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1. UVOD

Pcelarstvo kao gospodarska grana pridonosi zastiti okoliSa, ocuvanju bioloske
raznolikosti i odrzavanju ekoloske ravnoteze (FAUX i KANE, 2021.). P¢ele su najvazniji kukci
oprasivaci koje zauzimaju veliku ulogu u kopnenom ekosustavu, a ona se olituje preko
oprasivanja biljaka i proizvodnje hrane za ¢ovjeka i Zivotinje (MATASIN i sur., 2007.). U prilog
tome ide i podatak kako 90% komercijalnog oprasivanja obavljaju zajednice medonosne pcele
(Apis mellifera L.). lako je proizvodnja osnovnih namirnica 1 hrane za ljude, kao §to su pSenica,
kukuruz, riZza 1 krumpir neovisna o Zivotinjama zbog samoopraSivanja vjetrom, ili vegetativnim
razmnozavanjem, proizvodnja mnogih vrsta voca 1 povréa ovisi o oprasivanju korisnim
kukcima opraSivac¢ima. Nadalje, gospodarenjem pcelinjim zajednicama dobiva se Siroka paleta
visoko vrijednih pcelinjih proizvoda kao §to su med, propolis, maticna mlije¢, pelud, vosak i
pcelinji otrov. Zbog toga, zdravlje, ekoloska i1 ekonomska uloga medonosne pcéele nedavno su
postali tema brojnih istrazivanja. Glede veze izmedu globalne proizvodnje i sigurnosti hrane te
medonosnih pcela, sve viSe zabrinjava smanjivanje broja pcelara i1 broja uzgajanih zajednica
medonosnih pcela, kao 1 drasticno smanjivanje brojnosti, ali 1 vrsta divljih pcela oprasivaca
(GENERSCH, 2010.). Iako se zajednicama medonosne pcele moze djelomicno gospodariti i
nadoknaditi njihovu brojnost, tijekom proteklih desetljec¢a, u odredenim dijelovima svijeta,
uoceno je znacajno slabljenje 1 propadanje zajednica medonosnih pcela. Razlozi za gubitke su
sloZeni, a glavni ¢imbenici su zarazne pcelinje bolesti, od kojih su najvaznije nametnicke bolesti
varooza 1 nozemoza, zatim njima prateCe ekonomski znaCajne virusne bolesti, upotreba
pesticida u poljoprivredi, nedostatna prehrana te primjena nepovoljnih i nepravilnih pcelarskih

praksi (STEINHAUER i sur., 2018.).

Prirodna hrana odraslih pcela je nektar 1 pelud kojeg sakupljacice pronalaze i uzimaju u
prirodi, a dostupnost hrane razlicita je tijekom pcelarske sezone. Koli¢ine pohranjenih zaliha
hrane u koSnicama i u pcelinjim tjelesnim rezervama utjecu na ja¢inu pcelinje zajednice. Péelar
treba redovito pregledavati pcelinje zajednice 1 pratiti koli¢inu pohranjenih rezervi hrane u
kosnici. Nadalje, treba osigurati jaku pcelinju zajednicu u proljec¢e za sakupljanje peludi 1
nektara te usluge opraSivanja, a u jesen za uspjeSno prezimljavanje. U cilju poboljSanja
ucinkovitosti pcelarenja, povecanja proizvodnje meda, oprasSivanja poljoprivrednih usjeva i
stvaranja jakih pcelinjih zajednica, potrebna je dostatna i uravnoteZena hrana. To se postiZe
dodatnim prihranjivanjem pcelinjih zajednica. Nakon vadenja i vrcanja meda iz koSnice

pcelama je potrebna dodatna hrana, najcesée u obliku Secernog sirupa. Tijekom zimskih i
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proljetnih mjeseci najvise se koristi Se¢erno- medno tijesto, odnosno pogaca. Pogaca na trziste
dolazi razli¢itog sastava i s razli¢itim dodacima (KATUSIC, 2020., MAJOROS i sur., 2022.).
Duga bespasna razdoblja, klimatske promjene koje dovode do naglih promjena u okolisu, velike
poljoprivredne povrsine pod monokulturnim usjevima tek su neki od ¢imbenika koji mogu
dovesti do gladovanja. Tada pcelinja zajednica postane osjetiljivija na infekcije uzrokovane
patogenim mikroorganizmima i invazije nametnicima i Stetnicima. Naj¢e$¢i uzroc¢nici bolesti
su Varimorpha spp. (nadalje u tekstu Nosema spp.), Varroa destructor, ekonomski znacajni

péelinji virusi, bakterije i gljivice (MAJOROS i sur., 2022.).

Varimorfoza (nadalje u tekstu nozemoza) je nametnicka bolest odraslih péela koja, iako
je asimptomatska bolest, nanosi velike ekonomske Stete pcelarstvu. Uzrocnici su
mikrosporidije Nosema apis koja uzrokuje nozemozu tipa A 1 Nosema ceranae koja je uzrocnik
nozemoze tipa C. N. ceranae smatra se za pcele opasnijom i virulentnijom od N. apis.
Nozemoza tipa C je postala gospodarski vrlo znacajna bolest kada je presla sa svog prirodnog
nosioca, azijske pcele (A4pis cerana) te se prilagodila na europsku medonosnu pcelu (4.
mellifera). Osim promjene nosioca, blago joj je promijenjen i tropizam mjesta invadiranja.
Genetski materijal uzrocnika je utvrden u masno — bjelancevinastom tijelu, Malphigijevim
cjevCicama, mlijecnoj i slinskoj Zlijezdi invadiranih pcela. Posljedica promijenjenog tropizma
moze ukazivati na tezu klinic¢ku sliku, pri kojoj nema karakteristi¢nih znakova bolesti nozemoze
(KRZNAR i sur., 2015.). Upravo zbog toga, nozemozu tipa C naziva se ,,tihi ubojica®, jer zbog
izostanka vidljivih klinickih znakova Cesto nije zapazena od strane pcCelara. Primarno mjesto
parazitiranja spomenutog nametnika su epitelne stanice srednjeg crijeva odrasle pcele u kojima

se umnaza, a posljedi¢no ostecujuci crijevne stanice koje propadaju (HORNITZKY, 2005.).

Bolest se moze ocitovati slabljenjem pcelinje zajednice te smanjenim prinosom meda i
drugih pcelinjih proizvoda. Pcele radilice krace zive i1 to se dogada u vrijeme kad obavljaju
poslove skupljaCice ¢ime je smanjen obim opraSivanja i uoceni su gubitci u poljoprivrednoj
proizvodnji, posebice voéarstvu (MATASIN i sur., 2007.). Normativni akti u Europskoj uniji
(EU) ne dopustaju uporabu antibiotika za lijeenje pelinjih bolesti zbog moguceg utvrdivanja
rezidua antibiotika ili njihovih razgradnih produkata u pcelinjim proizvodima, moguénosti

pojave rezistencije, neuc¢inkovitosti te prikrivanja klini¢ki vidljivih znakova bolesti.

Cilj ovog rada bio je istraziti uc¢inkovitnost prihrane pcelinjih zajednica proteinskim
pogac¢ama 1 utvrditi njihov mogué¢i utjecaj na vitalitet i na stupanj invadiranosti sporama

Nosema spp.



2. PREGLED DOSADASNIE LITERATURE

2.1. Prehrana zajednice medonosne pcele

Za optimalnu prehranu pcelinjih zajednica potrebno je zadovoljiti sve prehrambene
potrebe koje ukljucuju sastavine: bjelancevine, lipide, ugljikohidrate, vitamine, minerale i vodu
(VIDAL-NAQUET, 2015.). Nektar je glavni prirodni izvor ugljikohidrata u prehrani
medonosne péele (ZACHARY, 2010.). Sakupljaju ga, transportiraju 1 unose u koSnicu pcele
skupljacice (WHITE JR, 1978.). Tijekom transporta dodaju mu enzime invertazu i glukoza-
oksidazu, tako da probava nektara pocinje prije vracanja u kosnicu. Invertaza je enzim koji
pretvara saharozu u glukozu 1 fruktozu. Mala koli¢ina glukoze pretvara se u glukonsku kiselinu
1 vodikov-peroksid pod utjecajem enzima glukoza-oksidaze. Glukonska kiselina ¢ini med
kiselim, a vodikov-peroksid ima i antibakterijska svojstva (ZACHARY, 2010.). U koSnici
skupljacice nektar predaju kuénim pcelama, nakon ¢ega ga one predaju jedna drugoj ,,s rilca na
rilce®, te kona¢no pohranjuju u stanice saca gdje med sazrijeva. Koli¢ina vlage u medu mora se

smanjiti na 17 do 18 % da bi se med smatrao ,,zreo* te tada pcele zatvore stanicu saca.

