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1. UvOD

Pcelarstvo kao tradicionalna poljopriviedna grana u Republici Hrvatskoj ima veliki
gospodarski znacaj. Pcelinji proizvodi upotrebljavaju se kao hrana i dodatak prehrani zbog
svojih funkcionalnih svojstava, no medonosna pcela (A. mellifera), odgovorna je i za jednu od
najvaznijih uloga koju kukci imaju, a to je opraSivanje. Pcela je stoga, ekoloski i ekonomski
macajan kukac, ¢ija je gospodarska korist i znacaj od opraSivanja biljaka daleko veca od
vrijednosti samih pcelinjih proizvoda (MORSE i CALDERONE, 2000.). Smatra se da pcele
opraSyju oko jednu treéinu svih kultura dijem svijeta (ISAACS i TUELL, 2007.), no
posljednjih godina doslo je do prijave znacajnih gubitaka u pcelarstvu, a uzroka je mnogo.
Razni bioticki 1 abiotiCki stresni ¢imbenici pogoduju razvoju bolesti u pcelinjoj zajednici, te
padu njenog imunoloskog statusa. Cinjenica je da su razli¢iti stresni Cimbenici, kao $to su
utjecaj nametnika i patogenin mikroorganizma, nedostatna prehrana i nepovoljan ucinak
pesticida uzrocnici imunosupresije kod pojedinacnih pcela i cielih pcelinjih zajednica
(ANTUNEZ i sur., 2009.; ALAUX i sur.,, 2010.; DI PRISCO i sur., 2013.). Takoder, kao
moguéi uzrok imunodepresije navodi se viSekratna ¥ili nepravilna primjena akaricida pri

suzbijanju grinje Varroa destructor.

Grinja V. destructor te mikrosporidija Nosema ceranae preneseni su s prirodnog
azijskog nosioca — azijske medonosne pcele (Apis cerana) na europsku medonosnu pcelu, u
kojoj su kao novom osjetljivilem nosiocu pronasli povoljne uvijete za razvoj (HIGES i sur.,
2010.; ROSENKRANZ i sur., 2010.). N.ceranae uzro¢nik je nametnicke bolesti odraslih pcela,
nozemoze tipa C (ANON., 2009.). Nozemoza tipa C bolest je kronicnog tijeka s dugim
inkubacijskim razdobljem, a naj¢eS¢e prolazi asimptomatski ili je pracena nespecificnim
simptomima poput postepenog slablijenja pcelinjih zajednica, povecanih jesenskih i zimskih
gubitaka pcela i smanjene proizvodnje meda (FRIES i sur., 2006.; HIGES i sur., 2010.). Odrasle
pcele se nvadiraju unosom zrelih spora Nosema sp. one¢is¢enom hranom i vodom, prilikom
izmjene hrane s rilca na rilce te kada se nalaze u stadiju Cistacica, uklanjaju¢i ostatke fecesa ili

bolesnih i uginulih pcela iz kosnice.

Grinja V. destructor uzrokuje varoozu, zbog koje pcela slabi pojedinacno i kao cijela
zajednica, te ima imunosupresivno djelovanje Cime oOtvara vrata drugim sekundarnim

bolestima i nametnicima te sudjeluje kao prijenosnik irezervoar za uzro¢nike drugih bolesti S



obzirom na to da je A. mellifera manje otporan nosioc, prisutnost V. destructor u svakoj

zajednici ¢ini znatan ucinak na poremecen0 zdravlje pcela (LE CONTE i sur., 2010.).

Budu¢i da dva glavna nametnika medonosne pcele, V. destructor i N. ceranae djeluju
imunosupresivno na svog nosioca, u odrzavanju zdravlja zajednica, nuzma je primjena
imunomodulatornih dodataka hrani. Zabrana primjene antibiotika u Europskoj Uniji (EU) u
borbi protiv patogenih uzro¢nika bolesti potaknula je potrebu pretraZzivanja alternativnih na¢ina
tretiranja pcelinjih zajednica prirodnim pripravcima. Sve veée znanje o sastavu i funkcijama
mikrobioma crijeva pcela te poveznica izmedu uravnoteZzenog crijevnog mikrobioma i
zdravstvenog statusa pcele, ohrabrilo je istrazivanje upotrebe crijevnih mikroorganizama s
cijem poboljsanja zdravlja pcela. Crijevni mikrobiom pcele prikazuje visoki afinitet prema
ve¢em broju bakterijskih simbionata koji naseljavaju odredene niSe u crijevu (od mednog
mjehura do rektuma), a predstavljaju prilagodene vrste pridonose¢i u obrani nosioca 1 to
nutritivno, te sudjelyju¢i u fizioloSkim promjenama i odgovorima. Medudjelovanja izmedu
pCele nosioca 1 mikroorganizama potjece iz dugog koevolucijskog procesa koji je kod kukaca
izravno povezan s podjelom rada, razli¢itim stadijima razvoja i socijalnim prijenosom hrane i
informacija. Iz navedenih razloga, kao $to je u kraljezaka, tako bi uspjeSna simbiotska zajednica

u crijevima trebala biti Smatrana znaCajnom za zivot pcele.

EM 1 efektivni mikroorganizmi  kombinacija su razlicitih wvrsta korisnih
mikroorganizama, koji su svoju primjenu nasli u razli¢itim podrucjima vezanim uz stocarstvo.
Kod farmskih Zivotinja, komercijalni probiotik EM® Koristi se kao dodatak hrani za regulaciju
funkcije crijeva, stabiliziraju¢i 1 odrzavajuéi ravnotezu izmedu patogenih i korisnih
mikroorganizama. Kao novitet u terapiji, smatramo da EM® probiotk za pcele namijenjen
uporabi u pcelarstyu moze imati vaznu imunomodulacijsku ulogu u poticanju sinteze
vitelogenina, koji pak ima ulogu u imunoloskim odgovorima i obrani organizma od utjecaja
patogenih uzro¢nika bolesti, ito u pcele individualno, ali i na razini pcelinje zajednice. Glavne
sastavine spomenutog dodatka hrani C¢ini nekolko vrsta bakterja mljecne kiseline
(Lactobacillus spp.), fotosintetske bakterije (npr., Rhodopseudomonas palustris), kvasci (npr.,

Saccharomyces cerevisiae) te niz drugih Kkorisnin  mikroorganizma.

Vitelogenin je protein ukljuen u mehanizme tolerancije na stres, ponasanje 1
funkcioniranje imunosnog sustava radilica. Do nedavno se smatralo da je njegova uloga
ograniCena primarno na razmnozavanje, no tijekom zadnjih 15 - tak godina provedena

istrazivanja pro$irila su poznavanje funkcija vitelogenina, $to se tuma¢i njegovom sposobnosc¢u



da na sebe veze brojne molekule, ukljuCujuéi lipide, ugliikohidrate, metale, bakterije, gljivice,

ali i makrofage.

