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1. UVOD

Medonosna pcela (Apis mellifera) je eusocijalni kukac najpoznatiji po svojoj ulozi u
oprasivanju i odrzavanju bioloske raznolikosti biljaka (PAPA i sur., 2022.). Zbog svoje vazne uloge
u oprasivanju, kao i u proizvodnji meda i ostalih pcéelinjih proizvoda, pcela je postala jedna od
kljuénih zivotinja u poljoprivrednom gospodarstvu zbog ¢ega je oduvijek imala posebno mjesto u
zivotima ljudi (VIDAL-NAQUET 1 sur.,, 2014.). U poljoprivrednoj proizvodnji zajednice
medonosne pcele zasigurno su najvrjednije medu kukcima opraSivac¢ima zbog moguénosti uzgoja
u koSnicama i moguénosti njihove selidbe. Kako je uloga p¢ela iznimno vazna u ekosustavu, javlja
se zabrinutost zbog izvjesca da su gubici pcelinjih zajednica u stalnom rastu (GENERSCH, 2010.).

Posljednjih desetlje¢a zabiljeZeno je smanjenje vrsta pcela na razli¢itim podru¢jima i
kontinentima iz razloga Sto su pcele izloZene razlicitim stresorima (GREGORC 1 sur., 2022.).
Dokazano je da istodobni utjecaj kombinacije nepovoljnih ¢imbenika uzrokuje slabljenje 1
posljedi¢no smanjenje broja pcelinjih zajednica, a u prvom redu to su pesticidi, bolesti, gubitak i
fragmentacija stanista, smanjenje raznolikosti i dostatnosti cvijeca, kao i pove¢anje monokulturne
proizvodnje u poljoprivredi (GOULSON i sur., 2015.; GREGORC i sur., 2022.). Kako su sve vise
izrazene, klimatske promjene uvelike ¢e utjecati na populaciju i bioraznolikost pcela u buducénosti,
kao $to je ve¢ primijecen utjecaj na druge korisne kukce (PARMESAN 1 sur., 1999.; BROWN i
PAXTON, 2009.). Vrlo je tesko predvidjeti utjecaj raznih ¢cimbenika na pcelinje populacije jer oni
uglavnom ne djeluju nezavisno ve¢ imaju medusobno djelovanje (BROWN i PAXTON, 2009.).

Globalna slika pokazuje kako su glavni uzroc¢nici gubitaka pcelinjih zajednica u svijetu
jake invazije ektoparazitskom grinjom Varroa destructor. RazliCite vrste grinja povezane su s
medonosnom pcelom, no ekonomski znaCajni nametnici su: V. destructor, Acarapis woodi,
Tropilaelaps spp. koji velikim brojem u mnogim slucajevima mogu dovesti do propadanja
pcelinjih zajednica. Kako je V. destructor obvezatni nametnik koji ima sposobnost parazitiranja na
razli¢itim razvojnim stadijima pcela, smatra se da je upravo on, najopasniji Stetnik pcelinjih
zajednica diljem svijeta (HRISTOV 1 sur., 2020.). Polovicom pros$log stoljeca doSlo je do Sirenja
varooze Europom, te se od tada pa sve do danas, pcelarstvo suocava s velikim izazovom (LE
CONTE i sur., 2020.). Azijska medonosna pcela (Apis cerana) izvorni je nosioc uzro¢nika varooze,
dok se prijelaz na novog nosioca odvio izmedu 1940. 1 1960., a 1950. godine na podrucju Koreje

prvi put je uzroénik zamijeéen u radilickom leglu A. mellifera. Sirenju varooze najvise je



pogodovala globalizacija pcelarstva pri ¢emu je azijska medonosna pcéela dosla u kontakt s
europskom pcelom (ELIASH i MIKHEYEYV, 2020.). Zbog cinjenice da su Stete koje grinja
uzrokuje kljuéne u smanjenju broja pcelinjih zajednica diljem svijeta, neophodno je provoditi
redovite antivarozne tretmane protiv bolesti. Stoga su istrazivanja izuzetno vazna, ne samo kako
bi objasnila kompleksan odnos izmedu domacina i nametnika, ve¢ i kako bi se pronaslo odrzivo
rjeSenje za péelarstvo (ROSENKRANZ i sur., 2010.). Tri su stupa na kojima se oslanja borba protiv
varooze u posljednjih nekoliko desetljeca i koja su se pokazala klju¢nim za odrZivo gospodarenje:
biotehnoloske 1 fizikalne metode, kemijski tretmani 1 uzgoj pcela otpornih na varoozu. Zadnja
metoda, dugorono gledano je najodrzivija jer predstavlja korak prema samoodrzivim
populacijama pcela. Vidljiv je znacajan napredak u poznavanju ovih metoda kao 1 upotreba istih u
skladu s lokalnim i globalnim uvjetima i moguénostima (BUBNIC i sur., 2021.). No, kako bi se
izbjegla stalna 1 dugotrajna uporaba sintetskih akaricida predlaze se upotreba razlicitih
alternativnih akaricida. Pretjeranom uporabom sintetskih akaricida moguci je razvoj rezistencije
kod nametnika, te dolazi do nakupljanja aktivnih sastojaka i1 njihovih metabolita u pcelinjim
proizvodima (rezidua), s naknadnim rizikom za potroSace. Alternativa sintetskim akaricidima su
prirodni metaboliti kao $to su npr. esencijalna ulja i organske kiseline koje takoder djeluju
smanjenju razine broja grinja i sigurni za medonosne pcele (NARCISO i sur., 2024.).

U ovom radu su ispitivana akaricidna svojstva inovativnog sredstva ApiBonum ib u
pcelinjim zajednicama razliCite jac¢ine. ApiBonum ib postavljen je na okvire unutar koSnice, a
njihov antivaroozni ucinak je prac¢en pregledom podlozaka na podnici kosSnice i brojenjem otpalih
grinja tijekom 30 dana. Prije tretmana odredena je jaCina svake pojedine zajednice, a paralelno je
pracena i kontrolna skupina pcelinjih zajednica tretirana registriranom i za uporabu u pcelarstvu
odobrenom veterinarsko-medicinskom proizvodom Checkmite+.

Cilj rada bio je odrediti akaricidnu u¢inkovitost inovativnog sredstva ApiBonum ib kao

sredstva za odrzavanje higijene koSnice i odrediti njegov utjecaj na vitalnost pcelinjih zajednica.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIIH ISTRAZIVANJA

2.1. Varooza

Nametnicka grinja V. destructor uzrokuje varoozu zapadne (europske) medonosne pcele.
Grinja je izvorni nametnik azijske medonosne pcele (Apis cerana), no globalizacija pcelarstva
omogucila je grinji prijelaz na novog neadaptiranog domacina (BEAUREPAIRE i sur., 2015.).
Kod pcelinjih zajednica azijske medonosne pcele uocava se uravnotezen odnos izmedu nametnika
1 domacina, dok kod europske medonosne pcele, za koje je V. destructor novi nametnik, jo§ uvijek
nije doSlo do uspostavljanja te ravnoteze zbog Cinjenice da one jo§ uvijek nisu razvile ucinkovite
obrambene mehanizme (TLAK GAJGER, 2019.). U zajednicama azijske medonosne pcele V.
destructor uzrokuje samo ograni¢enu Stetu zbog obrambenih mehanizama koje su te pcele razvile,
a utjeCu na razmnozavanje grinje. Najucinkovitiji mehanizmi su nemoguénost razmnozavanja u
radilickom leglu, unistavanje trutovskog legla invadiranog s viSe grinja i izrazeno higijensko
ponasanje. Grinja ima dobro razvijenu prilagodbenu sposobnost, pa je tako viSestruko proSirila
SVoj raspon nosioca, ima razvijenu sposobnost kemoosjetljivosti, lako se Siri unutar i izmedu
pcelinjih zajednica, te brzo razvija rezistenciju na akaricide (TRAYNOR i sur., 2020.).

Kao ekonomski vazna bolest pcelinjih zajednica, varooza se nalazi na listi Svjetske
organizacije za zdravlje Zivotinja (WOAH), a njezino kontroliranje je dodatno regulirano
posebnim nacionalnim zakonskim propisima u nekim europskim zemljama. Odredivanje stupnja
invadiranosti grinjom u pcelinjim zajednicama, kao 1 primjena pravilnih dijagnostickih metoda,
kljucne su za ucinkovito suzbijanje bolesti (GREGORC i SAMPSON, 2019.). Za pcelara je
pravilno provodenje mjera kontroliranja varooze istodobno i nuznost i obaveza (TLAK GAJGER,

2019.).

