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1. UvOD

Predmet ovog rada je utvrditi prisutnost spora nozemoze (Nosema sp.) kod radilica i matica
medonosne pcele (Apis mellifera). Nozemoza je nametni¢ka bolest koja zahvaca odrasle péele.
Radi se o kozmopolitski rasprostranjenoj bolesti, prisutnoj u tropskim i suptropskim
podruc¢jima u kojima ne predstavlja veéi problem, do umjerenih podrucja promjenjive klime u
kojima ¢ini znatna oStecenja na pcelinjoj zajednici. Ova bolest uzrokovana je dvjema vrstama
jednostani¢nih, obligatnih unutarstani¢nih parazita, Nosema apis i Nosema ceranae, koji se
razmnozavaju stvaranjem spora. Kao posljedica obolijevanja, pcele prerano postaju
sakupljaCice te doprinosi patoloskim promjenama na epitelnim stanicama srednjeg crijeva
remeteci tako probavu i metabolizam, $to kao posljedicu ima neishranjenost pcela te prerano

ugibanje.

Za potrebe pisanja ovog rada provedeno je istrazivanje na terenu i u laboratoriju.



Medonosna pcela zivi u pcelinjoj zajednici funkcionirajuci kao jedna cjelina. Iz tog razloga
postoji velika moguénost prenoSenja zaraznih bolesti s jedne pcele na ostale pcele unutar
zajednice pa ¢ak i na cijeli pcelinjak. U slucaju zaraze, vazno je da ju pcelar primijeti na
vrijeme i toj zajednici posveti potpunu paznju kako ne bi doslo do pada prinosa meda i gubitka
pcelinjih zajednica. To nije uvijek lako, posebice preko ljeta kada dolazi do mnogih
prikrivenih bolesti koje je tesko uociti na vrijeme te se brzo prenose na ostale odrasle jedinke

koje zbog iscrpljenosti ugibaju u prirodi.

Slika 1. Medonosna pcela

Izvor: http://www.pcela-vucjak.org/?page_id=853
Upravo zato vazno je da pcelari budu upoznati sa sadrzajem vazecih normativnih akata

vezanih uz kontroliranje i suzbijanje pcelinjih bolesti. Neki od najvaznijih su (Tlak Gajger,

2017.).:

e Pravilnik o mjerama suzbijanja i iskorjenjivanja pcelinjih bolesti,

e Naredba o mjerama zaStite Zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti 1 njihovom
financiranju za tekucu godinu,

e Program kontrole i suzbijanja varooze i

e Program pracenja etinioze na podrucju Republike Hrvatske.

»Buduc¢i ne postoji obvezan godis$nji veterinarski pregled pcelinjaka, pcelar kao drzalac

zivotinja koje proizvode hranu je odgovoran za prepoznavanje odredenih promjena na
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pcelinjem leglu i/ili odraslim pcelama koje upucuju na sumnju 0 prisutnosti bolesti. Kod
bolesti koje su u EU od posebnog znacenja, a posebice u okviru medunarodne trgovine i
zahtjeva prilikom izvoza (Directive 92/65/EEC), o sumnji moraju obavijestiti predstavnika
ovlastene veterinarske organizacije koji je duzan obaviti pregled pcelinjih zajednica 1 po

potvrdivanju sumnje uzeti sluzbene uzorke za laboratorijsku dijagnostiku“ (Tlak Gajger,
2017.).

1.1. Osnovne znacajke zdravog legla

Matica pocinje s razvojem pcelinjeg legla sredinom sijecnja na samom pocetku pcelarske
godine, a na slici 2 prikazana je zdrava pcelinja zajednica. Optimalna temperatura u klupku je
oko 35°C, dok je pri krajevima koSnice nesto manja temperatura koja doprinosi pravilnom
razvoju legla. Raspustanjem klupka, matica povecava leglo u obliku koncentri¢nih krugova i
prelazi na susjedne okvire te se penje prema gornjem nastavku. Tek sneseno bijelo jaje
promjera 1 mm stoji okomito u sredini dna stanice iz kojeg se nakon tri dana izleze li¢inka.
Pcela hraniteljica ju hrani 6 dana i do 8000 puta, zahvaljuju¢i ¢emu li¢inka naraste i do 500

puta.