Odrasle pcele mogu iskoristiti glukozu, fruktozu, saharozu, maltozu, no ne mogu
probaviti ramiznozu, ksilozu, arabinozu, galaktozu, manozu, laktozu, rafinozu, melibiozu i
stahiozu. Vecina navedenih Secera otrovni su za medonosnu pcelu. Nadalje, oko 40% Secera u
sojinom zrnu otrovno je za pcele, Sto treba imati na umu pri koristenju soje kao zamjene za

pelud (ZACHARY, 2010.).

Jedini prirodni izvor proteina za pcelinju zajednicu ¢ini pelud. Osim bjelancevina, pelud
zadovoljava potrebu za mastima, vitaminima i mineralima. Za razliku od meda, samo mala
kolicina peluda uskladistena je u stanicama saca (fermentirani pelud ili pcelinji kruh) u kosnici
te se zaliha brzo isprazni u bespaSnom razdoblju (BRODSCHNEIDER i CRAILSHEIM,
2010.). Pcele radilice u dobi kada obavljaju poslove skupljacica skupljaju pelud s razli¢itih
biljaka. Dio peluda uskladistenog u sacu pojedu mlade pcele kako bi razvile mlijecne Zlijezde
sa svrthom stvaranja 1 izlu¢ivanja mati¢ne mlijeci, a ostatak sakupljene peludi pohranjuje se u
stanice saéa blizu legla (MAJOROS i sur., 2022.). Kvaliteta i koli¢ina peluda vazna je za razvoj
1 aktivnost mlijecne zlijezde radilica. U razdoblju kada obavljaju funkciju hraniteljica mladeg
legla, radilice proizvedu 1 izlu€uju najviSe maticne mlijeci. Kada prestane dostatan priljev
peluda, bjelancevinaste probavljene hranjive tvari iskoriStavaju se za izgradnju letnog misicja i

funkcioniranje voskovnih Zlijezda, dok se vefa koli¢ina smjeSta u rezervno masno-



bjelancevinasto tijelo pri formiranju zimske pcele u kasno ljeto i jesen (FAUX i KANE, 2021.).
Masno - bjelanc¢evinasto tijelo pcele ima veliku ulogu u pohrani bjelan¢evina, glikogena i masti,
a posjeduje i veliki broj mitohondrija i visoku koncentraciju enzima. Pozeljno je da péele imaju
pristup vise od jedne cvjetne vrste peluda kako bi se uravnotezio nedostatak koja odredena
cvjetna vrsta moze imati jer nedostatak pogodne vrste peluda moze znacajno utjecati na razvoj

pcelinje zajednice (WIGGESWORTH, 1984.).

Osim ugljikohidrata i proteina, za zdravlje pcele vazan je unos masti, vitamina i
minerala. Masti, odnosno lipidi sastavni su dio pcelinje peludi (BRODSCHNEIDER 1
CRAILSHEIM, 2010.). Fosfolipidi, koji su sastavni dio masnih kiselina, imaju funkciju
strukturnih elemenata u staniénim membranama 1 utjeu na propustljivost stanicnih membrana
(WIGGESWORTH, 1984.). Sterol, 24 — metilen kolesterol, nalazi se u peludu 1 glavni je izvor
sterola koji zbog nemogucénosti sintetiziranja, pcele sterol dobivaju iz hrane (ZACHARY,

2010.).

Vitamini B kompleksa, primjerice tiamin, riboflavin, nikotinamid, piridoksin,
pantotenat, folna kiselina 1 biotin, kao 1 vitamin C (aksorbinska kiselina) znaajni su za
kvalitetan uzgoj pcelinjeg legla. Utvrdeno je da pCele mogu sintetizirati vitamin C. Minerali,
kao Sto su natrij, kalij, kalcij, magnezij, klor, fosfor, zeljezo, bakar, jod, mangan, kobalt, cink,
nikal potrebni su pcelama u odredenim koli¢inama, no natrij, natrij-klorid 1 kalcij u ve¢im
koli¢inama mogu biti i otrovni. Poput lipida, potrebe za vitaminima i1 mineralima zadovoljene
su ako su zalihe peluda zadovoljene (BRODSCHNEIDER 1 CRAILSHEIM, 2010.). Voda koju
pcele skupljaju pomaze im u odrzavanju idealne temperature i vlaznosti zraka u kosnici te kao
otapalo za guste vrste meda. Najvece potrebe za vodom su u proljece zbog uzgoja i prehrane
mladeg pcelinjeg legla. Koli¢ina vode koju prikupljaju ovisi o vanjskim temperaturama zraka,

......

podmiriti iz skupljenog nektara (ZACHARY, 2010.).

Prihranjivati mozemo tekucom (Secerni sirup) ili krutom (pogace) hranom. Ovisno o
godiSnjem dobu, vremenskim i paSnim prilikama, udaljenosti pcelinjaka te troSkovima
odlu¢ujemo koju vrstu prihrane koristiti (SOMERVILLE, 2000.). Seéerne, odnosno peludne
pogace pogodne su za pcelare s udaljenim pcelinjacima jer su dugotrajnije. Nadalje, kod
koriStenja pogaca, smanjena je mogucnost pojave grabezi. Kod primjene stimulativnog
prihranjivanja teku¢om hranom (Se¢ernom otopinom) daju se male koliine Se¢erne otopine
(dva do tri decilitra u omjeru 1:1) svaki drugi dan. Pritom treba paziti da se ne izazove grabez

na pcelinjaku.



Nadalje, stimulativno prihranjivanje teku¢om hranom provodi se kad su nocne
temerature iznad 12 °C, te dnevne izmedu 15 i 20 °C (TOMLJANOVIC i sur., 2020.).
Podrazajno (stimulativno) prihranjivanje preporucuje se tijekom proljeca i ljeta kada nema
dostatnog unosa prirodne hrane u kosnicu. Tada matica instiktivnho smanjuje zalijeganje jaja, a
dugotraniji nedostatak hrane moZze uzrokovati znacajno smanjenje populacije odraslih pcela
(SOMERVILLE, 2000.). Podrazajnim prihranjivanjem stvara se privid unosa nektara i peluda,
maticu se potie na nesenje jaja te zajednica ne smanjuje svoj biolosko - uzgojni potencijal

(TOMLJANOVIC i sur., 2020.).

Vruca ljeta 1 posljedi¢na susa te nedostatak peludno — nektarne pase moze negativno
utjecati na razvoj pcelinje zajednice te dovesti do smanjene nes ivosti matice te ulaska u zimu
s malim brojem pcela u zimskom klupku. Takva pcelinja zajednica ne moZe sebi osigurati
dovoljnu koli¢inu hrane za zimu, tako da je potrebno dodatno prihranjivanje. Najcesce se tada
koristi veca koli¢ina Se¢erne otopine (20 litara u omjeru 1:1) odjednom ili u nekoliko obroka.
Ovim postupkom osigurava se dovoljna koli¢ina hrane za zimu, poti€e se maticu na nesivost
dok je u prirodi suSa te se osigurava pogodna koli¢ina i pravilan raspored meda za zimu u
kosnici. U hranilicu se, naj¢es¢e pocetkom kolovoza, stavi odjednom ili u nekoliko dana oko
20 litara Secerne otopine u omjeru 1:1. Pcelinja zajednica ¢e popiti, preraditi 1 spremiti Secer u
mediSte kosnice. PCelar rotira nastavke te nastavak s medistem dolazi na podnicu. S obzirom
da pcele ne trpe da im se med nalazi kod leta koSnice, poCinju prebacivati med iz donjeg
nastavka u gornji 1 time poti¢u maticu na nesenje. BioloSko - uzgojni potencijal pcelinje
zajednice jaca, zajednica ulazi u zimu s dovoljnom koli¢inom odraslih pcela, te se osigurava
dovoljna koli¢ina hrane koju ¢e pcele koristiti tijekom zimskih mjeseci. Uz Se¢ernu pogacu,
koristiti se moze proteinska pogaca kod nestanka peluda u prirodi kao pomo¢ u prehrani

pcelinjeg legla.