2.2. Morfologija grinje V. destructor

Odrasli primjerci grinje imaju nesegmentirano dugoljasto oblikovano tijelo (ROTH 1 sur.,
2020.). Grinja V. destructor ima dva jasno definirana dijela tijela: idiosoma, koju ¢ine ledni 1
trbusni Stitovi, te gnatosoma koja predstavlja dijelove usnog aparata (ROSENKRANZ i sur., 2010.;
ROTH 1 sur., 2020.). Muzjaci grinje puno su manji od Zenke, tako je prosje¢na duZina tijela
muzjaka oko 0,70 mm, dok je Sirina oko 0,72 mm. Razlikovanje spolova prili¢no je jednostavno,
zenke grinja u odnosu na muzjake dosta su vece, pa je kod njih prosjecna duZina tijela oko 1,1

mm, dok $irina iznosi oko 1,6 mm (MAGGI i sur., 2011.; ROTH i sur., 2020.). Tijelo Zenke (Slika



1) je crvenkasto - smede boje, te elipsoidnog, spljostenog oblika prekriveno malim hitinskim
dlac¢icama, od kojih neke sluze da grinja ostane vezana za svog domacina, a neke imaju osjetilnu
funkciju mehanoreceptora i kemoreceptora. Zenke na svojim nogama imaju razvijene
specijalizirane strukture zvane apoteli (kukice), koji im sluze za lakse prianjanje za pcelu (ROTH
i sur., 2020.). Zenke grinja imaju puno razvijeniji usni aparat nego muZjaci, iz tog razloga samo
zenke imaju moguénost prodrijeti u pcelinje leglo i1 perforirati egzoskelet odraslih pcela. Stoga
samo zenke mogu prezivjeti izvan legla, dok je muzjak ogranicen na stanicu legla i obavlja svoju
primarnu funkciju, a to je parenje s drugim grinjama unutar stanice saca. Vrlo razvijeni receptori
na osjetilnim dla¢icama omogucavaju grinji da uocava razlike u temperaturi, vlazi i kemijskim
podrazajima. Osjet dodira takoder je dobro razvijen pa je grinja sposobna uhvatiti i najmanje
vibracije unutar koSnice. Kako grinja ne moze cuti ili vidjeti, svoj put u koSnici pronalazi
razlikovanjem svijetla od tame. Zahvaljujuéi istrazivanju dokazano je da grinja na prednjim
nogama ima razvijeni osjetilni organ putem kojeg moze osjetiti miris 1 okus. Kako je osjetilni

sustav dobro razvijen, grinja vrlo lako moZe locirati stanice pcelinjeg legla u koS$nici.

Slika 1. Odrasla Zenka grinje Varroa destructor (1zvor:

https://meridianbeekeepers.com/2020/10/23/varroa-an-overview/).



2.3. Zivotni ciklus

Zivotni ciklus V. destructor (Slika 2) podijeljen je u dvije faze: reproduktivnu fazu u kojoj
majka grinja polaze svoja jaja, a odvija se unutar stanica pcelinjeg legla, te foretska faza koja
predstavlja razdoblje u kojemu zrela Zenka parazitira na odraslim pcelama. U zajednicama
europske medonosne pcele, grinja prosjecno ima 0,7 do 1,45 zenskih kéeri u stanicama radilickog
legla i 1,6 do 2,5 kéeri u trutovskim stanicama (TRAYNOR i sur., 2020.). Grinja ima povecan
potencijal razmnozavanja u trutovskom leglu, zbog ¢ega 1 pokazuje viSestruku sklonost prema
trutovskim stanicama saca, a za invaziju odgovarajuce stanice, grinja koristi oblik “kemijske
Spijunaze” pomoc¢u kemijskih tvarih nazvanih kairomone. Kairomoni predstavljaju vrstu
feromona, odnosno kemijske tvari koje su specificne za pcelu, a koje paraziti mogu prepoznati 1
iskoristiti u svoju korist. Udio grinja u stanicama legla i na pcelama nije uvijek isti, poSto se
koli¢ina trutovskog 1 radilickog legla mijenja tijekom sezone. Nakon ulaska u odabranu stanicu
saca, majka grinja se skriva unutar hrane diSu¢i kroz peritrem koji se pruza iznad tekuce hrane. U
ovom razdoblju grinja ostaje nepokretna kako bi se osigurala od uklanjanja iz stanice sa¢a od strane
pcela njegovateljica koje pregledavaju stanicu prije zatvaranja. U razdoblju kada se li¢inka pcele
pocinje rastezati po duzini stanice i stvara kukuljicu, grinja se prihvaca na predkukuljicu 1 perforira
kutikulu (kozu) pcele u svrhu stvaranja mjesta za hranjenje. Uz pomo¢ antikoagulansa kojeg grinje
izlucuju putem sline i procesa supresije zacjeljivanja rane kod pcele, mjesto za hranjenje ostaje
otvoreno duze vrijeme (TRAYNOR 1 sur., 2020.). Razvoj jajasaca kod varooe, otprilike Sest sati
nakon §to je Zenka grinja usla u leglo, aktiviraju se mirisi pcelinje liCinke i1 zatvaranje stanica saca
vostanim poklopcem od strane pcela radilica. Preduvjet da bi razmnoZavanje grinje bilo uspjesno
je hranjenje bjelancevinasto - masnim tijelom pcelinje liCinke. Proces polaganja jaja zahtjevan je
zadatak za koji treba puno energije, a tu energiju majka grinja dobiva metaboliziranjem tkiva pcele.
Koliko je taj proces zahtjevan govore proteomska i transkriptomska istrazivanja koja pokazuju pad
metaboli¢kih enzima ugljikohidrata tijekom polaganja jaja. Ovaj energetski pad podudara se s
razdobljem nemetaboliziranog prijenosa hranjivih tvari kod majke grinje. U tom se razdoblju
hranjive tvari koje majka grinja uzima od pcele prenose u jajasca. Dakle, pojedine hranjive tvari,
osobito proteini prolaze kroz probavni sustav grinje netaknuti katalitiCkim enzimima, te se
ugraduju u jajasca te postaju njihov sastavni dio. 60 do 70 sati nakon ulaska u stanicu majka grinja
polaze prvo haploidno jaje, a nakon toga preuzima brigu za jaje koje lijepi na gornju stani¢nu

stijenku jer je upravo to najsigurnije mjesto tijekom stvaranja pcelinje kukuljice (TRAYNOR i



sur., 2020.). Kako prvo jaje nije oplodeno, uvijek se razvije u muzjaka. Svakih 30 sati nakon ove
faze, majka polaze po jedno diploidno jaje, odlazu¢i ih dalje niz stani¢nu stijenku (TRAYNOR 1
sur., 2020.). Potrebno je Sest dana da nimfe sazriju u odrasle zenke, dok je muzjacima potrebno
sedam dana za isti proces. Kada prode vrijeme koje je potrebno da Zenka sazrije, ona se pari s
novorazvijenim muzjakom. To se parenje mora dogoditi prije nego se pcela izade iz stanice saca,
jer muzjaci i zenke koji se nisu parili, ugibaju nakon $to pcela izade iz stanice. Grinja u stanicama
radilickog legla u razvoju ostaje sveukupno 12 dana kako bi dovrSila proces parenja, dok u
trutovskim stanicama ostaje 1 do 14 dana. V. destructor preferira trutovsko leglo upravo zbog
¢injenice da u njima njezino razvojno razdoblje moze trajati 1 viSe od 24 sata dulje nego u
radilickom leglu. Zbog toga su trutovske stanice zarazene pet do deset puta ¢eS¢e od radilickog
legla. Kako bi se S§to viSe uklopila u okoli§ svakog pojedinog pcelinjaka, grinja je sposobna
prilagodavati svoju prehranu 1 razmnoZavanje. To im omogucuje da se tijekom sezone
razmnozavanja péela, stupanj njihova invazije udvostru¢i svaka tri do &etiri tjedna. Zivotni vijek
grinje dosta ovisi o klimatskim prilikama, pa tako u umjerenim klimatskim uvjetima Zivi dva do
tri mjeseca ljeti te Sest do osam mjeseci zimi. [zlaskom iz stanice, pCela na sebi nosi sparene grinje
(majka 1 kéeri) (TRAYNOR 1 sur., 2020.). Foretska faza predstavlja razdoblje zivota grinje kada
one prelaze s jedne na drugu odraslu pcelu. Kako grinja ne bi bila uklonjena s tijela pcele tijekom
specijalnog nacina ponaSanja pcela, tzv. samocis¢enja, ona se prihvaca na posebno mjesto na tijelu
pcele, odnosno na podrucju trbusnog dijela intersegmentalnih membrana i na prijelazu prsista u
zadak. Dugo se vjerovalo da je V. destructor nametnik slican krpelju koji se hrani hemolimfom.
No, grada usnog aparata i probavnog sustava ukazuju na to da je grinja organizam koji se hrani
polucvrstim tkivom putem ekstraoralne probave. Analize izmeta grinje pokazuju da se izmet
pretezno sastoji od gvanina s tragovima hipoksantina, mokraéne kiseline 1 kofeina §to upucuje na
prehranu bogatu proteinima s malom koli¢inom vode. Dakle, novija istraZzivanja dokazuju da se
grinja najve¢im dijelom hrani bjelancevinasto-masnim tijelom iz koje izvlaci bjelancevine koje su
nuzne za proizvodnju jaja, a to potvrduje 1 analiza sadrzaja crijeva grinje u kojemu je pronadeni
djelovi tkiva bjelanc¢evinasto-masnog tijela. Tako su novija istrazivanja pobila desetlje¢ima dugu

teoriju da se grinja hrani isklju¢ivo hemolimfom (TRAYNOR i sur., 2020.).