Cilj rada bio je utvrditi koncentracije vitelogenina u uzorcima hemolimfe odraslih pcela
koje su prihranjivane u laboratorijski kontroliranim uvjetima ¢ime se posredno moze zakljuditi

0 Utjecajima na modulaciju imunosnog sustava.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Imunosni sustav medonosne péele

Tijekom evolucijske povijesti, kukci, a time i péele su razvili snazan i uéinkovit
imunosni sustav koji se razlikuje od imunosnog sustava kraljeznjaka. Kukci posjeduju razli¢ ite
mehanizme koji im pomazu u borbi protiv patogenih uzro¢nika bolesti. Ako usporedimo genom
pcele s genomom vinske muSice (Drosophila melanogaster), pcela posjeduje samo jednu
treCinu gena povezanih s imunosSnim odgovorom. Pretpostavija se, da takav reduciran broj gena
odgovornih za imunosni odgovor predstavlja ili snazne socijalne zapreke za patogene uzro¢nike
bolesti ili da je takav ogranien set gena koevoluirao s uzroc¢nicima bolesti. Kraljeznjaci imaju
razvijenu urodenu imunost 1adaptivnu imunost s moguénos¢u munoloskog pamcenja, no kukci
nemaju sposobnost da proizvedu protutijela koja bi im to omogucila. Iako im nedostaje
antigenska imunost kao takva, pcéele posjeduju urodenu imunost koju Karakteriziraju
nespecifi‘cne imunosne reakcije protiv invadiraju¢ih patogena. Osim urodene imunosti, pcele
odlikuje posjedovanje i socijalne imunosti koja je vrlo vazna kao prevencija nastanka irazvoja
bolesti unutar kosnice. Ona ukljucuje higijensko ponaSanje pcela, koje je klasiCan primjer
socijalne obrane gdje pcele radilice identificiraju te zatim uklanjaju promijenjene li¢inke iz
zdravog legla (SPIVAK i REUTER, 2001.). Druge vrste socijalne imunosti ukljucuju gradnju
saca iz materijala ipohranu pcelinjih proizvoda —hrane s poznatim antimikrobnim svojstvima
(CHRISTE i sur., 2003.), podizanje legla u steriinom okolisu (BURGETT, 1997.), podizanje
temperature u kosnici tzv. ,socijalna vruéica®, kao odgovor na bolesti te mehanizme prijenosa

imunosti izmjenom hrane s rilca na rilce.

Urodenu imunost pcela ¢ine tri glavna na¢ina obrane od patogenin mikroorganizama, u
koju spadaju specijalizirane stanice, zatim humoralna imunost te interferencija ribonukleinske
kiseline (RNA). Specijalizirane stanice ¢ine podtipovi hemocita Kkoji se nalaze u hemolimfi
pcela, Ciji je optok otvoren i kao takav on oplahuje organe unutar trbusne i prsne Supljiine pcela.
Razli¢iti tipovi hemocita imaju bitnu ulogu u obrani pcela od patogenih uzro¢nika bolesti, pa
tako lamelociti/plazmatociti na patogene reagiraju enkapsulacijom i melanizacijom.
Enkapsulacijom hemociti okruze i pokriju patogen, dok ga melanizacijom zatvore unutar
polimericne melaninske ljuske. Oenociti ili kristalne stanice sluze za pohranu Kristala
portoporfirinogen 1X oksidaza (PPO), dok plazmatociti i granulociti imaju ulogu kod fagocito ze

(slicne onoj koju vrse makrofagi).



Humoralni odgovor u pcela je izvanstani¢ni, te u njemu sudjeluju antimikrobni peptidi
(AMPs), lizozimi, lektini i citokini te oksidansi (reaktivne vrste kisika i dusika - ROS, RNS).
Sinteza AMP-a odvija se manjim dijelom u hemocitima, te ve¢im djelom u masno
bjelancevinastom tijelu koje je po ulozi analogno jetri kod kraljeznjaka. Postoje tri kategorije
AMP-a (bogati cisteinom, bogati glicinom/prolinom te A-heliks uzvojnica), acilj su im gram
pozitivne i gram - negativhe bakterije te gljivice. U pcela je utvrdeno Sest razlicitih AMP-a.
Defenzin 1 idefenzin 2 prisutni su u razli¢itih vrsta kukaca, dok su apisimin i hymenoptaecin
potvrdeni jedino u tijelu pcele. Lizozimi su peptidoglikani hidrolaze te djeluju uglavnom protiv
gram pozitivnih bakterija. Citokini i lektini sudjeluju u modulaciji upale, dinamici populacije
hemocita, regrutiraju fagocitne hemocite te sudjeluju u ekspresiji imunosnih gena. Oksidacija
takoder ima ulogu u imunosti pcela, pa tako redoks reakcija (prijenos elektrona) ima imunu
funkciju gdje oksidativno oStecenje dovodi do ostecenja deoksiribonukleinske kiseline (DNA)
ilize stanica, ¢ime posredno uzrokuje preraspodjelu hemocita i dovodi do potrebe za reakcijom

melanizacije.

2.2. Vitelogenin

Vitelogenin je fosfoglikoprotein (WHEELER i KAWOOYA, 1990.) i primarni
prekursor Zumanjéanog proteina usvim oviparnim Zivotinjama. Primarna funkcija vitelogenina
je da na sebe veze lipide, ugljikohidrate, metale (Mg, Ca i Zn) i fosfor te ih zatim prenosi do
oocite (FALCHUK i MONTORZI, 2001.), gdje endocitozom ulazi u tkivo pomoc¢u receptora
(TUFAIL i TAKEDA, 2008.). Time osigurava sintezu tvari potrebne za embriogenezu. Pripada
superobitelji gena, poznatin kao proteini koji prenose velike lipide (LLTPs) (BAKER, 1988.),
u koje spadaju i kljuni transportni proteini sisavaca, (BABIN i sur., 1999.), te apolipoprotein
B ¢ija je uloga transport kolesterola (apoB-100) (AVARE i sur., 2007.; BABIN i GIBBONS,
2009.). LLTPs takoder imaju ulogu u supresiji upale, imunomodulaciji te u zgrusavanju krvi.
Ova superobitel] gena je veoma stara, datira barem 700 milijuna godina unazad, a vjeruje se da
je vitelogenin najstariji iz navedene grupe proteina (HAYWARD i sur., 2010.). S obzirom na
svoju primarnu ulogu u razmnozavanju, ekspresija gena vitelogenina, sinteza proteina, uloga
janika te brojne fiziolSke funkcije bile su tema istrazivanja u razli€itim vrstama, ukljuujuci
prijenosnike uzro¢nika bolesti Aedes egypti (SPIETH i sur., 1991.) u kokosi (CHO i RAIKHEL,

2001.), ali i vrstama koje su Cesto uzete kao primjer istrazivatkog sustava kao §to su



Caenorhabditis elegans, Drosophila i Xenopus (FOLLETL i REDSHAW, 2012.) te razli¢itim
vrstama riba i kukaca (TUFAIL i TAKEDA, 2008.; ZHANG i sur., 2013.).

