vezuju na targetni region koji se posljedi¢no duplicira u
svakoj ciklicnoj reakciji. Ovo dupliranje desava se uz pomo¢ enzima polimeraze koji,
vezujuéi zajedno nukleotide, stvara novi komplementarni DNK lanac. Zavr$ni
proizvod ovog udvojenog regiona naziva se amplikon i obi¢no se identifikuje
vizuelizacijom u procesu elektroforeze.

PCR je tehnicki i teoretski jednostavan metod, iako sve DNK i RNK ekstrakcije i
PCR reakcije moraju biti vrlo precizno evaluirane i optimizovane.

Kada se PCR koristi jedino za dokaz prisustva ili odsustva specificne DNK, takav
metod se naziva kvalitativni PCR u kojem se rezultati iskazuju u formi ,,postoji ili
,,Ne postoji‘.

RT-PCR (RT - reverzna transkripcija) jeste PCR kojim se detektuje RNK na nacin da
se ona prvo konvertuje u komplementarnu DNK (cDNK) uz pomo¢ enzima reverzne
transkriptaze (RT), nakon ¢ega se provodi postupak PCR.

Ovaj metod se najcesce koristi za dokaz virusa pcela jer vec¢ina ovih virusa posjeduje
RNK genom (Blanchard et al., 2008; De Miranda et al., 2008; Blanchard et al., 2007;
Generesh et al., 2006; Chen et al., 2005; Grabensteiner et al., 2001).

Znacajnost ovog RT-PCR je odredena visokim stepenom uspjes$nosti, zbog toga §to je
primjena enzima reverzne transkriptaze (RT) u dijelu reakcije u odnosu na
izvodljivost mnogo varijabilnija nego u slucaju kada reakciju pokrece termostabilna
DNK polimeraza.

Kreiranje enzima visokorezistentnog na temperaturu i dovodenje reakcije na nivo
jednostavnog reakcionog pufera omogucila je istovremeno nastajanje cDNK, kao i
PCR aplikaciju u istoj epruveti. Ovaj tzv. One Step RT-PCR koristen je u svim
postupcima dokaza virusa unutar ove doktorske teze.

Na osnovu precizno dizajniranih prajmera koji se specificno vezu na odredenu
sekvencu targetnog dijela, PCR se moze koristiti za dokaz mikroorganizama iz
njihovih kultura odnosno razlicitih vrsta izolata ili iz klini¢kih uzoraka. lako su do
sada u upotrebi standardizovani i vrlo efikasni metodi ekstrakcije nukleinskih kiselina,

neke inhibitorne supstance ili faktori joS uvek mogu uticati na kinetiku u toku PCR
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reakcije. Izbor enzima i pufera koji u¢estvuju u reakciji takode je veoma znacajan za

ishod PCR reakcije.

U dokazu uzro¢nika bolesti péela razvijeni su mnogi PCR i RT-PCR protokoli za
prisustvo dokaza patogena kod odraslih péela, legla, meda, polena i voska (Chen et
al., 2009; Eyer et al., 2009; De Miranda et al., 2008; Blanchard et al., 2007; Gauthier
et al., 2007; Higes et al., 2007b; Genersch et al., 2006; Chen et al., 2005; Tenetcheva
et al., 2004; Lauro et al., 2003; McKee et al., 2003).

U novije vrijeme Cesto se koristi tzv. multiplex PCR, koji omoguéava da se
primjenom nekoliko razli¢itih prajmera dokazu razliciti lokusi u samo jednoj PCR
reakciji, sto omogucava da se u toku jedne reakcije dokaze nekoliko razli¢itih
patogena. Naravno, primjena ove metode je ograni¢ena i detekcioni nivoi mogu biti

nesto nizi zbog veée akumulacije nespecifi¢nih produkata.

Za razliku od konvencionalnog PCR metoda, Real Time PCR (gPCR) dokazuje
amplifikacione elemente (amplikone) onako kako se oni pojavljuju, u stvarnom
vremenu 1 na taj nac¢in odreduje broj novonastalih molekula DNK koji se formiraju u
svakoj reakciji. Ovo je dokazni proces koji razlikuje trenutni dokaz neke koliine
trazenog amplikona u odnosu na tzv. konvencionalni ,,end-point PCR*. Ovaj PCR
zahtijeva prisustvo fluorescentnog reportera odnosno izvjestaca koji se vezuje na
amplikon 1 izvjeStava o njegovom prisustvu, odajuéi fluorescencijom. Kako se
koli¢ina prozvoda akumulira, fluorescentni singal se uvecava eksponencijalno. Broj
amplifikacionih ciklusa koji je potreban da bi se u uzorku detektovala specifi¢na kriva
dostignutog fluorescentnog krajnjeg nivoa naziva se kriva kvantifikacionog ciklusa.
Postoje dvije glavne varijante za detekciju amplikona: specifi¢na i1 nespecifi¢na.
Veéina specifi¢nih riltajm PCR procesa ukljucuje hibridizaciju fluorofor obiljezenih
oligoproba, koriste¢i njihovu fluorescentno rezonantnu energiju i tzv. crnu rupu
nefluoroscentnog hvataca. Nespecificni eseji koriste boje koje ¢e reagovati sa svakom
i svakom dvostruko lancanom DNK, npr. SYBR green. Uopsteno govoreci, |
specificne 1 nespecificne fluorogene hemikalije detektuju amplikon sa istom
senzitivnos¢u. Riltajm PCR ne znaci uvijek kvantitativni PCR. U veéini

mikrobioloSkih dokaza je kvalitativna procedura, mada ova tehnika omogucava
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kvantifikaciju targetnih nukleinskih kiselina za viSe namjena. Kvalitet podataka, kao i
njihove kvantitativne vrijednosti nalaze se u odnosu na razli¢it broj PCR varijabli, kao
varijacije u koli¢ini templata unutar uzoraka, 1o$ ili razli¢it kvalitet templata nastao
kao posljedica varijacija u procesu purifikacije i ¢uvanja, prisustvu inhibitora (i
fluorescence i amplifikona), varijacije u performansama DNK polimeraze, varijacije u

amplifikaciji medu uzorcima i nacinu kalibracije.

DNA sekvencionisanje

Sve molekularno-genetske metode bazirane su na postojanju razlika odredenih DNK
sekvenci tako da je sekvencionisanje najbolji pristup kojim se diferenciraju razliciti
mikrobi. Na osnovu DNK sekvencionisanja najc¢esce se direktno detektuje mali region
hromozoma te se ispitivanje malog dijela takvog mjesta koji potencijalno varira
izmedu organizama koristi kao na¢in prepoznavanja. DNK sekvencionisanje utvrdeno
je kao zlatni standard u procesu tipizacije virusa.

IzvjeStavanja o virusnim infekcijama pcéela zahtijevaju izradu standarda u
izvjeStavanju sa jasnim protokolima i web baziranim aplikacijama.

Danas postoji standard zvani MIQUE — medunarodno prihvaéeni standard za
izvjestavanje i publikovanje RT-gPCR podataka. Sli¢ni standardi za izvjesStavanje
drugih eksperimentalnih podataka daju se na GenBANK: podaci o sekvencama, a
naglasava se potreba medunarodno prihvacenih kolekcija virusa (sakupljanje i njihovo
konzervisanje) te unapredenje znanja korisnika kroz radionice i seminare, treninge i

demostracije.

Medunarodni projekti koji su za cilj imali virusne infekcije pcela kao
predmet globalnog istrazivanja (2005-2012)

Brave projekat

Bazirano na Eurbee incijativama, Brave projekat (2005) zamisljen je kao nacin
transfera znanja izmedu eksperata iz oblasti virusologije insekata i naucnika
ukljucenih u istrazivanja pcela i sli¢nih vrsta. Projektni zadatak bio je da objedini
postojeca znanja potrebna za zaStitu medonosne péele i sli¢nih polinatorskih insekata
od virusnih bolesti, kao i da predstavi okvirni plan za istrazivacke programe iz ove

oblasti. Na prvom sastanku odrzanom u aprilu 2005. godine u Francuskoj, ucesnici su
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se sastali da bi utvrdili ¢injenice oko taksonomije pcelinjih virusa, dijagnostickih
tehnika i njihove znacajnosti. Genetika, fiziologija, ponaSanje p¢ela proucavani Su u
odnosu na njihovu rezistentnost na virusne infekcije, udruzenost virusnih infekcija i
parazitarnih sindroma sa Varroa destructor i N. apis i njihov moguéi uticaj na
imunoloski odgovor, kao i znacaj subletalnih doza pesticida. Evolucionarna
epidemiologija virusnih oboljenja, vazeée informacije o incidenci distribuciji i ulozi
virusa, te menadzment pcelinjim bolestima, ukljucujuéi regulacione mehanizme
svjetski poznatih saznanja takode su bili u programu ovog projekta. SaopStenja iz
ovog sastanka uklju¢uju nauc¢ne tekstove 1 preporuke elaborirane od strane
rukovodilaca radnih grupa o kojima se razgovaralo na plenarnim sesijama. Jedan od
zadataka ovoga publicistickog dijela projekta jeste i objavljivanje knjige pod
naslovom Virusologija i medonosna pcela, M. Aubert, B. Ball, I. Fries, N. Milani, R.
Moritz, AFSSA, E-mail:m.aubert@afssa.fr

COLOSS projekat - prevencija gubitaka pcelinjih zajednica, EU COST FA
0803 (2008-2012)

Saopstenja o teZim gubicima pcelinjih zajednica koji Se, u mozai¢nosti simptoma,
ukljucujuci i CCD (Colony Colapse Disorder), razli¢ito klasifikuju. lako su ovakvi
gubici poznati od ranije, Cini se da se u posljednje vrijeme deSavaju CeSce, Sa
tendencijom pogorSanja u nekoliko posljednjih godina. Ektoparazitska grinja Varroa
destructor sasvim sigurno ima znac¢ajnu ulogu u gubicima, ali se oni ne mogu pripisati

i objasniti samo ovim patogenom.

Postoje drugi manje poznati faktori i mehanizmi za koje se smatra da bi mogli biti
uzroci masovnih pomora. Pcelarski prakticari i veterinarska struka nisu u stanju
prepoznati faktore, sto znaci da ne postoje nacini kako bi se ovi gubici stavili pod
kontrolu. Ovo je bio razlog pokretanja COST ACTION istrazivacke mreze i projekta
koji je trajao Cetri godine (2008—2012).

Postoji potreba da se problem globalno sagleda i da se standardizuju pristupi kojima
¢e se identifikovati faktori kako na individualnom nivou tako i na nivou cijele
zajednice, te ¢e se kroz ispitivanje sinergetskih efekata medu njima traziti nacin za

uvodenje efikasnih kontrolnih mjera.
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Organizovana je COLOSS mreza istrazivaa koja ¢e ujediniti interese vodecih
naucnika, pcelara prakticara, pcelarske industrije u procesima saradnje na ocuvanju
brojnosti pcelinjih zajednica, unapredenja apitehnickih procedura i ocuvanju
biodiverziteta (Peter Neuman, scientific programme pg. 105, apstrakt no. 161,

Apimondia 2009, 41st Congress, France, Montpellier).

Projekat u Republici Srpskoj vezan za proucavanje virusa kod vrste A.
mellifera (2006) u selekcijsko-reproduktivnim centrima

Vlada Republike Srpske 2002. godine zapocela je projekat koji je trebalo da bude
okosnica unapredenja genetskog materijala u cilju razvoja visokootpornih i radnih
pcela blagog karaktera koje mogu svoje osobine prenijeti na potomstvo bez gubitka
pozeljnih osobina, a na osnovu utvrdenih vrijednosti medunarodnih standarda u
selekciji matica. Razvoj projekta imao je za cilj poveéanje obima proizvodnje meda i
drugih pcelinjih prozvoda na podru¢ju Republike Srpske, sa posebnim osvrtom na
znacaj pcela u procesu oprasivanja sa procjenom da se u polinatorskom servisu
obezbjeduje 20 puta veca korist u odnosu na znacaj direktnih proizvoda medonosnih
pcela.

U procesu pracenja uzgojnih karaktersitika, rase, ekotipa, pracene su i ocjenjivane
karakteristike ocjenama od 4 do 1 na odliku vezanu za agresivnost, mirno¢u na sacu i
rojidbeni nagon, pri ¢emu je uvrdivana i jacina pcelinje zajednice S obzirom na broj
okvira sa pcelama 1 broj okvira sa leglom. U ovom cetvorogodiSnjem projektu
kori$tena su pravila linijske selekcije lokalnih sojeva kranjske rase péela Apis melifera
carnica, a planirana je, zajedno sa razli¢itim tehnoloskim procedurama, stalna
dijagnostika zdravstvenog stanja pcelinjih zajednica.

Intrigantno je bilo suociti se sa problemom zdravstvene zaStite pcela u
reproduktivnom selekcijskom centru jer je postavljen veoma blag kriterijum u odnosu
na otpornost pcela na bolesti s obzirom na to da je to najzahtjevniji cilj u savremenoj
selekciji pela danas. Kontrola zdravstvenog stanja legla 1 pcela od strane pcelara
morala se usedsrediti na ameri¢ku gnjilo¢u, nozemozu, varozu i kre¢no leglo, pri
¢emu se jasan plan dijagnostickog uzorkovanja ne vidi, a tretiranje zajednica ne
razlikuje se tehnoloski u pristupu u odnosu na vrlo zastarjele apitehnic¢ke procedure,

npr. tretman protiv Varroe.
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Smatraju¢i da je neophodno prepoznati prisustvo drugih znacajnih patogena o kojima
se po planu nije govorilo, isplanirano je prvo istrazivanje prisustva virusnih infekcija
unutar genetskog potencijala definisanih reproselekcionih centara Republike Srpske.
Proucavanje virusnih infekcija, osim Sturih knjiskih navoda na teritoriji zemalja bivse
Jugoslavije, spominje se samo u radovima prof. dr Jovana Kulin¢evi¢a iz vremena
njegovog nauc¢nog rada u SAD-u. Takode, informacije o znacaju virusnih infekcija
kod pcela bile su znacajan dio izlaganja sekcije za patologiju Apimondije 2003. i
2005. godine, a poticale su uglavnom iz nekoliko svjetskih centara u Engleskoj,

Njemackoj, Francuskoj, Madarskoj, Austaliji i SAD-u.

S obzirom na to da se na teritoriji jugoslovenskih zemalja 2006. godine nije nalazio
nijedan dijagnosticki centar iz ove oblasti, odlueno je da se uz pomo¢ sredstava
jedinice za koordinaciju poljoprivrednih projekata i uspostavljene struéno-naucne
komunikacije sa USDA, Bee Research Lab, Beltsvile, uzorci matica iz selekcijsko-
reproduktivnih centara sa teritorije Republike Srpske pregledaju primjenom
molekularno-dijagnosti¢kih metoda.

Glavni cilj bio je steci znanja i iskustva u primjeni molekularno-dijagnosti¢kih metoda
koje se koriste za detekciju virusa pcela. Drugi cilj je bio stvoriti uslove za prosirenje
nacionalnog monitoringa na prisustvno virusnih bolesti pcela na teritoriji BiH u
prevalenciji i distribuciji virusnih bolesti péela, izgradnja laboratorijskih kapaciteta,
kao i osavremenjavanje i razvijanje protokola za kontrolu zdravstvenog statusa
medonosne pcele na nivou reproduktivno-selekcijskih centara. Planirane aktivnosti
trajale su od 20. 8. do 30. 09. 2006. godine. Dobijeni rezultati objavljuju se u jednom

dijelu ove doktorske teze.
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RADNA HIPOTEZA, CIL] I ZADACI ISTRAZIVANJA

RADNA HIPOTEZA

Utvrdivanje prisustva i rasirenosti virusnih infekcija kod vrste Apis mellifera u

pcelinjacima Bosne i Hercegovine.

Uvodenje i standardizacija molekularno-bioloskih metoda u rutinskoj dijagnostici

virusnih bolesti pcela.

Dobijanje relevantnih podataka koji bi u buduénosti omogucili promjenu ili
optimizaciju postoje¢ih pravilnika kojim se reguliSe zdravstveni status i nadzor nad

zdravljem pcelinjih zajednica.

CILJEVI 1 ZADACI

1. Utvrditi prevalencu virusnih infekcija u péelinjacima Bosne i Hercegovine.

2. Utvrditi vrste virusa koji izazivaju infekcije pcelinjih zajednica u Bosni i

Hercegovini.

3. Ustanoviti eventulano prisustvo razliitih vrsta virusa kod jedne jedinke
odnosno zajednice u formama multiplih koinfekcija kako kod zdravih tako i

kod uginulih zajednica.

4. Prijedlog preporuka za standardizaciju i uvodenje molekularnih metoda za

rutinsku dijagnozu virusnih infekcija pcela.

5. Utvrdivanje epizootioloskih parametara u odnosu na virusne infekcije
medonosne pcele i procjene zdravstvenog statusa zajednice za potrebe
diferencijalne dijagnostike, zahtjeva medunarodne trgovine, kao i selekcijsko-

reproduktivnih poboljSanja u proizvodnji matica.
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PLAN RADA
U okviru planiranih istrazivanja Koristice se protokoli za razli¢ite vrste ekstrakcija,

kao 1 za razliCite procedure polimerizacije i vizuelizacije nukleinskih produkata virusa
pcela.

1. U prvoj fazi istrazivanja planirano je utvrdivanje prevalence virusnih infekcija
pcela (matica, radilica) iz reproduktivnih i selekcijskih centara Republike
Srpske.

2. Zadrugu fazu planirano je prikupljanje uzoraka materijala (radilice, trutovi) sa
péelinjaka sa razli¢itih teritorija Bosne i Hercegovine. Ova faza istrazivanja
podrazumijeva preporuke za uvodenje i standardizaciju molekularno-bioloskih
metoda (RNK ekstrakcija, RT PCR) u rutinskoj dijagnostici virusnih bolesti
pcela.