Slika 2. Zivotni ciklus grinje Varroa destructor (Izvor: https://www.ars.usda.gov/pacific-west-
area/tucson-az/carl-hayden-bee-research-center/research/varroa/varroa-mite-life-cycle-and-

reproduction/).

2.4. Nacini §irenja varooze

Grinja V. destructor moze se prenositi na vise nacina, no smatra se da je grabez primarni
put za prijenos uzroc¢nika varooze izmedu kosSnica. U razdoblju od kasnog ljeta do jeseni izvori
prirodne hrane za pcelu postaju rijetki, pa je upravo to doba kada je grabez najucestaliji jer pcele
poCinju krasti zalihe hrane slabijim pcelinjim zajednicama. Upravo su najslabije pcelinje
zajednice, a time 1 najpogodnije za grabeZ, one koje su oslabljene parazitiranjem grinje. Tijekom
grabeza, grinja se prihvaca na pcele “pljackasice” 1 na taj nacin se prenosi u drugu kosnicu. Grabez
je savrSeni nacin da razliCite pcelinje zajednice 1 pcelinjaci dolaze u kontakt, Sire¢i na taj nacin
grinje na vece udaljenosti. Iz tog razloga ¢ak 1 pcelinjaci koji su pravilno tretirani protiv varooze
nisu sigurni od ponovne invazije grinjom, a posto se grinja vrlo lako prenese iz lokalnih p&elinjaka
koji nisu ili su nepravilno tretirani. Veliki problem u Sirenju nametnika su tzv. lutajuce pcele koje,
vracajuci se s pase, ulaze u tude koSnice 1 na taj nacin vrlo lako prenose grinje medu pcelinjim
zajednicama. Rojenje kao prirodni na¢in razmnoZavanja zajednice takoder ima ulogu u Sirenju
varooze. Na vrhuncu pasne sezone kada koSnica postaje pretijesna za velik broj pcela, otprilike
polovica pcela radilica napusta zajednicu kako bi u obliku roja osnovale novu zajednicu sa starom

maticom, a u toj selidbi sa sobom iz kosnice nose i grinje. Pri postupku koji se provodi u svrhu



sprjeCavanja rojenja moze se donekle smanjiti invazija grinjama, posSto se postojeca pcelinja
zajednica dijeli na dva dijela i to tako da se postojeca koSnica sa starom maticom seli na novo
mjesto, dok na mjesto stare kosnice dolazi nova s nesto legla, peluda i nektara. Na taj se nacin
smanjuje koli¢ina pcelinjeg legla u svakoj pojedinoj kos$nici, a s time i koli¢ina grinja unutar
pojedine zajednice. Znacajan je i tretman protiv varooze pri postupku umjetnog razrojavanja
pcelinjih zajednica kojim se dodatno moze smanjiti invadiranost grinjom u novonastalim péelinjim
zajednicama. Ne treba zanemariti 1 ljudski uzjecaj u Sirenju bolesti pcela jer se premjestanjem
zajednica, kao 1 trgovinom matica 1 pcela, grinje lako moZe proSiriti na velike geografske

udaljenosti.

2.5. Stete nastale parazitiranjem grinje ¥ destructor

Kako je ve¢ navedeno, A. mellifera ne posjeduje obrambene mehanizme s kojima bi se
mogla boriti protiv grinje V. destructor, za razliku od 4. cerana koja je evoluirala zajedno s V.
destructor te je uspjeSno razvila takve mehanizme (ROTH 1 sur., 2020.). Bez obrambenih
mehanizama svaka pcela biva oStecena na viSe naCina, a razvojni stadiji pcela, li¢inka i kukuljica,
leglo jako invadirano (Slika 3), ono ugiba u svim razvojnim stadijima, dok su poklopci stanica
saca vidno oSteceni u vidu uleknuca i pukotina (TLAK GAJGER, 2019.). Op¢e promjene koje
zahvacaju gotovo svaku invadiranu pcelu su skraceni zivotni vijek, gubitak tjelesne mase, smanjen
sadrzaj vode u organizmu, smetnje u ekspresiji imunoloskih gena, poremeceni neuralni procesi i
potesko¢e u ucenju i ponaSanju, $to se najvise odrazava na letenje i orijentaciju. Tjelesna masa
cesto se uzima kao predmet analiziranja kada je rije¢ o istrazivanju posljedica parazitiranja grinjom
V. destructor, pa tako viSe istrazivanja ukazuje na znacajano smanjenje tjelesne mase kod pcela.
Rezultati jednog istraZivanja su pokazali da su zdrave pcele imale 5% vecu masu nego pcele
invadirane jednom grinjom, a ta se razlika povecavala na 7% kod pcela invadiranih s tri ili viSe
grinja (MORFIN 1 sur., 2023.). Takoder je dokazano da ova grinja nanosi velike Stete zbog
hranjenja lipidima pcele, a posljedica toga je njeno opc€e slabljenje i znacajan pad imuniteta (ROTH
1 sur., 2020.). Tijekom razvoja, pcelinje kukuljice koje su invadirane grinjama izgube 15 do 20%

tjelesne mase, posljedi¢no tome iz takvih se kukuljica razviju sitne odrasle pcele koje se tesko



uklapaju u organiziranu podjelu rada unutar pcelinje zajednice. Te su pcele slabije razvijene, a

posebice je slabo razvijena mlije¢na zlijezda, dok su voskovne Zlijezde degenerirane.

Grinja takoder stvara velike probleme pcelama skupljacicama jer kod njih mijenja
sposobnost letenja i orijentacije. Posljedi¢no tome pcele imaju smanjenu sposobnost sakupljanja
hrane i resursa iz prirode koji su prijeko potrebni za razvoj i opstanak péelinje zajednice. Trutovi
invadirani grinjom izlaze sa znatnom manjom tjelesnom masom, a na taj nacin grinja izaziva
deficit u proizvodnji sperme 1 openito smanjuje sposobnost razmnozavanja jer je kod medonosnih
pcela broj spermatozoida u korelaciji s veli¢inom tijela truta. Sve invadirane pcele imaju oslabljen
imunoloski odgovor jer grinja svojim parazitiranjem smanjuje regulaciju ekspresije imunoloSkog
gena 1 uzrokuje proteomske promjene u imunoloskom odgovoru medosnosne pcele. Kod pcela
tijekom ozljeda ili kod infekcija dolazi do inkapsulacije patogenog mikrorganizma pomocu
hemocita 1 melanina, zbog ¢ega su ova dva spoja vazni ¢imbenici u imunoloSkom odgovoru.
Upravo na ova dva ¢imbenika imunoloskog odgovora djeluje V. destructor, tako §to smanjuje broj
cirkuliraju¢ih hemocita i sinitezu melanina. Smanjena koli¢ina melanina posljedica je sposobnosti
grinje da svojim parazitranjem blokira profenol oksidazu koja je klju¢na u sintezi melanina.
Zahvaljujuéi novijim istrazivanjima koja su dokazala da se grinja hrani bjelancevinasto-masnim
tijelom, a ti organi igraju glavnu ulogu u imunoloskom sustavu, lako je zakljuciti zasto je oslabljeni

imunitet jedan od najvaznijih simptoma varooze (NOEL i sur., 2020.).

Slika 3. Kukuljica invadirana grinjom Varroa destructor (1zvor: https://www.blog-veto-

pharma.com/en/field-bioassay-to-detect-varroa-mite-resistance-in-the-apiary/).