Slika 2. Zdrava péelinja zajednica

Izvor: http://pcelari-bujstine.com/


http://pcelari-bujstine.com/

Kod zdrave pcelinje jedinke li¢inke su bijele boje, a koluti¢i su dobro vidljivi. Upravo
promjene tih karakteristika upuéuju na bolest, stoga je pri sumnji na istu vazno promatrati
izgled pcele. Nakon 5 dana li¢inka se pocinje pruzati 1 pcele ju pokrivaju s poklopcem od saca
Sto je vidljivo iz slike 3. Pocinje razvoj koluti¢ave li¢inke u mladu pcelu. Nakon 21 dan iz
stanice izlazi mlada pcela radilica kojoj je prva funkcija ve¢ nakon dva dana ¢is¢enje saca |
hranjenje tek izlezenih péela kao §to su starije hranile i Cistile njih. Tablica 1 prikazuje vrijeme

razvoja pojedinih formativnih oblika pcele radilice.

Tablica 1. Razvoj péele radilice

Stadij razvoja Broj dana razvoja
Jaje 3 dana

Savijena li¢inka 5-6 dana
IspruZena li¢inka 2-3 dana
Kukuljica 10 dana

Ukupno 21 dan

Izvor: Bel¢i¢ i sur. (1982.)

Matica se razvija brze te je potrebno tek 16 dana za razvoj, dok je kod truta potrebno 24 dana.
Buduc¢i da je kod odraslih pcela tesko uociti bolest, one u pravilu ugibaju izvan kosnice. Dobra
matica njihov gubitak pokriva dodatnim zalijeganjem jaja Sto u prevelikoj invadiranosti bolesti
obi¢no ne bude dostatno te broj péela u pcelinjoj zajednici opada. Ukoliko péelar primijeti
opadanje broja pcela u zajednici, vazno je poslati uzorke u veterinarski laboratorij za

dijagnosticiranje bolesti kako bi se ista utvrdila prije nego je prekasno.



ZIVOTNI CIKLUS PCELE

JAJE LICINKA KUKULJICA ODRASLI STADIJ

Slika 3. Zivotni ciklus péele

Izvor: https://blog.dnevnik.hr/apikultura/2013/02/1631508163/zivotni-ciklus-pcele-
medarice.html

Kod dobro razvijenih proizvodnih péelinjih zajednica pri vrhuncu razvoja nalazi se i do 40000
péela radilica. Mlade péele po€inju s poslom ¢is¢enja saca, nakon ¢ega pripremaju hranu od
meda i peludi za pcele starije od 3 dana. Od Sestog do dvanaestog dana pcele pocinju luciti
mlije¢ kojom hrane najmlade li¢inke péela i maticu. One jo$ ne napustaju kosnicu te takve
pcele nazivamo kuéne pcele. Kada napuste koSnicu nazivaju se pcele izletnice ili sakupljacice.
Dobro pamte mjesto gdje se nalazi ko$nica. Zivotni vijek péela je oko 40 dana. Prije podetka
zimovanja, matica nese sve manje jaja, a radilice se pripremaju za zimu. Istjeraju trutove i
smjestaju med za hranu tijekom zimovanja. Kada je temperatura ispod 12 °C pcele formiraju
klupko sto je vidljivo iz slike 4. Zimske pcele imaju puno duzi Zivotni vijek od ljetnih pcela te

u pravilu do¢ekaju proljece.


https://blog.dnevnik.hr/apikultura/2013/02/1631508163/zivotni-ciklus-pcele-medarice.html
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Slika 4. Zimovanje pcela u klupku

Izvor: https://www.pcelarstvo.hr/index.php/radovi/pcelarska-radionica/318-termorequlacija-
kosnice-ljeti-i-zimi

1.2.  Najznacajnije bolesti medonosne pcele

Varooza je bolest koju uzrokuje nametni¢ka grinja, ektoparazit Varroa destructor. Zenke
nametnika zive na odraslim pcéelama i hrane se bjelancevinasto-masnim tkivom, dok se
razvojni oblici grinja hrane u poklopljenom leglu, pa se znakovi bolesti o€ituju na leglu i
odraslim pcelama. Kada se razvije veliki broj nametnika takva pcelinja zajednica slabi i posve
propada. Grinja je vidljiva golim okom, ovalnog, plosnatog tijela i smede-crvenkaste boje
(slika 5). Kako broj grinja u péelinjoj zajednici raste, ona slabi te ukoliko nije tretirana moze
uginuti. Lijekovi za suzbijanje bolesti dodaju se obi¢no u bezpasnom razdoblju zbog karence

na med.


https://www.pcelarstvo.hr/index.php/radovi/pcelarska-radionica/318-termoregulacija-kosnice-ljeti-i-zimi
https://www.pcelarstvo.hr/index.php/radovi/pcelarska-radionica/318-termoregulacija-kosnice-ljeti-i-zimi

Slika 5. Grinja Varroa destructor

Izvor: https://entomologytoday.org/2020/02/07/varroa-mites-new-guide-outlines-integrated-
pest-management-options/

Slika 6. Grinja Varroa destructor na pceli s deformiranim krilima

lzvor: Kovacié, 2018.