3. Paralelna komparativna laboratorijska i terenska ispitivanja prisustva drugih
anamnestic¢ki znacajnih patogena (Varoa destructor, Nosema spp., Acar apis,
Paenibacillus larvae).

4. Zaposljednju fazu istrazivanja planirana je statistiCka obrada rezultata.
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METODE I UZORCI ISTRAZIVANJA

Metode
Molekularno-dijagnosticke metode: RT-PCR; sekvencionisanje.
Dijagnostika patogena pcela na osnovu Klasifikacije OIE dijagnostickog priru¢nika

Kontrola stepena infestacije Varroa destructor na pcelinjaku.

Uzorci

Uzorci pcela iz zdravih proizvodnih pcelinjaka, ciljani uzorci porijeklom iz
depopulisanih, oslabljenih ili uginulih zajednica u razli¢itim sezonalnim periodima
2006. i 2007. godine, pregledani pojedina¢no, u paru ili kao grupni uzorci od vise

desetina pcela razlicitih kasti.

MJESTA I LABORATORIJE VEZANE ZA IZRADU TEZE

1. USDA, BEE Research Lab Beltsville, MD., USA (Jeff Pettis, Judy Chen)

2. Veterinarski fakultet u Becu (prof. dr Norberth Nowotny, prof. dr Tamash
Bakony)

3. Centre de Biologie et Gestion des Populations, Campus International de
Baillarguet, Montferrier-sur-Lez, France

4. Veterinarski institut Republike Srpske ,,.Dr Vaso Butozan®, Banja Luka, RS,
Bosna i Hercegovina

5. Terenska uzorkovanja i ispitivanja

METODE STATISTICKE OBRADE PODATAKA I OSTALIH RELEVANTNIH
PODATAKA
1. Metode deskriptivne epidemiologije

2. Za unos i mapiranje podataka za distribuciju virusa koriSten je program Arc

GIS 10.0 ESRI

OBRAZLOZENJE O POTREBAMA ISTRAZIVANJA
e Nema epizootioloskih podataka o raSirenosti virusnih infekcija u p€elinjacima
Bosne i Hercegovine.
e Nema epizootioloskih podataka 0 vrstama virusa Kkoji izazivaju infekcije

pcelinjih zajednica u BIH.
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Nema dovojno epizootioloSkih podataka o raSirenosti virusnih infekcija u
zemljama regiona.

Nema podataka o broju razlic¢itih virusa kod jedne jedinke odnosno zajednice u
formama multiplih koinfekcija kako kod zdravih tako i kod uginulih zajednica.
Postoji potreba utvrdivanja epizootioloskih parametara u odnosu na virusne
infekcije medonosne péele i procjene zdravstvenog statusa zajednice za
potrebe diferencijalne dijagnostike, potrebe medunarodne trgovine, kao I
selekcijsko-reproduktivnih pobolj$anja u proizvodnji matica.

Za brzu i specifi¢nu rutinsku dijagnozu virusnih infekcija pcela, neophodno je

uvodenje standardizovanih molekularnih metoda.
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MATERIJAL I METODE RADA

Ova disertacija se u odnosu na izbor materijala (uzorka) koji se ispitivao tehnicki
dijeli na dvije vremenske i radne cjeline. U prvom dijelu istrazivanja, materijal su
¢inili uzorci Apis mellifera vrste uzorkovani sa svih selekcijsko-reproduktivnih
centara u Republici Srpskoj. U drugom dijelu ispitivanja koriSteni su uzorci pcela
(uglavnom radilica i trutova) uzorkovanih na zdravim p¢elinjacima ili uzorci uginulih
radilica i trutova dostavljenih u Veterinarski institut sa zahtjevom za utvrdivanje
uzroka uginuéa. Materijali su pretrazivani u dvje razlicite laboratorije, a u slucaju
dokaza IAPV virusa uzorci su u okviru ciljanog istrazivanja prevalence poslati u tre¢u
laboratoriju. Za potrebe kontrole i utvrdivanja prisustva vektora Varroa destructor
uzorci su bili kompletne péelinje zajednice jednog izabranog pcelinjaka.

Na osnovu prethodne sistematizacije, uzorci materijala za ispitivanje koristeni U ovom
radu grupisani su na sljedeci nacin.

Uzorci materijala Apis mellifera za ispitivanje prisustva virusa namijenjeni
za rad u Bee research laboratory, Maryland, USA

Od svakog registrovanog uzgajiva¢a matica sa teritorije Republike Srpske uzorkovano
je u toku jula 2006. godine pet mati¢nih kaveza sa po jednom maticom i deset prate¢ih
radilica. Uzorci su bili porijeklom iz odgajivackih drustava, a matice su bile u statusu
neoplodenih jedinki. Uzorak iz Trebinja sadrzavao je tri kaveza sa tri matice (dvije
matice manje od dogovorenog). Do momenta prispjec¢a u laboratoriju Veterinarskog
instituta ,,Dr Vaso Butozan* Banja Luka, uzorci bili su transportovani u normalnom
rezimu transporta materijala, kako se on transportuje za potrebe prodaje matica. Sve
matice i radilice u momentu prijema bile su zive. Péele su prije potapanja u alkoholni
rastvor bile ohladene na +4°C u trajanju od dva sata, tako da su, prakti¢no, Zive
ohladene te ugusene u alkoholnom konzervansu. Uzorci su pazljivo, bez moguénosti
medusobne kontaminacije, prebaceni u sterilne Falkonove 50 ml epruvete sa dodatim

70% etilnim alkoholom.
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Tabela 3. Uzorci materijala iz selekciono-reprodutivnih centara u Republici Srpskoj

R. br. Péelar Mijesto Broj matica | Broj radilica
1. Bosko Miji¢ Banja Luka 5 10
2. Lazo Grbi¢ Gradiska 5 10
3. Nebojsa Andri¢ Doboj 5 10
4. Mladenko Milisi¢ Derventa 5 10
5. Miloje Cetkovi¢ Rudo 5 10
6. Zeljko Maleti¢ Prijedor 5 10
7. Radivoje Maksimovic¢ Trebinje 3 10

Uzorci su adekvatno obiljezeni i spremljeni za medunarodni avionski transport
bioloskog materijala u uslovima slanja posiljke shodno zahtjevima i propisima (UN
1845). Uzorci su, i pored ispostovanih procedura, u laboratoriju Bee research
laboratory, USDA, Beltsville, Maryland, USA, zbog prezahtjevne kontrolne grani¢ne
procedure stigli sa deset dana zakasnjenja. Koli¢ina suvog leda planirana za uslove
normalnog avionskog transporta bila je nedovoljna te su uzorci stigli u rezimu ¢uvanja

na +4°C stepena, a ne na temperaturi smrzavanja, kao $to je bilo planirano.

Uzorci Apis mellifera za ispitivanje prisustva virusa namijenjeni za obradu
na Veterinarskom fakultetu u Becu, Austrija

Uzorci pcela sa Cetrnaest epizootioloskih jedinica sa teritorije Bosne i Hercegovine, u
najveéem broju sa teritorije Republike Srpske, dostavljani su od strane pcelara ili su
su uzorkovani u formi aktivnog nadzora nad virusnim infekcijama direktno od stane
istrazivaCa. Uzorci 82 pcelinje zajednica sa 43 pcelinjaka sakupljani su u periodu
april, jul, avgust 2007. godine. Uzorci su bili porijeklom iz klini¢ki zdravih zajednica
ili zajednica sa simptomima depopulacije, iznenadnih uginuca, klinickim simptomima
puzajucih péela. Priblizno 100 odraslih pcela (radilice i trutovi) sacinjavalo je uzorak
koji je adekvatno pakovan i ¢uvan na temperaturi ku¢nih zamrzivaca (-20°C) do
momenta slanja u laboratoriju Veterinarskog instituta. Uzorci su prepakovani (bez
mogucnosti medusobne kontaminacije) u namjenske laboratorijske kese i bez dodatka
konzervansa ¢uvani na +4°C. U ovom slucaju, uzorci p¢ela do Beca transportovani su

u vozilu, bez uslova hladnog rezima, u periodu ne duzem od dvanaest sati.
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Tabela 4. Broj uzoraka, pcelinjaka i epizootioloskih jedinica sa kojih su prikupljani

R. br.uzorka R. br.pcelinjaka  Vlasnik pcelinjaka Opstina  Broj uzoraka
1-3. 1. Zoran Vuli¢ Trebinje 3
4-8. 2. Radivoje Maksimovi¢  Trebinje 5

9. 3. Obrad Ninkovié¢ Trebinje 1
10-11. 4. Spasoja Popara Ljubinje 2
12-13. 5. Marko Gordi¢ Ljubinje 2
14-15. 6. Miladin Bjelogrli¢ Gacko 2
16-18. 7. Slobodan Okuka Berkovi¢i 3
19-20. 8. [lija Domazet Berkovici 2
21-23. 9. Aleksandar Kunda¢ina  Berkovici 3

24. 10. Milenko Samardzié¢ Berkovici 1
25-27. 11. Zeljko Brajovié Bile¢a 3
28-29. 12. Blazo Vujovié¢ Bilec¢a 2
30-31. 13. Andelko Knezevi¢ ~ Banja Luka 2

32. 14. Jovan Svraka Gradigka 1
33. 15. Marko Tepic¢ Tesli¢ 1
34. 16. Pordo Ili¢ Srbac 1
35. 17. Aleksandar Purici¢ Prnjavor 1
36. 18. Andelko Banjac Banja Luka 1
37. 19. Vujadin Peci¢ Banja Luka 1
38. 20. Vlado Zrnié¢ Banja Luka 1
39-41. 21. Igor Trkulja BanajLuka 3
42. 22. Rade Mari¢ Banja Luka 1
43. 23. Milan Makivi¢ Banja Luka 1
44—45. 24, Vujadin Peci¢ Derventa 2
45-48. 25. Filip Koncar Prijedor 3
49-51. 26. Rajko Radivojac Omarska 3
52-54. 27. Zdravko Paji¢ Bos. Brod 3

55. 28. Zdravko Crnogorac Gacko 1

56. 29. Dragan Coli¢ Trebinje 1

57. 30. Goran Plavsi¢ Banja Luka 1
58-59. 31. Bozo Cutura Ribnik 2
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60. 32. Ratko Damjanovi¢ ~ Banja Luka 1
61. 33. Smilja Vujakovié¢ Banja Luka 1
62. 34. Zdravko Dojcinovi¢  Banja Luka 1

63—67. 35. Kosana Buri¢ Petrovo 5
68—609. 36. Mirsad Sabanagi¢ ~ Novi Grad 2
70-74. 37. Maleti¢ Zeljko Prijedor 5
75. 38. Danko Jovi¢ Drvar 1
76. 39. M. Mirkovié¢ Banja Luka 1
77. 40. Branislav Paji¢ Banja Luka 1
78—79. 41. Danilo Poprzen Banja Luka 3
81. 42. Filip Koncar Prijedor 1
82. 43. Sveto Koldzi¢ Rudo 1
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Slike 18. i 19. Terensko uzorkovanje materijala Apis mellifera

Uzorci Apis melifera slucajno odabranih pcelinjaka sa teritorije Bosne i
Hercegovine u ispitivanju na moguce prisustvo izraelskog soja virusa
akutne paralize pcela (IABPV)

Grupni uzorci pcela radilica iz tri zdrava drusStva i jedan uzorak uginulih pcela
namijenjeni su za dokazivanje prisustva IABP virusa — ukupno cetiri péelinjaka sa tri
lokacije iz Republike Srpske. Uzorci su, po preporuci laboratorije, za potrebe
oCuvanja integriteta nukleinskih kiselina, potapani u specijalan konzervans, tzv. RNA

Protector, kako bi se maksimalno zaustavili procesi degradacije nukleinskih kiselina.
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Tabela 5. Uzorci u monitoringu na IAPV

R. br. Pcelar Lokacija ~ Anamneza Transportni medijum
1. Milo$ Kazovi¢  Trebinje zdrave da
2 Danilo Poprzen BanjaLuka  zdrave da
3. Fillip Koncar  Prijedor zdrave da
4 Zeljko Janji¢ ~ BanjaLuka uginule da

Uzorak za kontrolu prisustva Varroa destructor

Za potrebe samo deskriptivne analogije i patoloske dinamike Varroa destruktivnog
znacaja u toku virusnih infekcija odreden je eksperimentalni pelinjak, profesionalnog
pcelara Filipa Koncara iz Kozarca, na kojem su se sprovodile procedure kontrole
prirodnog pada Varroe, kao i procjena efikasnosti antivaroa uticaja hemijskog
sredstva na broj opalih Varroa, kao i pracene duzine ,,terapijskog™ trajanja antivaroa
tretmana sa ciljem da se stvori slika o znacaju vektora virusnih infekcija medonosne

pcele.

Metode rada na dokazu virusa BRL, 2006, USA

Odnose se na molekularni dokaz specificnog dijela virusne RNK $to ¢e se dokazivati
kroz postupke RNK ekstrakcija, RT-PCR amplifikacija i sekvencionisanja virusnih
genoma. Na osnhovu jasnog dogovora sa rukovodiocem Laboratorije za molekularna
ispitivanja BRL, J. Chen, napravljen je plan obrade uzoraka za ocjenu kvalitativnog
utvrdivanja Sest pcelinjih virusa metodom RT-PCR
1. provijeriti sve matice iz svakog uzorka pojedina¢no
provjeriti deset radilica iz svakog uzorka,
koristiti 2 mikrolitra templata po reakcionoj mjesavini,

2

3

4. napraviti gel ektroforezu,

5. isjeci pozitivne linije 1 procistiti PCR fragmente,
6

dobiti sekvence virusa.

Ekstrakcija RNK iz svih uzoraka planirana je tako da se obradi jedna matica kao jedan

uzorak ekstrakcije.
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Iz svakog kaveza, dvije radilice su obradene kao jedan uzorak u ekstrakciji, Sto je
znacilo pet ekstrakcija za matice pojedinacno i pet ekstrakcija za radilice (pul od dva)
za svaki uzgojni pcelinjak. Iz ekstrahovanih uzoraka templata RNK sa jednim parom
prajmera redoslijedom: BQCV, DWV, SBV, ABPV, KBV, CBPV uradeni su
amplifikacijski protokoli za klasic¢an, end point, RT-PCR.

Planirane su ekstrakcije uzoraka iz po dva reproselekciona centra, $to znaci ukupno
dvadeset ekstakcija dnevno kako bi se izbjegle eventualne greske kontaminacije
uzoraka. Uzorci iz selekcijsko-reproduktivnog centra u Trebinju imali su tri matice
tako da su oni ukupno imali osam ekstrakcija, §to znaci da je na kraju obradeno 102

uzorka, tj. 102 reakcije RT-PCR amplifikacije.

RNK ekstrakcija trizol metodom
Uputstvo za ekstrakciju uzoraka radeno je na osnovu uputstva za metodu ispitivanja

RNK-trizol ekstrakcija

SOP za ekstrakciju
Homogenizacija:

Zamrznutu p&elu (adult) sa temperature -80°C smrviti u prah.
Odmah homogenizovati ovaj uzorak sa 1 ml TRIzol Reagensa.
Pipetiranjem 10-50 puta homogenizovati uzorak (opciono vorteksovati
uzorak).
Faza separacije:
Inkubirati homogenizovan uzorak 3—5 minuta na sobnoj temperaturi da bi se
postigla kompletna disocijacija nukleoproteinskog kompleksa.
Dodati 200 ul hloroforma u homogenizovan uzorak.
Zatvoriti epruvetu, tako zasticen sadrzaj epruvete protresti snazno ruc¢no
kretnjom gore-dolje, pedeset puta.
Inkubirati uzorak na sobnoj temperaturi 3 minuta.
Centrifugirati uzorak na 10.000 rpm u toku 10 minuta na +4°C.
Nakon centrifugiranja sadrzaj u epruveti se rasloji na sloj crvekaste boje
sasvim dolje (fenol hloroform faza) i na bezbojni sloj vodene gornje faze.

RNK se nalazi u sloju bezbojne vodene faze.

RNK precipitacija i ispiranje RNK:

Otpipetirati sloj vodene faze sadrzaja u novu epruvetu.
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Dodati 500 ul 100% izopropil-alkohola u istu epruvetu.
Inkubirati uzorke na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta.
Centrifugirati na 12.000 rpm u toku 15 minuta na +4°C.
Dobijeni RNK precipitat poslije centrifugiranja formira rozu peletu bo¢no na
dnu epruvete.
Odliti supernatant, isprati RNK peletu sa 1 ml 75% etanola.
Vorteksujuéi izmijesati sadrzaj epruvete.
Centrifugirati 8 000—10.000 rpm u toku 5 minuta (~9000 rpm).
Odliti supernatant.
Pokupiti visak tecnosti u epruveti sa autoklaviranim trakama filter papira
(Waterman filter papir).
Odmah rastvoriti dobijenu RNK u 50 ul (radilice) ili 200 ul (matice) sa RNase-
free vodom ili 1X TAE puferom, propustaju¢i sadrzaj kroz nastavak
visekratnim pipetiranjem.

Cuvanje RNK:
Uzorak sa radilicama dodaje se 2,5 ul RNase OUT Ribonuclease inhibitora. Za
matice se on dodaje u koli¢ini 1,25 ul.

Ovako pripremljeni uzorci ¢uvaju se na temperaturi -80°C.

Metoda amplifikacije ekstrahovanih nukleinskih kiselina

SOP za amplifikaciju
Vrsena je na osnovu preporuka Uputstva za amplifikaciju (RT-PCR) koristenjem

Access RT-PCR System, Promega.