2.6. Dijagnostika i kontroliranje varooze

lako je grinja V. destructor u pcelinjim zajednicama obvezatni nametnik, dijagnosticiranje
se provodi s ciljem da se u zajednicama utvrdi prisutnost i stupanj invadiranosti grinjama. Taj se
postupak provodi na otprilike 10% pcelinjih zajednica jednog péelinjaka tijekom aktivne péelarske
sezone. Za odredivanje stupnja invadiranosti pcelinje zajednice razvijeno je nekoliko metoda koje
se najces¢e primjenjuju, poput otklapanja i pregleda trutovskog legla, primjena Secera u prahu,
pracenje prirodnog pada grinja i viSekratno ispiranje uzoraka odraslih pcela u vodenoj otopini
detergenta (TLAK GAJGER, 2019.). Provodenje redovitog nadzora i kontrole pcelinjih zajednica,
po potrebi 1 laboratorijska dijagnostika, te tretiranje zajednica odgovaraju¢im registriranim VMP-
om i primjena pogodnih apitehni¢kih mjera klju¢ni su u suzbijanju varooze. Nekoliko je klju¢nih

razloga zasto je vazno kontrolirati broj grinja unutar pcelinjih zajednica:

» Dbez kontrole je teSko odrediti vrijeme za pravodoban i pravilan tretman ili termin kada
se pcelinja zajednica nalazi pred pragom invadiranosti koji zahtjeva reakciju pcelara.
Ako kontroliranje izostane, visoko invadirane pcelinje zajednice postaju prijetnja za
ostale zajednice istog ili cak drugih lokalnih pc¢elinjaka;

» postupkom kontroliranja dobiva se uvid u u¢inkovitost tretiranja pcelinjih zajednica Sto
je osobito vazno za rano otkrivanje razvoja rezistencije na primjenjeni akaricid kod
grinja;

» ako lokalne péele pocinju pokazivati bilo kakvu otpornost prema grinjama, péelar bi

bez kontrole sigurno previdio ovu vrijednu osobinu pcele.

Puno je ¢imbenika koji odreduju brojnost populacije grinja medu pcelinjim zajednicama.
Dakle, na veli¢inu populacije grinja utjecu: godiSnje doba, prethodna rojenja pcela, prethodni
tretmani akaricidima, te opée stanje svake pojedine pcelinje zajednice. Tako se ¢esto dogada da se
“najproblemati¢nije” zajednice ne otkriju na vrijeme upravo zbog stalnih promjena unutar
populacije grinja. Stoga, kada je to moguce, utvrdivanje stupnja invadiranosti grinjama u pc¢elinjoj
zajednici pruzit ¢e najbolje smjernice o tome §to je svakoj pojedinoj zajednici potrebno (KANE i
FAUX, 2021.). Kada se primijete klinicki vidljivi znakovi bolesti i/ili prilikom sumnje ne
neucinkovitost primijenjenog veterinarsko-medicinskog proizvoda tijekom obveznog tretiranja
pcelinjih zajednica protiv varooze, podnosi se prijava sumnje na varoozu ovlastenoj veterinarskoj

organizaciji na podrucju gdje je smjesten pcelinjak (TLAK GAJGER, 2019.).
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Razli¢ite metode kontrole varooze koje se koriste u svijetu mogu se podijeliti u tri skupine:
apitehnicke mjere koje ukljucuju razlicite tehnike pcelarenja, kemijski tretmani i uzgoj rezistentnih
pcela. Kombinacijom metoda iz sve tri skupine postize se najucinkovitiji i najodrziviji nain u
borbi protiv varooze (BUBNIC i sur., 2021.). Kemijski tretmani predstavljaju jedan od glavnih
alata kada je rije¢ o suzbijanju varooze u pcelinjim zajenicama. No, dva vazna javnozdravstvena
problema su se pojavila kao rezultat Siroko rasprostranjene upotrebe sintetskih akaricida. Prvo,
razvijanje rezistencije kod grinje V. destructor kao rezultat koriStenja akaricida na pogreSan nacin
1 kroz duze razdoblje te pojava rezidua u pcelinjim proizvodima (GREGORC 1 sur., 2022.). Kako
bi se izbjeglo neprikladno, neucinkovito 1 Stetno tretiranje pcelinjih zajednica, u Republici
Hrvatskoj je preporuc¢en model suzbijanja varooze koji se provodi na svim pcelinjim zajednicama
u isto vrijeme na odredenom podrucju s jednim od odobrenih VMP-a, osiguravajuéi u isto vrijeme
proizvodnju pcelinjih proizvoda bez ostataka Stetnih tvari 1/ili njihovih metabolita. Ovaj model
omogucava postizanje maksimalnog ucinka ovako propisanih mjera na podrucju Republike
Hrvatske. Model se preporuca od 2011. godine, a bio je propisan Programom kontrole i suzbijanja
varooze (ANON, 2022.). Zbog mogucnosti da se u pcelinjim proizvodima utvrde Stetne rezidue
nakon tretmana akaricidima, propisuje se tretiranje pcelinjih zajednica nakon vrcanja meda glavnih
medonosnih pasa (TLAK GAJGER, 2019.). Opisana preporuka dobre veterinarske, pcelarske i
okolisne prakse provodi se s ciljem:

» uspostavljanja ucinkovite kontrole i1 ucinkovitog planiranja tretiranja pcelinjih
zajednica protiv varooze u istom razdoblju na odrednom podrucju, odobrenim VMP-
om;

» uspostave baze podataka o varoozi na pcelinjacima;

» edukacije pcelara o dobroj pcelarskoj praksi na péelinjaku.

Program preporuca da se najmanje jednom godi$nje mora provesti tretiranje protiv varooze i to u

ljetnom razdoblju u razdoblju 1. srpnja do 31. kolovoza.

2.7. Rezistencija grinja V. destructor

U posljednje vrijeme pcelari su sve vise zabrinuti i nezadovoljni u¢inkovitos¢u akaricidnih
preparata zbog velikog broja grinja koje zaostaju u zajednicama koje su redovno tretirane. To

stvara dodatne troskove posto su pcelari primorani provoditi druge postupke za kontroliranje
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varooze ukoliko Zele sprijeciti masovni gubitak zajednica. Smatra se da zbog manje u¢inkovitosti
akaricida, grinja ima vecu sposobnost za razvoj rezistencije na lijekove. Koncept otpornosti na
prirodne toksine koji se primjecuju kod Zivotinja predstavlja sposobnost organizma da tolerira tvar
u dozama koje su smrtonosne za vecinu jedinki unutar iste vrste (BAK i sur., 2012.). ViSestruko
rabljeni i ¢esto na pogresan nacin primjenjivani VMP-i uzrok su razvoja rezistencije kod grinja, a
posljedi¢no tome izrazenijoj pojavnosti i veéim Stetnim utjecajima u pcelinjim zajednicama. Tom
negativnom ucinku pridonosi 1 provodenje lose pcelarske prakse 1 utjecaj negativnih ¢imbenika iz
okolisa (TLAK GAJGER, 2019.). Dakle, razvoj rezistencije mogu pospjesiti, uz ve¢ navedeni
problem opetovanog koriStenja istih preparata i davanje vecih ili manjih doza od onih koje je naveo
proizvodac, drzanje ljekova u pcelinjim zajednicama dulje od preporucenog i koriStenje preparata
koji nisu odobreni u lije¢enju varooze (BAK 1 sur., 2012.). Prirodnom selekcijom odvija se razvoj
otpornog fenotipa u populaciji, budu¢i da osjetljivije jedinke ugibaju nakon tretmana, dok
otpornije jedinke prezive tretman (LE CONTE i sur., 2010.; ROTH 1 sur., 2021.). Dva su nacina
za koja se smatra da ¢ine osnovu kod razvoja rezistencije grinja: izbjegavanje akaricida kroz
promjenu ponasanja i zadebljanje kutikule kako bi se smanjio prodor akaricida u organizam grinje
(WATKINS, 1997.; ROTH 1 sur., 2021.). Mehanizmi koji dodatno pouspjeSuju otpornost u grinja
su: promjene metabolizma, primjer toga je hidroliziranje molekula koje sadrze estere i pojacavanje
oksidativnog metabolizma putem citokroma P450 monooksigenaze S§to utjeCe na brzu
detoksikaciju (HILLESHEIM 1 sur., 1996.; ROTH 1 sur., 2021.). Veliki problem pcelarstva
predstavlja razvoj rezistencije kod grinja jer posljedice toga su veliki gubitci pcelinjih zajednica
zbog smanjene ucinkovitosti VMP-a. Kod pojave rezistencije potrebno je uspostaviti koncept
upravljanja u kojemu je klju¢no zamijeniti VMP koji se do tada koristio. Ovo je osobito vazno
zbog mogucénosti razvoja krizne rezistencije, stoga je bitno uvesti novi VMP koji ima drugaciju

aktivnu tvar i koji djeluju na drugagiji na¢in (BUBNIC i sur., 2021.).
2.8. Grinja V. destructor kao prijenosnik virusa

Kako V. destructor parazitira na tijelu pcele 1 hrani se tkivima pcele, predstavlja idealnog
prijenosnika za uzrocnike razli€itih bolesti. Tri su glavne faze u Sirenju bolesti putem ovoga

prijenosnika (vektora):

» unos patogenih mikroorganitama: hraneci se pcelinjim tkivom, grinja istodobno unosi

u svoj organizam uzrocnike bolesti koji se nalaze u tom tkivu;
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» mobilnost: sposobnost grinje da se slobodno krece i promijeni vise nosioca — pcela;
» prijenos: tijekom hranjenja grinje na drugoj pceli, dolazi do prijenosa uzroc¢nika bolesti
u njegov organizam.