Zivotni vijek Zenki je 2-3 mjeseca po ljeti, a zimi 6-8 mjeseci, prezimljavaju zajedno sa
zimskim pcelama. Odrasle grinje nalaze se na pcelama ili u leglu (reproduktivna faza). Prije

razmnoZzavanja, s odraslih pcela ulaze u stanicu legla neto prije zaklapanja. Grinje preferiraju


https://entomologytoday.org/2020/02/07/varroa-mites-new-guide-outlines-integrated-pest-management-options/
https://entomologytoday.org/2020/02/07/varroa-mites-new-guide-outlines-integrated-pest-management-options/

trutovsko leglo jer razvoj trutovskog legla traje 4 dana duze od razvoja radilackog lega te se
uspije razviti visSe potomaka. Grinjama odgovara i ne$to niza temperatura za razvoj, matica
trutovsko leglo obi¢no zalijeZze na krajnje okvire gdje je 1 temperatura nesSto niza nego u
srediStu kosnice Sto je jedan dodatan razlog zbog kojeg grinja znacajno zaposjeda trutovsko
leglo. Odlazu jaja u unutrasnjosti stanice sa savijenim li¢inkama. Unutar stanice legla odvija
se sparivanje izmedu brata i sestre. Kada pcela izlazi iz stanice s njom izlaze i uspje$no
razvijene grinje, dok muzjak i nerazvijene grinje ostaju u stanici i ugibaju (Rosenkranz i sur.,
2010.).

Jako su pokretljive i prelaze s jedne péele na drugu. Cim se prihvate na péelu pokusavajuéi
do¢i do zatka. Zavlace se izmedu kolutica, probijaju tanku membranu i hrane se
bjelancevinasto-masnim tkivom. Tijekom zime Zzenke borave na zatku pcele ispod vostanih
zlijezda. Najces¢i prirodni nacin Sirenja je grabez i zalijetanje u tude koSnice no takoder i
pcelar nestru¢nim rukovanjem moze znatno proSiriti grinju po pcelinjaku. VVarooza se prosirila

po svijetu prodajom rojeva.

Nametnic¢ka grinja V. destructor takoder ima vaznu ulogu pri pojavnosti i Sirenju drugih
bolesti pcela, posebice zbog imunosupresivnog ucinka na invadirane pcelinje zajednice te
mogucnosti mehanickog prijenosa uzrocnika drugih bolesti pcela, a poglavito virusa kojima
sluzi kao mehanicki i/ili bioloski prijenosnik i rezervoar infekcije. Utvrdivanje varooze
provodi se apitehni¢kim radnjama i odgovaraju¢im laboratorijskim pretragama. Pcelar i sam
nakon tretiranja moZe na antivaroznoj podnici izbrojati broj otpalih grinja te imati pribliznu
sliku djelovanja lijeka i invadiranosti péelinje zajednice. Slaba invazija grinjama, uglavnom
prolazi neprimije¢eno. Proporcionalno broju grinja u zajednici je takoder jakost zajednice
odnosno na vise pcela i legla biti ¢e viSe grinja. U slucaju kada se ne provode mjere kontrole
varooze, dolazi do jake invazije koja uzrokuje vidljive klinicke znakove bolesti. Uobicajeno se
to najbolje uocava u kasno ljeto 1 bezpasno razdoblje. P¢elinja zajednica nije u moguénosti
pripremati se za zimovanje, skupljanje nektara i peludi $to obi¢no rezultira razoCaranjem u
rano prolje¢e odnosno pri prvom pregledu kada to temperatura dozvoljava time Sto obicno
dolazi do uginuca zajednice ili loSeg prezimljavanja §to rezultira slabim zajednicama u rano

proljece.