Kasno ljetno i jesensko prihranjivanje pcelinjih zajednica ukljucuje davanje dvije do tri
litre dnevno mjeSavine Secera 1 vode u omjeru 3:2, odnosno, 2:1. Ovaj nacin prihranjivanja
primjenjuje se kada pcelinja zajednica nije osigurala dovoljne koli¢ine hrane za zimu na kasnim
medonosnim pasama. Tijekom zimskih mjeseci dodavanje pogaca ili Secerne otopine
kontraindicirano je jer se time stvara privid unosa hrane izvana. Nadalje, to potice maticu na
nesenje jaja te zbog hranjenja pcelinjega legla dolazi do troSenja zaliha hrane. Zima je vrijeme
kada bi pcele i priroda trebale mirovati. U slu¢aju provodenja losih pcelarskih praksi tijekom
Jjeta ili prikupljene male koli¢ine zaliha hrane u koSnici, péelar je primoran provoditi hranjenje

iz nuzde. P¢elar moze prihranjivati zajednicu poga¢ama, no ova radnja ima neizvjesan ishod



buduéi da matica pocinje s nesenjem i razvojem legla, $to doprinosi troSenju hrane. Zaklju¢no,
hranjenje iz nuzde je zadnja mjera koju se u pravilu, treba izbjegavati (TOMLJANOVIC i sur.,
2020.).

2.2.  Probavni sustav pcele

Probavni sustav pcele sastoji se od usnog aparata, zZlijezda koje su vezane s prednjim
crijevom 1 probavne cijevi. Usni aparat prilagoden je za grizenje 1 sisanje, a graden je od
prednjeg 1 straznjeg dijela. Prednji dio €ini gornja usna (/abrum), mala hitinska plo€ica te parna
gornja mandibula ili vilica (mandibula). Gornja vilica gradena je od dvije hitinske plocice Cija
je funkcija uzimanje peludi, gradnja saca te uzimanje krute hrane. Straznji dio usnog aparata
formirao se u rilce koje Cine dijelovi donje vilice 1 donje usne (labium), odnosno podbradak
(submentum), duguljasta bradica (mentum), jezik (glossa) 1 dva usna pipala (palpi labiales).
Jezik je graden od hitinskih prstenova, tanak je i duguljast te je posut dlacicama po cijeloj
povrsini. Rilce sluZi za usisavanje tekuc¢e hrane, vode i nektara (TOMASEC, 1949.; DAVIS,
2011.; STELL, 2012.).

U dijelu probavnog aparata koji se nalazi u glavi, izlaze izvodni kanali triju Zlijezda koje
imaju vaznu ulogu u probavi te prehrani legla. To su ¢eljusna Zlijezda, mlijecna zlijezda te
7lijezda slinovnica (STELL, 2012.; KANE i FAUX, 2021.). Celjusna Zlijezda (glandula
mandibularis) najbolje je razvijena kod matice. Lezi na osnovi gornjih ¢eljusti te njezin izvodni
kanal ulazi u usnu Supljinu, a izlu€ina otapa vosak, propolis i koZicu peludnih zrnaca, sprjecava
klijanje peluda te izlucuje spolno privlacni hormon. Mlijec¢na ili Zdrijelna zlijezda (glandula
pharyngealis) parna je zlijezda koja se razvijena nalazi samo u pcela radilica, dobi od 8 do 12
dana starosti. Smjestena je u prednjem gornjem dijelu glave. Zlijezda stvara i izlu¢uje mati¢nu
mlijec, bijeli, gusti sekret primarno za prehranu pcelinjeg legla. Mati¢na mlije¢ visoko vrijedna

je izlu€ina koja sadrzi velike koli¢ine bjelancevina, Secera, masti, te vitamina.

Zlijezdu slinovnicu (glandula labialis) &ine prsna (gandula thoracalis) i tjemena
zlijezda (glandula occipitalis). Razvijena je ve¢ u stadiju pcelinje licinke i tada izluCuje predivo
za koSuljicu buduce kukuljice. U odraslih pcela, Zlijezda izlu€uje alkali¢nu slinu koja sadrzi
razliite enzime, kao 1 gus¢i sekret za podmazivanje usnog aparata i primjesa pri gnjecenju

listiéa voska za uspjesniju gradnju saca (TOMASEC, 1949.).



Probavnu cijev (tubus alimentarius) Cine tri dijela: prednje cijevo, srednje te zadnje
crijevo. Prednje crijevo (stomodaeum) sastoji se od zdrijela, jednjaka i mednog mjehura te ima
funkciju dovodenja hrane. Zdrijelo (pharynx) je kanal koji povezuje usta s jednjakom. Kroz
njega hrana polazi dalje u probavni sustav. Jednjak (oesophagus) uska je cijev koja ulazeéi u
Supljinu zadka naglo se proSiruje te prelazi u medni mjehur (ingluvies). Funkcija mednog
mjehura je privremeno spremiste tekuce hrane, odnosno nektara. U njemu se ne odvija probava
te ne vrsi sekretornu funkciju. Dio hrane koji je potreban pcelama za odrzavanje organizma i
obavljanje fizioloSkih funkcija propusta se dalje u srednje crijevo, a ostatak pcele povrate kada

se vrate u koSnicu te predaju drugim pcelama, koju one odnose u stanice sa¢a (TAUTZ, 2008.).

Meducrijevo, zadnji dio prednjeg crijeva povezuje medni mjehur sa srednjim crijevom
(mesenteron ventriculus). Srednje crijevo ima najvazniju probavnu funkciju, u njemu se odvija
probava hrane i1 apsorpcija osnovnih hranjivih tvari. Tamo nalazimo probavne enzime amilazu,
invertazu, proteazu 1 himozin (KANE i FAUX, 2021.). Stijenka srednjeg crijeva sastoji se od
uzduZnog 1 poprecnog misi¢nog sloja. Prema lumenu crijeva na vezivno - tkivnoj bazalnoj
membrani nalaze se visoki cilndri¢ni epitel (enterociti). Preobrazbom najgornjeg plazmatskog
sloja epitelnih stanica nastaje rabdorium, odnosno poprecno - prugasti rub kojem su presvucene
epitelne stanice u mirovanju. Rabdorium se djelomi¢no odljepljuje zbog sekretorne funkcije
epitelnih stanica 1 formira peritrofnu membranu koja obavija hranu u srednjem crijevu.
Membrana propusta probavne sokove do hrane, a probavljenu hranu k stijenci crijeva radi

resorpcije, te se tako odvija probava (DAVIS, 2011.; STELL, 2012.).

Zadnje crijevo (proctodaeum) sastoji se od tankog crijeva i rektuma koji ima odvodnu
funkciju. Na pocetnom dijelu tankog crijeva nalaze se us¢a Malpighijevih cjevcica ¢ija je uloga
izluCivanje Stetnih tvari iz organizma, odnosno njegova je ekskretorna funkcija. Zadnje crijevo
zavrSava prosirenim dijelom ili rektumom. Stijenka mu je naborana te elastiCna, tako da se
Supljina moze povecati. Péele uglavnom defeciraju izvan kosnice, osim kod pojavi bolesti
(nozemoza) ili dugih zima. Tijekom hladnih zimskih dana kada ne mogu izlijetati, u rektumu
se nakuplja izmet. Kada je vanjska temperatura zraka visa od 12 °C, pcele izlaze iz koSnice 1

prodiste se, a ova radnja naziva se procisni izlet (TOMASEC, 1949.).



2.3.  Mikrobiom crijeva pcele radilice

Sve viSe je spoznaja da crijevni mikrobiom pcele sudjeluje u regulaciji njenih vaznih
fizioloskih funkcija, uklju¢ujucéi i zdravlje. Nedavna istrazivanja pokazala su da medonosne
pcele i bumbari imaju jedinstven mikrobiom koji nije u takovom obliku ni sastavu prisutan kod
solitarnih pcela. Stoga, smatra se da socijalni prijenos hrane i informacija te organizirana
podjela rada olaksSavaju prijenos crijevnih bakterija i omoguéuju koevoluciju domacéina i
korisnih bakterija koje mogu biti kljune za zdravlje péela. Zbog malog broja bakterija koje
dominiraju u njthovom crijevu kao 1 sposobnosti uzgajanja bakterija in vitro, odnosno u
laboratorijskim uvjetima, medonosne pcele sluze kao odlican model za razumijevanje procesa
koje Cine specijalizirane crijevne zajednice kao 1 putova kojima iste zajednice utjeCu na

biologiju domacina (JONES i1 sur., 2018.).