2.2.1. Struktura vitelogenina

Funkcija vitelogenina kao transportnog proteina, proiziazi iz njegove sposobnosti da na
sebe veze lipide 1 brojne ligande, ato sve zahvaljuju¢i svojoj biokemijskoj strukturi. Protein je
odcijepljen na raznim mjestima ovisno o vrsti , a nekoliko strukturnih domena je dobro ocuvano
(na strukturnoj, kao i razini sekvence), preko taksonomske grupe (MANN isur., 1999.). Jedna
takva domena je N-kraj 3-konformacije (N-sheet), koji nosi mjesto vezanja receptora (ROTH i
sur., 2013.; HAVUKAINEN i sur., 2011.) (Slika 1.). Druga je o-heliks domena koja se sastoji
od lipofilicne udubine koja sluzi za vezanje na razne ligande. Vjeruje se da a-heliks domena
olakSava protuupalne funkcije vitelogenina (HAVUKAINEN i sur., 2011.; SALMELA i sur.,
2016.).

N-sheet Lipid-binding cavity

Slika 1. Model strukture vitelogenina (SAMELA i sur., 2016.).



2.2.2. Uloga vitelogenina u pcela kao modelu istrazivanja

Kod kukaca, vitelogenin sintetiziraju jajnici i masno - bjelancevinasto tijelo, koje je
odgovorno za homeostazu, imunost, sintezu proteina i pohranu nutrijenata. Masno -
bjelancevinasto tijelo je smjesteno U zatku kukaca, te je po funkciji analogno jetri i masnom
tkivu u kraljezaka. Danas se tematika istraZivanja vitelogenina proSirila daleko izvan njegove

uloge vezane uz razvoj jaja i transport proteina.

Za strukturu vitelogenina u pcele, isprva se smatralo da je monomer tezine 180 kDa
(WHEELER i KAWOOYA, 1990.), no danas je poznato da se sastoji od jedinice tezine 150-
kDa i subjedinice tezine 40 kDa (HAVUKAINEN i sur., 2011.), koja sadrzi N-kraj i strukturu
za prihvat receptora, te se ve¢inom nalazi u masno - bjelancevinastom tijelu. Preostala jedinica
od 150 kDa sadrzi a-heliks domenu te je utvrdena u hemolimfi i jajnicima matice (SEEHUS i
sur., 2007.) te u hipofaringealnim Zlijezdama radilica (AMDAM i sur., 2003.). Kao i u solitarnih
kukaca, sinteza vitelogenina u pcele korelira s nutritivnim statusom te dostupnosti 1 kvalitetom
peluda (BITONDI i SIMOES, 1996.). S obzirom na primarnu ulogu U razmnozavanju, ne ¢udi
Sto nalazimo visoke koncentracije vitelogenina u hemolimfi matice, no zanimljivo je Sto se

visoke koncentracije moze utvrditi iu sterilnih radilica i trutova (ENGELS i sur., 1990).

Titar cirkuliraju¢eg vitelogenina je nizak kod trutova (100 do 1000 puta nizi nego u
matice), no razina titra moze biti izuzetno visoka u radilica (Cak i doseéi iste razine koje
nalazimo u hemolimfi matice). Radilice imaju zakrZljale jajnike, te u tom slucaju mogu iznijeti
samo odredenu kolicinu neoplodenih jaja, no zbog uCinka feromona koje lu¢i matica i

prisutnog legla, aktivnost jajnika radilica je suprimirana (WINSTON, 1987.).
2.2.3. Uloga vitelogenina u imunosti pcela

Pojedini ¢lanovi pcelinje zajednice (matica, radilice, trut) obavljaju razlicite funkcije u
zajednici i zive razlicito dugo S$to je uskladeno s razli¢itim razinama vitelogenina. Umjesto da
bude odraz uloge vitelogenina u skladiStenju hranjivih sastojaka AMDAM i OMHOLT (2002.),
AMDAM i suradnici (2004b.) su doveli do zakljutka da vitelogenin zapravo pruza fizioloSku
zaStitu od starenja u organizmu. U novije vrijeme se istrazivanje vitelogenina proSirilo na
proucavanje njegove uloge u borbi protiv oksidativnog stresa, u imunoloskim odgovorima te

borbi protiv uzro¢nika bolesti, oboje individualno te na razini zajednice.



Oksidativna modifikacija unutarstani¢nih proteina veliki je odraz starenja organizma, a
gubitak otpornosti na oksidativni stres je jedan od biomarkera starenja u nematoda, muhe 1 miSa
(MUNICH i sur., 2008.). SEEHUUS i suradnici (2006.) prvi su prikazali kako prirodne
varijacije vitelogenina koje su se javile u hemolimfi radilica koreliraju s njihovom otporno$éu
na oksidativni stres, a inducirane kemijskom parakvatom. Podaci iz razli¢itih istrazivanja
(SEEHUUS i sur., 2006.; NELSON i sur. 2007.; CORONA i sur. 2007.) pokazali su kako se
vitelogenin pcela ponasa kao Cista¢ slobodnih radikala, te barem djelomicno objaSnjava zasto

opcenito zivotni vijek pcela korelira s razmom vitelogenina.

Pozitivan u¢inak vitelogenina na duzinu zivotnog vijeka, ne proizlazi samo iz njegove
funkcije antioksidansa, ve¢ se pretpostavlja da vitelogenin sudjeluje u modulaciji upalnih
odgovora kod péela. HAVUKAINEN i suradnici (2013.) otkrili su da se vitelogenin moze
vezati na hidrofobne powvrSine, ukljuCyju¢i stanicne membrane. Istrazivanje je pokazalo da
vitelogenin ima tendenciju vezanja na membrane s promijenjenim lipidima, membrane mrtvih
stanica i stanica koje pokazuju znakove rane apoptoze. Takoder, ozlijedene radilice reagiraju
na ozliedu povisenjem genske ekspresije za vitelogenin (SALMELA i sur., neobjavijeno).
Vezanje za oSteCene stanice 1 akutni odgovor na upalu je tipino ponaSanje za protuupalne
lipoproteine, koji su pak bolie prouceni kod sisavaca. Promienjeni lipidi na membranama
oSteCenih stanica izazivaju upalu, te prikrivanjem takvih mjesta na stanici omogucuje Se

drzanje upale pod kontrolom (CHO i SEONG, 2009.; SEONG i MATZINGER, 2004.).

Vitelogenin takoder $titi pcelu od utjecaja patogenih uzro¢nika bolesti, izravno i
neizravno. Kod urodenog imunosnog sustava kukaca, hemociti su ukljuceni u inkapsulaciju,
nodulaciju i fagocitozu stranih tvari, te se ispravna funkcija hemocita oslanja na adekvatnu
koli¢inu cinka u hemolimfi. Vitelogenin je primarni protein koji na sebe veze cink, te titar
vitelogenina u hemolimfi blisko korelira, ne samo s titrom cinka ve¢ i s koli¢inom funkcionalnih
hemocita (AMDAM i sur., 2004.). Nadalje, vitelogenin se moze izravno vezati na bakterije
(gram - pozitivne i gram - negativne), te makrofage i gljivice (LI i sur.,, 2008.). Zapravo,
vitelogenin prepoznaje nekoliko molekularnih puteva vezanih uz patogene mikroorganizme
(PAMPS) utvrdene U staninim stjenkama ukljuCuju¢i polisaharide (LPS), peptidoglikane
(PGN), lipoteihoi¢na kiselina (LTA) iglukan (LI isur., 2008.). Dokazano je kako se vitelogenin
veze na povrSinu bakterija (SALMELA isur., 2015.), te je moguce kako vitelogenin signalizira
fagocitnim imunosnim stanicama o prisutnosti patogenin mikroorganizama na isti nac¢in kako
to rade i drugi proteini koji imaju ulogu medijatora urodene imunosti (MOGENSEN, 2009.).