1.3. Nozemoza kod pcela

Nozemoza je nametniCka bolest odraslih pcéela prouzrokovana mikrosporidijama iz roda
Nosema, koje u nepovoljnim Zivotnim uvjetima stvaraju spore. Uzro¢nici nozemoze dvije su
vrste jednostani¢nih, obligatnih unutarstani¢nih parazita, Nosema apis i Nosema ceranae, koje
se razmnozavaju sporama. Spore uzrocnika bolesti ulaze u probavni sustav preko
kontaminirane hrane i vode ili tijekom socijalne interakcije s ostalim ¢lanovima pcelinje
zajednice. Uc¢inak nozemoze na pcele manifestira Sse na nacin da prerano postaju sakupljacice,
javlja se nedostatak kuénih pcela koje njeguju leglo, a zbog patoloskih promjena na epitelnim
stanicama srednjeg crijeva 1 poremecaja u procesima probave 1 metabolizma dolazi do
neishranjenosti. Hrana samo prolazi kroz crijeva pcele §to kao posljedicu ima glavni simptom
a to je izbalegana kos$nica. Bolesne pcele obi¢no ugibaju izvan kosnice zbog iznemoglosti, a
zbog nedostatka vidljivih znakova bolest je tesko zamjetljiva. Glavni simptom nozemoze
vidljiv je ukoliko su pcele zbog loseg vremena nekoliko dana u kosnici. 1z istih razloga naziva
ju se ,tihi ubojica®. Uc¢inak nozemoze na pcele manifestira se na nacin da prerano postanu
skupljacice, te znacajno kraceg zivotnog vijeka a zbog patoloskih promjena na epitelnim
stanicama srednjeg crijeva i poremecaja u procesima probave i metabolizma dolazi do

neishranjenosti, te posljedicno preranog ugibanja.

Najvece promjene se odvijaju na radilicama u vrijeme intenzivne aktivnosti u prirodi. Oboljele
péele stradaju izvan kosnice u prirodi. To dovodi svakako do slabljenja pcelinje zajednice, pri
¢emu se kod visoko inficirane zajednice primjecuju uginuca, ali za posljedicu nastaju manji
prinosi nektara i peludi. Spore N. ceranae imaju veliku sposobnost opstanka duze vremena u
kosnici, ali 1 u vanjskoj sredini, Sto doprinosi brzom S$irenju zaraze unutar koSnice 1 unutar
samog pcelinjaka. Spore nozemoze stradaju pri 70°C. Infekcija nozemozom ima negativne
posljedice na odraslu populaciju pcela, dok direktnog utjecaja na pcelinje leglo nema. Pcele
radilice koje unesu u svoj organizam spore nozemoze, ako su mlade od jednog tjedna obi¢no
ne proizvode maticnu mlijeC. Mlade matice koje su unijele spore nozemoze obicno su
zamijenjene ve¢ tijekom prvog mjeseca, a ako nema uvjeta za zamjenu matica, zajednice
ostaju bez matice i slabe. Cesto je smanjen i prinos meda kao i posljedica sporog razvoja legla

te opcenito pcelinje zajednice.



Slika 7. Spore nozemoze pod mikroskopom

lzvor: Autor
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1.3.1. Uzroénici nozemoze

Do sada je opisano oko 1200 vrsta iz roda Nosema s pretpostavkom da je to tek manji dio
njihovog ukupnog broja. Kod kukaca koji sudjeluju u oprasivanju opisane su samo cetiri vrste,
a za pcCele su najznacajnije dvije vrste, Nosema apis (Zander, 1909.) i Nosema cerana (Fries,
1996.) kao uzroc¢nici bolesti nozemoze. (Tlak Gajger, 2010.). Nosema apis je otkrivena kod
europske medonosne pcele i to je bio prvi mikrosporidij koji je opisan. Nosema ceranae je

izolirana i opisana (Fries, 1996.) iz azijskih medonosnih péela (Apis cerana).

1.3.2. Nozemoza uzrokovana nametnikom Nosema apis

Nozemoza je uzrokovana prazivotinjom Nosema apis. Uzroénik bolesti napada i razara stanice
srednjeg crijeva pcele. Oboljela pcela Zivi krace, a ugiba u prirodi §to pcelar teSko primjecuje.
Nozemoza je Cesto opisana i kao griza ili zarazni proljev kod pcela Sto je vidljivo posebice za
loseg vremena kada pcele i po nekoliko dana ne izlaze iz koSnice. Uzro¢nik nozemoze je
prazivotinja koja napada stanice srednjeg crijeva pcele, tu se brzo razmnozava i tvori spore
kojima se bolest $iri po ostalim péelama iz zajednice §to moze dovesti i do oboljenja cijelog
péelinjaka. One su karakteristicna ovalna oblika, duge 5 do 7 mikrometara i Siroke 3 do 4
mikrometra. Na sac¢u i u prirodi spore ostaju i zive nekoliko mjeseci, ali ih kuhanje u vodi
odmah ubija. RasprSene u medu ostaju i1 Zive 1 do godinu dana. Izvori nozemoze su pojiliSta
pcela, sace uprljano izmetinama bolesnih pcela i med u koji su dospjele spore. Putovi kojima
uzro¢nik nozemoze ulazi u zdravu pcelinju zajednicu razli€iti su, najces¢i je prirodni, voda
koju su zagadile izmetinama pcele bolesne zajednice no takoder i nestru¢nim radom pcelara.
Bolest se moze prenijeti i grabezom. Paraziti koji dospiju u srednje crijevo péele razaraju
njezne stanice 1 time remete njegovu probavnu funkciju. Ovisno o broju parazita znaci bolesti
pojavit ¢e se prije ili kasnije. Opcenito se smatra da je za uspje$nu invaziju potrebno vise od
100 000 spora (Bel¢i¢ i Sulimanovi¢, 1982.) Paraziti se u stanicama crijeva razmnozavaju
veoma brzo i stvaraju obilje spora koje s izmetinama izlaze iz péele. Najveci broj spora ¢ak i
do 50 milijuna nalazi se u crijevu dva tjedna nakon pocetka bolesti. Kod pcela koje ne mogu
balegati u straznjem se crijevu zna nakupiti i po viSe od 100 milijuna spora. Bolesna pcela ne