Priprema reakcione mjesavine:

Nuclease-Free voda 27 ul

AMV/TTl 5X reakcioni pufer 10 ul (1X)

dNTP Mix (10 mM) 1ul (0,2 mM)
Downstream Primer (20 uM) 2,5 ul (2 uMm)

Upstream Primer (20 uM) 2,5 ul (1 uM)

25 mM MgSO, 4 ul (1 mM)

AMYV reverzne transkriptaze 1ul (5 jedinica ukupno)
Tfl DNA polimeraze (5u/ul) 1ul (5 jedinica ukupno)
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DNA uzoraka 2 ul po uzorku
PCR termicki profil:
1 ciklus 48 °C 45 minuta reverzna transkripcija
1 ciklus 94 °C 2 minuta RT inaktivacija
40 ciklusa 94 °C 45 sekundi denaturacija
55 °C 30 sekundi aniling
68 °C 1,5 minuta ekstenzija
1 ciklus 68 °C 7 minuta zavr$na ekstenzija
1 ciklus 4 °C do kraja hladenje

Cuvati reakcione produkte na temperaturi -20 °C.

Uputstvo za izvodenje elektroforeze

Priprema gela
e Izmijesati 1 g agaroze (prah) sa 100 ml 1X TAE pufera (1% gel).
e Sadrzaj zagrijati u mikrotalasnoj do rastvaranja agara.
e Ohladiti rastvor na 60°C.
e Dodati 5 ul etidium bromida.
(Stock rastvor 10 mg/ml), etidium bromid je kancerogen.
e Dobro izmijesati sadrzaj.

e Pripremiti elektrogoretsku jedinicu i nasuti topao agar.

Analiza PCR produkata
e Izmijesati uzorak amplifikovane DNK sa jednom kapi (4 ul) of DNK gel-

loading buffer.
e Polagati uzorke sljede¢im redoslijedom:

1) mjerilo, ljestve, veli¢ine linija (Size Ladder ***),

2) H0,

3) uzorci S
S1
Sz
S3
Sn,
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4) H0,

5) negativna kontrola,

6) pozitivna kontrola.
e Priprema ljestvi, mjeraca veli¢ine linija (100 bp-DNK ladder) Invitrogen.
e 6 ul of DNA gel loading pufera izmijesati sa 7 ul Laddera.

e Uloziti u agar na odgovaraju¢e mjesto.

Elektroforeza
Radena je na jedinici Biorad Pover pac 2000, na 100 V u trajanju od jednog sata.

Vizuelizacija i fotografisanje fragmenata uz pomo¢ iluminacione komore u tamnom
polju radeni su GELCAM sistemom sa polaroid konzervisanim filmovima.

Tabela 6. Prajmer dizajn

. ) Veli¢ina
Virus Prajmer Referenca
produkta (bp)
ABPV-F: (5-ttatgtgtccagagactgtatcca-3’ Benjeddou et al.
ABPY (5-ttatgtgtccagagacty ) 900 J
ABPV-R: (5’-gctcctattgctcggtttttcggt-3°) (2001)
CBPV-F: (5’-agttgtcatggttaacaggatacgag-3’ Ribiere et al.
CBPV (5’-agttgtcatgg ggatacgag-3’) 455
CBPV-R: (5’-tctaatcttagcacgaaagccgag-3’) (2002)
BQCV-F: (5’-tggtcagctcccactaccttaaac-3’ Benjeddou et al.
BQCV Q (5’-tggtcag ) 200 J
BQCV-R: (5’-gcaacaagaagaaacgtaaaccac-3’) (2001)
DWV-F: (5’-atcagcgcttagtggaggaa-3’ Chen etal.
DWV ( gcgcttagtggagg ) 202
DWV-R: (5’-tcgacaattttcggacatca-3’) (2004b)
KBV-F: (5’-gatgaacgtcgacctattga-3’
KBV (5" gatgaacgtcg 0a-3") 415 Stoltz et al. (1995)
KBV-R: (5’-tgtgggttggctatgagtca-3”)
SBV-F: (5’-gctgaggtaggatctttgegt-3° Chen et al.
SBY (5’-gctgaggtagg gcgt-3”) 824
SBV-R: (5’-tcatcatcttcaccatccga-3°) (2004c)
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Slika 21. 1zgled fotografija vizueliziranih produkata RT PCR

Kontrola kvaliteta ekstrakcija trizolom

Kvalitet ekstrakcija pojedinih uzoraka kontrolisan je spektrofotometrijski tako Sto je
pravljena kontrola uzorka RNK templata od 2 ul sa 98 ul Rnase free vode, $to se

o¢itavalo u kivetama na aparatu, mjere¢i koncentraciju i odnos (ratio 260/280).
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Ocuvanost nukleinske Kkiseline kontrolisana je pomoc¢u sistema RNA 6000 Nano
Assay protokola od strane tehniCkog asistenta Michael Hamilton po opisanoj

proceduri proizvodaca na Bioanalyzer, Aligent technologies.

Sekvencionisanje

Na osnovu DNK sekvencionisanja najces¢e se direktno detektuje mali region
hromozoma te se ispitivanje malog dijela takvog mjesta koji potencijalno varira
izmedu organizama koristi kao nacin prepoznavanja. DNK sekvencionisanje utvrdeno
je kao zlatni standard u procesu tipizacije virusa.

Sekvencionisanje specifi¢nih fragmenata dijela virusnog genoma uradeno je usluzno u

University Maryland Scool of Medicine.

Metode rada Bec¢ 2007-2008.

Prisustvo péelinjih virusa demonstrirano je kroz procedure ekstrakcija nukleinskih
kiselina, amplifikacije virus specifiénih nukleinskih kiselina koris¢enjem metoda
reverzne trasnkripcije RT-PCR.

Uzorci pcela svakog uzorka u koli¢ini od oko 50 radilica su usitnjeni i
homogenizovani u sterilnom keramickom tarioniku uz pomo¢ sterilnog pijeska.

Dobijena kasasta masa se dodatno homogenizovala diethylpyrocarbonatnom vodom.

Slike 22. i 23. Homogenizacija materijala i priprema za centrifugiranje

Ovaj homogenizat centrifugovan je na 20 000 x g u trajanju od jednog minuta, a od
dobijene koli¢ine supernatanta uzeto je 140 ul za ekstrakciju RNK koriste¢i QIAamp
Viral RNA Minikit (QIAGEN, Hilden, Njemacka) onako kako to proizvodac
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zahtijeva standardnom proizvoda¢kom procedurom; opisano ispod). Uzroci su nakon
zavrsene ekstrakcije pohranjeni u oznacene ependorfe i cuvani na -70°C.
SOP za ekstrakciju nukleinskih kiselina

EKSTRAKCIJA RNK (MINI VIRAL RNA QIAamp®)

Priprema reagenasa iz kita po priloZenoj tabeli
1. Rastvaranje liofiliziranog nosaca

(radi se samo u prvom koristenju kita)

o \310 ug RNA nosaéal (crveni Cep) rastvoriti sa

e 310 pl pufera AVE| (ljubicasti Gep)

e Alikvotirati do potrebnih koli¢ina i ¢uvati na -20 °C

2. Priprema pufera sa nosacem
RNA nosa¢ dodati u zahtijevanom odnosu AVL pufera.
Potrebna koli¢ina AVL pufera i nosata RNA-AVE (prikazano u tabeli, str. 16).

3. Priprema AW1 pufera
e [125 ml etanola| (96—100%) dodati u bocu sa AW1 puferom.

Oznaci datum pravljenja ovog pufera. Na gornjoj strani Cepa obiljeziti da je pufer

spreman sa alkoholom. Ovako pripremljen pufer ¢uva se na sobnoj temperaturi.

4. Priprema AW2 pufera
e 160 ml etanola (96—100%) dodati u bocu sa AW?2 puferom.

Oznaciti datum pravljenja ovog pufera. Na gornjoj strani ¢epa obiljeziti da je pufer

spreman sa alkoholom. Ovako pripremljen pufer ¢uva se na sobnoj temperaturi.

Postupak ekstrakcije

Prema broju uzoraka napraviti pufer AVL sa RNA nosa¢em

e 560 ul AVL/RNA pipetirati u 1,5 ml eppendorf epruvete

Dodati

e 140 pl uzorka koji se ekstrahuje

Vorteks 15 sekundi
Inkubirati 10 minuta na sobnoj temperaturi (15—25 °C)
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Centrifugirati 3 000 rpm 15 sekundi
Dodati

e 560 pul etanola (96—100%)

Vorteks 15 sekundi

Postaviti obiljezene MINI SPIN COLUMNE.

Sadrzaj epruvete u ukupnoj koli¢ini u dva koraka unijeti u filter (MINI SPIN
COLUMNE).

Centrifugirati 8 000 rpm, 1 min.

Odbaciti kolekcione epruvete (COLECTION TUBE), pri ¢emu se dijelovi epruvete sa
filterom (MINI SPIN COLUMNE) postavljaju u nove kolekcione epruvete.

Dodati

e 500 pl pufera AW1

Centrifugirati 8 000 rpm, 1 min.

Prebaciti u NOVE COLECTION TUBE

Odbaciti kolekcione epruvete (COLECTION TUBE) pri ¢emu dio epruvete sa
filterom (MINI SPIN COLUMNE) se postavljaju u nove kolekcione epruvete

Dodati

o 500 ul AW2

Centrifugirati na 13 000 rpm, 3 min.

Dio epruvete sa filterom (MINI SPIN COLUMNE) postaviti u nove kolekcione
epruvete (u ovom koraku ne dodaje se pufer).

Centrifugirati 13 000 rpm 1 min.

Odbaciti kolekcione epruvete.

Prebaciti MINI SPIN COLUMNE u eppendorf epruvetu.

Dodati

e 60 ul AVE pufera

Zatvoriti poklopac.
Inkubirati 1 minut na sobnoj temp.

Centrifugirati 8 000 rpm 1 minut.

*Postupak se moze izvesti kroz dvostruko sukcesivno centrifugiranje sa manjom

koli¢inom (30 pl AVE). Ovim se povecava efikasnost ekstrakcije.
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Odbaciti MINI SPIN COLUMNU, a (ekstrahovani uzorak RNK) ostaje u
Eppendorf epruveti.

Ovako ekstrahovane nukleinske kiseline (RNK) mogu se ¢uvati na temp. od -20°C do
-70°C.
(Uzorci su na -70°C stabilni 1 godinu).

Oligonukleotidni prajmeri dizajnirani su na osnovu genomskih sekvenci SBV, CBPV,
BQCV, DWV, ABPV i KBV koristenjem Primer Desinger 4 programa za Windows
95 verzija 5.20 (Scientfic and Educational Software). Sekvenca, orijentacija i lokacija

pet parova prajmera pokazana je u tabeli ispod.

Tabela 7. Prajmer dizajn

Prajmeri (5-3 sekvenca) GenBank Veli¢ina

accession No. produkta

ABPV
ABPV-F (5 -TTATGTGTCCAGAGACTGTATCCA-3) AF150629 900
ABPV-R (5 -GCTCCTATTGCTCGGTTTTTCGGT-3)

CBPV
CBPV-F (5 -AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG-3) AF461061 455
CBPV-R (5 -TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG-3)

BQCV
BQCV-F (5 -TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC-3) AF183905 700
BQCV-R (5 -GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC-3)

DWV
DWV-F (5 -ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA-3) NC-004830 702
DWV-R (5 -TCGACAATTTTCGGACATCA-3)

SBV
SBV-F (5 -GCTGAGGTAGGATCTTTGCGT-3) AF092924 824
SBV-R (5 -TCATCATCTTCACCATCCGA-3)

Amplifikacija
Virusna RNK je reverzno prepisana i amplificirana u proceduri RT-PCR metodom

primjenom One step RT-PCR kit (QIAGEN) na sljedeci nacin.
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Amplifikacija je izvrSena u GeneAmp PCR System 2400 termalnog sajklera (thermal
cycler Perkin-Elmer). Termalni profil reakcije optimizovan je na sljede¢i nacin:
reverzna transkripcija deSavala se na 50 °C 30 minuta, nakon ¢ega je uslijedila
denaturacija i polimerazna aktivacija na 95 °C u trajanju od 15 minuta, nakon cega je
uslijedilo 40 ciklusa PCR amplifikacije, od kojih se svaki sastojao od 30 sekundi na
94 °C i 50 sekundi na 55 °C i na kraju proces se zavrSavao u trajanju od 1 minuta na

72 °C reakcije. PCR produkti zavrSeni su u procesu zavr$ne elongacije 7 minuta na 72
°C.

Dobijeni PCR produkti podvrgnuti su procesu elektroforeze u 1,2 % Tris Aacetathom
EDTA, (TAE) agaroznom gelu, bojeni ethidium bromidom.

Dobijene linije (bands) fotografisane su pod UV svijetlom kamerom sistema Kodak
Digital Science 1D Software. Veli¢ina dobijenih fragmenata poredena je u odnosu na
100 bp marker.

O svim obradenim uzorcima vodeni su elektronski protokoli na standardnom obrascu,
kao 1 prateCe fotografije gela 1 ispituju¢ih uzoraka pcela pomocu programa Kodak
Digital Science 1D™.

Uzorci su vizuelizirani na 1,2 % gelu u 0.5 x TAE, bojeni ethidium bromidom.
Koristeni su prajmeri (F i R) za svaki virus, a za prepoznavanje veli¢ine produkata
koristen je 100 bp marker (Ladder, Promega). Svaki pokrenuti ciklus za razli¢it virus
ima obrazac kojim se potvrduje ciklus RT-PCR tako $to se moze vidjeti termocikli¢ni
profil, kao i na¢in na kojem se pripremala PCR reakciona mjeSavina i koli¢ina
templata koji je koriSten za dokaz prisustva nukleinskih kiselina virusa.

U formi obrazaca postoji pregled uzorka koji su obradivani tokom reakcije, pri ¢emu
za svaki ciklus postoji pozitivna i negativna kontrola.

RT-PCR mix pripreman je u posebno odvojenom mikobioloskom dijelu u strogim
uslovima zastite nukleinske kontaminacije po jedinstvenoj proceduri propisanog
protokola (Berenyi et al., 2006), a svodila se na pripremu mjesavine pufera, dNTP, F i
R prajmera, Taq polimeraze, dodavanje RNA inhibitora. Dodavanje templata virusnog
nukleinskog ekstrahovanog materijala vrseno je u koli¢ini od 2,5 ul za svaki ispitujuci

virus.
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Nakon pripreme uzorak se dodaje u PCR reaktivhu mjesavinu. U epruvetu svakog
uzorka se dodaje loading buffer u koli¢ini od 4 pl. Ukupna koli¢ina materijala koja se
ulagala u pripremljene prostore na gelu iznosila je 11 pl.

Dokument ispod prikaz je nacina vodenja evidencije u dijelu izvodenja metode koja
se odnosi na uproS¢en nacin prikaza izvodenja dijela reakcije vezane za pripremu
reakcione mjeSavine, dodavanja templata i dizajna termickog profila reakcije. U ovom
slucaju radi se o uputstvu za reakciju amplifikacije templata namijenjenog dokazu

virusa mje$inastog legla.

Radni protokol za amplifikaciju na primjeru dokumenta RT-PCR. Nr: BUZZ 3 SBV

(isti protokol koristen je i za ostalih pet virusa pcela)

83



2013.

DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA

PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

© DoV u00.L Do TL
0001 Do TL
u08.0 Do €S
0¥
W0r.0 Do ¥6 ™D
100,51 Do 56
o1qddy piQ :13pAd0mIaY |, w0008 Do 0S¢ 1IN

4.1 speniug

sdwes/s'z €T

VNY ae[dwoay,

54 I (ijfowd () XTur Y+ oWk
ST I {(uage1)) X1 JWAZUY
§T'9 ST'0 :(eBowouag) wiseNy
(>4 I (WU 01) SdLNP
STl S (DS IWw €7 ‘uadel() Jagngxs
cT9sE  STVI :O'H
h :(u) sopdures Jo Joquiny
([WEEIOEES UON)IBIA/[T G PV XA
‘8007 10 ‘FI  d1E(Q A4S € ZZNd AN ¥Dd-LY

84



2013.

85

:e[39] Sojseurgalr snia ez niafwnid woao n 23s1] super aupal eluspoa Wi

< <
i
L=
= LO/19% VNI
m = D 80/0% 80/6¢ 80/8¢ 80/LE 80/9¢ 80/G€ 80/%¢ 80/E€ 80/C¢ 80/1¢
SE +D yejdud
o
3]
AMn m ICAES | ICAMS ICALS | ICTALS | ITCALS | ITAES | ICALS | WWALS | ICAES | ITALS | 1T ADS | 1T AMS
Z % M PGLIAE,
Z&
mm JIAYS | JIAYS | JTALS | JTAUS | JTALS | JIAYS | JTAHYS | JT AYS | J1 AY9S | JT AYS | JT AHS | JI AYS e
< 2 I
N X
A8}
Aun 3 144 €T (44 | K4 0¢ 61 81 Ll 91 Sl 14! el
23
3]
v =2 VNI
wo 80/0¢ 80/6C 80/8¢ 80/LT 80/9¢ 80/S¢C 80/¥C 80/€C 80/CC 80/1¢ 80/0¢ 80/61
Z edwa
I3
Z
m & 1T ALS | 1T ALS ICALS | ITALS | ITALS | ITALS | ITALS | ICALS | ITALS | IZ ALS | 1T ALS | IC ALS [
Awn k<l Lid
>
w JIAGS | JTAYS | JTAYS | JTALS | JTALAS | JTALDS | JTAYS | JT AYS | JT AAS | JT A9S | JT AdS | JT AdS e
wn .
2
& (4! 11 01 6 8 L 9 € 14 [ (4 !
2
2
N
<
¥
o)
[a)




DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA | 2013.
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

U ispisu ispod, dat je primjer jednog radnog protokola koji je pojednostavljen prikaz
uputstva metode koji se ispitnoj laboratoriji nije nazivao SOP-om, jer za sada ne
postoje standardizovane procedure nego samo optimizovani protokoli prihvaceni od
neke grupe istrazivaca. Protokol se odnosi na naéin identifikacije rezultata gel
elektrofoteze kroz postupak vizuelizacije gela. U ovom primjeru radi se o dokazu
virusa akutne paralize pcela. Za svaki od pet dokazanih virusa postoje ovako

definisane radne liste:

AGAROSE-GEL/ ETHIDIUMBROMID STAINING

PCR Nr.: BUZZ_4_ABPV

Date: 17. 01. 2008.