No uloga vitelogenina u borbi protiv patogena, prisutna je osim individualno i na razini
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zajednice, u obliku socijalne imunosti. Njegovo vezanje za patogene ovdje je usko vezano uz
njegovu ulogu u formaciji Zumanjka jaja kod matice. Nakon $to se veze na PAMPS, vitelogenin
prenosi ove imunosno signalne povrSinske molekule na razvojna jajasca u jajnicima matice
(SALMELA i sur., 2015.). Ovaj mehanizam omoguéuje matici da pripremi potomstvo na
razli¢ite poremecaje u koSnici. Fenomen je nazvan transgeneracijski imunosni prijenos, a ¢ini
se kako je vitelogenin glavni imunosni prijenosnik u tom mehanizmu. Sl¢an mehanizam

prisutan je i u zrakoperka (ZHANG i sur., 2013.).

2.3. Probavni trakt medonosne pcele

Probavni sustav medonosne pcele sastoji se od usnog aparata, probavne cijevi koju ¢ine

prednje, srednje i zadnje crijevo, te od Zlijezda koje su u vez s prednjim crijevom.

U pcela je usni aparat prilagoden za grizenje 1 sisanje. SmjeSten je na donjem dijelu
glave igraden od prednjeg istraznjeg dijela. Prednji dio ¢ini gornja usna (labrum) i gornja vilica
(mandibula), a stranji dio je graden od donje vilice (maxilla), donje usne (labium) i rila
(proboscis) pomoéu kojeg péele siu hranu (BELCIC i sur., 1982.). Na usni aparat nastavija se
Zdrijelo (pharinx), jednjak (oesophagus) i medni mjehur. Zdrijelo je kanal koji povezuje usta s
jednjakom. Kroz njega prolazi hrana dalje u probavni sustav. Jednjak je miSicna cijev cCija
stijenka svojim kontrakcijama potiskuje hranu u rastezljiv medni mjehur, koji sz za
skladiStenje nektara. Medni mjehur je privremeno skladiSte za slatku tekucu hranu (najcesce
nektar), zapremine vise od 50 mm? (SNODGRASS i ERICKSON, 1992.) . U njemu se ne odvija
probava hrane, jer ne izluCuje probavne sokove. Péela tijekom skupljanja nektara, dio hrane
propusta kroz medni mjehur u srednje crijevo radi potrebe organizma, a ostali dio pohranjuje u
sa¢e u kosnici gdje daljnjom preradom zrije u konacni proizvod — med. Pomo¢u meducrijeva,
medni mjehur je povezan sa srednjim crijevom (TOMASEC, 1949.). Prednja cijev se dalje
nastavlja na srednje crijevo u kojem se odvija probava hrane i apsorpcija osnovnih hranjivih
tvari (CHAPMAN, 1978.; SNODGRASS i ERICKSON, 1992.; CRUZ - LANDIM i sur.,
1996.). Srednje crijevo je nalik na naboranu cijev duzine 19 mm kod truta, matice 13 mm i
radilice do 12 mm (BELCIC i sur., 1982.). Stijenka srednjeg crijeva gradena je od miSiénog
sloja, bazalne membrane i sloja epitelnih cilindri¢nih stanica, iz kojih se lu¢e probavni enzimi
1 pomazu pri razgradnji masti (lipaze), bjelanCevina (proteaze) i Secera (karbohidraze). Zadnje

crijevo se sastoji od tankog crijeva i rektuma i ima odvodnu finkciju (TOMASEC, 1949.)



Tanko crijevo se nastavlja na srednje crijevo. Na ulazu u tanko crijevo ulijevaju se nitaste
tvorevine, Malpighijeve cjevCice c¢ija je funkcija uklanjanje otpadnih tvari metabolizma,
dusinih tvari i soli iz hemolimfe (SNODGRASS i ERICKSON, 1992.). Ove s§tetne tvari prvo
prolaze kroz tanko crijevo i zatim zajedno s izmetom izlaze u okolinu. Zadnje crijevo
prekriveno je wvrlo tankom i propustlivom intimom, a zavrSava proSirenim dijelom ili
rektumom. Stijenka rektuma je naborana i elasticna, stoga se Supljina rektuma moze povecati
nekoliko puta. To je inimno vazno u zimskom razdoblju kada pcele ne mogu izijetati na

procisne letove (SNODGRASS i ERICKSON, 1992.).

2.4. Mikrobiom crijeva medonosne pcele i njegova uloga

Medudjelovanja izmedu pcele nosioca 1 mikroorganizama potjee iz dugog
koevolucijskog procesa koji je kod kukaca izravno povezan s podjelom rada, razhicitim
stadjima razvoja i socijalnim prijenosom hrane i informacija. Iznenadujue, ve¢ina crijevnog
mikrobioma je odrzavana horizontalnim prijenosom (osim kod matice) te medudjelovanjem s
okolisem kosnice $to omogucuje obavljanje jedinstvenih funkcija povezanih s pohranom i
zrenjem hrane. Otkrie, da genom pcele ima manje imunosnih gena nego S§to je ocekivano,
dowvelo je do rasprava oko doprinosa gena crijevninh endosimbionata kao potpore imuniteta
pcelama. Kod vinske musSice crijevni mikroorganizmi sudjeluyju u potpori imunosnog sustava,
utjecaja na epitelnu homeostazu, produzetka Zivotnog vijeka, rasta li¢naka u uvjetima nestaSice

hrane te utjecaju na uspjesnost parenja nosioca.

Dapace, sve ve¢e znanje o sastavu i funkcjama mikroflore crijeva pcela te poveznica
izmedu uravnotezene mikroflore crijeva i cjelokupnog zdravstvenog stanja pcela, ohrabrilo je
viSe istrazivaCkih timova na istraZivanja uCinkovitosti upotrebe ,korisnih* crijevnih
mikroorganizama s ciljem poboljSanja zdravlja pcela. Na neki na¢in pokrenuta je rasprava o

primjeni ,koncepta probiotika® u znanosti o pcelama.
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2.4.1. Crijevni mikrobiom odraslih pcela

U zadnjem desetlje¢u, dostupne su nove molekularne metode primjenom kojih je
znanstvenicima bilo omogu¢eno da istraze crijevne simbionte, odnosno, mikroorganizme koji
obitavaju u organizmu nosioca gdje za njega obavljaju neku korisnu funkciju, s naglaskom na
funkcionalni aspekt medudjelovanja izmedu simbionta 1 njegovog nosioca odrasle pcele.
Metoda tzv. sekvencioniranja nove generaciie (NGS) omogucila je identifikaciju
karakteristicne crijevne mikroflore, koja se sastoji od osam dominantnih skupina i sadrz preko
95% cijelog mikrobioma. Gram negativne bakterije Gilliamella apicola i Frischella perrara
dominiraju u srednjem crijevu péele. Rektum je ve¢inom naseljen razlicitim Lactobacillus
vrstama i vrstama iz roda Bifidobacterium. Sastav crijevne mikroflore pcele povecava se i
vrsno prosSiruje pred izlazak iz razvojnog stadija kukuljice, a svoj potpuni sastav dostize tjekom
prvih tri do pet dana Zivota odrasle pcele kad kao kuéna pcela obavlja zadatke CistaCice. Smatra
se da je viSe sojeva roda Lactobacillus prisutno unutar kosnice te da su uz CiS¢enje saca i
kosnice, i obavljanje drugih ku¢nih zadataka i specificnog ponaSanja iz stanica saca novoiza§lih
pcela, kao medusobno CiS¢enje ihranjenje te njegovanje legla, kljucni za oblikovanje crijevne

mikroflore starijih odraslih pcela.