Mikrobiom crijeva medonosne pcele utjece na prehranu domacina, povecanje tjelesne
tezine, endokrinu signalizaciju, imunoloSke funkcije 1 posebice, otpornost na patogene, dok
poremecaj u mikrobiomu moze dovesti do promjena u navedenim funkcijama. Kao 1 u ljudi,
mikrobiom se nalazi u zadnjem dijelu crijeva, gdje sudjeluje u probavi i fermentaciji biljnih

komponenta.

Kako pcele radilice prolaze kroz razliCite razvojne stadije, tako se mijenja brojnost
bakterija. Crijevo li¢inke sadrzi mali broj bakterija, ¢esto premalo da bi se otkrilo koriStenjem
standarnim PCR-om. Nakon zavrSenog stadija kukuljice, mlada pc¢ela prozvace vostani ¢ep koji
su radilice izradile. Te mlade pcele gotovo su bez bakterija, iako se neke bakterije mogu unijeti
prilikom zvakanja. Karakteristi¢ni sastav crijevnog mikrobioma uspostavlja se kroz socijalne
interakcije s drugim radilicama kroz prve dane zivota tijekom obavljanja zadataka cistacica.
Broj bakterija raste logaritamski sve dok se zajednica oko Cetvrtog dana ne stabilizira na 10°

bakterijskih stanica (ZHENG i sur., 2018.).

Zajednicom crijevnog mikrobioma dominira 7 dominantnih skupina, koje zajedno Cine
viSe od 95% cijelog mikrobioma. Dosljednost ovih dominantih skupina utvrdena je medu
pcelama iz razli¢itih koSnica, ¢ak i sa razli¢itih kontinenata (MORAN 1 sur., 2012.). Jednom
uspostavljen mikrobiom, malo se mijenja, unato¢ sezonskim promjenama i promjenama u

ponasanju te prehrani (ZHENG i sur., 2018.).



Mikrobiom crijeva pcele sastoji se od Cetiri glavne vrste Proteobacteria (Gilliamella
apicola, Snodgrassella alvi, Frischella perrara, Bartonella apis), koje uglavnom zive u tankom
crijevu (TLAK GAJGER i sur., 2023.), te dvije vrste Firmicute (Lactobacillus spp. Firm-4 i
Firm-5) 1 jedne vrste Actinobacterium (B. asteroides), koji se pretezno nalaze u rektumu. Ove
specificne lokacije sugeriraju da bakterije zauzimaju razli¢ite metaboli¢ke niSe u crijevima
péela i potencijalno sudjeluju u sintrofi¢kim interakcijama (KESNEROVA i sur., 2017.). Dok
se Lactobacillus Firm-4 1 Firm-5 rijetko otkrivaju izvan crijeva, druge vrste Lactobacillusa,
primjerice Lactobacillus kunkeei, mogu se pronaci unutar kosnice 1 na razli¢itim materijalima

1z koSnice (ZHENG 1 sur., 2018.).

G. apicola omogucuje razgradnju kompleksnog ugljikohidrata pektina koji se nalazi u
stijenci peludnih zrnaca. Tijekom procesa fermentacije, bakterije proizvedu veliku koli¢inu
acetata 1 drugih kratkolananih masnih kiselina. Glavni prozvoda¢ proizvoda fermentacije
sukcinata 1 pimelata je Lactobacillus Firm-5, dok je B. asteroides glavni prizvoda¢ valerata.
Nadalje, Bifidobacterium i Lactobacillus Firm-4 i Firm-5 mogu probaviti druge sastavina
peludi, primjerice flavonoide 1 m-hidroksi kiseline i fenolamide. U crijevu, anoksiju odrzava S.
alvi tako da koristi acetat za uklanjanje kisika koji prodire u crijeva i vazna je za odrZzavanje

stabilnog gradijenta kisika.

Prema istrazivanjima u kojima su usporedivane pcele radilice bez razvijenog
mikrobioma s konvencionalnim radilicama pokazala je da je crijevi mikrobiom potreban za
normalno dobivanje na tjelesnoj masi (ZHENG i sur., 2017.). Ovaj podatak moze se povezati s
promjenama u endokrinoj signalizaciji 1 ekspresiji gena, uklju¢uju¢i promjene u inzulinskoj
signalizaciji 1 povecanju razine vitelogenina, koji regulira nutritivni status kod medonosnih
pcela. Smatra se da crijevni mikrobiom moZe utjecati na ponasanje tako da mijenja razine
biogenim amina, kao Sto su oktopamin, dopamin i serotonin. Razine spomenutih amina
znacajno su nize u mozgu mladih pcela bez mikrobioma u odnosu na mozak kod starijih pcela.
Bitno je napomenuti da razine ovih amina u mozgu variraju sezonski, a vise su ljeti kada je
aktivnost pcela u traZzenju hrane najveca. Nadalje, pcele s prirodno razvijenim mikrobiomom

spremnije reagiraju na unos saharoze, te se stoga uzimaju vise hrane (ZHENG i sur., 2018.).

Uloga mikrobioma u zaStiti pCele je u izravnom stimuliranju imunosnog sustava,
odnosno aktivacija urodene imunosti. Iako jo§ nedovoljno istraZzeno, smatra se da pcele imaju
slicne signalne putove poput onih u vinske musice (Drosophila melanogaster) u koje crijevne
bakterije izazivaju imunoloski odgovor (KWONG i MORAN, 2017.). Tijekom imunoloskog
odgovora, pojacavaju se imunoloski efektori, uklju¢ujuéi antimikrobne peptide (AMP). To su
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kratki peptidi, a u pcela nalaze se sljedeci: abaecin, apidaecin, defensin i himenoptaecin
(VIDAL-NAQUET, 2015.). Antimikrobnu aktivnost vec¢inom postizu izmjenom osobina
mikrobnih membrana i unutarstani¢nih metabolickih procesa. S. alvi kolonizira tanko crijevo te
raste u kontaktu s epitelom crijeva, dok G. apicola raste na vrhu crijevnog epitelnog sloja, te
tako zajedno tvore gusti biofilm. Iako, navedeni obrambeni mehanizam kod pcela nije
razjasnjen, pcele s poremecenim sastavom crijevnog mikrobioma ceS¢e ugibaju kada su
izazvane oportunistiCkim patogenom bakterijom Serratia marcescens. Smatra se da gusti
biofilm blokira pristup patogenih mikroorganizama epitelnim crijevnim stanicama domacina,
te ih tako fizicki sprje€ava ili antagonizira. Primjerice, metabolizam crijevnih mikroorganizama
snizava pH lumena crijeva i razinu kisika te stvara kratkolancane masne kiseline (SCFA) koje

inhibiraju virulentnost 1 rast patogenih mikroorganizama u miseva (HORAK 1 sur., 2020.).

Zbog malog broja bakterija koje dominiraju u njihovom crijevu, kao 1 sposobnosti
uzgajanja bakterija in vitro, odnosno u kontroliranim laboratorijskim uvjetima, medonosne
pcele sluZze kao odli€an model za razumijevanje procesa koje €ine specijalizirane crijevne

zajednice, kao i1 putova kojima iste zajednice utjecu na biologiju domacina.

2.4, Vairimorfoza (Nozemoza)

Nozemoza je nametnicka bolest odraslih pc¢ela, rasirena posvuda u svijetu. Uzrokovana
je mikrosporidijama Vairimorpha (Nosema) apis 1 Vairimorpha (Nosema) ceranae (TOKAREV
i sur., 2020.).

Prema TOKAREVU 1 suradnicima (2020.) porodica Nosematidae je redefinirana te
ukljucuje rodove Nosema i Vairimorpha. Ova dvaroda zajedno spadaju u razred Microsporidia.
Naime, iako rod Nosema 1 Vairimorpha sadrzi dvije genetski razli¢ite skupine, njihove se
morfoloske 1 razvojne znacajke preklapaju u potpunosti. Kao rezultat toga, neke vrste koje su
tradicionalno klasificirane u rod Nosema, primjerice N. apis, N. bombi i N. ceranae filogenetski
su mnogo blize vrsti Vairimorpha necatrix. Nedavna istrazivanja pokazala su primjerice da
rodovi Nosema 1 Vairimorpha sadrze vrste koje su jednojezgrene tijekom cijelog Zivotnog

ciklusa.