Sekundarni ¢imbenici takoder su bitni za uspjeSno prenosenje virusa putem vektora, a
najbitiniji su: prisutnost patogenih mikroorganizama na mjestu gdje se grinja hrani, njihovo
prezivljavanje na putu od zarazenog domacina, preko vektora, pa do novog domacina, osjetljivost
novog domacina na novog uzro¢nika bolesti, te hoce li se umnozati u grinji pa ima ulogu bioloskog
vektora ili nece, pa je mehaniCki vektor. Nabrojani Cimbenici imaju znacajan utjecaj na
virulentnost virusa 1 na odnos izmedu grinje 1 virusa, te se znacajno razlikuju izmedu pojedinih
virusa. Puno je virusa koji se mogu uspjeSno umnazati nakon $to budu uneseni u tijelo pcele ili u
kukuljicu putem grinje. No, jedino virus izoblienih krila 1 virus akutne paralize pcela imaju jasnu
vezu s V. destructor kao glavnim prijenosnikom. Virus izobli¢enih krila moZe inficirati pcelinje
leglo i odrasle pcele. Vrlo Cesto odrasle pcele zaraZzene virusom ne pokazuju gotovo nikakve
klinicki vidljive znakove, no problem nastaje kada se virus putem grinje prenese na pcelinje
kukuljice iz kojih se kasnije razviju pcele izoblienih krila. Dakle, globalno Sirenje varooze
omogucilo je virusu izobli¢enih krila da se prebaci iz slabo rasprostranjenog i asimptomatskog
virusa u virulentni 1 rasprostranjeni tip virusa, kao i vidljivu bolest s teSkim simptomima. Njegova
pojacana virulencija rezultat je znatno oslabljenog imunoloskog sustava pcéele zbog invadiranosti
grinjom 1 zaobilazenje fizickih 1 bioloSkih zapreka izmedu tkiva (DOUBLET 1 sur., 2024.).
Kontrola varooze klju¢na je u smanjenju Sirenja virusa, posto ne postoje djelotvorni lijekovi za

suzbijanje pcelinjih virusa.

2.9. Alternativni nacini lijecenja varooze

Na trziStu se razlikuju dvije vrste akaricida koji se najcesce koriste za kontrolu varooze:
jaki akaricidi odnosno sintetski spojevi kao §to su flumetrin, kumafos i amitraz, te slabiji akaricidi
odnosno organske tvari kao $to su mravlja kiselina, oksalna kiselina i niz eteri¢nih ulja. Zbog lake
upotrebe 1 ucinkovitosti, sintetski su akaricidi najviSe zastupljeni u pcelarskoj praksi, no njihova
pretjerana upotreba dovela je do razvoja rezistencije kod grinja i nakupljanja ostataka aktivnih
tvari u p€elinjim proizvodima. Uz to, sintetski akaricidi mogu utjecati na fiziologiju, metabolizam

1 ponaSanje pcela i poluciti izravni toksi¢ni u€inak na pcelinje licinke kao 1 na odrasle pcele. Veliki
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interes u posljednjih nekoliko godina pobudili su slabiji akaricidi ¢iji su najpoznatiji predstavnici
organske kiseline i esencijalna ulja. Ti su akaricidi sigurniji za pcele i pcelara nakon Sto se zastite,
ekoloski su prihvatljiviji i uglavnom djelotvorni u borbi protiv V. destructor (NARCISO 1 sur.,
2024.). Mravlja, oksalna, limunska i mnoge druge organske kiseline prisutne su u sastavu meda u
malim koli¢inama, a upotrebljene na pravilan nac¢in mogu imati vaznu ulogu u kontroli varooze
(GREGORC i sur., 2022.). Iako su se pokazali u¢inkovitima, treba imati na umu da ucinkovitost
nesintestskih spojeva uvelike ovisi o uvjetima okoliSa. Tako, primjerice mravlja kiselina i timol
nisu ucinkoviti pri visokim temperaturama, Stovise mogu biti Stetni jer tada mogu imati toksi¢an
ili Stetan utjecaj na pcele urazvoju (BERRY 1 sur., 2022.). Za suzbijanje varooze najcesce se koriste
mravlja i1 oksalna kiselina, izmedu kojih postoje znacajne razlike $to se tiCe nacina primjene,
upotrebljene koli¢ine 1 koncentracije. Oksalna kiselina se koristi pretezito u razdoblju kada se u
pcelinjoj zajednici ne nalazi veca koli¢ina pcelinjeg legla (GREGORC 1 sur., 2022.). Pri tretmanu,
oksalna kiselina ne prodire ispod poklopaca stanica saca s leglom u kojim se nalazi vec¢ina grinja,
ali izvrsno djeluje na grinje u foretskoj fazi kada one parazitiraju na odraslim pcelama. Kod
pcelinjih zajednica koje su kontinuirano tretirane oksalnom kiselinom kroz duzZe razdoblje nije
primjecen razvoj rezistencije, a ucinak nakon tretmana je zadovoljavaju¢ (MAGGI i sur., 2016.;
BERRY i sur., 2022.).

Mravlja kiselina je bezbojna tekucina koja je odobrena za upotrebu u pcelarstvu u razlic¢itim
formulacijama VMP-a (Slika 4), a djeluje na grinje u foretskoj i u reproduktivnoj fazi. Kod
koristenja mravlje kiseline u svrhu kontrole varooze, postoji nekoliko ¢imbenika koji utjeCu na
ucinkovitost tretmana: nacin na koji se mravlja kiselina unosi u kosnicu, mjesto gdje se nalazi u
kosnici, koli¢ina pcelinjega legla u kosnici, temperatura okolisa i godiSnje doba (GREGORC i sur.,
2022.). Kao alternativa sintetskim akaricidima koji su uc¢inkoviti u suzbijanju pcelinjih nametnika
1 bolesti medonosnih pcela, uvelike se preporucaju esencijalna ulja i njihovi monotrepeni.
Esencijalna ulja predstavljaju vrlo hlapljive biljne komponente sa svojstvima virocidnog,
baktericidnog, fungicidnog i antiparazitskog djelovanja. Primarni uzrok bioloSke aktivnosti
esencijalnih ulja su njihovi glavni sastojci, a to su trepeni, terpenoidi i fenolni spojevi. Problem
proizvoda na bazi esencijalnih ulja je u nepodudarnosti njihove u€inkovitosti prilikom tretiranja
pcela u laboratorijski kontroliranim uvjetima od tretiranja koja se provode na pcelinjaku. Razlog
tome su brojni ¢imbenici koji ujecu na ucinkovitost esencijalnih ulja prilikom tretiranja pcela u

terenskim uvjetima: varijabilnost kemijskog sastava biljaka, uvjeti temperature i vlaznosti, stupanj
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invadiranosti i jacina pcelinje zajednice, te nacin primjene esencijalnih ulja. Stoga su potrebna
daljnja istrazivanja o nacinu primjene, dozi, ponovljenim tretmanima, vremenskom razdoblju
pogodnom za tretiranje, a sve u svrhu uspostavljanja u¢inkovitog terenskog protokola za primjenu

proizvoda na bazi esencijalnih ulja (NARCISO i sur., 2024.).

Slika 4. Primjena mravlje kiseline (Izvor: https://carolinahoneybees.com/formic-acid-treatment-

for-bees/).

U vrijeme razvoja brojnih kontrolnih rjeSenja za borbu protiv varooze, geneticari udruzeni
s pcelarima poceli su traziti dugoroc¢no i odrzivo rjeSenje kako selekcijom odabrati populaciju
medonosnih pé&ela koje su sposobne preZivjeti invaziju grinja bez tretmana (NOEL i sur., 2020.).
Ovaj koncept o selekciji manje osjetljivih pcelinjih zajednica pojavio se ubrzo nakon globalnog
Sirenja grinje V. destructor, kada su neka provedena istrazivanja pokazala da pojedine podvrste A.
mellifera 1 afrikanizirane medonosne pcele imaju sposobnost prezivljavanja invazije grinjama, dok
takve invazije nanose izrazito veliku Stetu europskoj medonosnoj péeli (GUICHARD i sur., 2020.).
Otpornost na grinje povezana je s dva fenotipa: higijensko ponaSanje i Varroa sensitive hygiene
(VSH) (naglasena osjetljivost prema invadiranim stanicama saca), a ono ukljucuje dva
mehanizma: samociséenje (engl. auto-grooming) i €is€enje tijela drugog ¢lana pcelinje zajednice
(engl. allogrooming) (KASKINOVA 1 sur., 2020.). VSH je osobina pcela koja im omogucéava

uklanjanje pcelinjih kukuljica iz invadiranih stanica 1 na taj nacin zaustavljaju daljnje
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razmnozavanje grinja. Prvobitno se smatralo da je ovaj obrazac ponasanja razvijen samo kod
azijske medonosne pcele.