Glavninu bakterijske mikroflore ¢ine fakultativno anaerobne i1 mikroaerofilne bakterije koje su
strogo povezane s funkcijama epitelnih stanica crijeva svoga nosioca. Zanimljivo je naglasiti
kako je nekoliko bakterijskih vrsta tek nedavno izdvojeno i identificirano te je istrazivanje
njihove uloge i medudjelovanja s nosiocem na samom pocetku. U crijevu pcele mogu biti
utvrdene razlke u sastavu njenog mikrobioma koje su povezane s funkcijama u zajednici 1 s
vanjskim okoli§nim ¢imbenicima — zemljopisnim i paSnim prillkama. Naime, vrsta prirodne

hrane moze utjecati na konacni sastav i razvoj crijevne mikroflore.
2.4.2. Uloga crijevne mikroflore kod pcela

Medonosne pcele su socijalni kukci koji posjeduju crijevne simbiotske mikroorganizme,
a njlhovo se zajednicko djelovanje ocituje Cmjenicom da posjeduju gene koji kodiraju
enzimatsku aktivnost (npr. celulaze, hemicelulaze ilignaze) bitnu za dobivanje energije iz hrane
bazirane na bilikama. StoviSe, crijevna mikroflora odgovorna je za proizvodnju ¥ili razgradnju
masnih kiselina, aminokiselina i drugth potrebnih hranjivih tvari 1 metabolita. Pcelama su
takoder potrebni i vitamini, ukljucujuéi i vitamine B kompleksa C¢iji bitan izvor bi mogle biti
upravo crijevne bakterije. Utvrdeno je da bakterije vrste Fructobacilluss izdvojene iz

fermentiranog peluda, stanica saca s pcelinjim leglom i crijeva pcelinjih liinki, iskoriStavaju
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slozenu bijnu molekulu lignin koja je sastavina peluda, te na taj naCin zapo€inju njegovu
razgradnju kao izvora hrane bogatog bjelanCevinama. U nedavnom istrazivanju utvrdene su
bakterijske wrste koje se swrstavaju u porodice Gammaproteobacteria, Firmicutes i
Bifidobacteriaceae koje posjeduju enzimatske sustave odgovorne za razgradnju i iskoristavanje
Secera. Zanimljivo je da se za dobivanje energije bakterija Betaproteobacterium salvi oslanja
na aerobnu oksidaciju proizvoda u procesu fermentacije (citrat, malat, acetat i mljeCna
kiselina), te na taj naCin izbjegava svako moguce natjecanje za iskoriStavanje hranjivih tvari s
drugim bakterijskim wvrstama. Ovaj komentar predstavlja mali primjer koewulacije unutar iste
niSe. Aktivnost razgradnje pektina vrstom Gilliamella apicola dolazi do razgradnje stijenke
peludnog zrnca te na taj naCin Cini unutrasnje bjelanCevine dostupne za daljnju razgradnju
pcelama. Iz ovih istrazivanja se moze jasno zakljuciti da medu mikrobnim simbiontima moze
biti pronaden visok stupanj genetske raznolikosti koji sugerira visoku prilagodljivost
mikroorganizama unutar iste niSe na metabolicke potrebe péele kao nosioca. Katabolicki put
laktobacila (bakterije mlijeCne kiseline) 1 bifidobakterija dobro su poznate s obzirom da su ove
dvije mikrobne skupine umijeSane ubrojne fermentacijske procese te imaju dugacku povijest u
sigurnoj upotrebi kao probiotici i protektivni mikroorganizmi. Vaznost bakterija mlijecne
kiseline takoder je naglaSena 1 radi njihove ekoloske rasprostranjenosti, koja nije ograni¢ena
samo na crijeva odrasle pcele, ve¢ su utvrdene i u crijevima li¢inki te u mednom mjehuru
odrashh pcela koji je druga bitna mikrobna niSa povezana s priviemenom pohranom hrane i
prilenosom tekuéina (voda, nektar i matiéna mlije¢). Stovise, laktobacili su dominantni u

skladiStenoj hrani u stanicama saca u koSnicama.

Neke vrste bifidobakerija izdvojenih iz socijalnih kukaca posjeduju kompletni put
razgradnje trehaloze, koji je odsutan u ve¢ine drugh bifidobakterija. Trehaloza je prirodni
slozeni $eéer koji kod mnogih kukaca, pa tako i kod pcele, sluzi kao zaliha ugljikohidrata u
hemolimfi. Utvrdivanjem sljeda odsjeCaka genoma Bifidobacterium asteroides je potvrdena
prisutnost kompletnog biosintetskog puta za folate (vitamin B9), no ne i za ostale vitamine B
skupine. Bifidobakterije su prepoznate kao obvezno anaerobni mikroorganizmi, no spomenuta
B. asteroides naseljava straznje crijevo pcele, te posjeduje gene koji joj omoguéavaju da se

prilagodi na kisikom bogati okoli§ pcelinjeg crijeva.
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2.4.3.Utjecaj sastava mikrobioma na imunitet

Zastita zdravlja nosioca je drugi vazan aspekt koji je Cesto povezan s balansiranim
crijevnim mikrobiomom. Cinjenica je da razli¢iti stresni ¢imbenici, kao §to su nametnici i
bolesti, nedostatna prehrana i utjecaj pesticida, mogu uzrokovati imunosupresiju kod
pojedina¢nih pcela ali i cjelokupne zajednice. Pcele imaju jednostavniji imunosni sustav u
usporedbi s drugim vrstama kukaca, koji ukljuCuje strategiju socijalne obrane koje kombiniraju
profilakticke iaktivne odgovore cijele zajednice, te ujedno i mehanizme ponasanja te fizioloSke
i prostorne obrambene mehanizme. ZnaCajan doprinos zaStiti nosioca osiguran je putem
antagonisticke aktivnosti crijjevnog mikrobioma 1 njenog medudjelovanja s imunosnim
sustavom. Poremecaji u sastavu mikrobioma mogli bi posliedi¢no predstavljati kompromis za
pcelinje obrambene mehanizme. Uglavnom, mogucéa je uloga mikroorganizama u zastiti pcele
kao nosioca u mzravnom stimuliranju imunosnog sustava te mhibiraju¢i razvoj patogenih
uzro¢nika bolesti stvaranjem antimkrobnih tvari. Uzimaju¢i u obzir da su individualni i
socijalni obrambeni mehanizmi raznoliki islozeni, jedan od glavnih efektora urodene munosti
pcela su antimikrobni peptidi. Pcele posjeduju Sest vrsta navedenih peptida ve¢nom aktivnih
na epitelhim povrSinama 1 nakon izlaganja Gram poztivnim bakterijama: abaecin,
himenoptaecin, apidaecin, defensin-1, defensin-2 i apisimin. Antimikrobnu aktivnost ve¢inom
postizu izmjenom osobina mikrobnih membrana 1 unutarstanicnih metabolickih procesa.
Postoji snazna poztivna korelacija izmedu ukupne kolicine bakterija crijevu pcele 1 razine
defenzina-1 1iapidaecina. Hipoteza kojom crijevni mikroorganizmi utjeCu na bazalni imunosni
odgovor kojim kontroliraju svoju proliferaciju i posljedicno umnazanje patogenih
mikroorganizma preko sinteze antimikrobnih peptida jos uvijek nije istraZzena kod péela, no u
postoje rezultati istrazivanja kod vinske muSice i komarcima iz roda Anopheles. Nedavna
analiza genoma laktobacilusa, izolirana iz pcelnjeg legla, otkrila je da veéina njih proizvodi
izvan stanicne bjelanevine poznate ili nepoznate funkcije povezane s antimikrobnom