Mirkosporidije su jednostanicne nametnicke gljive prilagodene obvezatnom
unutarstanicnom nacinu zivota, dok izvan domacina postoje kao metabolic¢ki neaktivne, ali

infektivne spore (GISDER 1 sur., 2017.). Spore Nosema apis vrlo su otporne, a ugibaju na
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temperaturi od 65 °C za jednu minutu, dok na niskim temperaturama mogu ostati zarazne od
nekoliko dana do pet godina (SIMEUNOVIC i sur., 2014.), dok su spore N. ceranae puno

osjetljivije na niske temperature.

Nozemozu tipa A uzrokuje mikrosporidija N. apis, a tip C uzokuje N. ceranae. Prije se
smatralo da je uzro¢nik N. apis specifican za zapadnu medonosnu pcelu (Apis mellifera), dok
je N.ceranae bila parazit isto¢ne medonosne pcele (4. cerana) u juznoj i jugoisto¢noj Aziji. No,
posljednjih 30 godina utanovljena je prirodna infekcija zajednica zapadne medonosne pcele
(A. mellifera) nametni¢kom gljivom N. ceranae. N. ceranae se prosirila u populacijama zapadne
medonosne pcele te je Cak postala i dominantna. U danasnje vrijeme N. ceranae oCigledno na
europskom podru¢ju zamijenjuje N. apis u pCelinjim populacijama (GISDER 1 sur., 2017.), a

smatra se puno virulentnijom i opasnijim nametnikom od N. apis (KRZNAR 1 sur., 2015.).

Smatra se da bi invazije N. ceranae mogle uzrokovati slabljenje pcelinjih zajednica u
zemljama juzne Europe koje imaju topliju klimu, dok gubitci pcelinjih zajednica utvrdeni u
sjevernoj Europi 1 Americi do sada nisu znacajno povezani s invazijama N. ceranae. HIGES 1
sur. (2008.) utvrdili su vezu izmedu N. ceranae i propadanja pcelinjih zajednica. Prema njima,
kosnice zarazene mikrosporidijom N. ceranae prolaze takozvanu ,fazu inkubacije”. Tada
matica moze nesenjem dovoljno jaja nadoknaditi gubitak radilica. Tijekom ove faze, klinic¢ki
znakovi bolesti nisu prisutni, no kada je vise od 80% pcela zarazeno s viSe od 10 milijuna spora,
dolazi do njihovo propadanja. Matica vise ne moze kompenzirati pojacanim polaganjem jaja,
te se broj radilica naglo smanjuje, obi¢no tijekom druge sezone i zajednica propada uobicajeno

pred zimovanje.

Najces¢i nacin prijenosa mikrosporidija je horizontalni, odnosno fekalno — oralni
prijenos. Invadirane odrasle pcele izmetom izlucuju velik broj dugozivucih spora uzro¢nika.
Iako u manjoj mjeri, vertikalni prijenos je mogug, jer je DNK uzro¢nika pronaden i u jajnicima
matice. [zvor zaraze moze biti sace uprljano izmetom pcela, voda na nehigijenskim pojiliStima,
te med oneciS¢en sporama. Uzro¢nik se moze Siriti medu pcelinjim zajednicama, gdje veliku
ulogu ima pcelar primjenom razliCitih api-tehni¢kih postupaka na pcelinjaku, primjerice
premjestajuci okvire sa zaraZzenim sac¢em iz jedne koSnice u drugu (MARIN-GARCIA i sur.

2022.).

Odrasla pc¢ela unese infektivnu sporu one¢is¢enom hranom ili vodom. Spore u srednjem
crijevu prokliju te istiskuju polarnu cjevcicu. Sporoplazma pomocu polarnog filamenta koji

probije stani¢nu membranu bude unesena u epitelne stanice crijeva. Nakon ubrizgavanja
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sporoplazme, potrebno je 96 sati da u zarazenoj stanici po¢nu stvarati nove infektivne spore.
Lizom stanica spore budu oslobodene u lumen crijeva te ih pcele defekacijom izbacuju u okoli§

(GISDER i sur., 2017.).

Nozemoza tipa C ima slozenu patogenezu. Mijenja fiziologiju i ponasanje pcele, ali i
cjelokupne pcelinje zajednice. Ovisno o dobi, svaka radilica ima odredenu funkciju unutar i
izvan kosnice. Mlade pcele su spremacice, hraniteljice 1 graditeljice te zive i rade u kos$nici, dok
su poslovi izvan kosnice (skupljacice) rezervirani za starije péele. Hormoni vitelogenin i
juvenilni hormon III (JH) fizioloski su regulatori na kojima se temelji razvoj ponaSajnih
obrazaca kod pcela. Vitelogenin ima viSestruku ulogu u zdravlju medonosne pcele; neophodan
je za razvoj jajasca, te sudjeluyje u modulaciji upalnih odgovora kod pcela. Sadrzi
antioksidativna svojstva te sluzi kao rezerva hranjivih tvari (GOBLIRSCH 1 sur., 2013.).
Infekcija N. ceranae remeti feromonsku ravnotezu u zajednici. ZaraZzene matice pokazuju
povecane titre vitelogenina, a radilice pokazuju viSe koncentracije juvenilnog hormona (JH)
(MARIN-GARCIA i sur., 2022.). Prema ARESU 1 suradnicima (2012.) u pokusnim uvjetima
pCele zarazene N. ceranae imale su vece koncentracije juvenilnog hormona u hemolimfi, §to

sugerira da sazrijevanje se dogada ranije od nezarazenih pcela ili onih zarazenih N. apis.

Utvrdeno je da invazija N. ceranae izaziva energetski stres koji se ocituje povecanim
apetitom. Dokazane su i promjene u sastavu i koncentracijama aminokiselina, lipida i
rezervama ugljikohidrata. Smanjuje se sposobnost letenja zbog energetskog stresa ili
dezorijentiranosti. U zarazenih pcela dolazi do atrofije hipofaringealnih Zlijezda, koje izlu¢uju
proteine mati¢ne mlijeCi. N. ceranae takoder moze utjecati na ponasanje zajednice, odnosno
smanjenom proizvodnjom meda i manjim brojem pcela radilica u zarazenim koSnicama

(MARIN-GARCIA i sur., 2022.).

Nozemoza tipa C ima kronic¢an tijek, dugo inkubacijsko razdoblje, a pracena je
nespecifi¢nim klini¢kim simptomima ili moZe proc¢i potpuno asimptomatski. Posljedica brzog
umnazanja uzro¢nika u epitelnim stanicama srednjeg crijeva pcela smanjena je ucinkovitost
njihove probave. Naime, pcele troSe viSe hrane jer ne mogu pravilno probaviti pelud i med.
Dolazi i do poremecaja razvoja drugih organa, primjerice pcelama su slabije razvijene mlijecne

zlijezde, a u matica jajnici (MARIN-GARCIA 1 sur., 2022.).

U rano proljece i1 pred uzimljavanje, javljaju se najvec¢i gubitci kao posljedica invazija
uzro¢nicima nozemoze tipa C. Ugiba veliki broj odraslih pcela, péelinja zajednica naglo slabi,

a tijekom ja¢ih invazija moZe i potpuno propasti. Zivotni vijek invadiranih péela je znagajno
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kraéi (u prosjeku za 9 dana), ¢ime je smanjen prinos meda i drugih pcelinjih proizvoda (TLAK

GAJGER, 2019.).

Za laboratorijsko utvrdivanje prisutnosti i kvantifikacije spora Nosema spp. Kkoristi se
mikroskopska pretraga nativnog crijevnog sadrzaja odraslih pcela. Za diferencijalnu

dijagnostiku N. apis i N. ceranae najcesce koristena molekularna metoda je visestruki PCR.