1.2 % gel in 0.5x TAE

Primer: ABPV 23nf-24nr

Product: 25 pl  + loading buffer: 4l load: 10 pl
Image: Buzz31.tif Buzz32.tif
1 — 1 —

2 100 bp Ladder (Promega) 2 _

3 41/08 3 100 bp Ladder (Promega)
4 42/08 4 53/08

5 43/08 5 54/08

6 44/08 6 55/08

7 45/08 7 56/08

8 46/08 8 57/08

9 47/08 9 58/08

10 48/08 10 C+, 19/08
11 49/08 11 C-

12 50/08 12

13 51/08 13

14 52/08 14

15 — 15
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Slika 24. Prisustvo specificnih linija za virus CBPV

Uzorci su tehnicki obradeni u toku dvije odvojene posjete virusoloskoj laboratoriji
Veterinarskog fakulteta u Becu pod kontrolom Dr Tamasa Bakonyja i Dr Norberta
Nowotnyja.

Dana 13.06.2007. zapocelo se sa obradom uzoraka pcela koji su sakupljani tokom
aprila i juna 2007. godine sa teritorije opstina Hercegovine (Republika Srpska).

Dana 14.01.2008. godine zapocelo se sa obradom uzoraka pcela koje su takode
sakupljane u avgustu 2007. godine iz razli¢itih uzoraka pcela koje su u anamnezi
imale slabljenja i uginuca zajednica sa teritorije Banje Luke, Dervente, Prijedora,

Bosanskog Broda, Gacka, Trebinja, Petrova, Tesli¢a i Ribnika.

Kontrola prisutnosti soja IABPV

Uzorci Apis mellifera slu¢ajno odabranih pcelinjaka sa teritorije Bosne i Hercegovine
ispitani su na moguce prisustvo izraelskog soja virusa akutne paralize pcela (IABPV).
Ovaj dio ispitivanja bio je dopuna poznavanju prevalence ovog virusa, za koji se u
vrijeme nadzora planiranog u okviru viSenacionalmog uceS¢a projekta COLOSS
smatralo da je jedan od najznacajnijih uzro¢nika CCD sindroma. Analiza ovih
uzoraka vrSena je u Centre de Biologie et Gestion des Populations, Campus
International de Baillarguet, CS 30016, 34988 Montferrier-sur-Lez, France.

Terenska ispitivanja kao primjer ocjene nivoa infestacije

Kontrola dnevnog pada Varroe

Kontrola pada Varroe po preporuci Dianne Samaratanno, Univerzitet Pennstate, za
potrebe dokaza znaaja parazitarno-krpeljskog sindroma vrSena je u periodu
23.05.2007. do 14.01.2008. godine na pcelinjaku Filipa Koncara iz Prijedora.
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Metoda koja je koriStena opisana je sa naslovom: , A simplified technique for
counting Varroa jacobsoni Oud. on sticky boards,” Apidologie, 31,
November/December 2000, 707-716, DOI http://dx.doi.org/10.1051/apido:2000155
Na osnovu opisanog uputstva (koje je prilagodeno zahtjevu metode), péelar je pratio
kontrolu dnevnog pada Varroe bez tretmana antivaroznim sredstvom. Dizajnirana
kartonska podloska premazana je vazelinom koji sprecava gubitak palih Varroa. To je
neka vrsta ljepljive podloske. Crna i bijela polja kartonske podloske statisticki su
zastupljena na nacin da daju znacaj distribucije Varroa i jednostavnost i brzinu
brojanja. Rezultate brojanja upisivao je u radne tabele.

Brojanje je radeno na tzv. tri kontrolne tacke na pcelinjaku koje su po subjektivnoj
procjeni u odnosu na snagu zajednice Cinile jaku, srednje jaku i slabu zajednicu.

Istovremeno je mjerena temperature spoljnje sredine na eksperimentalnom pcelinjaku.

" Program monitoringa Varroa-e *

Tretman:__ Piekinjak : Driavel o

3 Nrijeme prehrojsvanjai__ lm.-:A:_:__

NYSRIE

Slika 25. Podloska za brojanje Varroe
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REZULTATI

Na osnovu izvrSenih dijagnostickih procedura dobijeni su sljedeci rezultati:

Rezultati o ispitivanju Sest najce$¢ih virusnih patogena iz uzoraka
selekcijsko-reproduktivnih centara u Republici Srpskoj

Virusoloske analize metodom RT-PCR na Sest najc¢es¢ih virusnih patogena vrSene su
iz uzoraka matica i iz uzoraka radilica sedam uzgojnih centara za matice sa teritorije
Republike Srpske. Svi uzorci (68) pregledani su na navedene viruse: 408 pojedinac¢nih
amplifikacija, tj. PCR reakcija, ali se pozitivan odgovor dobio samo u slu¢aju virusa
crnog mati¢njaka, BQCV, i iz uzoraka matica, radilica ili jednih i drugih u Sest od
sedam reprocentara. Ovim istrazivanjem dobijeni su prvi podaci o dokazanom
prisustvu virusne infekcije kod pcela sa teritorija Republike Srpske, Bosne i
Hercegovine.

Negativni odgovori na ostalih pet vrsta virusa nisu dokaz da ti virusi nisu prisutni u
pomenutim selekcionim centrima, nego samo dokaz da u uslovima molekularno-
dijagnostickih procedura iz radenih uzoraka oni nisu utvrdeni. Zbog ove Cinjenice,
virusoloska ispitivanja dala su samo djelimican odgovor na trazena pitanja, potvrdivsi
prisustvo samo jednog virusa, a ne iskljucujuéi pri tom prisustvo ostalih virusa. Ovo je
razlog zbog kojeg su se pomenuta virusolo§ka istraZivanja nastavila u toku 2007. i

2008. godine.
Tabela 8. Rezultati RT-PCR uzoraka matica i radilica

R. br. Centar Uzorak ABPV BQCV CBPV DWV KBV SBV

1. BanjalLuka matica - - - - - -
matica - - - - - -
matica - - - - - -
matica - - - - - -
matica - - - - - -
radilice (2) - + - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -

2. Gradiska  matica - + - - - .
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3.

4.

5.

Doboj

Derventa

Rudo

matica
matica
matica
matica
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
matica
matica
matica
matica
matica
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
matica
matica
matica
matica
matica
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
radilice (2)
matica
matica
matica

matica
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matica - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
6. Prijedor  matica - + - - - -
matica - + - - - -
matica - + - - - -
matica - - - - - -
matica - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
7. Trebinje matica - - - - - -
matica - - - - - -
matica - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -
radilice (2) - - - - - -

Rezultati uzoraka za kontrolu kvaliteta ekstrakcije RNK

U ovom dijelu istrazivanja, ekstrakcija RNK vrSena je Trizol metodom, te je bilo
moguce izmjeriti koncentraciju nukleinskih kiselina (ukupna RNA). Najveci broj
uzoraka imao je zadovoljavajuce vrijednosti odnosa (ratio), ali je oCigledno da se

radilo o visokom prisustvu proteina, sto se vidi u vrijednostima koncentracije.
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Tabela 9. Rezultati fotometrije ekstakcija (ekstrakcija 05.09.2006)

R. br. Ratio Concentration
1. 1.46 5.59
2. 1.69 4.87
3. 1.62 5.93
4, 1.74 4.49
5. 1.75 5.80
6. 1.80 6.47
1. 2.07 9.19
8. 3.56 5.64
9. 1.95 7.13
10. 3.13 5.64

Rezultati o integritetu ekstrahovanih RNK

Ocjena nivoa ocuvanosti dvanaest slucajno odabranih uzoraka RNA ekstrakcija
izvrSena je mjerenjem integriteta RNA primjenom nanometrijskih sistema. Broj¢ana
ocjena uzoraka na skali vrijednosti od 1 do 10 rangira kvalitet RNK templata s
obzirom na oSteCenja nukleinskih kiselina, gdje Su najveca osSteCenja pridruzena
najmanjim broj¢anim vrijednostima. Negativni rezultati na prisustvo jo§ nekog od

trazenih virusa mogu se objasniti rezultatima prikazanim u tabeli 10.

Tabela /0. Ocuvanost integriteta nukleinskih kiselina ekstrahovanih uzoraka

R. br. Oznaka uzorka RNK ekstrakcije Ocjena integriteta RNA
1. 2Q2 2.3
2. 2Q3 2.3
3. 204 2.3
4. 4Q2 na
5. 4Q3 2.2
6. 3w4 24
7. 5W2 24
8. 8wW1 na
9. 1W2 2.3
10. 7Q1 2.3
11. 6W5 2.3
12. 4Q4 2.2
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Zbog potrebe da se objasni veoma malo detektovanih virusa, bilo brojéano bilo u
odnosu na vrstu trazenog virusa, uradena je kontrola o¢uvanosti integriteta nukleinske
kiseline iz preostalih dijelova ekstrahovanih zaliha. Iz tabele se jasno vidi da u jednom
uzorku upste nije bilo mogucée detektovati kvalitet RNK (uzorak br. 8). Ostali uzorci
pokazuju niske vrijednosti o¢uvanosti strukture RNK na vrlo niskom nivou pa su na
skali do deset koja je standard maksimalno dobrog integriteta RNA nasi uzorci imali
jedva nesto malo viSe vrijednosti od 2. Ovaj fenomen loseg kvaliteta ulaznog
materijala za proces amplifikacije nije rijedak i zavisi od mnogo faktora, od kojih je
najvazniji koli¢ina endonukleaza u dostavljenom materijalu. Kvalitet ocuvanosti

uzoraka ovdje nije dobio prolaznu ocjenu.

Rezultati o dobijenoj sekvenci virusa BQCV

Prvi put dokazano prisustvo jednog virusa pcela sa teritorije Bosne i Hercegovine bilo
je potrebno, a i moguce uporediti sa dotad opisanim sekvencama virusa. Dobijena
sekvenca BQCV analizirana je na sekvencioneru University of Maryland school of
medicine USA. Analiziran je fragment veli¢ine 702 bp u volumenu 30 pl.

Dobijena je sekvenca koja se nalazi na htpp//130.14.29.110/BLAST/Blast.cgi, koja je
odgovarala sekvenci BQCV strukturalnog poliproteinskog gena, parcijalno cds duZine
1231 sa identitetom 458/487 sto je (94%); gap je bio 6/487 (1%). Drugi odgovarajuéi
pregled na prisustvo BQCV nestruktualnim poliproteina (orfl) i poliprotein (orf2)
gena, dao jekompletan cds duzine 8550.

U vrijeme objavljivanja na stranici Blast.cgi., ovo je bio prvi sekvencioniran virus

BQCV iz regiona bivsih jugoslovenskih zemalja.

Rezultati ispitivanja pojavnosti pet najce$c¢ih virusnih patogena iz

uzoraka pcela slucajno izabranih pcelinjaka u BiH

Ukupno osamdeset dva uzorka pcela porijeklom sa Cetrnaest opstina ispitivano je sa
RT-PCR na prisustvo pet najznacajnijih virusa pcela: ABPV, DWV, BQCV, SBV,
CBPV.

Svi navedeni virusi dokazani su u ispitivanim uzorcima u razli¢itom procentu i

pojavnosti multiplih koinfekcija.

93



DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

2013.

Tabela 11. Prikaz rezultata RT-PCR razlicitih pcelinjih virusa detektovanih u uzorcima pcela

Br. razli¢itih

©
R. . -'E% S 'S ABPV | DWV | BQCV | SBV | CBPV virusa u
br. 5= 3 5
. )dé 8 5 uzorku
1. Trebinje 1 - + - - - 1
2. 1. 2 - + - ; - 1
3. 3 - + - - - 1
4. Trebinje 1 - + + - - 2
5. 2 - + + - - 2
6. 2. 3 R - + - - 1
7. 4 - + - - - 1
8. 5 - - - - - 0
9. 3. Trebinje 1 - + + - - 2
10. A Ljubinje 1 - + + - - 2
11. 2 - + + - - 2
12. . Ljubinje 1 - + - + - 2
13. 2 - - - - - 0
14, Gacko 1 - + - + - 2
15. > 2 - + - - - 1
16. Berkovici 1 - - + - - 1
17. 7. 2 - + - - - 1
18. 3 - + + - - 2
19. Berkovici 1 - + + - - 2
20. > 2 - - - - - 2
21. Berkovici 1 - + + - - 2
22. 9. 2 - - + - - 1
23. 3 - + + - - 2
24, 10. Berkovici 1 - + - - - 1
25. Bilec¢a 1 - - - - - 0
26. 11. 2 : - - - : 0
27. 3 - - - - - 0
28. 12, Bileca 1 - + + - - 2
29. 2 - + + - - 2
30. 13 Banja Luka 1 - - - - - 0
31. 2 - - - + - 1
32. 14, Gradiska 1 - + - - - 1
33. 15. Tesli¢ 1 + + - - - 2
34, 16. Srbac 1 - - - - + 1
35. 17. Prnjavor 1 + + - - - 2
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36. 18. Banja Luka 1 - - - + 1
37. 19. Banja Luka 1 + + - - 3
38. 20. Banja Luka 1 - + - - 2
39. Banja Luka 1 - + - - 1
40. 21, 2 - - - - 0
41. 3 - - - - 0
42. 22. Banja Luka 1 - - - - 0
43. 23. Banja Luka 1 - + + - 2
44, Derventa 1 + + + - 3
24,
45. 2 + + - - 2
46. Prijedor 1 - + + - 2
47. 25. 2 + + + - 3
48. 3 + + + + 5
49, Prijedor 1 + + + - 3
50. 26. 2 + + + + 4
51. 3 + + + - 3
52, Bosanski 1 + + + - 3
53. 57 Brod 2 + + + - 3
54, 3 + + + - 3
55. 28. Gacko 1 + + + - 3
56. 29. Trebinje 1 + + - - 2
57. 30. Banja Luka 1 + + + - 3
58. 31 Ribnik 1 + + + - 3
59. 2 + + - - 2
60. 32. Banja Luka 1 + + + - 3
61. 33. Banja Luka 1 + + - - 2
62. 34. Banja Luka 1 + + + - 4
63. Petrovo 1 + + - - 3
64. 2 + + - - 2
65. 35. 3 + + + + 4
66. 4 + + + + 4
67. 5 + + + + 4
68. 36. Novi Grad 1 + + + + 5
69. 2 + + + + 4
70. Prijedor 1 - - + - 1
71. 2 - - + - 1
72. 37. 3 - + + + 3
73. 4 - - + - 1
74. 5 - + + + 3
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75. 38. Drvar 1 + - + - - 2
76. 39. Banja Luka 1 + + + - + 4
77. 40. Banja Luka 1 - - + - - 1
78. L Banja Luka 1 + - + - - 2
79. 2 ; - T - - 1
80. 3 + - - - - 1
81. 42. Prijedor 1 - - - - - 0
82. 43. Rudo 1 - + - - + 2

Zbog relativno malog broja uzoraka (82) i viSe nego sluc¢ajnog plana uzorkovanja
moze se govoriti jedino o pojavnosti proucavanih virusa, ali ne i 0 njihovoj stvarnoj
prevalenci.

Sve ispitivane zajednice bile su infestirane Varroa grinjama. S obzirom na to da su
uzorci sakupljeni u toku 2007. godine (maj—juni) od zdravih drustava, a da su pcele sa
anamnezom uginuc¢a dostavljane tokom cijele pcelarske sezone, teSko je napraviti

poredenje u odnosu na znacajnost infekcija, kao i sezonalne i prostorne varijacije.

MW Negativno

M Pozitivno

Grafikon 1. Odnos pozitivnih i negativnih dokaza virusnih infekcija u 82 ispitivana uzorka
pcela

Najcesce utvrden virus bio je virus deformisanih krila péela, DWV koji je je dokazan
u 58 uzoraka (70,73%). Za virus crnog mati¢njaka, BQCV prosjec¢na prevalenca bila
je 56,09% jer je utvrden u 46 uzoraka pcela. Tre¢i po pojavnosti je virus akutne
paralize pcela, ABPV, koji je dokazan u 32 ispitana uzorka, sto je 39,02% prevalence.
Virus hroni¢ne paralize pcela utvrden je u 13 uzoraka (15,85%) a najrjede detektovan
virus je virus mjesinastog legla, koji je utvrden u devet slucajeva (10,97%).

Kod ukupnog broja pozitivnih uzoraka (72) imamo sljede¢u sliku raznovrsnosti

infekcija razli¢itim virusima: 21 uzorak je imao dokazanu infekciju samo jednim

96




DOKAZIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U ZAJEDNICAMA APIS MELLIFERA
PRIMJENOM MOLEKULARNO-BIOLOSKIH METODA

2013.

virusom, §to je 29,16%; 27 uzoraka imalo je istovremenu infekciju sa dva virusa
(37,5%); 15 uzoraka je imalo istovremenu infekciju sa tri virusa (20,83%). Sedam
uzoraka je imalo Cetiri razli¢ita virusa (9,72%). Samo dva ispitana uzorka (2,77%)

imala su koinfekciju sa svih pet traZzenih virusa.

Grafikon 2. Odnos virusnih infekcija i koinfekcija na 82 ispitana uzorka pcela

M nema virusa
B 1 detektovan virus

m 2 detektovana virusa

B 3 detektovana virusa

B 4 detektovana virusa

m 5 detektovanih virusa

Tabela 12. Zbirni tabelarni prikaz rezultata RT-PCR

g <
< g 2
g é ’§ ABPV | DWV BQCV | SBV CBPV
3 o3 5
m mS M
32 58 46 9 13
82 43 14 39,02% | 70,73% | 56,09% | 10,97% | 15,85%
Tabela 13. Prikazani rezultati pozitivnih nalaza virusa
ABPV DWV BQCV SBV CBPV
32 58 46 9 13
39,02% 70,73% 56,09% 10,97% 15,85%
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RT-PCR dijagnostika - rezultati

100 91
90

87

M pozitivno

M negativho

ABPV DWV BQCV SBV CBPV

Grafikon 3. Virusni péela na ispitanim pcelinjacima BiH (izrazeno u procentima)
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Rezultati Arc GIS 10.0 ESRI obrade podataka

Pojavnost i distribucija pet dokazanih virusa pokazale su interesantnu sliku

geografske zastupljenosti.