moze normalno probavljati hranu, pa osje¢a glad. Zbog toga uzima vece koli¢ine hrane, ali ta
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hrana samo prolazi kroz bolesno crijevo koje ne moze obavljati svoju funkciju. Osim
probavnih smetnji bolesne pcele imaju slabije razvijene mlijecne zlijezde. Zbog toga slabije
hrane leglo, pa je i razvoj péelinje zajednice, posebno u proljece otezan. Bolest se pogorsava
u toku zime kada pcele ne izlije¢u iz kosSnice. U zimske dane, kada nema procisnih izleta,
bolesne pcele balegaju u kosnici, §to pogoduje naglom Sirenju bolesti. Bolesne matice takoder

¢esto uginu u toku zime.

1.3.3. Nozemoza uzrokovana nametnikom Nosema ceranae

Obzirom na brze odvijanje zarazne vrste smatra se da je N. ceranae puno virulentnija i
opashija za europsku medonosnu pcelu. Pojava bolesti uzrokovana s N. ceranae je ¢esc¢a u
toplijim klimatskim podru¢jima, dok se bolest uzrokovana N. apis ucestalije javlja u hladnijim
klimatskim podru¢jima. Vrsta N. ceranae otkrivena je 1909. godine na azijskoj medonosnoj
péeli, a tek je 2006. zabiljezen prvi sluCaj zaraze europske medonosne péele kada je
laboratorijskom pretragom potvrden nalaz (Fries, 2006.). Patoloski podatci utvrdeni su na

péelinjacima u Spanjolskoj.

Patogeneza bolesti se odvija kao i kod invazije nametnikom N. apis. Klijanjem spora u Supljini
srednjeg crijeva. Unutar stanic¢ni razvoj N. ceranae u stanicama srednjeg crijeva odvija se na
slican nacin kao i razvoj N. apis (Fries i sur., 1996.; Higes i sur., 2006.; Chen i sur., 2009.).
Velik broj epitelnih stanica crijeva ispunjenih sporama nametnika upuéuje na samozarazavanje
i brz razvoj N. ceranae u organizmu europske medonosne péele, $to ukazuje na visok patogen

potencijal i virulenciju (Higes i sur., 2006.).

Osim §to je N. ceranae prakticki preskocila zapreku domacina, te s azijske medonosne pcele
presla 1 prilagodila se na europsku medonosnu pcelu, utvrdeno je da je doslo 1 do promjene
tropizma uzro¢nika u odnosu na N. apis. vrsta N. ceranae ne zadrzava se samo na epitelnim
stanicama srednjeg crijeva, ve¢ invadira i druge organe i tkiva pcele, poput malpigijevih
cjevCica, masnog tkiva i zljezdanog tkiva (Chen i sur., 2009.). Zasad poznati degenerativni
patoloski procesi ukljucuju upale crijevne stjenke koje dovode do smanjene apsorpcije

hranjivih tvari iz unesene hrane. Invadirane stanice propadaju, a time se smanjuje funkcija
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lucenja probavnih enzima. U takvim slucajevima pcele gladuju, smanjuju se rezerve
bjelancevina i masnog tkiva, te koncentracija masnih kiselina u hemolimfi. Takoder, dolazi do
poremecaja u razvoju mlije¢nih zlijezda mladih pcela koje zbog nedostatka bjelancevina,
odnosno resorbiranih aminokiselina, ne mogu proizvesti dovoljno mati¢ne mlije¢i koja
predstavlja osnovnu hranu za leglo i maticu. To za posljedicu ima manje zatvorenog legla i

pojavu kanibalizma dok se zivotni vijek péela smanjuje ¢ak do 78 % (Plavsa, 2006.).