Prema vaze¢im normativnim aktima u Europskoj uniji (EU), nije dopustena uporaba
antibiotika za lijecenje pcelinjih bolesti (EU 3/01/081) zbog mogucnosti pojave rezistencije na
viSekratno rabljene kemoterapeutike, recidive bolesti te zbog utvrdivanja Stetnih tvari
antibiotika u pcelinjim proizvodima (TLAK GAJGER, 2017.). Trenutno ne postoji registriran 1
odobren veterinarsko medicinski proizvod za tretiranje pcelinjih zajednica protiv nozemoze
tipa C. Zato se prilikom prihranjivanja pcelinjih zajednica dodavaju razli¢iti dodatci hrani
biljnog, vitaminsko-mineralnog ili proteinskog sastava. Oni u vecoj ili manjoj mjeri mogu
suprimirati umnazanje spora N. ceranae, a time 1 smanjiti stupanj invadiranosti njenim
sporama. lako bolesnu zajednicu primjenom dodataka hrani za pcele nije moguce u potpunosti
izlijeciti, moZe se zna¢ajno utjecati na omogucavanje suzivota opisanog nametnika i invadirane

pcelinje zajednice (TLAK GAJGER i sur., 2015.).

U svrhu kontroliranja 1 sprjeCavanja nastanka pcelinjih bolesti nuzno je provoditi
profilakticke mjere dobrih pcelarskih i biosigurnosnih praksi. Dobra pcelarska praksa je skup
pravila i uputa prema kojima se pcelar vodi i koje provodi u svom pcelinjaku. Daje garanciju
za opcu dobrobit zajednica pcela, okolisa 1 ljudi te je temelj za odrzivi razvoj pcelarstva
(TOMLJANOVIC i sur., 2020.). Jedna od smjernica dobrih péelarskih praksi je provesti
pravilnu pripremu za aktivnu sezonu, ali i uzimljavanje pcelinjih zajednica. P¢elinje zajednice
u tom periodu trebaju imati dobro razvijeni imunosni sustav te dovoljnu koli¢inu kvalitetne
hrane pohranjene u sa¢u (TOMLJANOVIC i sur., 2012.). Zbog toga je vazno prihranjivanje u
kasno ljeto ili jesen, dok matica polaZe jaja (RIBARIC, 2016.).

Nadalje, vaZzno je redovito kontrolirati jacinu i zdravstveno stanje zajednica, a u slucaju
promjena u ponaSanju odraslih pcela ili fizioloSkom izgledu pcelinjeg legla treba potraziti savjet

doktora veterinarske medicine.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.  Lokacija i izgled pokusnog pcelinjaka

Pcelinjak na kojemu je provedeno istrazivanje nalazi se na otoku Cresu, na istocnoj
strani otoka. SmjeSten je oko dva kilometra od sela Hrasta, te predstavlja stacionarni tip
pcelinjaka. Na pcelinjaku nalazi se 40 pcelinjih zajednica koje su smjestene u Langstroth-Root
tipu kosnica (Slika 1.), koje su vertikalni tip koSnice i kojih su svi dijelovi standardizirane izrade
te jednakih dimenzija. Istrazivanje je provedeno na 24 pcelinje zajednice od kojih je 12
predstavljalo kontrolnu skupinu (SP-K) prihranjivanu komercijalnim Se¢ernim poga¢ama.
Zajednice u pokusnoj skupini (PrP-P) prihranjivane su komercijalnom proteinskom pogac¢om

(12) koja sadrzi proteinske zamjenice (bez pcelinjeg peluda).

Slika 1. Izgled proizvodnog pcelinjaka na kojem je obavljen terenski dio istrazivanja.

3.2.  Prihranjivanje pcelinjih zajednica

Prihranjivanje p€elinjih zajednica provedeno je nakon inicijalnog uzorkovanja odraslih
pcela pocetkom travnja 2023. godine. Nakon prvog davanja pogaca zajednice su pregledavane
svakih dva tjedna. Nakon 60. dana od inicijalnog uzorkovanja i pregleda pcelinjih zajednica

ponovno je izvrSeno uzorkovanje odraslih pcela. Polovicom kolovoza sve pcelinje zajednice
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ponovno su prihranjene pripadaju¢om pogacom, a trec¢e uzorkovanje odraslih péela obavljeno

je nakon 30 dana od drugog termina prihranjivanja, odnosno 90 dana od prvog prihranjivanja.

3.3.  Uzrokovanje

Prilikom uzorkovanja u ¢istu plasti¢énu posudicu zapremine 120 mL uzete su odrasle
pcele s perifernih okvira izravno sa saca. Svaka posuda je dobro zatvorena, oznaena i
pohranjena na led u prijenosni hladnjak. Svaki uzorak sadrzavao je cca. 60 odraslih pcela $to

¢ini standardni uzorak pri laboratorijskom kvantitativnom pretrazivanju na nozemozu.

3.4.  Laboratorijska mikroskopska pretraga

Nakon prikupljana uzoraka odraslih pcela na terenu, uzorci su spremljeni u plasti¢ne
vrecice te pohranjeni u zamrzivacu na —20 °C do pretrazivanja. Tijekom pripreme za
laboratorijsko pretrazivanje, iz svake je vrecice nasumicno izvuceno 10 pcela te stavljeno u
plasticnu ¢asu. U caSu je dodano 10 mL destilirane vode, a uzorak pcela dobro je zgnjecen
plasticnim Stapi¢em kako bi se oslobodio sadrzaj crijeva te promijeSan kako bi se dobio §to
homogeniji uzorak za pretrazivanje pod svjetlosnim mikroskopom (Slika 2. i 3.). Dobivenu
suspenziju crijevnog sadrzaja pretrazivanih pcela uziman je jednokratnom pipetom te stavljen
po dvije kapi na Malassezijev hemocitometar te prekriven pokrovnim stakalcem za

mikroskopiranje.

Slika 2. Priprema mikroskopskog preparata.

Izvor: 1. Tlak Gajger
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Slika 3. Pripremljeni uzorak za pretrazivanje pod svjetlosnim mikroskopom.

Izvor: 1.Tlak Gajger

Malassezijev hemocitometar se sastoji od 25 pravilno rasporedenih kvadrata.
Svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem od 400x pregledani se uzorci nativnog homogenata
sadrzaja pcelinjih crijeva, a utvrdene spore Nosema spp. su izbrojane na ukupno pet kvadrata.
Aritmeticka sredina broja spora Nosema spp. izbrojenih u pet kvadrata hemocitarske mrezice
predstavlja broj spora po péeli (x n *). Svaki uzorak pripremljene nativne suspenzije crijevnog
sadrzaja prebrojan je u triplikatu. Spore Nosema spp. pravilnog su ovalnog oblika s tamnijim
obrubom, a pretrazivanje je napravljeno pomocu svjetlosnog mikroskopa pri povecanju 400 x

(Slika 4.).

Slika 4. Nativni preparat crijevnog sadrzaja pcele s vidljivim sporama Nosema spp.

pod svjetlosnim mikroskopom, povecanje 400x.
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3.5. Statistika

Dobiveni podaci obradeni su koristenjem racunalnog programa GraphPad Prism 8§, a za
utvrdivanje razlika izmedu pokusnih i kontrolnih skupina pcelinjih zajednica, odnosno
utvrdenom prosijecnom broju spora Nosema spp. koriSten je neparametrijski Kruskal-Wallis

test.
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4. REZULTATI

U provedenom istrazivanju ukupno je prikupljeno 72 uzorka, od cega je iz svakog
uzorkovanja pretrazeno po 24 uzorka, to¢nije 12 uzoraka odraslih pcela uzetih iz kontrolnih
pcelinjih zajednica prihranjivanih Se¢ernom pogacom, te 12 uzoraka iz pcelinjih zajednica u

pokusnoj skupini prihranjivanih proteinskom pogacom.

Prosjecan broj utvrdenih spora N. ceranae u inicijalnom uzorkovanju iznosio je 1.503
za pokusnu skupinu, a 790 000 za kontrolnu skupinu (Tablica 1.). Nakon po¢etnog uzorkovanja,
pcelinje zajednice prihranjivane su proteinskim i Seernim poga¢ama. Nakon 60 dana izvrSeno
je drugo uzorkovanje pri ¢emu je laboratorijskim pretraZzivanjem utvrden prosjean broj spora
N. ceranae u pokusnoj skupini 460 000, a kontrolnoj skupini 783 333 spora (Tablica 2.). U
zadnjem, tre¢em uzorkovanju prikupljeno je novih 24 uzoraka odraslih pcela koje su
mikroskopski pregledane te je izraCunat prosjecan broj spora N. ceranae u pokusnoj skupini

1znosio 441 666 a kontrolnoj skupini 288 333 spora (Tablica 3.)