Mapa 1. Dokazano prisustvo virusa ABPV (virus akutne paralize pcela)
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Bosanski Brod

Mapa 2. Dokazano prisustvo virusa BOCV (virus crnog maticnjaka)
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Mapa 3. Dokazano prisustvo virusa CBPV (virus hronicne paralize pcela)
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Bosanski Brod

Mapa 4. Dokazano prisustvo virusa DWV (virus deformisanih krila)
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Bosanski Brod

Mapa 5: Dokazano prisustvo virusa SBV (virus mjesinastog legla)
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Mapa 6. Dokazano prisustvo svih virusa na svakom od pcelinjaka

Rezultati dokaza IAPV
Aktivan monitoring na prisustvo IAPV (Izraelskog soja virusne paralize pcela) raden

u laboratoriji, pod rukovodstvom Marie Navajas, u Centre de Biologie et Gestion des
Populations, Campus International de Baillarguet, CS 30016, 34988 Montferrier-sur-
Lez, France, dao je negativan nalaz za sluéajno uzete uzorke péela. To je bio dio
istrazivanja nacionalnih monitoringa prisustva ovog soja virusa ABPV, u ve¢em broju

zemalja ucesnica COLOSS projektne grupe.
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Tabela 14. Rezultat RT-PCR dijagnostike na prisustvo IAPV

R. br. Mjesto Rezultat IAPV

1 Trebinje -
2 Banja Luka -
3. Prijedor -
4 Banja Luka -

lako relativno mali, broj uzoraka pregledan na prisustvo virusa soja izraelske paralize
pcela imao bi statisti¢ki znacaj S obzirom na nepostojanje utvrdene prevalence ovog

virusa uopste.

Rezultati terenskih ispitivanja kao primjer ocjene znacajnosti nivoa
infestacije sa V. destructor

Tabela 15. Nivoi infestacije u tri kontrolisane zajednice

Vrijeme kontrole pada 1 2 3 Maksimalna dnevna
temperatura po danima °C

Broj palih Varroa prvi  drugi  tre¢i  Cetvrti
23-26. 05.07. 3 1 0 279 274 296 29,5
16-19. 06.07. 6 14 1 29,7 29,6 31 31,6
10-13. 07.07. 6 16 1 239 172 248 28
03-06. 08.07. 24 38 11 293 254 223 30
28-31. 08.07. 43 52 4 34 295 22,2 18,8
27-30. 09.07. 32 31 3 16 219 234 23,6
27-30. 10.07. 17 6 4 10,4 9,8 11,7 9,1
20-23. 11.07. 265 15 31 246 3 9,9 13,7
17-20. 12.07. 0 0 0 1,6 0,1 0,7 -2,4
11-14. 01.08. 4 2 5 10,9 155 109 7,2

Za tretman protiv Varroe koristene su organske kiseline na sljede¢i nacin:

v" Mravlja kiselina 85%, 80 ml po kosnici 23.06.2007. i drugo dodavanje
30.06.2007.

v" Oksalna kiselina 3,5% u Se¢ernom sirupu, 5 ml po ulici 20.11.2007.
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Grafikon 4. Prikaz dinamike pada Varroa u zajednici 1, praceno

od 23.05.2007. do 14.01.2008.

Broj palih Varroa - zajednica 2.

60 - 52
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M broj palih varoa

Grafikon 5. Prikaz dinamike pada Varroa u zajednici 2, praceno
od 23.05.2007. do 14.01.2008.
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Broj palih Varroa - zajednica 3.
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Grafikon 6. Prikaz dinamike pada Varroa u zajednici 3, praceno

od 23.05.2007. do 14.01.2008.
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Grafikon 7. Zajednicki prikaz pada Varroa u tri zajednice u periodu
od 23.05.2007. do 20.12.2007.
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Tabela 16. Pracenje pada Varroe u dvije pcelinje zajednice (1 i 2) i primjena mravlje kiseline
(mali karton)

Datum Zajednica 1. Zajednica 2.
01.08. 24 156
02.08. 41 606
03.08. 58 483
04.08. 16 164
05.08. 32 75
06.08. 17 144
07.08. 21 45
08.08. 29 240
09.08. 31 146
10.08. 48 136
12.08. 76 156
13.08. 65 214
14.08. 31 82
15.08. 67 57
16.08. 56 26

Dnevni pad Varroe nakon tretmana mravljom
kiselinom (mali karton)

=—zajednical =—zajednica 2
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Grafikon 8. Pad Varroe nakon tretmana
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Tabela 17. Pracenje pada Varroe u dvije pcelinje zajednice (3 i 4) i primjena mravlje kiseline

(srednji karton)

Datum Zajednica 3. Zajednica 4.
01.08. 22 60
02.08. 36 150
03.08. 44 274
04.08. 21 173
05.08. 27 225
06.08. 29 92
07.08. 23 60
08.08. 33 304
09.08. 17 181
10.08. 21 199
12.08. 45 251
13.08. 38 250
14.08. 35 151
15.08. 47 87
16.08. 25 105
Ukupno 463 2562

Dnevni pad Varroe nakon tretmana mravljom
kiselinom (srednji karton)

zajednica 3 zajednica 4
304
274 251250
225 199
150 173 181 151
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60 2 60
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Grafikon 9. Pad Varroe nakon tretmana
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Tabela 18. Pracenje pada Varroe u dvije pcelinje zajednice (5 i 6) i primjena mravlje kiseline

(slovenacki karton)

Datum Zajednica 5. Zajednica 6.
01.08. 32 93
02.08. 28 94
03.08. 36 107
04.08. 14 77
05.08. 21 122
06.08. 22 202
07.08. 38 125
08.08. 81 409
09.08. 38 17
10.08. 31 75
12.08. 45 217
13.08. 59 260
14.08. 41 198
15.08. 50 227
16.08. 75 204
Ukupno 611 2427

Dnevni pad Varroe nakon tretmana
mravljom kiselinom (slovenacki karton)

zajednica 5 zajednica 6

409

260
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Grafikon 10. Pad Varroe nakon tretmana
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Efikasnost tretmana i pad Varroe sa razlic¢itim dispenzerima za primjenu
mravlje Kiseline u razli¢itim zajednicama tokom 2007.

1. Mravlja kiselina 85%, u koli¢ini od 100 ml

Tabela 19. Prikaz pada Varroe i efekata djelovanja primijenjene mravije kiseline u kosnici sa

razlicitim nivoima isparavanja zavisno od pOvrSine sa koje se isparavanje odvijalo (mali,

srednji i slovenacki karton)

Zbirni prikaz

Karton mali srednji slovenacki
Datum 2 3 4 5 6
01.08. 24 156 22 60 32 93
02.08. 41 606 36 150 28 94
03.08. 58 483 44 274 36 107
04.08. 16 164 21 173 14 77
05.08. 32 75 27 225 21 122
06.08. 17 144 29 92 22 202
07.08. 21 45 23 60 38 125
08.08. 29 240 33 304 81 409
09.08. 31 146 17 181 38 17
10.08. 48 136 21 199 31 75
12.08. 76 156 45 251 45 217
13.08. 65 214 38 250 59 260
14.08. 31 82 35 151 41 198
15.08. 67 57 47 87 50 227
16.08. 56 26 25 105 75 204

Ukupno 612 2730 463 2562 611 2427
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Grafikon 11. Prikaz pada Varroe nakon tretmana u zajednicama (od 1. do 6)

2. Tretman amitrazom (Mitak®), pad Varroe, kontrolni tretman za dokaz efikasnosti

mravlje kiseline na istim zajednicama

Tabela 20. Rezultati primjene amitraza i pad Varroa u Sest pracenih zajednica

Datum 1 2 3 4 5 6
25.08. 689 725 343 242 570 690
26.08. 109 65 34 103 103 309
Suma 798 790 377 345 673 999

1000 -
900 -
800 -
700
600 1 = 25.08.
>00 = 26.08.
400
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200
100 -
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Grafikon 12. Pad Varroe nakon tretmana amitrazom pracen na Sest zajednica (od 1. do 6)
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DISKUSIJA

Medonosna péela, Apis mellifera, od vitalnog je znacaja S obzirom na njen uticaj u
oprasivanju poljoprivrednih povr§ina. Smatra se da u americkoj ekonomiji prihod od
procijenjene vrijednosti polinacijskog servisa péela iznosi i vise od 15 milijardi dolara
godisnje (Chen, 2004). Pcelinje zajednice u uslovima savremene pcelarske prakse
najznacajnije su komercijalni oprasivaci za sve one vrste poljoprivrednih kultura koje
su zavisne od opraSivanja 1 za C¢iju reprodukciju je potrebno uceS¢e insekata. Ove
kulture i njihovi proizvodi ¢ine 35% ukupne poljoprivredne proizvodnje u svijetu
(Genersch, 2010). Posljednih nekoliko godina neke evropske zemlje, kao Austrija,
Njemacka, Svedska i Svajcarska suolavaju se sa znalajnim smanjenjem broja
pcelinjih zajednica, dok se u nekih drugim zemljama, kao Sto su Grcka, Italija,
Portugal i Spanija, broj péelinjih zajednica znagajno povecéava (Van Engelsdorp and
Meixner, 2010). Razloge gubitaka treba traziti medu onima koji ¢ine pcelarsku
praksu, uslove okolisa u kojima se vr$i pcelarenje, kao i one Koji su vezani za
genetske potencijale same pcelinje zajednice. Zdravstveni status zajednice
bolesti i nametnici p&elinje zajednice. Zivot i zdravlje p&elinjih zajednica izloZeni su
razli¢itim uticajima patogena, ukljucujuéi viruse, bakterije, gljivice, protozoe, grinje,
akare.

Patogeni pcela realna su opasnost za opstanak pcelinje zajednice sa stanoviSta
zdravstvene zastite pcela.

Zbog toga je i proucavanje virusnih infekcija 1 njihovog uticaja na zdravstveni status
pcelinje zajednice, pcelinjaka, u posljednje vrijeme, dokazalo prisustvo infekcija kod
1 tolerantnost jedan je od glavnih zadataka uzgojne genetike u pcelarstvu. Detekcija
gena koji uslovljavaju higijensko ponasanje unapreduje mogucu supresiju Varroa
infestacija te je stvaranje linija pcela rezistentnih na Varrou ve¢ ugradeno u uzgojne

programe.

Na teritoriji Republike Srpske registrovano je sedam centara za ugoj matica, od kojih

su dva nosioci selekcijskog programa, a ostali su nosioci reproduktivnog programa.
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Uzorkovanje matica sa pripadaju¢im pratiljama u posebno obiljezenim drvenim

kavezima izvrSili su odgajivaci u periodu avgusta mjeseca 2006. godine.

PR A B HR Graz ¢ Veszprém_. @ i ¢ TRANSYLVANIA
: . @ o ®  székesfehérvsr r@Dradea oClui-Napoca
i STRIA _...: <
}Bol’é‘ano R e _"_““\'@\’E \ur’ska HUNGARY E‘B\ékéscsaha E)T&rgu
B L5 ; *“Maribor ~Sobata 5 d o ] Mures
P e T 1 e g v zege - ghrad  Alba Iulia
7 o] ‘ia (8] IA\ g Pécs,, g AT ] #h
L o o " ) ibiu
®Vicenza qu'z‘a'OTrieste - Zagreb - e @ Deva @
o8 P < - 5 .
. @ PETEA RN \Cﬂ§ljek ! Timisoara .
‘: Yenice |07 5 ”" A OATIA 3 ORE?ita Ravmai'::';:
=, i, Becka PN T Sayg ] ey p @
ol ey L8 Frg T ] § Tirgu Jiu ]
Ferrara ' # gBania Luka—:1~ If elgr{:l__de Pitesti
5 . : beta Turni® Slatina
Forli b BOSNIA AND : Dro etas—;;uggg' o}
g Rimini HERZEGOVINA'. v, Craiova
4 bt T i - Rl
s S e 2 W oKraguievac- 2 ROMANIA
! @.Am:ona % @ 5 | - P,I___H._ sy
e e L o D INARI®I AN even_
- Pe\'gugia Eplit % B\_;; MiE J
" (' MARCHE R T {  YucosLAavia /BULGARIA
. = = - oTla
TeT“j@y.(-- o gherame / < @PriEtina 1 =
LazIo: o, phescar Adriatic Sea e [ JBsirarm Curi "
v o
- ? ; (' ¥e !
. Pt . o 1 RHODOFPE
Rome . .i"." 2 St con Rrashbil L4 FYRO % mMoUNTAINS
- > f editerranean Sea 3 k e ]
i, ko 5 gEigacia ; « MACEDONIA; . .-~ f
ITA X Tlranae g e ¥
: _gBari EEIhq\san paect "
Naples 7 Lushnjg, e
= ol g a “PUGLIA Fiek © Berat K's-r‘;é Salonica,
Salerno ' o o
& Potenza,‘. G)Tarangj ALBANIA 'Koza’mm .8
Lecce - H
R,
Gjirokastér = "
B\ o Larisa Aggean
. . 3 i e
Tyrrhem'an e Ké,—k"—am Iodnnina E\.-'olos
CALABRIA Lhrta
Sant'Eufernia Lamezia, Tonlan Sea : Lamiay
hic Encartai® Ency 2002 2001 Micro oration. £l rights reserved CE

Slika 26. Distribucija selekcijsko-reprodukcionih centara u RS u 2006. Godini
Sezdeset osam uzoraka (matica i péela pratilica) pregledani su na na $est virusa:
ABPV, BQCV, DWV, CBPV, SBV, KBV, sto je ukupno bilo 408 pojedina¢nih ampli-
fikacija vizueliziranih nakon gel-ektroforeze (end point PCR) postupka u reakciji RT-
PCR dijagnostike. Veliki broj pokrenutih ekstrakcija i amplifikacija bio je dobar nacin
laboratorijskog sticanja rutine u ovom dijelu veterinarsko-entomoloske molekularne
dijagnostike virusa.

Pozitivan odgovor na prisustvo specifi¢nog dijela virusnih genoma dobijen je samo u
slu¢aju virusa crnog mati¢njaka, BQCV. O molekularnom nalazu ovog virusa kod
matica metodama RT-PCR, sopstavaju u publikacijama dva znacajna autora: na
selekcijskim pcelinjacima u jednom istrazivanju u Poljskoj, Topolska (2008) je
utvrdila BQCV kao faktor uginuc¢a matice u leglu u 66% slu¢ajeva. U jednom radu u
SAD (Chen et al., 2005), 86% matica (n=29) bilo je pozitivho na BQCV. Iako nasi
rezultati pokazuju da se virusi crnog mati¢njaka mogu nac¢i kod matica u selekcijskim
centrima, oni ne daju vise informacija kako ove infekcije mogu uticati na ponasanje ili
na fiziologiju matica. Za dobijanje ovakvih informacija bi¢e potrebno izvrsiti dodatna

ispitivanja o virusnoj ekologiji kako BQCYV tako i1 ostalih virusa utvrdenih kod matica.
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Pozitivan nalaz utvrden je iz uzoraka matica, radilica ili jednih i1 drugih u Sest od
sedam kontrolisanih uzoraka centara za selekciju i reprodukciju na teritoriji RS. Ovim
istrazivanjem dobijeni su prvi epizootioloski i sekvencioni podaci o prisustvu jednog

od Sest bitnih virusa pcela sa teritorija Republike Srpske, Bosne i Hercegovine.

Slika 27. Matica i radilice A. mellifera carnica (Stanisi¢ M.©)

Negativni odgovori na ostalih pet vrsta virusa (ABPV, CBPV, SBV, KBV, DWV)
nisu dokaz da ti virusi nisu prisutni u pomenutim selekcionim centrima, nego samo
dokaz da u uslovima molekularno-dijagnosti¢kih procedura iz radenih uzoraka oni
nisu utvrdeni. lako do danas virusi pcela nisu specificno ukljuceni u programe
uzgojnih zahtjeva, ima nastojanja da se u buduc¢im reproduktivnim centrima uzgajaju
matice rezistentne i na neke viruse.

Prisustvo virusa kod medonosne pcele poznato je jo§ od 1963. godine kada su virus
hroni¢ne paralize pcela i virus akutne paralize pcela bili izolovani (Bailey et al. 1963).
Virusne infekcije smatraju se uzro¢nicima primarnih oboljevanja kod péela koja mogu
izazvati njihova uginuéa u razli¢itim razvojnim stadijumima te se poznavanje
pojavljivanja frekvencije raSirenosti u odnosu na Sest najceS¢e pominjanih virusa
smatra potrebnom informacijom za utvrdivanje zdravstvenog statusa kako jedinke
tako 1 ukupne pcelinje zajednice.

Od svih patogena koji ugrozavaju zdravlje pcele virusi su u posljednje vrijeme najvise
proucavani. Mnoge studije su utvrdile Sirom svijeta virusne infekcije péela u formi
multiplih infekcija koje se Sire najéeS¢e inaparentno, a registruje se i u naizgled
zdravim pcelinjim zajednicama, pri ¢emu nema jasnih geografskih korelacija, a
registruju se sezonalne varijacije s obzirom na detekciju virusa. lako je do sada

opisano gotovo osamnaest razlicitih virusa kod pcela, mnogi od njih nisu prepoznati
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na osnovu klinickih manifestacija. Za mnoge viruse ne postoje patoloski procesi sa
nastankom karakteristi¢nih simptoma na individualnom nivou ili na nivou zajednice.
Dosadasnja iskustva pokazala su da Sest virusa po svom znacaju mogu izazavati teze
zdravstvene promjene te se zbog toga oni i najvise proucavaju:

Osnovni cilj naseg istrazivanja bio je utvrdivanje prakticnih moguénosti aplikacije
molekularnih metoda baziranih na RT PCR dijagnosti¢ckoj metodologiji i utvrdivanje
prisustva nekog od trazenih virusa.