Slika 8. Okviri i pogaca uprljani izmetom pcela

Izvor: https://www.agroklub.rs/pcelarstvo/nozemoza-neprijatelj-pcelinjaka/19724/
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1.4. Nozemoza i sindrom nestanka péelinjih zajednica

Sindrom nestanka pc¢elinjih zajednica (engl. Colony collapse disorder - CCD) je fenomen koji
se u proteklih nekoliko godina pojavio u péelarstvu SAD-a, a zatim i u ostalim dijelovima
svijeta. Karakterizira ga iznenadna smrt pcelinje zajednice uz nestanak odraslih pcela u
kosnici i ispred nje. U napustenim koSnicama obi¢no se nalaze dovoljne zalihe meda i peludi,
prisutnost zatvorenih stanica legla u kosnici i malo ili ni malo mrtvih péela na podnici. U
nekim slucajevima u zajednici Se moze na¢i matica i mali broj prezivjelih pcela.
Karakteristi¢an fenomen je da grabeZ u ovim druStvima nastaje kasno, ¢ak i prisutnost
StetoCina (voskova moljca) se rijetko sre¢e. Uzroci ovog sindroma vjerojatno su povezani i
posljedica su sinergijskog djelovanja razli¢itih bolesti pcela, nedostatka kvalitetne hrane,
intenzivna biljna proizvodnja i uporaba insekticida, prisutnost GMO biljaka te losa pcelarska

praksa.
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2. MATERIJAL | METODE

U svrhu pisanja zavr$nog rada provedeno je istrazivanje na terenu, te laboratorijska pretraga
pcela na prisutnost spora nozemoze. U svrhu istrazivanja skupljeni su uzorci radilica i matica
od tri generacije oplodnjaka. Tri generacije oplodnjaka odnosi se na oplodnjake Kkoji
othranjuju prvu maticu, odnosno drugu i trecu. Prilikom uzorkovanja iz svakog oplodnjaka
skupljeno je 20 pcela radilica i jedna matica koje su podvrgnute laboratorijskoj pretrazi (slika
9). Od svake generacije skupljeno je 15 uzoraka $to je ukupno 45 uzoraka.

Slika 9. Uzorak péela sa maticom

lzvor: Autor
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2.1. Laboratorijska pretraga

Nakon prikupljanja uzoraka na terenu uzorci su pohranjeni u ledenicu na duboko smrzavanje
do dana provodenja laboratorijske pretrage. Posebno su istrazivane matice, a posebno radilice.
Prvi korak u laboratorijskoj pretrazi bio je odvajanje zadka svake pojedine pcele, a posebno
matice (slika 10, slika 11 i slika 12).

Slika 10. Odvajanje zadka radilica i matice

lzvor: Autor
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Slika 11. Zadak matice odvojen za pretragu

lzvor: Autor

Slika 12. Zadci pcela nakon odvajanja

lzvor: Autor
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Drugi korak u laboratorijskoj pretrazi je dodavanje 0,5 mL destilirane vode po pceli u tarionik
s tu¢kom odnosno 10 mL sveukupno. Odvojeni zadci su zgnjeceni kako bi sadrzaj crijeva
izaSao te se uzorak promijesao kako bi se dobio §to bolji uzorak za gledanje pod mikroskopom
(slika 13). Uzorak se zatim uzima pipetom te se jedna kap stavlja na hemacitometar te pokriva
pokrovnim stakalcem za mikroskopiranje. Hemacitometar se sastoji od 25 pravilno
rasporedenih kvadrata pomocu kojih se pod svjetlosnim mikroskopom i poveéanjem od 400
puta broje spore na ukupno pet kvadrata. Ukupni broj spora izracunat je na nacin da se ukupan

broj spora utvrden na pet analiziranih kvadrata pomnozi s 50 000.

Slika 13. Priprema mikroskopskog preparata

lzvor: Autor
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Broj spora kod radilica

U ovom istrazivanju utvrden je prosjecan broj spora kod radilica od 5,48 miliona (tablica 2) s
rasponom od 0 do 20,4 milijuna, dok je srednja vrijednost bila u rasponu od 2,89 do 8,29. lako
postoji dio uzoraka u kojima nije utvrdena prisutnost niti jedne spore, kod skoro polovice
uzoraka utvrdeno je 2 i viSe milijuna spora (grafikon 1). U istrazivanju Tlak Gajger i sur.
(2009.) utvrdeno je prosjecno 12,625 milijuna, spora po pceli §to je 2,3 puta vise spora u
odnosu na provedeno istrazivanje u svrhu zavrSnog rada. Istrazivanje provedeno u 6
Talijanskih regija s uzorcima pcela iz koSnica koje nisu pokazivale simptome zaraze
nozemozom, nakon mikroskopske pretrage pcela pronadeno je od 125 000 do 4 milijuna

spora po pceli §to ukazuje na opasnost ove bolesti i teSkog otkrivanja (Papini i sur., 2017.)