Iako nisu utvrdene znacajne razlike u broju spora N. ceranae izmedu kontrolnih i
pokusnih skupina pcelinjih zajednica, iz laboratorijskih nalaza za drugo 1 tre¢e uzorkovanje
moze se uociti trend smanjenja broja spora N. ceranae kod pcelinjih zajednica prihranjivanih i
Se¢ernim 1 proteinskim pogacama (Slika 5.). Medutim, promatraju¢i pokusnu skupinu
prihranjivanu proteinskom pogatom kod drugog uzorkovanja, odnosno nakon prvog
prihranjivanja utvrdena je statisticki znacajna razlika (p > 0,5), odnosno primije¢eno je znacajno

smanjenje u broju spora N. ceranae.

Prosjecan broj spora N. ceranae u uzorcima odraslih
pcela
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Slika 5. Prikaz prosjecnog broja spora N. ceranae na pocetku 1 tijekom prihranjivanja

SeCernom 1 proteinskom pogacom, *p <0,5.
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Tablica 1. Prosjecan broj spora (n) i broj spora N. ceranae po pceli (N) za pokusne
(prihranjivane proteinskim pogacama) i kontrolne (prihranjivane Se¢ernim pogac¢ama) skupine

pcelinjih zajednica nakon inicijalnog uzorkovanja.

Secerna pogaca

1.k 2k 3k 4k 5k 6k 7k 8k 9k 10k 11.k 12k
1 0 0 8 0 0 15 8 8 1 0 30 0
2. 4 2 2 2 1 10 15 8 0 2 23 8
3. 5 1 0 5 0 17 15 18 3 0 27 12
4 2 2 1 0 2 20 11 19 5 5 34 9
5. 8 5 2 0 8 18 6 18 7 6 30 6
zbroj 19 10 13 7 11 80 55 71 16 13 144 35
n 4 2 3 1 2 16 11 14 3 3 29 7
N 330000 200 260 140 220 1600 1100 (l)gé 320 26000 28800 7000
000 000 000 000 000 000 0 000 0 00 00
Proteinska pogaca
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0 5 0 0 0 0 0 0 0 19 19 8
2. 0 15 0 0 0 0 0 0 0 13 18 12
3. 0 11 1 2 11 12 2 11 0 0 24 16
4 4 5 6 5 3 4 3 2 0 19 10
5. 2 7 2 0 7 18 6 7 5 12 33 12
zbroj 6 47 8 8 23 33 12 21 7 44 113 58
n 1 9 2 2 5 7 2 4 1 9 23 12
N 120000 940 160 160 460 6600 2400 420 140 88000 22600 1160
000 000 000 000 00 00 000 000 0 00 000
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Tablica 2. Prosjecan broj spora (n) i broj spora N. ceranae po pceli (N) za pokusne

(prihranjivane proteinskim pogacama) i kontrolne (prihranjivane Se¢ernim pogacama) skupine

pcelinjih zajednica nakon drugog uzorkovanja.

Secerna pogaca

1k 2k 3k 4k 5k 6k 7.k 8.k 9.k 10k 11.k 12 .k
1 1 9 8 0 0 10 2 19 0 2 15 6
2. 3 7 4 2 0 12 3 23 1 1 20 10
3. 5 10 5 3 2 15 8 28 1 2 32 12
4 0 12 2 3 3 10 9 35 0 3 12 9
5. 6 2 2 5 0 6 12 23 1 0 28 6
Zbroj 15 40 21 13 5 53 34 128 3 8 107 43
n 3 8 4 3 1 11 7 26 1 2 21 9
N 3000 800 420 260 100 1060 6800 25600 600 16000 21400 86000
00 000 000 000 o000 000 00 00 00 0 00 0
Proteinska pogaca
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. 0 1 0 0 0 10 6 4 0 4 7 9
2. 0 3 0 2 0 6 15 12 0 4 9 10
3. 0 1 0 0 0 15 19 9 0 10 12 6
4, 2 2 0 0 0 7 13 10 0 7 18 8
5. 0 6 0 0 0 12 17 13 0 6 16 10
Zbroj 2 13 0 2 0 50 70 48 0 31 62 43
n 0 3 0 0 0 10 14 10 0 6 12 9
N 4000 260 O 400 O 1000 1400 96000 O 62000 12400 86000
0 000 00 000 000 0 0 00 0
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Tablica 3. Prosjecan broj spora (n) i broj spora N. ceranae po pceli (N) za pokusne

(prihranjivane proteinskim pogac¢ama) i kontrolne (prihranjivane Se¢ernim pogacama) skupine

pcelinjih zajednica nakon treéeg uzorkovanja.

Secerna pogaca

1k 2k 3k 4k 5k 6k 7.k 8k 9k 10k 11k 12k
1. 0 0 1 0 0 2 0 22 0 0 1 3
2. 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 3 0
3. 0 2 3 1 0 3 0 12 0 0 8 4
4. 0 1 0 2 0 4 0 28 0 0 2 6
5. 0 2 0 2 0 0 0 33 0 0 6 6
Zbroj 0 5 4 5 0 9 0 111 0 0 20 19
n 0 1 1 1 0 2 0 22 0 0 4 4
N 0 100 800 100 0 1800 0 2220 0 0 400 380
000 00 000 00 000 000 000
Proteinska pogaca
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. 0 0 0 0 8 56 7 2 0 0 2 2
2. 0 0 0 0 6 22 8 6 0 0 4 0
3. 0 0 0 0 12 18 12 4 0 0 1 0
4. 0 0 0 0 18 20 14 6 0 0 0 1
5. 0 0 0 0 2 14 7 8 0 0 2 3
Zbroj 0 0 0 0 46 130 48 26 0 0 9 6
n 0 0 0 0 9 26 10 5 0 0 2 1
N 920 2600 9600 5200 180 120
0 0 0 0 000 000 00 00 0 0 000 000
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5. RASPRAVA

Prihranjivanje pcelinjih zajednica je uobicajeni api-tehnicki postupak na pcelinjaku.
Moze se obavljati u viSe termina tijekom godine, a §to najviSe ovisi o dostupnosti prirodne hrane
koja je razlicita tijekom pcelarske sezone. Posebice je vazno redovito pregledavati pcelinje
zajednice 1 pratiti koli¢inu pohranjenih rezervi hrane u kosnici kod pripreme zajednica za
zimovanje. Takoder, uravnoteZzena prehrana pcelinjih zajednica postize se povremenim
zajednica, osim $ecernog sirupa, ¢ine pogate (KATUSIC, 2020., MAJOROS i sur., 2022.).
Pogace dostupne na trzistu, kao 1 one pripremljene u kuénoj radinosti razli¢itog su osnovnog
sastava, te s ili bez dodataka. U prethodno objavljenim znanstvenim radovima istraZen je utjecaj
prihrana s razli¢itim koncentracijama peludi ili dodataka hrani sacinjenih od proteinskih
zamjena na stupanj invazije sporama Nosema spp., ublazavanje negativnih uc¢inaka prihrane
proteinskim dodacima dodavanjem pcelinje peludi, te na niz fizioloSkih pokazatelja. Pri tome
utvrdeno je kako su skupine pcelinjih zajednica prihranjivane samo peludom uzimale visSe hrane
te je mikroskopskom pretragom utvrden manji broj spora Nosema spp., a u usporedbi s
skupinama pcelinjih zajednica prihranjivanih Cistim proteinskim dodatkom ili mjeSavinom

peluda i proteinskih dodataka (WATKINS DE JONG i sur., 2019.).

U ovom istrazivanju usporedivan je ucinak primjene proteinske pogace i Secerne pogace
prije i poslije prihranjivanja pcelinjih zajednica na p¢elinjaku u primorskom dijelu RH. Pri tome
je pretrazivan je uc¢inak prihranjivanja poga¢ama na smanjenje broja spora Nosema spp. lako je
kod pokusnih pcelinjih zajednica u prosjeku doslo do smanjenja stupnja invadiranosti
uzro¢nikom nozemoze, potrebno je naglasiti slabost istrazivanja u koje je bio uklju¢en mali broj
pcelinjih zajednica i koje su u pocetku pokusa bile nejednoli¢no prirodno invadirane sporama

Nosema spp.