Na teritoriji Bosne i Hercegovine pretrazivali smo molekularnim metodama, po prvi
put, kvalitativno prisustvo Sest razli¢itih virusa koji inficiraju zajednice Apis mellifera.
Radi se o sljede¢om virusima: ABPV, BQCV, DWV, CBPV, SBV, KBV.

Metodama molekularne dijagnostike dokazano je prisustvo dijela genoma pet od Sest
traZenih virusa, a to su: ABPV, BQCV, DWV, CBPV, SBV u formama pojedina¢nih
ili multiplih virusnih infekcija. Tokom 2006. i 2007. godine obradeno je 82 slucajno
odabrana uzoraka. U njima su se nalazili uzorci uzeti sa klini¢ki zdravih péelinjaka,
ali i uzorci porijeklom od onih pcelinjaka koji su u anamnezi imali navode slabljenja
zajednica ili njihovog ugibanja. Radilo se o cCetrdeset tri razli¢ita péelinjaka sa
Cetrnaest epizootioloskih podrjué¢ja BiH. Za potrebe dijagnostike ovih uzoraka
pokrenuto je ukupno 410 PCR amplifikacija na pet ispitivanih virusa.

Procenat od 87,80% ispitanih uzoraka (n = 82) bilo je pozitivno na prisustvo bar
jednog od pet dokazivanih virusa. Dokazana pojavnost pojedinih virusa u odnosu na
broj uzoraka kretala se u vrijednostima: ABPV 39,02%; DWV 70,73%; BQCV
56,09%; SBV 10%; CBPV 15,85%.

O vrijednostima i navodima iz literature i 0 svakom nalazu virusa dace se detaljnije
obrazloZenje tako da se svaki nalaz virusa péela pojedina¢no analizira u kontekstu

dobijenih rezuultata i dosadasnjih literaturnih podataka.

Nedugo nakon $to je V. destructor infestirala péele zapadne hemisfere, uocena je
pojava klinickog simptoma koji je bio prezentovan u formi razli¢itih deformiteta i
atrofija krila, otkrivajuéi incidentno prisustvo virusa DWV. Ove promjene su bile u
direktnoj srazmjeri sa stepenom infestacije Varroama u razvoju same lutke te je
zakljuceno da poremecaji nastaju na nivuo hemolimfe infestirane lutke na kojoj
parazitira Varroa (De Jong et al.,, 1982; Koch and Ritter, 1991). Godine 1989.
utvrdeno je da promjene u izgledu krila nisu samo rezultat napada Varroe na pcele,

nego da se radi 0 virusom uzrokovanim klini¢kim simptomima. Iz tog perioda datira i
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naziv samog virusa — DWV (virus deformisanih krila) (Bailey and Ball, 1991; Ball,
1989, 1993). DWV je virus koji je izazivao skrivene, gotovo asimptomatske infekcije.
Na pcele se prenosi vertikalno, preko trutova i matica, ili horizontalo, preko hrane za
ishranu larvi (Hails et al., 2007). Ovaj vektorski prenos na lutku, osim S§to je
deformisao krila, dovodio je, po misljenju nekih autora, do skraéivanja i nadutosti
abdomena pcele, a u nekim sluc¢ajevima i do poremecaja diskoloracije abdomena (De
Miranda and Fries, 2008; Yue and Genersch, 2005; Yue et al., 2006, 2007). P¢ele sa
deformisanim krilima su nedovoljno vitalne i ugibaju u kratkom periodu nakon
njihovog izlijeganja. Na ovaj nacin, zahvadenost ovim virusom moze izazvati
znacajne Stete u zajednici. Ovo je opet u vezi sa razliitim stepenom infestacije
Varroama, koje na ovaj na¢in imaju funkciju vektora (Ball and Allen, 1988; Bowen-
Walker et al., 1999; Yang and Cox-Foster, 2007; Yue and Genersch, 2005).

Skorasnja ispitivanja su pokazala da se na mjestu virusne inokulacije u tkivo larve ili
lutke detektuje znacajna replikacija virusa, $to u slucajevima visokih titrova DWV
kojeg prenose grinje ocigledno dovodi do stvaranja odli¢nih uslova za razvoj $tetnih
uticaja DWV virusa u razvojnom obliku pcele (Gisder et al., 2009). Dokazano je da
Varroa nije samo mehani¢ki nego 1 bioloSki vektor za ovaj virus 1 da ¢e sve
posljedi¢ne funkcije i disfunkcije pcelinje zajednice biti u srazmjeru sa koli¢inom
DWYV infekcije. To znaci sljedece: Sto viSe grinja u koSnici nosi virus koji se u
njihovom tijelu dodatno replicira — veée su Sanse da ¢e lutka u razvoju razviti fatalnu
DWV infekciju i da, posljedicno tome, zajednica moze kolabirati, tj. nestati (De
Miranda and Genersch, 2010).

Gorenavedeno pokazuje da se na nivou mehanizma virus—Varroa—pcela na neki nacin
uti¢e na imunoloski sistem pcele, Sto dovodi do nastanka ocigledne klinicke slike
DWV infekcije. Posljednja istrazivanja ukazuju na mogucnost da Varroa moze
aktivno uticati na aktivaciju endogene DWV infekcije djeluje¢i imunosupresivno na
domacina (Navajas et al., 2008; Yang and Cox-Foster, 2005). Virus koji deformise
krila u asocijaciji sa V. destructor moze biti proglasen kao emergentni virusni patogen
sa teSkim efektima ne samo na nivou pojedni¢ne pcele, nego i ukupne pcelinje
zajednice. Cetvorogodo$nji monitoring koji je proudavao razloge i znacaj
prezimljavanja pcelinje zajednice potvrdio je negativan uticaj DWV virusa.
Utvrdivanje virusne sekvence DWV u mozgu asimptomatskih pcela radilica bio je
znacajan dokaz u posljedicnom zimskom mortalitetu takvih pcelinjih zajednica (Yue
and Genersch, 2005; Yue et al., 2007; Genersch et al., 2010).
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Incidenca i prevalenca DWYV jos uvijek se zasniva na molekularnom dokazu vise nego
na samoj patogenezi DWV. To znaci da virusni titrovi nisu neophodni i ne moraju biti
dovoljni da bi proizveli o¢igledne promjene deformisanosti krila.

U ispitanim slu¢ajno odabranim uzorcima pcela (n = 82) utvrdili smo prisustvo virusa
DWYV u 58 uzoraka, sto je ¢inilo 70,73% pozitivnih reakcija na ovaj virus.

Literaturni podaci govore 0 sljede¢im nalazima: DWV titar je pronaden u 25%
ispitivanih drustava u Svajcarskoj (Berthoud et al., 2010); posmatranjem postotaka
pozitivnih uzoraka u Austriji su dokazani rezultati za DWV: 25% u maju, 11% u julu i
24% u septembru (Novotny, 2007); u Holandiji DWV 16% pozitivnih uzoraka (Jozef
van der Steen, 2008); u Austriji je drugo ispitivanje u periodu 2006—2007. godine
dokazalo prisustvo DWV u 65% ispitivanih uzoraka (Rudolf Mossbechofer, 2008); na
Tajlandu DWYV je utvrden kod 33% uzoraka pcela; u Sloveniji u periodu izmedu
2006. 1 2008. godine, Gregorc Ales u cilju utvrdivanja virusnih infekcija kod matica
utvrdio je infekciju DWV u 65% uzoraka.

Virus hroni¢ne paralize pcela (CBPV) izaziva dvije klini¢ke manifestacije koje se
opisuju kao oboljenje pcela koje ne mogu letjeti, puzu i imaju asimetricno poloZena
krila. Ova forma bolesti je pracena teSkim dizenterijama u toku nekoliko dana. U
drugoj formi klini¢ka slika prepoznaje odrasle pcele koje izgledaju crne jer je kod njih
doslo do gubitka dla¢nog pokrivaca. Zajednica moze spontano ozdraviti mada u
znaCajnom postotku oslabljene zajednice mogu 1 uginuti. U slu¢ajno odabranim
uzorcima pcela (n = 82) utvrdili smo prisustvo CBPV u 13 uzoraka, §to je Cinilo
15,85% pozitivnih dokaza za taj virus. Literaturno postoje podaci koji govore o
sljede¢im rezultatima ispitivanja: grupa $vajcarskih autora, Hélene Berthoudet et al.
(2010), nije utvrdila prisustvo ovog virusa, u Austriji (Novotny, Koglberger 2007) i
Holandiji (Jozef van der Steen, 2008) takode nije bilo dokazanog prisustva CBPV, a u
uzorcima matica virus CBPV je u jednom istrazivanju u USA (Chen et al., 2005)
dokazan u 14% uzoraka.

Virus mjesinastog legla (SBV) izaziva infekciju legla koja za posljedicu ima uginuce
larve. Inficirane larve ne mogu preci u fazu lutke, pri ¢emu se stvara endocisticna
tenost oko integumentuma nepreobraZzene larve, formirajuci pri tome mjesini sli¢nu
strukturu po kojoj je ova bolest i dobila ime. Virus moze inficirati i odrasle pcele i
mozZe se propagirati u njima a da pri tome pcele ostaju sasvim zdrave. Infekcija ovim

virusom desava se najéesce u proljece prilikom intenzivnog razvoja legla. Ovaj virus
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se najlak$e klinicki prepoznaje, jer ima prepoznatljivu sliku mjeSinasto promijenjene
larve.

U uzorcima matica sa selekcijsko-reproduktivnih pélinjaka (n = 68) nije utvrdeno
prisustvo ovog virusa. U ispitanim (n = 82) slucajno odabranim uzorcima pcela
utvrdili smo prisustvo SBV u devet slucajeva, $to je ¢inilo 10,97% pozitivnih uzoraka.
Literaturno, u uzorcima matica postoje podaci o 87% pozitivnih dokaza na SBV u
poljskim pcelinjacima (Topolska, 2008) ili 62% uzoraka matica u USA (Chen et al.,
2005), a u Sloveniji (Gregorc A., 2009) 8% pozitivnih matica. Pregledom dostupnih
objavljenih epizootioloskih podataka komercijalnih pcelinjaka, saopsteni procenat za
SBV bio je razli¢it s obzirom na vrijeme i podrucje ispitivanja: SBV bio je prisutan u
austrijskim pcelinjacima posmatrano po mjesecima 44% u maju, 72% julu i 50% u
septembru (Novotny, Koglberger, 2007); u Njemackoj SBV je dokazan u 33%
uzoraka (Siede R. et al., 2008); u Holandiji 40% (Jozef van der Steen, 2008); na
Tajlandu 4% (Sirikarn Sanpa, Panuwan Chantawannakul, 2009).

lako je ABPV u pocetku bio smatran za ckonomski beznacajan virusni patogen
pcelinje zajednice, danas u njegovoj asocijaciji sa V. destructor on pokazuje znake
alarmatnog patogena. ABPV i IAPV su veoma bliski ¢lanovi familije Dicistroviridae.
ABPV je bio otkriven slu¢ajno u toku laboratorijskog rada na dokazu CBPV (Bailey
et al., 1963). Za razliku od CBPV, koji izaziva prirodno zariSte infekcije opisane kao
paraliza pcela (Ribiere et al, 2010), ABPV moze biti pronaden u istim
koncentracijama kao i kod infekcija paralitiéne forme (izazavanih sa CBPV), kao i
kod apsolutno zdravih pcela (Bailey et al., 1963). U slucajevima vjestackih infekcija
dokazano je da ABPV postaje visokovirulentan i dovodi do uginuéa péela u roku od
3-5 dana nakon infekcije (Bailey et al., 1963). Ovakav nalaz razlikovao se od
dotadas$njih misSljenja da ABPV ima veoma nizak ili nikakav uticaj na zdravstveni
status inficiranih zajednica, te je u moguénosti izazvati hroni¢ne latentne infekcije bez
pojave simptoma bolesti. ABPV ima geografsku distribuciju sli¢nu onoj koju ima i A.
mellifera i posljedi¢no tome je izolovan iz apsolutno zdravih odraslih pcela iz
razli¢itth regiona svijeta. Dotada$nje naizgled benigne forme ABPV infekcije
dramati¢no su se promijenile nakon pojave V. destructor u Evropi (Allen and Ball,
1996; Anderson, 1988; Bailey, 1965, 1975; Bailey et al., 1981; Hung et al., 1996a;
Tentcheva et al., 2004).

U jako infestiranim pcelinjim zajednicama, leglo i odrasle péele mogu ocigledno
ugibati zbog posljedica infekcije ABPV (Ball, 1983, 1985; Ball and Allen, 1988;
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Bekesi et al., 1999; Berenyi et al., 2006; Hung et al., 1996c; Nordstrém et al., 1999;
Ritter et al., 1984).

Imajuéi u vidu ekstremnu virulentnost virusa ABPV kada se on injicira u hemolimfu
pcele, nije zacudujece da je taj virus poceo izazivati znacajne probleme, posebno zato
Sto je ABPV vektor koji je u stanju prenijeti na larve i odrasle pcele (Ball 1989). Za
ABPV V. destructor sluzi kao mehanicki vektor (Ball, 1989; Tentcheva et al., 2004;
Wiegers 1988). Za razliku od uloge u vektorskoj transmisiji DWV, nema do sada
jasnih dokaza da V. destructor podrzava ili dozvoljava ABPV replikaciju i kao takva
teSko moZe da bude bioloski vektor za ABPV. Cinjenica da se virus ABPV &esto
nalazi kako u klini¢ki zdravim tako i u uginulim uzorcima pcela tesko je procijeniti
znacaj ove infekcije na njegovu ulogu u procjeni zdravstvenog statusa (Bekesi et al.,
1999; Berenyi et al., 2006; Tentcheva et al., 2004).

Dvogodisnja studija koja je proucavala zna¢aj ABPV 1 zimske gubitke pcelinjih zajednica
u Njemackoj (Siede et al., 2008) dokazala je signifikantnu znacajnost u odnosu na stepen
infekcije prije zime (ABPV) i zimskih uginu¢a za sezonu 2005/2006, Sto nije dokazano u
periodu 2004/2005. Nakon toga, jedna opsezna njemacka studija koja je trajala cetri
godine i u ispitivanje ukljucéila 1200 kosnica sa vise od 120 pcelinjaka dokazala je
visokosignifikantnu relaciju izmedu ABPV infekcije u jesen i gubitka péelinjih zajednica
u toku prezimljavanja (Genersch et al., 2010).

Napadnutost pcelinje zajednice grinjom V. destructor i pridruZenost infekcija DWV i
ABPV ocigledno da ima klju¢nu ulogu u jednom posebnom sindromu koji se naziva
parazitarno-krpeljski sindrom (Hung et al., 1995, 1996b; Shimanuki et al., 1994). Ta¢na
uloga Varroe u povecaju virulentnosti u ABPV nije jo$ uvijek sasvim odredena.

U ispitanim slu¢ajno odabranim uzorcima pcela (n = 82) utvrdili smo prisustvo virusa
ABPV u 32 ispitana uzorka, $to je ¢inilo 39,02% ukupno pozitivnih rezultata na ovaj
virus. Literaturni podaci govore o sljede¢im nalazima za virus ABPV: u Austriji
pozitivnih rezultata je bilo u 2% u maju, 57% u julu 52% u septembru (Nowotny, H.
Koglberger 2007); u Njemackoj ABPV utvrden je u 34% (Siede R. et al., 2006); u
Holandiji (Jozef van der Steen, 2008) na uzorku od 170 slu¢ajno izabranih pcelinjaka
Sirom zemlje nije utvrdeno prisustvo ABPV (0%); u Sloveniji je Gregorc, A. (2009)
dokazao kod matica ABPV u 4% slucajeva. Na Tajlandu (Sirikarn Sanpa, Panuwan
Chantawannakul, 2009), na 46 zdravih ko$nica uz primjenu RT-PCR detektovano je
20% ABPYV uzoraka pcela.

Izraelski soj virusa akutne paralize pcela otkriven je nedavno, a dokazan je na
teritoriji Izraela. Homogenizat virusa samo jedne uginule pcele bio je u vjestackoj
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infekciji u stanju izazvati teSke forme mortaliteta vjestacki inficiranih larvi na nivou
cijele zajednice (Maori et al., 2007). Mnogobrojna istrazivanja koja su proucavala
prisustvo IAPV pokazala su da je on bio u populaciji pcela prisutan duze vrijeme
(Chen and Evans, 2007; Palacios et al., 2008), ali su se nalazi IAPV, greskom, zbog
njihove vrlo bliske genetske srodnosti proglasavali za virus kasmirske bolesti pcela
(KBV). Ovo je bio razlog zbog kojeg su nastale mnogobrojne greske u dijagnostici
ova dva virusa, koje je ¢ak bilo vrlo tesko razluciti uz pomo¢ konvencionalnih
reverzno-transkripcijskih polimeraza lan¢anih protokola (De Miranda et al., 2010).
IAPV je ekstemno virulentan kada se injicira u lutke odrasle pcele (Maori et al.,
2007). Postoji sumnja da V. destructor na isti na¢in uti¢e na virulentnost IAPV kao §to
to ¢ini u sluéaju DWV i ABPV. Za sada, malo je toga poznato u odnosu na
transmisiju i patoloSke mehanizme IAPV, jer je taj virus nedavno postao fokus
virusologa jer se smatralo da je jedan od osnovnih faktora u nastanku CCD, sindroma
iznenadnog gubitka pcelinjih zajednica, uglavnom na teritoriji USA (Van Engelsdorp
et al. 2007, 2009). Potencijalna virulentnost IAPV, kako za pcelu tako i za zajednicu,
neupitna je jer je ovaj virus bio identifikovan kao marker ili sekundarni agens za
slu¢aj CCD (Cox-Foster and VVanEngelsdorp, 2009; Cox-Foster et al., 2007), tako da
je koristen jedan antivirusni tretman specifi¢an za IAPV (RNK-1) koji je bio u stanju
utihnuti IAPV infekciju i umanjiti simptome CCD (Maori et al., 2009).