Cilj istrazivaca diljem svijeta je ojacati ovu obrambenu sposobnost pcele putem
selektivnog uzgoja medu sojevima zapadne medonosne pcele za stvaranje pcela otpornih na grinju
V. destructor. Trenutno su rijetki primjeri upotrebe takvih populacija pcela u svijetu zbog
nedostatka alata koji omogucuju selekciju prezivjelih péelinjih zajednica na terenu (NOEL i sur.,
2020.). No, istrazivanja koja se provode diljem svijeta daju razloga za optimizam zbog pozitivnih

rezultata koji mogu znacajno poboljsati zdravlje medonosnih pcela u buduénosti.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Lokacija i izgled pcelinjaka

Pcelinjak na kojem je proveden pokus stacionarnog je tipa (Slika 5). Na péelinjaku se nalazi
70 pcelinjih zajednica koje su smjestene u Langstrooth-Root (LR) tipu kosnica. LR kosnica je
najpoznatiji tip vertikalnih kosnica ¢ija je glavna prednost da su svi njeni dijelovi jednakih
dimenzija. Pcelinjak je smjeSten na sjeverozapadu Republike Hrvatske u selu Jezerisce
smjeStenom nedaleko od granice s Slovenijom (koordinate pcelinjaka: 46°11'51.0"N
15°48'17.8"E). Glavne medonosne pase na ovom podruc¢ju su bagrem i kesten. U pokus je bilo
ukljuceno 30 pcelinjih zajednica koje su bile podijeljene u tri skupine: pokusne (10 pcelinjih
zajednica tretiranih pomo¢nim sredstvom za higijenu kosnica ApiBonum ib — A), i dvije kontrolne
(pozitivna kontrola: 10 pcelinjih zajednica tretiranith CheckMite + - B; 1 negativna kontrola: 10

pcCelinjih zajednica koje nisu tretirane - C).

Slika 5. Izgled pcelinjaka na kojem je proveden terenski dio istrazivanja.
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3.2. Odredivanje jaine pcelinjih zajednica

Dvije su opée metode kojim se odreduje jacina pcelinjih zajednica: objektivna i
subjektivna. Objektivne metode koriste kvantitativne mjere poput mase (mg, g, kg) ili povrSine
saéa zaleZene péelinjim leglom (cm?), dok se subjektivna metoda oslanja na vizualne procjene
(Slika 6) jednog ili viSe promatraca (GUZMAN-NOVOA i sur., 2024.). U ovom istrazivanju ja¢ina
pcelinjih zajednica odredivana je subjektivnom metodom prema formuli za izraCunavanje jacine
pcelinje zajednice, a glavni ¢imbenici u formuli su broj okvira popunjenih odraslim pcéelama i
postotak povrsine saca zalezenog pcelinjim leglom. U pokus su bile uklju¢ene pcelinje zajednice
razli¢ite jac¢ine. Prema istrazivanju provedenom 2012. godine, na jednoj strani potpuno ispunjenog
okvira u kosnici tipa LR nalazi se 1100 odraslih pcela. Na ovaj broj pridodaje se procijenjeni
postotak povrSine saca koji je ispunjen zaleZzenim leglom te se mnozi s brojem Cetiri
(DELAPLANE 1 sur., 2013.). Postupak procjene broja pcela u prvom (prije pocetka tretiranja
pcelinjih zajednica) 1 drugom pregledu (nakon provedenog tretiranja pcelinjih zajednica) obavila

je ista osoba.

Slika 6. Vizualno procjenjivanje jacine pcelinjih zajednica.
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3.3. Postavljanje ApiBonum ib i CheckMite+ u ko$nice

Prije pocetka tretiranja pcelinjih zajednica iz ko$nica koje su bile ukljucene u pokus uzet
je po jedan uzorak odraslih pcela (Slika 7). Uzorak je izravno uzet u plasti¢nu ¢asicu od 120 mL
ili su pcele prikupljene pomocu pcelarske Cetke. Uzorci pcela do pocetka laboratorijskog
pretrazivanja pohranjeni su u zamrzivacu pri temperaturi — 20 °C. Isto kao i prvog dana pokusa,
uzorak odraslih pcela uzet je i po zavrSetku pokusa, odnosno 42. dan nakon pocetka tretiranja.
Pcelinje zajednice (30) podijeljene su u tri skupine: pokusne i kontrolne. Pokusna skupina je bila
sastavljena od 10 pcelinjih zajednica, te je u svaku postavljeno inovativno pomoéno sredstvo za
higijenu koSnice ApiBonum ib (Slika 11). ApiBonum ib dolazi u obliku plasti¢nih ulozaka koji se
postavljaju izravno na satonose iznad pcela ili na podnicu kosnice. Kontrolna skupina bila je
sastavljena od 20 pcelinjih zajednica, pri ¢emu je prvu kontrolnu skupinu ¢inilo 10 pcelinjih
zajednica u koje je postavljen registrirani i za uporabu u pcelarstvu odobren VMP CheckMite+
(Slika 12), a ¢ija je djelatna tvar kumafos. VMP na nosacu plasti¢nih trakica (preporucena doza je
po dvije trakice za jednu kosnicu) CheckMite+ je postavljen u plodiste koSnica izmedu dva okvira
saca s zalezenim pcelinjim leglom. Druga kontrolna skupina takoder je bila sastavljena od deset

pcelinjih zajednica koje nisu bile tretirane.

e s © = T A

Slika 7. Uzorci odraslih pcela. Slika 8. ApiBonum ib u ko$nici.
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Slika 9. Postavljanje VMP-a CheckMite+ u koSnicu nastanjenu pc¢elinjom zajednicom.

3.4. ApiBonum ib

ApiBonum ib (Slika 10) je pomoc¢no sredstvo za higijenu pcelinje zajednice. Sadrzi biljne
ekstrakte sa zaSticenom formulacijom 1 mravlju kiselinu. Prema deklaraciji i uputi proizvodaca
ApiBonum ib pomaze pcelama u borbi protiv nametnika i mikroorganizama patogenih za pcele
njihovim pojac¢anim higijenskim ponasanjem. Prikladan je za koriStenje tijekom cijele godine bez
obzira na vremenske, temperaturne i bioloske uvjete. Zbog svog sastava prikladan je i za ekoloSko
pcelarstvo. Dolazi u obliku ulozaka produzenog djelovanja te je jednostavan za primjenu.

Preporuceno trajanje tretmana je 30 dana.
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ApiBonum ib
2a higijenu péelinje zajednice

10 AB ulozaka - djelovanje 30 dana!

Wk eifesofofr

Slika 10. Pomo¢no sredstvo za higijenu pcelinje zajednice - ApiBonum ib (Izvor:

https://www.medopip.hr/apibonum-ib-1-10.html).

3.5. Pracenje opadanja grinje V. destructor

U svaku koSnicu prije pocetka tretiranja pcelinjih zajednica bila je dodana antivaroozna
podnica (AV podnica) (Slika 12 1 13) s pripadaju¢om podloSkom koja se smjesta ispod plodiSnog
nastavka kosnice. Uz pomo¢ AV podnice tijekom 30 dana promatrano je i evidentirano opadanje
grinje V. destructor, kao i 12 dana nakon vadenja svih primjenjenih sredstava ili VMP-a iz koSnica.

AV podnicu smo nakon svakog kontroliranja obrisali spuzvicom i vratili u kosnicu.

- ‘.-' X
g o e S R R
\ »x\.'p..'-,'_.f"" | n\*
R I TR R D TN
Slika 11. Podloska antivaroozne podnice. Slika 12. Grinja V. destructor na podlosci

antivarooze podnice.
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3.6. Tretiranje pcelinjih zajednica oksalnom kiselinom

35. dan pokusa napravljen je shock tretman oksalnom kiselinom (Slika 13). Za provedbu
tretmana napravljena je otopina oksalne kiseline i to na nacin da je u 1000 mL Secernog sirupa
dodano 35 g dihidrata oksalne kiseline. Tretiranje je provedeno nakapavanjem pripremljene
otopine oksalne kiseline pomocu Strcaljke. Po jednoj ulici koja je ispunjena pcelama u prosjecno
jakim pcelinjim zajednicama nakapano je otprilike 5 mL otopine oksalne kiseline. Isti dan poceli
smo pratiti opadanje grinja V. destructor na podloScima antivarooznih podnica, a pracenje je

zavrseno sedam dana nakon tretmana oksalnom kiselinom.