Navedeni rezultati u suglasju s s nizom ranije provedenih istrazivanja o u¢inku dodataka
hrane za pcele na stupanj invadiranosti uzro¢nicima nozemoze, i to N. ceranae, koja je jedina
rasprostranjana na pcelinjacima u RH (TLAK GAJGER 1 sur., 2010.). Naime, na hrvatskim
pcelinjacima 1 u laboratorijski kontroliranim uvjetima dosad je proveden niz istraZivanja s
primjenjenim prihranjivanjima razli¢itim dodacima hrani za pcele (TLAK GAJGER, 2011.;
TLAK GAJGER i sur., 2009.; 2009a; 2011.; 2015.; 2018.; 2020.; 2021.; 2023.).
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Primjerice, prethodno je utvrdeno kako primjena EM® probiotika za pcele predstavlja
dobru pcelarsku praksu koja se primjenjuje diljem svijeta. Primjena EM® probiotika za pcele
u obliku dodatka prehrani do sada je pozitivno ocijenjena od strane pcelara kao dobra pcelarska
praksa koja se primjenjuje na pcelinjacima diljem svijeta (TLAK GAJGER 1 sur., 2020.; TLAK
GAJGER i sur., 2023.). Pra¢enjem probiotickog ucinka na jacinu i zdravstveno stanje p¢elinjih
zajednica, kao i kretanja stupnja invadiranosti Nosema spp. u tretiranim zajednicama, dokazano
je njegovo pozitivno djelovanje u smislu preveniranja invazija nozemoze tipa C, te kao podrska
u jaCanju zajednica s ciljem o€uvanja zdravog mikrobioma probavnog sustava pcela. Rezultati
dobiveni u prijasnjim istraZzivanima pokazali su Zeljene ucinke apliciranih probiotika
podrijetlom iz crijevnog sustava pcela na opce stanje i1 proizvodnost prihranjivanih zajednica
(MUDRUNOVA i sur., 2011.; AUDISIO i sur., 2015.; ALBERONI i sur., 2016.; CORBY-
HARRIS i sur., 2016.; TLAK GAJGER i sur., 2023.; SMRITI i sur., 2024.). Takoder je
primjenom Secernih prihrana obogacenih pentadekapeptidom BPC 157, a pracenjem njegovog
utjecaja na fiziolosSke 1 imunoloSke pokazatelje, kao i1 opce zdravstveno stanje pcelinjih
zajednica, te broja spora mikrosporidija Nosema spp. u tretiranim zajednicama, dokazano je

njegovo ucinkovito djelovanje (TLAK GAJGER 1 sur., 2018.; 2020.).

U pcelarskoj praksi dokazano je kako registrirani dodatci prehrani koji su odobreni za
uporabu u pcelarstvu mogu prevenirati jake invazije uzro¢nikom nozemoze tipa C, te sluziti
kao pripomo¢ u jacanju zajednica s ciljem oCuvanja korisnog mikrobioma probavnog sustava
pcela. Na Floridi je provedeno istrazivanje u terenskim uvjetima pcelinjaka na ukupno 75
zajednica, a vezano za moguci utjecaj prihranjivanja komercijalnim proteinskim poga¢ama na
jacinu zajednice te stupanj invadiranosti sporama Nosema spp. Pri tome autori su zakljucili
kako su pcele dobro uzimale pogace proizvodaca BeePro, UltraBee, MegaBee, te znacajno
slabije zajednice prihranjivane pogacom Brood Builder (MORTENSEN i sur., 2018.). Tijekom
provodenja pokusa broj spora Nosema spp. smanjio se u svim promatranim pcelinjim

zajednicama tijekom travnja, 1 kontrolne i pokusne skupine (MORTENSEN i sur., 2018.).

Sli¢an rezultat interpretirala je STAVALJ (2021.) nakon provedenog istraZivanja na 19
lokacija pcelinjaka smjestenih u kontinentalnom dijelu RH na ukupno 1119 pé&elinjih zajednica
koje su prihranjivane s dvije vrste komercijalne pogace. Kao kontrolna skupina sluzile su

zajednice koje nisu prihranjivane.
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Takoder, na Slici 5. je vidljivo da usprkos rezultatima koji nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrolne i pokusne skupine, doslo je do znacajnog smanjenja broja
spora Nosema spp. u skupini pcelinjih zajednica prihranjivanoj proteinskom pogacom
usporedujuéi tijek pokusa, posebice razliku inicijalnog i prvog termina uzorkovanja odraslih

pcela.
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6. ZAKLIUCCI

Iako u ovom istrazivanju nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u broju spora Nosema
spp. izmedu kontrolne i pokusne skupine pcelinjih zajednica, tijekom trajanja pokusa uoceno
je znacajno smanjenje broja spora Nosema spp. u pokusnoj skupini prihranjivanoj proteinskom
pogacom usporedujuéi pocetak i tijek istrazivanja (inicijalno i prvo uzorkovanje). Stoga je bitno
osigurati primjerenu prihranu kao pripremu za zimovanje i stimulativni razvoj u rano proljece,
te u razdobljima loSih vremenskih prilika kao bi pcelinje zajednice lakSe nadomjestile potrebne

zalihe hrane.
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8. SAZETAK

UCINAK PRIHRANJIVANJA PCELINJIH ZAJEDNICA (4pis mellifera L.)
PROTEINSKIM POGACAMA NA STUPANJ INVADIRANOSTI SPORAMA Nosema spp.

Antonia Muzi¢

Pcelinja zajednica treba dostatne zalihe nektara, meda 1 peluda da bi zadovoljila
energetske 1 prehrambene potrebe. Pri tome potrebna je stalna dostupnost prirodne hrane, no u
rano proljece 1 tijekom bespaSnih razdoblja zbog loSih vremenskih prilika, najpouzdaniji izvor
dodatne hrane je kvantitativno 1 kvalitativno zadovoljavajuce prihranjivanje pcelinjih zajednica
pogacama i/ ili Se¢ernim sirupom koje pcelar provodi u okviru dobre pcelarske prakse. Cilj
ovog rada bio utvrditi u€inkovitost primjene proteinskih pogaca tijekom prihrane pcelinjih
zajednica te utvrditi mogudi utjecaj na stupanj invadiranosti sporama Nosema spp. Pretrazeni
su uzorci odraslih pcela sakupljeni na pcelinjaku u pokusnim i kontrolnim skupinama (24) pod
hipotezom da ¢e pcelinje zajednice bolje uzimati proteinske nego Se¢erne pogace, te da ¢e se
smanjiti broj spora mikrosporidija Nosema spp. Laboratorijskim pretrazivanjem uporabom
svjetlosnog mikroskopa utvrdena je prisutnost i kvantifikacija spora Nosema spp. lako
analiziranjem rezultata nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u broju spora izmedu kontrolne
1 pokusne skupine pcelinjih zajednica, tijekom trajanja pokusa uoceno je znacajno smanjenje
broja spora Nosema spp. u pokusnoj skupini prihranjivanoj proteinskom poga¢om usporedujuci

pocetak 1 tijek istrazivanja.

Kljucne rijeci: medonosna pcela, spore Nosema spp., proteinske pogace
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9. SUMMARY

EFFECT OF PROVIDING HONEYBEE COLONIES (A4pis mellifera L.) WITH PROTEIN
PATTIES ON INVASION LEVELS OF Nosema spp. SPORES

Antonia Muzié

A honeybee colony needs sufficient nectar, honey and pollen supplies to meet its energy
and nutritional needs. This requires constant availability of natural food, but in early spring and
during dearth periods due to bad weather conditions, the most reliable source of additional food
is quantitative and qualitatively satisfactory feeding of honeybee colonies with patties or sugar
syrup, which the beekeeper carries out within the framework of good beekeeping practice. This
study aimed to determine the impact of protein patties after application during additional
feeding of honeybee colonies and its possible impact on the degree of invasion with Nosema
spp. spores. Samples of adult bees collected in the apiary in experimental and control groups
(24) were examined under the hypothesis that honeybee colonies would take up protein patties
better than sugar patties, and that the number of spores of Nosema spp. microsporidia would be
reduced. Laboratory examination using a light microscope determined the presence and
quantification of Nosema spores spp. Although the analysis of the results did not reveal
statistically significant differences in the number of spores between the control and
experimental groups of honeybee colonies, a significant reduction in the number of Nosema
spp. spores were observed during the experiment in the colonies fed with protein patty,

comparing the beginning and course of the research.

Keywords: honeybee, Nosema spp. spores, protein patties
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