U vrijeme prikupljanja i obrade uzoraka iz 2007. i 2008. godine sa teritorije BiH,
virus APV nije bio predmet istrazivanja u laboratoriji veterinarskog fakulteta u Becu.
Laboratorija u to vrijeme nije posjedovala prajmere za ovaj soj ABPV. Kako bismo
dopunili informaciju o eventualnom pristvu ovog soja u BIH, $to se moglo vezati za
interes istraZivanja ovog rada, poslali smo sluc¢ajan uzorak zdravih i uginulih pcela po
dogovorenoj proceduri sa medijumom za konzervisanje uzoraka. Ispitivanje koje je
sprovedeno u Francuskoj u okviru aktivnosti radne grupe za kontrolu patogena nije
potvrdilo prisustvo virusa u dostavljenim uzorcima. Kako se radi o visoko
pretpostavljenoj prevalenci (vise od 50%), u epizotioloSkom ispitivanju na malom
broju uzoraka nije utvrdeno prisustvo IAPV, §to ne isljucuje moguénost prisustva
virusa sa manjom prevalencom. IAPV je prevalentan na Srednjem Istoku, Australiji i
USA (Cox-Foster et al., 2007), ali se mnogo rjede nalazi na teritoriji Evrope (De
Miranda et al., 2010, Genersch et al., 2010).

Literaturni rezultati u svijetu sugeri$u da je IAPV djelomi¢no odgovoran za opisane
simptome i uginuc¢a pcelinjih zajednica u toku CCD, mada to nikada nije jasno

potvrdeno.
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Kasmirski pcelinji virus (KBV) otkriven je kod pcela u razli¢itim dijelovima Azije, ali
sada se ve¢ zna da je prisutan u dijelovima USA i nekim dijelovima Evrope (Norman
Carrec, 2009). Ovaj virus je dokazano fatalan nakon laboratorijskih infekcija pcela, a
dokazano je da je Varroa destructor u stanju prenijeti KBV. Takode je dokazan
direktan prenos sa pcele na pcelu. Znacaj i moguée emergentne forme panzootski
prisutnog virusa KBV privukli su najviSe istrazivac¢kih radova, ali nema jasnih
podataka o njihovoj prevalenci, osim u slucaju holandskih ispitivanja (Jozef van der
Steen, 2008) koji nije je u uzorku od 170 slu¢ajno izabranih pcelinjaka Sirom zemlje
utvrdio prisustvo niti jednog nalaza virusa KBV (0%).

U uzorcima matica u jednom ispitivanju dokazano je 21% pozitivnih dokaza za
prisustvo KBV (Chen et al., 2005).

U 68 uzoraka iz selekcijsko-reproduktivnih centara iz Republike Srpske nismo uspjeli
dokazati prisustvo KBV, a u ispitivanju uzoraka sa pcelinjaka BiH (n = 82) nismo

uopste radili dokaz za ovaj virus.

Virus crnog mati¢njaka, BQCV, cesto je dijagnostikovan virus kod pcela. Klinicki
virus inficira lutke matice, posebno u sezoni prolje¢e — rano ljeto. Inficirani
mati¢njaci zadobijaju specifi¢an izgled u kojem su zidovi mati¢njaka manje ili vise
crno prebojeni, dok se u njima zatice uginula i potamnjela lutka matice.

Virus BQCV u istrazivanjima u reproselekcijskim centrima u Republici Srpskoj 2006.
godine (n = 68 uzoraka) bio je jedini dokazan virus kod radilica i neoplodenih matica
u Sest od sedam ispitanih lokacija. Istrazivanja iz Merilanda (USA) utvrdila su
prisustvo ovog virusa kod 100% ispitivanih matica, a u Sloveniji je BQCV dokazan sa
procentom infekcije 25% (Gregorc A., 2009).

U ispitanim (n = 82) slucajno odabranim uzorcima pcela utvrdili smo prisustvo
BQCV u 46 uzoraka, sto je bilo ukupno 56,09% pozitivnih ispitivanja za taj virus.
Literaturno postoje podaci koji govore o0 sljede¢éim rezultatima ispitivanja: U
Njemackoj BQCV u 46% (Siede R. et al., 2006), u Austriji 67% u maju, 46% u julu i
43% u septembru (Novotny, Koglberger, 2007); a u periodu 2006—2007. BQCV
(47%) (Rudolf Mossbechofer et al., 2008), u Holandiji 92% (Jozef van der Steen,
2008).

Iz razloga nepotpunih i subjektivnih anamnestickih podataka, u sluc¢aju uginulih
zajednica, oslabljenih zajednica ili broj¢ano smanjenih zajednica, nismo uspjeli
utvrditi jasne veze sa prisutnim identifikovanim virusima, kao ni neku pravilnost u
njihovom pojavljivanju na odredenom teritoriju. Od osamdeset dva ispitana uzorka,
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njih 87,80% bilo je pozitivno na prisustvo bar jednog virusa. Cinjenica je da su se
virusi u naSem ispitivanju na teritoriji Bosne i Hercegovine detektovali u formama
Iz izradenih mapa uz pomo¢ softvera Arc GIS 10.0 ESRI jasno se vidi prostorna
distribucija pojedina¢nih virusa i péelinjaka, kao i zajednicki prikaz svih virusa na
jednoj mapi. Govoriti o nekoj sljedljivoj prostornoj incidenci virusa u ovom radu nije
mogucée zbog vrlo sloZzenih medusobnih korelacija virusa i domacina, a osobina
sluc¢ajno izabranog uzorka ne ostavlja moguénost preciznih epizootioloskih podataka.
U 10 uzoraka nije utvrdeno prisustvo virusa; 21 uzorak bio je pozitivan na jedan
virus; 27 uzoraka imalo je koinfekciju sa dva virusa, 15 uzoraka bilo je pozitivno na
tri virusa pcela; sedam uzoraka imalo je Cetiri razliita virusa, u dva uzorka
detektovano je prisustvo dijela genoma virusa specifi¢no za svih pet virusa.

Apis mellifera je vrsta koja je zbog velikog ekonomskog znacaja koji nosi sa sobom
predmet globalnih nau¢nih istrazivanja koja su u posljednjih nekoliko godina
popularno nazvana ,zlatna era u istrazivanju pcela®. Zahvaljuju¢i razvoju
molekularne tehnologije, doslo je do izuzetnog napretka u svim oblastima
biomedicinskih nauka. Istovremeno su humana, biljna i animalna virusologija
profitirale u ovom progresu u okviru kojeg je oblast virusa medonosnih pcela jos$
uvijek novina.

Nakon parazitizma koji je nastao kao posljedica adaptacije V. destructor na evropsku
pCelu, novu vrstu, evolucijski posmatrano, nastaje nova forma nacina opstanka
pCelinje zajednice koja do tada nikada ranije nije tako znacajno ugrozavala opstanak
vrste Apis mellifera.

OdrZivost komercijalnog, kao 1 hobistickog nacina pcelarenja zavisi¢e u prvom redu
od izbora i efikasnosti borbe protiv Varroe, a uspjesnost odabranih strategija bice u
direktnoj srazmjeri efikasnosti kontrole virusnih vektora i smanjenja virulentnih
napada tropizmom izmijenjenih virusa pcela. Poznata je Cinjenica da i na teritoriji
Bosne i Hercegovine nema nijedne zdrave pcelinje zajednice (jer ona bez intervencije
pcelara u suzbijanju Varroe ne bi mogla opstati), stavlja u tezak polozaj ovu vrstu
proizvodnje. Simbiotski odnos izmedu, evolucijski mjereno, tek pridosle Varroe i
virusa, kao i promjena tropnosti virusa u odnosu na tkivo, razlog je zbog kojeg se u
posljednih dvadesetak godina intenziviralo ispitivanje znacaja virusnih infekcija
pcela. Razvoj molekularnih tehnika omogucio je jednostavniji uvid u prevalencu
virusnih bolesti, $to ¢e omoguciti potpunije informacije u razumijevanju zaista
dominantnih patogenih faktora i njihov uticaja na homeostazu pcelinje zajednice u

nekom ekolo$kom sistemu.
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Mnogobrojne studije do sada su se bavile raSirenoS¢u virusnih infekcija u formi

inaparnetnih multiplih infekcija, ¢ak u naizgled zdravim pcelinjim zajednicama.

Rezultati koji su dobijeni u oblasti molekularnih ispitivanja na prisustvo virusnih
infekcija pcelinjih zajednica Apis mellifera u Bosni i Hercegovini pomogla su
potpunijem uvidu u vrlo raznoliku ,,patosferu”. Nedostatak monitoringa u svijetu u
odnosu na virusne bolesti pcela, kao i nepostojanje sistema informisanja u slucaju
pojave virusnih ZariSta u smislu prijavljivanja ZariSta, aktuelan je problem. Ne postoji
analiza rizika u sistemu procjene opasnosti novih i emergentnih virusnih bolesti pcela.
Takode, nepostojanje zakonskih procedura koje bi bile u stanju na neki nacin
kontrolisati virusne bolesti dio je problema o kom ¢e se vjerovatno u buduc¢nosti OIE
vise baviti.

U prilog unapredenju znanja u ovoj oblasti istrazivanja patogena vrste Apis mellifera,
koja su se u vremenu izrade teze paralelno po drugim osnovama deSavala na teritoriji
Bosne i Hercegovine, a koja se mogu dovesti u vezu sa tumacenjem zdravstvenog
statusa zajednice, za potrebe diferencijalne dijagnostike, nekih zahtjeva medunarodne
trgovine, kao i selekcijsko-reproduktivnih zahtjeva zdravstvenog statusa zajednica

bice dodata u sljede¢im epizootioloskim podacima:

1. Monitoring gubitaka pcelinjih zajednica po pravilima medunarodno
standardizovanog upitnika koji je trebalo da prikupi i uporedi podatke o gubicima u
pcelarstvu koliko je to globalno maksimalno moguce i na taj nacin objektivno
¢injenicama potkrijepi misljenje o pove¢anim gubicima pcelinjih zajednica u svijetu
(Van der Zee et al., 2012; Neumann et al., 2010).

U upitniku COLOSS projekta koji je pratio gubitke pcelinjih zajednica tokom cetiri
projektne godine dobijeni su sljede¢i podaci za Bosnu i Hercegovinu: 2008/2009:
10,23%; 2009/2010: 8,6%; 2010/2011: 13,7%; 2011/2012: 20,23% (Santra¢ eat al.,
2012).

Na osnovu zvani¢nih izvjeStaja ministarstava poljoprivrede oba entiteta BiH za
sezonu 2009. u sistemu subvencija Bosne i Hercegovine, registovano je 4115 pcelara
koji su imali 262 780 prijavljenih kosnica. Dokazani gubici za sezonu 2009/2010. bili
su 8,6% pcelinjih zajednica, §to je proracunato na ekonomske Stete iznosilo 5 303 998
evra. Kada se ovoj vrijednosti doda utvrden koeficijent vrijednosti opraSivanja,
ukupna Steta za izgubljenih 8,6% pcelinjih zajednica iznosi 24 086 680 evra.

Masovni gubici koji se prijavljuju u svijetu prevazilaze okvire proucavanja jedne

laboratorije ili istrazivackog centra ili samo jedne zemlje. Potreba da se slika gubitaka
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sagleda obuhvatnije dovela je do pokretanja Projekta unutar COST akcije EU,

medunarodne mreze COLOSS (prevencija gubitaka pcelinjih zajednica) na nacin da

se kreiranom koordinacijom utvrde i sprijee znacajni gubici pcela globalno. Za tu

potrebu, 339 naucnika iz 57 participiraju¢ih zemalja u Cetiri godine planiranog rada

pokusali su ostvariti medunarodno prihvaéene standarde u monitoringu i primjeni

dijagnostickih postpaka, kao i poznavanju patogena, vitalnosti, biodiverziteta i

genetike medonosne pcele.

Enorman je stres na koji se pcele evolucijski nisu mogle mogucnosti prilagoditi.

Eticki pristupi ovoj grani proizvodnje se ¢esto ne priznaju i ne postuju. Govoreéi o

etici danas u svijetu za mnoge zivotinjske vrste postoji na¢in zastite nazvan ,,dobrobit

Zivotinja“ (animal welfare). Ovo je zakonski propisana oblast djelovanja veterinarske

medicine koja ima strogo propisane forme pet minimalnih prava zivotinja, a samim

tim 1 pCela (mada se o tome do sada nije na takav nacin razmisljalo):

e pravo na hranu i vodu: slobodan pristup svjezoj vodi i hrani, §to ¢e omoguditi
zdrav razvoj 1 Zivot;

e pravo na udoban smjestaj: zivot u prikladnoj okolini, osigurani zaklon i mjesto za
odmor;

e pravo na zivot bez boli, ozljeda i bolesti: prevencija ili rano dijagnostikovanje i
lijecenje bolesti;

e pravo na izraZavanje prirodnog ponasanja: Zivot u prikladnom prostoru i uslovima,
kao 1 drustvu zivotinja iste vrste;

e pravo na Zivot bez straha 1 opasnosti: zivot u uslovima koji ¢e sprijeciti psihicke

patnje i stres.

Vlasnici zivotinja, drzaoci kojima su one date na brigu, imaju obavezu da poStuju
zahtjeve zakona o dobrobiti zivotinja. Poznajuc¢i postupke pcelarske prakse i
razmi$ljanja o ovih pet Zivotnih prava stiCe se utisak kako pcele danas nemaju u
najve¢em broju slucajeva mnoga od pobrojanih prava, iako proizvode hranu i ¢ine
poljoprivredu uspjesnijom te iako nisu zagadivaci i ne trebaju nikakve ekoloske takse.
Bilo bi dobro dozivjeti priznanje prava pcelama i potrebu njihovog ocuvanja kroz
zakon o dobrobiti p¢ela. Kada ova ideja u strucnoj, ali 1 pcelarskoj javnosti dostigne
kritiénu masu interesovanja, moguce je zahtijevati od OIE (Svjetska organizacija za
zdravlje zivotinja) da se 1 pcele uvrste na listu vrsta koje su pod zaStitom zakona o
dobrobiti Zivotinja. Do tada, pcelari u mnogim zemljama imace na raspolaganju

vlastito znanje i podr$ku drzave u zastiti pcela, a glavni pravci ka smanjenju gubitaka
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desi¢e se kroz usvajanja opisanih praksi (dobre pcelarske i dobre veterinarske prakse

na pcelinjaku) i optimizacije nacionalnog i medunarodnog zakonodavstava.

2. Ispitivanje prisustva protozooarnog patogena N. ceranae koji se koincidentno
pominje kao jedan od znacajnih patogena koji utiCe na prezivljavanje pcelinjih
zajednica na teritoriji BiH po prvi put je radeno 2009. godine (Santra¢ et al., 2009). U
uzorcima pcéela sa razli¢itih teritorija Bosne i Hercegovine molekularno-bioloskim
metodama u svim ispitanim uzorcima dokazana je infekcija sa N. ceranae, §to
dodatno komplikuje razlucivanje klinicke slike oboljenja i koincidentnih nalaza
razli¢itih patogena u slucaju dijagnosti¢ke forenzike, a $to se moze dovesti U vezu i sa
tumacenjem znacaja virusnih infekcija. U svim pretrazenim uzorcima nije bilo
ustanovljeno prisustvo N. apis, $to ukazuje na mogucnost da je na teritoriji Bosne i
Hercegovine doslo do kompletne zamjene ,,stare N. apis novom vrstom N. ceranae.
Nozemoza pcela je enzootska parazitoza, ali je unos novog patogena, emergentnog
takode, Nosemae ceranae, umnogome promijenio klini¢ku sliku bolesti, kao i mjere u
u kontroli ovog patogena.

3. Na osnovu podataka protokola, parazitoloskih pregleda uginulih pcela u
dijagnostickoj laboratoriji Veterinarskog instituta praceno od 1994. godine nije bilo
dokaza traheale grinje Acarapis Woodi, te tako, s obzirom na to da nema ni drugih
literaturnih podataka o prisustvu trahealne grinje u BiH, ona nije od znacaja u procjeni

rizika zdravstvenog statusa pcelinjih zajednica.

4. Utvrdivanje prisustva uzroCnika americke 1 evropske gnjilo¢e pcelinjeg legla iz
uzoraka meda iz plodiSnog dijela medista pcelinjih zajednica u aktivnom monitoringu
izvrSena su ispitivanja tokom 2010. godine na teritoriji Republike Srpske, u projektu
koji je imao za cilj ranu dijagnostiku bolesti legla. U ovom ispitivanju utvrdeno je da
je uzrocnik americke gnjilo¢e utvrden iz uzoraka meda u 6,7% slucajeva, a da je B.
alvei (sekundarni patogen, pratilac infekcija evropske trulezi) u istim uzorcima imao
11,2% pozitivnih izolacija. Saznanja iz ovog projekta (Santrac V., 2011) znacajna Su i
u kontekstu ove teze, zbog Cinjenice da se prisustvo i ovih bakterijskih patogena moze
navesti kao jedan od mogucih rizika stresa u pcelinjim zajednicanama koji mogu

potencirati efekte virusnih infekcija i obrnuto.