Tablica 2. Deskriptivna statistika za prosjec¢an broj spora (x milijun) kod radilica u tri

razli¢ite skupine.

95% Interval
_ Srednja B pouzdanosti o )
Skupina N 3 SD  Medijan ) ~ Minimum Maksimum
vrijednost Donja  Gornja

granica granica

1 15 5,25 3,29 6,05 3,43 7,07 1,10 12,55
2 15 2,89 4,25 1,00 0,54 5,24 0,00 13,40
3 15 8,29 4,95 7,90 5,55 11,03 0,00 20,40
Total 45 5,48 4,69 4,70 4,07 6,89 0,00 20,40

Utvrdena je statisticki znacajna razlike izmedu skupina (ANOVA, F (2,42) = 6,174, p = 0,004,
tablica 3). U skupini 2 utvrden je znacajno veci broj spora nego u skupini 3 (grafikon 2).
Prilikom provodenja istrazivanja ocekivani najveéi broj spora bio je u tre¢oj skupini a
najmanji u prvoj skupini. Istrazivanje je pokazalo kako je najmanji broj spora ipak bio u
drugoj skupini, §to moze biti uzrokovano time da se u vrijeme prikupljanja uzoraka u drugoj
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skupini nalazio znacajan broj mladih tek izlegnutih pcela. U tre¢oj skupini utvrden je najveci
broj spora $to je bilo i o¢ekivano. Vazno je napomenuti da su uzorci za pretragu uzimani iz
oplodnjaka za proizvodnju matica koji su znacajno manje povrsine od klasi¢ne ko$nice. Moze
se zakljuciti da zbog malog Zivotnog prostora pcela odnosno oplodnjaka dolazi do brzeg

Sirenja zaraznih bolesti, u ovom slu¢aju spora nozemoze.

Tablica 3. Analiza varijance za prosjecan broj spora utvrdenih kod radilica.

o _ Sredina )
Izvor varijabilnosti Suma kvadrata df F Sig.
kvadrata
Izmedu skupina 219,597 2 109,799 6,174 0,004
Unutar skupina 746,980 42 17,785

Ukupno 966,578 44

Mean =54778
Std. Dev. = 4,68697

12,07 N=45

10,0

8,0

Frekvencija

4,0

2,0

T T T
00 200 400 6,00 800 10,00 1200 1400 16,00 18,00 2000 2200 2400 26,00
Broj spora (x milion)

Grafikon 1. Frekvencija broja uzoraka prema broju utvrdenih spora nozemoze
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Grafikon 2. Prosjecan broj spora (x milijun) kod 3. skupine. Razli¢ito slovo predstavlja

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu skupina (LSD, p < 0,05)

3.2. Matice

Prosje¢an broj utvrdenih spora kod uzoraka matica ocekivano je bio puno manji te je
prosjecno iznosio 0,06 milijuna (tablica 4). Najve¢i utvrden broj spora bio je 600.000 u uzorku
iz skupine 3. Najve¢i broj uzoraka bio je negativan na nozemozu (grafikon 3) medutim
utvrdena je prisutnost barem jedne spore kod 7 uzoraka iz skupine 1, 3 uzorka iz skupine 21i 9
uzoraka iz skupine 3. U istrazivanju Higes i sur. (2009.), kojem je glavni cilj bio dokazati
povezanost zaraze pcela radilica sa zarazom matice dokazano je da 4 od 5 matica ve¢ nakon
21 dan ugibaju od bolesti. Takoder, utvrdeno je kako matica znatno manje nese jaja Sto se
odrazava na broj radilica i slabljenje zajednice. Broj spora kod zarazenih pcela u tom
istrazivanju bio je 22,58 milijuna dok se kod matice nakon 21 dan moglo pronac¢i 17,6

milijuna spora, §to je znatno viSe nego u ovom istrazivanju.
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Tablica 4. Deskriptivna statistika za prosjecan broj spora (x milijun) kod matica u tri

razlicite skupine.