aktivnosti, interakcijom s nosiocem ili formacijom biofilma.
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2.5. EM tehnologija

EM= je prijateljski i ekoloski siguran proizvod Organizacije za istrazivanje okoliSnih
mikroorganizama (EMRO) koji postize sinergisticke ufinke kombinacijom korisnih
mikroorganizama koji inace postoje u prirodi, kao $to su mlije¢na kiselina, kvasci fototrofic ne
bakterije. Razvio ju je profesor Teruo Higa 1982. godine. EM=x aktivira lokalne i prirodne
mikroorganizme koji zive u zemlji i vodi te maksimizira njthovu prirodnu snagu. EMx* brend
predstavlja liniju mikrobnih proizvoda koji se koriste u brojnim podru¢jima, poljoprivredi,
stoCarstvu, prociS¢ivanju okoliSa i zdravstvenoj njezi u vise od 100 drzava cijelog svijeta.
Razlog zbog kojeg se EM moze primijeniti na toliko podru¢ja je taj sto EM obnavlja zdravu
ravnotezu  mikroorganizama u ekosustavu, time povecavajuCi njegovu  SPOSObnost

samoprociséenja.

Poznato je kako se u zemlji nalazi velika koli¢ina bakterija. Jedan gram zemlje sadrz i
do nekoliko biljuna mikroorganizama. Mikroorganizmi ¢ine temeljni sastav ekosustava te
olakSavaju njegovo funkcioniranje time Sto razlazu organske tvari i cirkulirajuée nutrijente.
Smanjena koli¢ina korisnih mikoorganizama u zemlji ili poremecaj u njthovoj ravnotezi, ima
negativan utjecaj na druge zive organizme, poput zemljanih crva te e time zemlja postati
osiromasena. Raznolikost mikroorganizama koji se nalaze u EM-u te metaboliti koje oni
stvaraju, povecati ¢e broj i raznolikost mikroorganizama u zemlji. Aktivnost mikroorganizama
pozitivno utjeCe na viSi broj prazivotinja i ve¢ih organizama poput crva te ¢e time rezultati
zdravijim ekosustavom. Time zemlja s mikroflorom vece raznolikosti lakSe Ce inhibirati rast

specificno patogenih bakterija, te rast onih koje spreCavaju propast usjeva.

Bakterije mlijeéne kiseline, kvasac te fototroficne bakterije koje ¢ine sastav EM-a, imaju
sposobnost fermentacije organske tvari te time sprjeavaju truljenje. Tako primjerice, kada se
EM Kkoristi za izradu gnojiva, truleZzne bakterije ¢e biti potisnute te ¢e time gnojivo biti bogatijeg
aminokiselinskog sastava te ¢e sadrzavati viSe polisaharida s obzirom na gnojivo proizvedeno
uobicajenom metodom. EM sprjeCava nastanak amonijaka tijekom razlaganja proteina,
metaboliziraju¢i proteine tako da su njihov krajnji proizvod aminokiseline, koje biljke mogu
izravno apsorbirati. U normalnim uvijetima, kao razgradni proizvod celuloze, stvara se uglji¢ni
dioksid, no s obzirom na fermentacijska svojstva EM-a, nastat ¢e nisko molekularni polisaharidi
koje ¢e apsorbirati drugi mikroorganizmi 1 bilke. Opce poznato je da se protemi mogu

sintetizirati iz dusika, no ako bijke mogu izravno apsorbirati aminokiseline iz zemlje preko
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korjena, tada mogu preusmjeriti energiju koju bi mace potroSili na stvaranje proteina i

aminokiselina, te time proizvesti voce s viSe Secera.

Radi navedenog EM se Cesto koristi u organskoj proizvodnji i na organskim farmama,
jer ubrzava inace spori proces postizanja plodnosti zemlje i bioloske raznolikosti u organskoj
proizvodnji, te time olakSava takvu vrstu proizvodnje $to na kraju rezultira i kvalitetnijim

proizvodima.

Posljednjih godina, mnogi znanstvenici smanjili su svoj fokus s aktivnosti pojedina¢nih
sojeva mikroorganizama, te ga usmjerili na agregate mikroorganizama zvane mikrobiomi.
Istrazivanja na mikrobiomima pokazala su da kvadrilijuni mikroorganizama zve na i unutar
ljudskog tijela te da ovi mikroorganizmi ¢ine znaCajnu razlku u zdravlju ljudi. Mnogi od njih
zive ucrijevu Covjeka te utjecu na Covjekovo fizicko zdravlje, kaoina njegovo mentalno stanje.
Vodec¢i se time, korisni mikroorganizmi nasli su svoju primjenu u obliku probiotika i u

Zivotinja.

Danas postoje EM otopine razli¢ita sastava, no EM = 1 je originalna, autenti’na, otopina

efektivnih mikroorganizama. Trenutno EM - 1 se proizvodi u vise od 50 zemalja.

Vezano uz opisanu tematiku na Zavodu za biologiju i patologiju riba i pcela
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u posljednje dvije godine provode se istrazivanja
vezana uz ucinkovitost primjene dodatka prihrani pcelinjih zajednica pod komercijalnim

nazivom EM® probiotik za pcele, proizvodaca EMRO Japan.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Prihranjivanje pcelinjih zajednica EM® probiotikom

Prihranjivanje pcela provedeno je u dva navrata s razli¢itim koncentracijama i razli¢itim
sastavom EM® probiotika. Sastav EM® probiotika koristenog u prvom pokusu, ¢ini nekoliko
vrsta bakterija mlijeCne kiseline (Lactobacillus spp.), fotosintetske bakterije (npr.,
Rhodopseudomonas palustris), kvasci (npr., Saccharomyces cerevisiae) te niz drugih korisnih
mikroorganizma. U drugom pokusu uporablien je EM® probiotik za pcele, Ciji sastav je

obogacen 1 prilagoden prehrambenim potrebama pcela.