Slika 13. Tretiranje pcelinje zajednice otopinom oksalne kiseline (Izvor:

https://receptiasmir.wordpress.com/2016/11/11/tretiranje-pcela-oksalnom-kiselinom/).

3.7. Laboratorijsko odredivanje ja¢ine invadiranosti grinjama V. destructor

Svjetska organizacija za zdravlje Zivotinja (WHO) u svom priruéniku (Manual for
diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals 2019., poglavlje 3.2.7.) opisuje metodu koja
se primjenjuje u svrhu morfoloSke identifikacije odraslih jedinki i/ili razvojnih oblika grinje V.
destructor. Sace s pcelinjim leglom, odrasle pcele, ostaci s podnice kosnice i/ili pojedinacni

nametnici predstavljaju uzorke koji se mogu koristiti u ovoj laboratorijskoj metodi.
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U svrhu pokusa koristeni su uzorci odraslih pcela za laboratorijsko pretrazivanje (Slika 14).
Pcele se stavljaju u specijalnu posudu s duplim poklopcem (puni i mrezasti poklopac, ¢ija su
okanca promjera 2 do 3 mm). Na posudu se zatim upisuje laboratorijski broj pretrage, te oznaka s
pojedina¢nog pakiranja uzorka. Za svaki uzorak odraslih pcela priprema se vodena otopina
detergenta za pranje posuda (vodovodna voda : detergent = 1000 ml : 5 mL) ili 75% etanol. Za
ovaj pokus koriStena je vodena otopina detergenta za pranje posuda. 200 mL tako pripremljene
otopine detergenta ulijano je u specijalnu posudu u koju je stavljen i magneti¢. Posuda smo zatim
zatvarili s oba poklopca, protresli 1 stavili na magnetsku mijesalicu (Slika 15) pomocu koje se
sadrzaj mijeSa tijekom 30 minuta. Nakon mijeSanja, posuda s uzorkom odraslih pcela stavljena je
na radnu povrsinu dok smo pripremili cjedilo promjera okanca oko 1 mm koja se postavlja u
sudoper, a na nju smo stavili filtar papir. Zatim se otklopi gornji poklopac, a tekucina se izlije
preko cjedila s filtar papirom. Na taj nacin grinje zaostaju na filtar papiru dok odrasle pcele
zaostaju na mrezastom poklopcu specijalne posude. Grinje koje smo izdvojili s filtar papira
prenesene su pincetom u oznacenu Petrijevu zdjelicu smo oznacili laboratorijskim brojem pretrage
1 oznakom s pojedinacnog pakiranja uzorka. Prilikom ispitivanja koriste se razli¢ita povecanja lupe
kako bi se obavilo vizualno pretrazivanje grinje, te se odreduje prisutnost pojedinih
karakteristicnih morfoloskih pokazatelja. Pokazatelji za morfolosku identifikaciju grinje V.

destructor su:

1. ovalno nesegmentirano tijelo s lednim oklopom prekriveno hitinskim dlacicama
2. velicina tijela: Sirina oko 1,5 mm, duzina oko 1 mm

3. Cetiri para nogu
4

. boja: crvenkasta, smeda do crna
Vrednovanje rezultata ispitivanja:

» negativno - ako iz uzorka odraslih péela nisu tijekom pripreme izdvojene grinje, odnosno
ako na izdvojenim grinjama morfoloskom identifikacijom nije utvrdena prisutnost
karakteristi¢nih pokazatelja za grinju V. destructor.

» pozitivno — ako su iz uzorka odraslih pcela tijekom pripreme uzoraka izdvojene grinje, te
ako je morfoloSkom identifikacijom utvrdena prisutnost svih navedenih pokazatelja za

grinju V. destructor.
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Slika 14. Uzorci odraslih p&ela namijenjeni za ~ Slika 15. Pripremljeni uzorci odraslih p&ela na

laboratorijsko pretrazivanje. magnetskoj mijesalici.

Slika 16. Cjedilo s filtar papirom. Slika 17. Grinja V. destructor na filtar papiru.
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4. REZULTATI
4.1. JacCina pcelinjih zajednica

Jacina pcelinjih zajednica za pokusne i kontrolne skupine pojedinacno je prikazana za

svaku pcelinju zajednicu uklju¢enu u pokus na Slici 18.

Jacina pcelinjih zajednica - inicijalni pregled
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Slika 18. Prikaz procijenjene jacine pcelinjih zajednica za pokusne i kontrolne skupine na

pocetku pokusa (A — ApiBonum ib; B — CheckMite+; C — kontrola bez tretmana).
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Na Slici 19 prikazana je jacina pcelinjih zajednica nakon zavrSetka pokusa u terenskim

uvjetima. Usporedujuci jacinu pokusnih (ApiBonum ib) i kontrolnih skupina, vidljivo je da su

pokusne skupine (ApiBonum ib) jace nakon tretmana kada je izvrSen zavr$ni klinicki pregled

zajednica, nego su to bile prilikom inicijalnog pregleda.

Jacina pc&elinjih zajednica - pregled po zavrSetku
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Slika 19. Prikaz procijenjene jacine pcelinjih zajednica za pokusne i kontrolne skupine na kraju

pokusa (A — ApiBonum ib; B — CheckMite+; C — kontrola bez tretmana).
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4.2. Ucinkovitost otpadanja grinja V. destructor
Na Slici 20 prikazan je broj otpalih grinja V. destructor nakon tretiranja. Na grafickom
prikazu vidljivo da je tijekom tretiranja najvise nametnickih grinja otpalo u pcelinjim zajednicama

u kojima je bio ApiBonum ib, a najmanje u pcelinjim zajednicama koje nisu tretirane.
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Slika 20. Prikaz broja otpalih grinja V. destructor nakon tretiranja pcelinjih zajednica ((A —

ApiBonum ib; B — CheckMite+; C — kontrola bez tretmana).
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4.3. U¢inak tretmana oksalnom kiselinom

Prikaz ucinkovitosti tretmana oksalnom kiselinom na svim pcelinjim zajednicama
(pokusne i kontrolne) koje su bile uklju¢ene u pokus. Oksalna kiselina bila je u¢inkovita za sve
pcelinje zajednice (pokusne i kontrolne). Rezultati pokazuju da je najveéi broj otpalih grinja V.
destructor o¢ekivano bio kod pcelinjih zajednica koje su u pokusu sluzile kao kontrolne, odnosno

pcelinje zajednice koje prethodno nisu bile tretirane.

Prikaz broja otpalih grinja Varroa destructor nakon "shock" tretiranja oksalnom kiselinom (tijekom 7 dana)
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Slika 21. Prikaz broja otpalih grinja V. destructor nakon jednokratnog tretmana oksalnom

kiselinom (A — ApiBonum ib; B — CheckMite+; C — kontrola bez tretmana).
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5. RASPRAVA

Ektoparazitska grinja V. destructor smatra se najveom prijetnjom zdravlju medonosne
pcele (ROSENKRANZ i sur., 2010.; GASHOUT i sur., 2020.). Otkako je grinja presla s izvornog
domacina, azijske medonosne pcele na zapadnu medonosnu pcelu, V. destructor je postala Siroko
rasprostranjena invazivna vrsta na gotovo svim kontinentima (REAMS i RANGEL, 2022.). Brzo
Sirenje grinje naglasava vaznost zasStite medonosne pcele i provedbu ucinkovitog lijecenja. Stoga
je primarni cilj veterinarske medicine kontroliranja brojnosti ove nametnicke grinje, jer su
medonosne pcele klju¢na vrsta kukaca opraSivaca za globalnu proizvodnju hrane (KOSCH 1 sur.,
2024.).

U danasnje vrijeme najvise se koriste fizicke, bioloske i1 kemijske metode u borbi protiv
ove nametni¢ke grinje, no nijedna od ovih metoda ne omogucava potpunu kontrolu bolesti.
Kemijske metode imaju veliku vaZznost u kontroli varooze, no Siroka upotreba kemijskih akaricida
dovodi pcelarski sektor najmanje dva velika problema. Prvo, moguénost razvoja rezistencije kod
grinja zbog opetovanog koriStenja istith kemijskih akaricida, te drugo, moguénost zaostajanja
kemijskih ostataka ili njihovih razgradnih produkata u pcelinjim proizvodima (AYAN 1 sur.,
2019.). Rezistencija je steCena sposobnost koja omogucava grinji da podnosi sintetske akaricide
Sto rezultira povecanim prezivljavanjem grinja i nakon pravilno provedenih tretmana. Stoga,
pojava rezistencije na sintetske akaricide izravno ugrozava zdravlje pcela i prezivljavanje pcelinjih
zajednica (COLES i DRYDEN, 2014.; MORFIN i sur., 2022.). 1991. godine prvi puta je otkrivena
rezistencija na piretroid tau-fluvalinat nakon ¢ega se vrlo brzo prosirila na velika geografska
podrucja (LODESANI i sur., 1995.). MARTIN (2004.) navodi kako se ista rezistencija 2001.
pojavila u Ujedinjenom Kraljevstvu, te da se je do 2004. prosirila na podrucje vise stotina
kilometara. Sli¢no tome, rezistencija na amitraz prvi puta je zabiljeZena 1991., na flumetrin 1995.
1 na kumafos 2001., a od tada je postala globalno rasirena (MITTON i sur., 2022.). Da je situacija
zabrinjavajuca §to se tice razvoja rezistencije potvrduju podaci iz Sjedinjenih Americkih Drzava i
Francuske koji govore da se otpornost na amitraz medu populacijama grinja V. destructor u tim
zemljama razvija na sve ve¢em broju p€elinjaka (MARSKY i sur., 2024.).