95% Interval

_ Srednja . pouzdanosti o )
Skupina N : SD  Medijan ) ~ Minimum Maksimum

vrijednost Donja  Donja
granica granica

1 15 0,08 0,12 0,00 0,01 0,14 0,00 0,40

2 15 0,01 0,02 0,00 -0,001 0,02 0,00 0,05

3 15 0,10 0,16 0,05 0,01 0,19 0,00 0,60

Total 45 0,06 0,12 0,00 0,03 0,09 0,00 0,60

lako su skupine 1 i 3 imale veci broj spora u usporedbi sa skupinom 2 (grafikon 4), izmedu
skupina nije bilo znac¢ajnih razlika (ANOVA, F (2, 42) = 2,368, p = 0,106, tablica 5)

Tablica 5. Analiza varijance za prosjecan broj spora utvrdenih kod matica.

o _ Sredina _
Izvor varijabilnosti Suma kvadrata df F Sig.
kvadrata
Izmedu skupina 0,065 2 0,033 2,368 0,106
Unutar skupina 0,580 42 0,014
Ukupno 0,646 44
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Frekvencija

Grafikon 3. Frekvencija broja uzoraka prema broju utvrdenih spora nozemoze

Prosjeéan broj spora (x milion)
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Grafikon 4. Prosjecan broj spora (x milion) kod 3. skupine.
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3.3. Korelacije

Analizirajuci korelacije izmedu broja utvrdenih spora nozemoze radilica i matice istog uzorka,
pronadena je znacajna pozitivna korelacija (r = 0,495, p < 0,001) izmedu dva uzorka (tablica
6, grafikon 5). Matica takoder moze biti nosilac zaraze te vrlo dobar prijenosnik iz razloga §to
matica balega u kosnici. Matica se obi¢no zarazi u prvih 7 dana zivota, no moguc izvor zaraze
su i prilike kada matica konzumira med, obi¢no u vrijeme rojenja. Matica koja je zarazena
osim $§to je prijenosnik bolesti pocinje nesti sve manje jaja te pravi nepravilno zanesene okvire
Sto pcele primjecuju te obi¢no nakon toga dolazi do tihe izmjene matice. P¢ele uklupcaju staru

maticu te zapoc¢inju s othranom buduce matice.

Tablica 6. Spearmanov koeficijent korelacije za broj spora utvrdenih kod radilica i

matica.
Matice
Spearman's rho Radilice Correlation Coefficient 0,495™
Sig. (2-tailed) 0,001
N 45

Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).«

R? Linear=0,275

607 i i ©

507

A0 o

Matice

,20

T T T T
00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Radilice

Grafikon 5. Prosjecan broj spora (x milijun) kod radilica (x 0s) i matica (y 0s) istog uzorka.
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4. ZAKLJUCAK

Medonosne péele zive u péelinjim zajednicama funkcionirajuci unutar grupe, ¢ineéi zajednicu
koja se sastoji od: pcela radilica, trutova i matice. Sve tri strukture ¢ine pcelinju zajednicu u
kojoj svaki od njih ima zasebnu funkciju. Naime, na njih djeluju i negativni ¢cimbenici kao i na
svaku poljoprivrednu granu. Najveéi negativni ¢imbenici su zarazne bolesti. 1z tog razloga,
ukoliko jedna od pcela oboli od neke zarazne bolesti, postoji velika moguénost prenoSenja iste
na ostale pcCele unutar zajednice. Nozemoza je nametnicka bolest koja zahvaca odrasle pcele.
Radi se o kozmopolitski rasprostranjenoj bolesti, prisutnoj u tropskim i suptropskim
podruc¢jima u kojima ni ne predstavlja ve¢i problem, do umjerenih podrucja promjenjive klime
u kojima ¢ini oSteéenja na pcelinoj zajednici. Ova bolest uzrokovana je dvjema vrstama
jednostani¢nih, obligatnih unutarstani¢nih parazita, Nosema apis i Nosema ceranae, koji se
razmnozavaju stvaranjem spora. Posljedicno bolesti, pcele prerano postaju sakupljacice te
doprinosi patoloskim promjenama na epitelnim stanicama srednjeg crijeva remeteci tako
probavu i metabolizam, §to kao posljedicu ima neishranjenost péela te prerano ugibanje. Pcele
takoder mogu zarazu prenijeti matici ali matica takoder moze biti izvor zaraze. 1z provedenog
istrazivanja moguce je vidjeti kako postoji povezanost izmedu broja spora u radilicama te
broja spora u matici te znacajan broj spora kod radilica u oplodnjacima, posebice kada se duze

nalaze na oplodnoj stanici.
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