U prvom pokusu, osnovano je deset skupina odraslih pcela (po 50 jedinki) uzorkovanih
iz plodista kosnice neposredno po njihovu izlasku iz stanica saca. Pcele su se po dopremi u
laboratorij stavijene u pokusne kavezi¢e, a oni u inkubator na uobiajene mikroklimatske uvjete
kosnice (34° C i 30% vlaznost zraka). S primjenom probiotika krenuli smo 3. dana starosti
pcela, a do 3. dana pcele su bile hranjene samo Secernom otopinom. Pokusne skupine Cinilo je:
(1) 8 kavezia s pCelama koje su bile prihranjivane s Se¢ernim sirupom (omjer Seéersirup =
1:1) s dodatkom 2,5% EM® probiotika, (2) osam kavezica spcelama koje subile prihranjivane
s SeCernim sirupom (omjer Secersirup = 1:1) s dodatkom 5% EM® probiotika, te (3) Cetiri
kavezi¢a s pCelama koje su bile prihranjivane s Secernim sirupom (omjer Secersirup = 1:1) kao

kontrolna skupina. Hrana i voda bili su cijelo vrijeme dostupni ad libitum.

U drugom pokusu, pokusne i kontrolne skupine pcela uspostavliene su na na jednak
nac¢in kao i u prvom pokusu. Pokusne skupine ¢milo je: (1a) 8 kavezica s pcelama koje su bile
prihranjivane s Se¢ernim sirupom (omjer Secersirup = 1:1) s dodatkom 2,5% EM® probiotika
za pcele, (2a) osam kavezica s péelama koje su bile prihranjivane s Seernim sirupom (omjer
Secersirup = 1:1) sdodatkom 5% EM® probiotika za pcele, (3a) osam kavezica s péelama koje
su bile prihranjivane s dodatkom 10% EM® probiotika te (3) Cetiri kavezica s pcelama koje su
bile prihranjivane sa Se¢ernim sirupom (omjer Secersirup = 1:1), kao kontrolna skupina. Hrana

i voda bili su cijelo vrijeme dostupni ad libitum.
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Slika 2 a, b. Priprema pokusnih kaveziéa s odraslim pcelama za utvrdivanje utjecaja
prihranjivanja s EM® probiotkom za pcele u kontroliranim laboratorijskim uvjetima (Tlak
Gajger, 2018.).

3.2. Uzorkovanje

U prvom pokusu, 11. i 15. dana nakon pocetka prihranjivanja u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima pcelama su izvadeni skupni uzorci hemolimfe. Uzorci su uzimani na
nacin da je iz svake zasebne skupine izdvojeno 30 do 50 pcela. Pcele su blago pothladene da bi
njima lakSe rukovali tijekom postupka vadenja. Jedna po jedna pcela stavljana je na rub debljeg
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komada stiropora, gdje joj je entomoloskom pincetom is¢upano ticalo. Zatim je primjenom
mikrotitarske cjevCice prikupliena hemolimfa te pohranjena u specijalnim staklenim vialama u
zanmrziva¢ na - 80° C do daljnih analiza.

U drugom pokusu, 13. i 22. dana nakon pocetka prihranjivanja u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima odraslim pcelama su izvadeni skupni uzorci hemolimfe na isti nacin

kao i u prvom pokusu.

Slika 3. Uzorkovanje hemolimfe nakon uklanjanja ticala kod medonosne pcele (Tlak Gajger,
2018.).

3.3. Laboratorijske pretrage

Za oba pokusa koncentracije vitelogenina u uzorcima hemolimfe odredene su pomoéu
MyBioSource elisa Kit testa prema uputama prizvodaca i ocCitavanjem na Spektrofotometru.
Statisticke analize odredenih vrijednosti prikazane su pomocu GraphPad Prism software
(USA).

Uzorci hemolimfe odraslih pcela pohranjeni su u staklenim vijalama, u kojima se
nalazilo 4 ul hemolimfe u 200 ml miliQvode. Pretraga je obavljena u duplikatu. Na
mikrotitarskoj plo¢ici Su ozna¢ena mjesta jazica s pojedinim uzorkom, zatim one sa
standardom, te na kraju one u kojima se nalazi tzv. slijepa proba. U prvom koraku analize
utvrdivanja koncentracije vitelogenina iz svake vijale automatskom pipetom uzeto je 5 ul
uzorka u pojedinu jazicu te razrijedeno s 45 pl miliQvode ¢ime je dobiveno potrebnih 50 pl u

svakoj jazci s uzorkom.
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U prvu jazicu sa standardom stavljeno je 50 pl, udrugu 25 pl, utreéu 12,5 pl, au cetvrtu
6,25 ul standarda. Zatim je dodana potrebnu koli¢inu miliQ vode na nacin da je na kraju u svakoj
od njih bilo 50 ul standarda. U svaku jaZicu s uzorkom i standardom dodano je 100 pl, konjugata
reagensa peroksidaze iz hrena (HRP) zatim je plocica pokrivena s folijom i zastitom od svijetla
te stavljena u inkubator na 37° C. Nakon 60 min, sve jazice Su isprane WASH otopinom Cetiri
puta, nakon Cega je u svaku jazicu dodano 50 pl Kromogen otopine A, te nakon nje 50 pl
Kromogen otopine B (uklju¢ujuci i slijepu probu). Lagano je zanjihana plocica te je ponovno
pokrivena folijom i zastitom od svijetla, prije inkubacije. Nakon 15 minuta ploc¢icu je izvadena
iz inkubatora te je u sadrzaj jazica dodana STOP otopina. Opticka gustoca je ocitana na valnoj

duljini 450 nm pomo¢u spektrofotometra.
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Slika 4 a, b. Prikaz potrosnog materijala i reagensa za MyBioSource test i jazica
ispunjenih uzorcima hemolimfe tijekom odredivanja koncentracija vitelogenina.
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4. REZULTATI

Utvrdene su koncentracije vitelogenina u uzorcima hemolimfe odraslih pcela koje su
prihranjivane u dva navrata, razli¢itim koncentracijama i razli¢itog sastava EM® probiotika

¢ime se posredno moze zakljuciti o utjecajima na modulaciju imunosnog sustava.

Dobiveni rezultati koncentracija vitelogenina odredeni uporabom MyBioSource elisa
kita i spektrofotometra u uzorcima hemolimfe odraslh pcela, uzetih 11. i 15. dana nakon
pocetka prihranjivanja dodatka komercijalnog naziva EM® probiotik, prikazani su u
grafikonima 1.1 2., te tablici 1. Utvrdene vrijednosti koncentracija vitelogenina iz hemolimfe
odraslih pcela prikazane kao srednja vrijednost i standardna devijacija. Uzorci hemolimfe
kontrolne skupine i kontrola kontrole (KK1 i KK2) razlikuju se pH vrijednos¢u hemolimfe,
gdje pH skupina kontrole iznosi 6,2. Ph vrijednost KK1 iznosi 6,2 dok KK2 iznosi 4,5.
Kontrolna skupina odraslih pcela hranjena samo Secernim sirupom usporedena je S
koncentracijama pokusnih skupina pcela prihranjenih 2,5 %-tnim i 5%-tnim EM® probiotikom.
Analizom podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu skupine KI
(kontrola uzorkovana 11.dan) i A2 (p¢ele prihranjivane 2,5% EM® probiotikom, uzorkovane
15. dan), dok izmedu skupina K1, Al(péele prihranjivane 2,5% EM® probiotikom uzorkovane
11. dan) i B1 (pcele prihranjivane 5% EM® probiotikom uzorkovane 11. dan) i B2 (pcele
prinranjivane 5% EM® probiotikom uzorkovane 15. dan) nije utvrdena statisticki znacajna
razlika. Statisticki znaCajna razlka (p<0,05) utvrdena je izmedu skupine K2 (kontrolna skupina

uzorkovana 15. dan) i A2, ali takoder i izmedu skupine K2 iBl.
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Tablica 1. Prikaz srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracija vitelogenina

uhemolimfi odraslih pcela, uzorkovanih 11.1 15. dan nakon pocetka primjene EM® probiotika.