Zbog problema koji mogu nastati koriStenjem sintetskih akaricida sve se viSe promicu
alternativne metode kontroliranja varooze. Tako se posljednjih nekoliko godina sve vise koriste
prirodne tvari, osobito su zastupljene organske kiseline, posebice mravlja i oksalna, te etericna ulja

1 njihove komponente, medu kojima je najzastupljeniji timol. Glavne prednosti prirodnih spojeva
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koristenih u pcelarstvu su dostatna uéinkovitost protiv grinje i niski rizik od zaostajanja rezidua i
njihovog nakupljanja u pcelinjim proizvodima (GRACIA i sur.,, 2017.). Takoder, prednost
prirodnih tvari je u tome Sto su sigurne za pcele i pcelare kad se koriste na odgovarajuéi nacin.
Istrazivanje u Pakistanu koje je provedeno u svrhu ispitivanja uc¢inkovitosti prirodnih tvari kao
akaricida pokazalo je zadovoljavajuée rezultate. Istrazivana je uinkovitost mravlje i oksalne
kiseline u razli¢itim koncentracijama, te timola. Rezultati su pokazali da su svi tretmani znacajno
smanyjili populaciju grinja V. destructor, pri ¢emu je najvecu u¢inkovitost pokazala oksalna kiselina
u koncentraciji od 3,2% (94,84% + 0,34) 1 4,2% (92,68% + 0,37). Sveukupno, rezultati pokazuju
da su prirodni akaricidi u€inkoviti u kontroli varooze, te da se mogu koristiti bez vece zabrinutosti
od pojave ozbiljnih nuspojava (QADIR 1 sur., 2021.).

U ovom istrazivanju koriSteno je inovativno sredstvo ApiBonum ib koje predstavlja
alternativno, odnosno pomoc¢no sredstvo za higijenu kosnice koje pomaze u borbi protiv grinje V.
destructor. Istrazivanje je obavljeno u terenskim uvjetima pri ¢emu je praceno opadanje grinja na
podloScima antivarooznih podnica. ApiBonum ib sadrzi biljne ekstrakte s zaSticenom
formulacijom 1 mravlju kiselinu, a zbog ovakve formulacije djeluje kao prirodni akaricid tijekom
duzih vremenskih razdoblja. U pcelinjim zajednicama gdje je ApiBonum ib djelovao doslo je do
znacCajnijeg otpadanja grinja u usporedbi s primjenjenim VMP-om kao jednom kontrolom i u
odnosu na kontrolnu skupinu pcelinjih zajednica koje nisu tretirane.

Takoder, moguce je da tretman ApiBonumom ib ima pozitivan utjecaj na jacanje pcelinjih
zajednica posto je pet od 10 promatranih pcelinjih zajednica bilo ja¢e kod zavrsnog klinickog
pregleda nakon tretmana, nego su iste bile kod inicijalnog klinickog pregleda. Stoga smatramo da
se ApiBonum ib moze koristiti kao prirodni stimulans pcelinjoj zajednici na higijensko ponasanje
1 sredstvo koje pomaZze u jacanju pcelinjih zajednica. Osim toga, ApiBonum ib je pomoc¢no
sredstvo koje je sigurno za pcele i pcelare, a pri primjeni je manja opasnost od pojave rezidua u
medu 1 drugim pcelinjim proizvodima, a najveca odlika ovakvih sredstva koji su bazirani na
prirodnim sastojcima je sprijeCavanje razvoja rezistencije kod nametnickih grinja, Sto je danas

jedan od najvecih izazova veterinarske medicine u suvremenom pcelarstvu.
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6. ZAKLIUCCI

1.

ApiBonum ib kao pomocéno sredstvo za higijenu koSnice moze biti koristan nacin za
odrzavanje zdravlja i1 vitalnosti pcelinjih zajednica, posebice ukoliko mu se primjena
kombinira s bio-apitehnickim na¢inima kontroliranja varooze.

U pokusnim pcelinjim zajednicama tretiranim ApiBonumom ib utvrden je znacajno veci
broj otpalih grinja V. destructor u usporedbi s kontrolnim pcelinjim zajednicama, te manji
nakon zavrSnog shock tretmana oksalnom kiselinom, $to upucuje na njegovo moguce
imunomodularno djelovanje vjerojatno zbog izrazenijeg higijenskog ponasanja pcela.
lako u ovom istrazivanju nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u jacini pcelinjih
zajednica izmedu kontrolnih 1 pokusne skupine, pri zavrSnom klinickom pregledu
zajednica uoceno je kako vecina pcelinjih zajednica tretiranih ApiBonum ib pomo¢nim

sredstvom jaca u odnosu na inicijalni klinicki pregled.
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8. SAZETAK

Ucinkovitost primjene inovativnog sredstva ApiBonum ib na vitalnost pcelinjih zajednica

Stjepan Petek

Varooza je bolest pcela 1 pcelinjeg legla koja predstavlja najvecu prijetnju modernog
pcelarstva. Uzro€nik varooze je nametnicka grinja V. destructor. Zbog izrazito Stetnog utjecaja na
pcele, varooza se smatra glavnim uzrokom propadanja pcelinjih zajednica diljem svijeta. Zbog
navedenog, istrazivacki pcelarski sektor je u stalnoj potrazi za rjeSenjem koje bi omogucilo Sto
bolju kontrolu bolesti. Cilj ovog rada bio je utvrditi akaricidna svojstva inovativnog sredstva
ApiBonum ib, kao i njegov utjecaj na vitalnost pcelinjih zajednica. Istrazivanjem koje je
provedeno u terenskim uvjetima, utvrdeno je opadanje grinja kod svih pcelinjih zajednica tretiranih
sredstvom ApiBonum ib. Isto tako, utvrdeno je da ApiBonum ib ima pozitivan utjecaj na vitalnost,
odnosno jacanje pcelinjih zajednica, posto je kod pet od 10 zajednica uo¢eno povecanje broja pcela
na kraju istrazivanja, a u odnosu na inicijalni klinicki pregled. Kao prirodno pomo¢no sredstvo,
ApiBonum ib nije Stetan za pcele, pri uporabi manja je opasnost od razvoja rezistencije kod grinja,
kao 1 pojave rezidua u pcelinjim proizvodima. ApiBonum ib moze biti korisno sredstvo za
odrzavanje vitalnosti i1 higijene zajednica i moguce kao imunomodulator koji potic¢e higijensko

ponasanje pcelinjih zajednica.

Kljucéne rijeci: péelinja zajednica, ApiBonum ib, péelinja zajednica, vitalnost
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9. SUMMARY

Effectiveness of innovative remedy ApiBonum ib on the vitality of honeybee colonies

Stjepan Petek

Varroosis is a disease of honeybees and honeybee brood that poses the greatest threat to
modern beekeeping. The causative agent of varroosis is the parasitic mite V. destructor. Due to its
extremely harmful effect on honeybees, varroosis is considered the main cause of the decline of
honeybee colonies around the world. Because of the above, the research beekeeping sector is
constantly looking for a solution that would enable better disease control. The aim of this study
was to determine the acaricidal properties of the innovative agent ApiBonum ib, as well as its
impact on the vitality of honeybee colonies. The research, which was conducted in field conditions,
determined the decline of mites in all honeybee colonies treated with ApiBonum ib. Also, it was
found that ApiBonum ib has a positive effect on the vitality, i.e. strengthening of honeybee
colonies, since an increase in the number of honeybees was observed in five out of 10 colonies at
the end of the study, compared to the initial clinical examination. As a natural remedy, ApiBonum
ib is not harmful to bees, when used there is a lower risk of developing resistance in mites, as well
as the appearance of residues in honeybee products. ApiBonum ib can be a useful tool for
maintaining the vitality and hygiene of colonies and possibly as an immunomodulator that

stimulates the hygienic behavior of honeybee colonies.

Keywords: honeybee colony, ApiBonum ib, varroosis, vitality
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