5. Znaajan aspekt ispitivanja prisustva virusa odnosi se 1 na istovremeno

kontrolisanje stepena infestacije Varoom (Martin et al., 1995; Korpela et al., 1993;
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Fuchs et al., 1990), $to smo za potrebe opservacija o znacaju Varroe i u BiH, dokazali
I u ovom radu na primjeru samo jednog pcelinjaka. Dobijeni rezultati daju vrlo
slikovit prikaz realnog dinamickog statusa parazita u kosnici. Dinamika dnevnog pada
Varroe, pra¢ena u periodu sa leglom i bez legla u zajednici, izbor ljekovitog sredstva i
njegova efikasnost na nekoliko zajednica jasno pokazuju kako je nemoguce virusne
infekcije p¢ela posmatrati bez osvrta na prisustvio vektora V. destructor. Pitanje o
zdravlju ili vitalnosti zajednice danas viSe nije teoretsko nego jasno u odredenju
prezivljavanja pcelinjih zajednica. Visoka infestacija Varrom jednako je (=) bolesna
zajednica koja bez pomo¢i pcelara ne moze opstati (Rosenkranz et al., 2010). Na
primjeru nasih rezultata, a radilo se o pcelinjaku sa dobrom pcelarskom praksom i
¢injenicom da je evidencija pada Varroe kontrolisana po medunarodno prihva¢enom
preporukama, znacaj odnosa krpeljsko-parazitarnog sindroma je jasan.

U aktivhom nacinu borbe protiv Varroe razli¢itim preparatima, ranijih godina na
ispitnom pcelinjaku, uocava se znacajno visoka infestacija grinjama, $to, kada se ima
u vidu znacaj vektorskog Sirenja virusa, te mulifaktorijalnosti efekata u ovom
virus—grinja—pcela odnosu ¢ini vise kompleksnim. Postavlja se pitanje koliki to
infestacijski pritisak Varroom zajednica moze podnijeti, a da pri tome ne dode da
njenog uginuca. Zvani¢no postavljen limit od 5 Varroa na 100 péela, 5% infestacije,
(Generch et al., 2010) treba uzeti kao eksperimentalno dokazanu vrijednost za
odredene geografsko-klimatske regione. Za iste kriterijume, nazalost, u Bosni i
Hercegovini nisu radena ispitivanja stepena infestacije racunatog na broj pcela. NaSa
ispitivanja broja Varroa odnosila su se na kontrolu prirodnog i terapijski uzazvanog
pada Varroe, pri ¢emu nije vrena ocjena jacine i brojnosti pcelinjih zajednica. Pracen
je i pad Varroe nakon primjene dva najce$¢e primjenjivana antivarroa tretmana:
amitraza i mravlje kiseline. Predstavljeni rezultati imaju cisto deskriptivan
epizootioloski znacaj bez potrebe iskazivanja statistiCki komplikovanim formulama.
Svakako da dalja ispitivanja stepena infestacije Varroom treba uraditi kao bi i analiza
rizika u ulozi Varroe u budzetu nestanka i gubitaka pcelinjih zajednica bila potpunija.
Varroa destructor narusava homeostazu pcelinje zajednice, a u prisustvu virusnih
infekcija Stete od ovog parazitizma su jo§ drasti¢nije. Ovo je opisano u sluc¢ajevima
kada je doslo do potpunog uginué¢a Varroom infestiranih zajednica kod kojih je
istovremeno utvrdeno prisustvo jedne ili viSe vrsta virusa, te se ovakvo uginuce
naziva posebnim imenom ,,bee parasitic mite syndrome*. U prilog tome, iako do sada
najmanje proucavani, virusi ¢e, posljedi¢no, mnogobrojnim naucnim istraZzivanjima,
dati odgovor na veliki broj nerazjaSnjenih uginuc¢a za koja se pravi uzrok nije mogao

pronaci ili za ¢ije uzroke su se optuzivali neki drugi patogeni koji su samo koincidirali
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mjestu i vremenu fatalne infekcije. Veéina od osamnaest poznatih virusa pcela mogu
egzistirati unutar pcelinje zajednice, a da pri tome ne izazivaju nikakve simptome
infekcije, ne uti¢udi na zdravsteveni status zajednice (Gauthier et al., 2007; Tentcheva
etal., 2004).

Nejasan status odnosa izmedu virusnih infekcija 1 stepena izrazenosti ,,specificnih
simptoma“ vezanih za virusne infekcije nije ostavio mjesta za tvrdnje o realnom
patolosSkom ucinku izolovanih virusa. Multiple virusne infekcije uslozavaju
razumijevanje uceSca virusa koji se po danaSnjem prihvatanju patoloSkog ucinka
smatraju emergentnim, $to je dokazano za DWV i APBV infekcije.

Kvalitet uzorka tokom postupka sakupljanja i njegovog procesuiranja nacin
,konzervacije* virusa u toku dostave, veli¢ina uzorka i na¢in ekstrakcije virusnih
infekcija za PCR dijagnostiku ostaje da se standardizuje, ali opet trenutno samo za
nivo istrazivanja virusnih infekcija, ali ne i za moguce preporuke uvodenja metode po
OIE standardima.

Buduca ispitivanja u dokazu virusnih bolesti u pogledu epidemioloskih ispitivanja
trebalo bi dopuniti, pored kvantitativnog, i kvalitativnim ispitivanjem u real time PCR
proceduri dokaza molekularnih patogena. Bilo bi idealno kada bi se kreirao dobar
protokol za multipleks PCR, §to bi pojednostavilo i pojeftinilo ovu neophodnu
dijagnostiku, §to u vrijeme izrade ove teze u dijelu laboratorijskin dokaza nije bilo
moguce.

Takode, potrebno bi bilo izvrsiti evaluaciju upotrebljivosti uzorka s obzirom na
vrijeme, nacin, koli¢inu i njegovo ¢uvanje jer je utvrdeno da se zbog neadekvatnog
procesuiranja uzorka deSavaju degradacije nukleinskih kiselina virusa te nastali
nukleinski isje€ci nemaju potreban integritet kojim se moze detektovati trazena
veli¢ina sekvence. To se narocito odnosi i na dio rezultata ove teze koji su dobijeni u
postupku ekstrakcija nukleinskih kiselina metodom trizol ekstrakcije. Mnogo bolji
izbor s obzirom na kvalitet (i znatno skuplji) jeste ekstrakcija gotovim komercijalnim
kitovima sa silicijumskim membranama u kojim postoji dodat specifi¢an nosac za
RNK materijal, tako da je ukupna koli¢ina ekstrahovane RNK u tom slucaju veca, a

kvalitet nukleinskih kiselina bolje ocuvan.

Na putu laboratorijskih standardizacija je i rad medunarodne pcelarske naucne
javnosti koja je kao glavni ,,proizvod* projekta o prevencijama gubitaka pcelinjih
zajednica, COLOSS, FA0803, COST akcije Evropske unije, izradila vodi¢, Priru¢nik
za standardizaciju istrazivanja u pcelarstvu sa naslovom ,,COLOSS BEEBOOK -
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standard methods in Apis mellifera research”, u ¢ijem se jednom dijelu obraduju i

virusne infekcije, kao i njihova dijagnostika.

COLOSS

BIEEB W)

Standard Methodologies
for Apis mellifera Research

Fdited by Vincent Dietemann, Aaenes D. Eills, Peter Newmann

Slika 28. Naslovna strana Prirucnika

Priru¢nik ¢e biti publikovan on-line, sa otvorenim pristupom i u specijalnom izdanju
Casopisa Journal of Apicultural Research, u decembru 2012, a bice, u aprilu 2013,
Stampan i kao knjiga (Wiliams et al., 2012) .

Koliko ¢e ove procedure dijagnostike virusnih infekcija pcela uticati na proSirivanje
OIE dijagnosti¢kih metoda bolesti péela — ostaje da se vidi. Sto se tiGe promjena
nacionalne legislative koja reguliSe ovu oblast u Pravilniku zdravstvene zastite pcela,

sigurno je da promjene nece i¢i tako brzo.

Moguéi pristupi u kontroli virusnih infekcija bili bi utvrdivanje prevalence,
kategorizacija simptomatologije virusnih infekcija, poboljsanje dobre pcelarske
prakse na pcelinjaku, selekcija péela na otpornost virusnim infekcijama, proizvodnja
SPF virusnih zapata matica, efikasna kontrola infestacija sa Varroa destructor i
primjena endonukleaznih preventivnih i terapijskih tretmana.

U organizovanju i kontroli zdravstvenog statusa selekcijsko-reproduktivnih centara
bilo bi pozeljno uspostaviti sistem i kvalitativne i kvantitativne dijagnostike patogena,
kako onih klasi¢nih tako i novih, virusnih. Potrebno bi bilo revidirati standardne
procedure i protokole koji su do sada sluzili kao vodi¢ u procjenjivanju uzroka
zdravlja ili bolesti pcelinjih zajednica. Uvodenje redovne kontrole pcelinjaka na
prisustvo virusnih infekcija omoguéilo bi i opravdalo kompletnije postupanje
dijagnostickih laboratorija u dodjeljivanju definitivnih dijagnoza kako zdravstvenog

tako i patogenog stanja pcelinje zajednice. Dosadasnji selekcijski kriterijumi nisu
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definisali status virusnih infekcija kod matica jer se pogresno smatralo da su virusi
pc¢ela bezopasni, a da glavni gubici nastaju kao posljedica velike infestacije sa Varroa
destructor. U danasnje vrijeme, nakon niza dokaza Varroa—virus vektorskog odnosa
smatra se da znacanju ulogu u izazivanju uginuéa pcelinjih zajednica imaju virusi,
toliko da se danas za potrebe kupovine zdravih matica 1 rojeva pokrecu programi i
projekti za tzv. proizvodnju SPF matica metodama embriotransfera u proizvodnji
matica.

Moguce prevencije u suzbijanju virusnih infekcija pcela idu u dva pravca:
smanjivanje rizika od prenosa virusa i smanjenje virusnih titrova unutar pcelinjih
zajednica. Bez ikakve sumnje, savremeno pcelarstvo sa pokretnim ramovima,
globalno kretanje i trgovina pcelama i pcelinjim proizvodima znacajni su faktori za
nastanak i Sirenje virusnih bolesti pcela. Mnoge pcelarske prakse mogu smanyjiti rizik
od nastanka i Sirenja virusnih bolesti. Najefikasniji put za to je odvajanje inficiranih
od neinficiranih materijala. Proizvodnja i prodaja paketnih rojeva, matica, sperme,
kosnica i cijelih pcelinjaka, kao i njihovih proizvoda namijenjenih za hranjenje (polen
1 mati¢na mlije¢) najces¢i su nacini Sirenja asimptomatskih formi bolesti. Jedna od
preporuka jeste da bi se na jednoj lokaciji trebalo nalaziti od 5 do 20 zajednica, a ne
viSe od toga. Unos novih zajednica na lokaciju pcelinjaka trebalo bi da bude
podvrgnut uslovima prirodnog karantina i najmanje jednog kilometra distance u
odnosu na susjedni pcelinjak. Ovo je veoma znacajno za slucaj kontrole virusnih
infekcija u toku masovnih migracija pcelinjaka u potrazi za dostupnom hranom.
Smjestaj 1 gustina pcelinjaka je najznacajniji element u kontroli bolesti pcelinje
zajednice. Pribor koji se koristi na p¢elinjaku, kao i oprema za ekstrakciju meda rizik
su Sirenju bolesti, pogotovo $to se najcesc¢e razmjenjuju izmedu razlicitih vlasnika.
Bolje nacionalne i regionalne zakonske regulative kojim se definiSu rase pcela koje se
uzgajaju pomogle bi efikasnijoj kontroli i virusnih infekcija.

Virusi su ultimativno-oportunisticki patogeni koji za svoj razvoj trebaju koefekte
razlicitih spoljnih stresora kako bi se na nivou pcelinjaka pojavili epidemijski. To
znai da je prva mjera za smanjenje virusnog pritiska unutar pcelinje zajednice
potreba da se one ¢uvaju zdrave, jake i da se maksimalno umanje svi stres-faktori.
Tragovi virusnog prisustva detektuju se u vosku, drvetu kosnica, medu, pergi, Koji
mogu sadrzavati velike koli¢ine virusa te se napominje da je na inficiranom
pcelinjaku mnogo bolje vrsiti kompletnu zamjenu nastavaka da bi se maksimalno

izbjeglo inficiranje Cistih ramova sa starim, potencijalno inficiranim ramovima.
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Mozda ¢e se u buduénosti antivirusne terapije na nivou interferentih RNA-tehnologija
(Maori et al., 2009) pokazati kao efikasan nacin borbe protiv virusnih infekcija, ali i
dalje nece biti bez znaCaja potreba za razvijanjem genetski rezistentnih pcela na V.
destuctor i na razlic¢ite virusne infekcije.

Kako je jo$ davno rec¢eno, da bismo se sa nekom bole$c¢u borili na najefikasniji nacin,
uzro¢nik i naéini na koje on izaziva infekciju moraju biti identifikovani, a putevi
Sirenja, isto kao i uslovi sredine koji mu omogucavaju da se ispolji u formi epidemije,
jasno prepoznati (White, 1906). Ocigledno je da se ispitivanje prirodne evolucije
virusa pcela nastavlja. Proucavanje dinamike, Kinetike, patognomonike virusnih
infekcija jedan je od neophodnih koraka koji ¢e se morati napraviti na putu ka
razaznavanju i upoznavanju infekcija virusima pcéela. Molekularne metode u
dijagnostici virusnih bolesti pcela danas ne spadaju u procedure ,,state of art”. Radi se
0 procedurama koje ¢e u buduénosti biti znacajno pojednostavljene (multiplex PCR),
aplikativne, dostupne, ekonomski opravdane i sustinski neophodne.

Oblast tzv. molekularne patologije samo je dio informacija koje treba uvesti u
postavku Kohovih postulata i kada su virusne infekcije u pitanju. Komplikovanost,
nesenzitivnost 1 nedovoljna specificnost u seroloskoj dijagnostici virusnih infekcija
vjerovatno nece i¢i u prilog ovoj vrsti dijagnostike u buduénosti. Pobolj$anje se moze
ocekivati u uvodenju seroloSke dijagnostike virusa primjenom monoklonski
pripremljenih imunohromatografskih brzih testova, tzv. Lateral Flow Immunochro-
matographic Assays.

Nepostojanje efikasnih virusnih tkivnih kultura u klasi¢noj virusoloskoj dijagnostici u
buduénosti ¢e mozda biti prevazideno, ali zbog prekomplikovanosti metoda i

zahtjeva, takve laboratorije ovu dijagnostiku nece u€initi metodom izbora.

Prakti¢no klini¢ko prosudivanje znacaja virusnih infekcija danas su samo dio ukupne
patologije pcela i tesko je izbje¢i mogucénost koincidentnog sinergistickog djelovanja
viSe patogena. Vitalnost pcelinjih zajednica, genetski resursi, apitehnologija, gustina
pcelinjih zajednica, prisustvo razli€itih fizickih 1 hemijskih noksi treba uklopiti u
teSko prepoznatu sliku mozai¢ne strukture necega Sto se zove homeostaza pcelinje
zajednice.

Veterinarsko zakonodavstvo i veterinarske inspekcijske procedure morace se
modifikovati na na¢in da ¢e ubuduce vise biti ukljuceni u sprovodenje efikasnih mjera
kontrole bolesti 1 nametnika pcela, od kojih je 1 nadalje najznacajnija borba u kontroli

Varroa destructor.
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I jo§ jednom ostaje u diskusiji Hajzenbergovo videnje naucnih istrazivanja koje kaze:
»da priroda nije ono §to ona u stvari jeste, nego je to stanje prirode tumaceno

dostupnim metodama ispitivanja“.

ZAKLJUCCI

1. Na teritoriji Bosne i Hercegovine utvrdeno je po prvi put kvalitativno prisustvo
pet razli¢itih virusa koji inficiraju zajednice Apis mellifera.

2. Metodama molekularne dijagnostike dokazano je prisustvo dijela genoma
slijedec¢ih virusa: ABPV, BQCV, DWV, CBPV, SBV u formama pojedinacnih ili
multiplih virusnih infekcija.

3. Dobijena je sekvenca virusa BQCV (virus crnog mati¢njaka).

4. 87,80% ispitanih uzoraka bilo je pozitivno na prisustvo virusa. Dokazana
prevalenca pojedinih virusa u odnosu na broj uzoraka kretala se u vrijednostima:
ABPV 39,02%; DWV 70,73%; BQCV 56,09%, SBV 10%; CBPV; 15,85%.

5. U Bosni i Hercegovini u ispitanim uzorcima nije utvrdeno prisustvo izraelskog
soja virusa akutne paralize pcela (IAPV), kao ni virusa Kasmirske bolesti péela
(KV).

6. Infekcije su se detektovale u razli¢itim kombinacijama multiplih koinfekcija bez
posebnih karakteristika vezanih za geografsku distribuciju ili sezonsko koreliranje.

7. Prisustvo parazitske grinje Varroa destructor u formama razli¢itih nivoa
infestacija na medonosnoj pceli doprinosi Cinjenici da se virusne infekcije, a
pogotovo one sa DWV mogu smatrati emergentnim patogenom.

8. Standardizacija metoda molekularne dijagnostike kvalitativnih i kvantifakativnih
dokaza jos nije mogucéa. Postoje mnogobrojni protokoli razli¢itih ekstrakcija I
amplifikacjiskih protokola, ali su oni jo§ uvjek dio istrazivackih procedura koje
nisu uvrstene niti U jedan dijagnosticki protokol OIE Manuala.

9. Za pravilno donosenje suda o uzroku ugibanja pcelinjih zajednica, pored
postojecih  zahtjeva kontrole patogena pcela definisanih procedurama
dijagnostickog Manuala i Koda OIE-a, bilo bi potrebno imati i rezultate kojim bi

se dokazalo kvalitativno i kvantitativno prisustvo virusa kod vrste Apis mellifera.
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10.

Dobijeni rezultati opravdavaju potrebu edukacije veterinarskog servisa o znacaju
infekcija virusa na ukupan sistem nadzora i zastite zdravstvenog statusa vrste Apis

mellifera.
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