T TKi ke [ lae 1 T2

Srednja vrijednost 0,802* 0,725%F 0,715 0,025%* 0,6430f*  0,6895

SieheibelieielaViElEY 0,083 0,0370+F 0,63 0,0045%* 0,001414%* 0,03150

Jednaka oznaka (*, o, B)oznacava statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu oznacenih

vrijednosti.

K1 KK1 A1 B1

Grafikon 1. Graficki prikaz vrijednosti koncentracija vitelogenina u uzorcima hemolimfe
odraslih pcela, uzorkovane 11. dan nakon pocetka prihranjivanja 2,5%-tnim i 5%-tnim EM®
probiotikom. (K1 -kontrolna skupina odraslih péela hranjenih Se¢ernim sirupom bez dodataka,
KK1 - kontrola kontrole hranjena SeCernim sirupom, Al - pcele hranjene 2,5% EM®
probitikom, Bl - pcele hranjene 5% EM® probiotikom).
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Grafikon 2. Graficki prikaz vrijednosti koncentracija vitelogenina u uzorcima hemolimfe
odraslih pcela uzorkovanih 15. dan nakon pocetka prihranjivanja 2,5%-tnim i 5%-tnim EM®
probiotkom za pcele. (K2 - kontrolna skupina hranjena Sec¢ernim sirupom, KK2 - kontrola
kontrole hranjena Se¢ernim sirupom, A2 - péele hranjene 2,5% EM® probiotikom, B2 - pcele
hranjene 5% EM® probiotikom).

Rezultati utvrdenih koncentracija vitelogenina u uzorcima hemolimfe uzete odraslim
pcelama 13. i 22. dana nakon pocetka prihranjivanja dodatka hrani komercijalnog naziva EM®

probiotik za pcele, prikazani su u grafikonima 3.1 4, te tablici 2.

Tablica 2. Prikaz wvrijednosti koncentracija vitelogenina u hemolimfi odraslh pcela

uzorkovanih 13. dan nakon pocetka prihranjivanja.

- EM® 2,5% | EM® 5% EM® 10%

Srednja 0, 4651 0,4786 0,5306 0,5931

vrijednost

Standardna A0 0,02887 0,005773 0,001732

devijacija
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U tablici 2. prikazane su vrijednosti koncentracija vitelogenina u hemolimfi odraslih
pcela uzorkovanih 13. dan. Odredili smo standardnu devijaciju i srednju vrijednost uzoraka te
ih usporedili s kontrolnom skupimnom pcela i pcela koje su bile prihranjivane 2,5%, 5% 1 10%
EM® probiotkom za pcele. Usporedbom dobivenih rezultata kontrolne skupine sa skupinom
pcela prihranjenih 5% 1 10% EM® probiotikom, utvrdena je statisticki znacCajna razlika
(p<0,05). Usporedbom kontrolne skupine sa skupinom pcela hranjenih 2,5% EM®
probiotikom za pcele, statisticki znacajna razlika nije utvrdena. Statisticki znacajna razlika
(p<0,05) utvrdena je usporeduju¢i skupine pcela hranjenih 2,5% EM® probiotikom sa
skupinom pcela hranjenth 5% te 10% EM® probiotkom, dok je statisticka znacajnost

primje¢ena i medusobnom usporedbom skupina pcela hranjenih 5% i 10% EM® probiotikom.

0.8+
0.6' —
-
0.4+
0.2+
0.0-
AN o\e o\e o\e
«° % s R

Grafikon 3. Graficki prikaz vrijednosti koncentracije vitelogenina u uzorcima hemolimfe
odraslih pcela uzorkovanih 13. dan nakon pocetka prihranjivanja 2,5%, 5% te 10% EM®

probiotikkom za pcele.

24



0.8-

0.6+ ——
0.4+
0.2+
0.0- N
o°§° & & @“‘\6\"

Grafikon 4. Graficki prikaz vrijednosti koncentracija vitelogenina u uzorcima hemolimfe
odraslih pcela uzorkovanih 22. dana nakon pocetka prihranjivanja s 2,5%, 5% i 10% EM®

probiotikom za pcele.

Tablica 3. Prikaz vrijednosti koncentracija vitelogenina u hemolimfi odraslh pcela
uzorkovanih 22. dan nakon pocetka prihranjivanja. Razlke izmedu vrijednosti pojedinih
skupina nisu satisticki znacajne.

25% EM® |5% EM® 109% EM®

Srednja 0,5956 0,6521 0,5791 0,5961

vrijednost

Standardna efekE: 0,1080 0,0040 0,0155

devijacija
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5. RASPRAVA

U danasnje vrijeme pcelinje zajednice izloZzene su djelovanju stresa putem nepovoljno g
utjecaja razlicitih biotickih 1 abiotickih okolisnih ¢imbenika. Oni, naravno, mogu znacajno
utjecati na stupanj ukupne proizvodnosti pcelinjih zajednica. Dodamo li tome utjecaj patogenih
uzro¢nika specificnih bolesti, pesticida 1 nedostatak prirodne hrane, klimatske promjene,
gubitak prirodnih staniSta te unoSenje nvazivnih vrsta na nova zemljopisna podruc¢ja, govorimo
o vanjskim ¢imbenicima c¢ije djelovanje znacajno utjeCe na prezivlavanje pcelinjih zajednica.
Stres pcelinje zajednice C¢ini osjetljivijima te prijemljivijima na pojavnost primarno tzv.
uvjetovanih bolesti, $to je povezano s bitno naruSenim imunosnim sustavom pcela koji se javlja
kao odgovor na navedeni stres. Osim strategija sanacije 1 suzbijanja bolesti, dobra pcelarska
praksa trebala bi sadrzavati 1 primjenu dodataka hrani prihranjivanjem pcelinjih zajednica u
svrhu pobolj$anja njthova zdravlja. Tome u prilog ide i ¢injenica da je upotreba veterinarsko
medicinskih proizvoda (VMP) bitno ograniena u pcelarstvu, zbog velike zabrinutosti oko
moguénosti stjecanja rezistencije na primjenjene kemoterapeutike 1 moguénosti utvrdivanja
njhovih rezidua u pcelnjim proizvodima, te u manjoj mjeri i zbog rizika od naruSavanja
crijevnog mikrobioma péela. Cesto je podcijenjena ugrozenost zdravlja péela pod utjecajem
razli¢itih stresora, a moze negativno utjecati i na aktivnosti uravnotezene 1 zdrave crijevne
mikroflore. Tako je potaknuta potraga za prirodnim alternativama s naglaskom na

mikrobioloske simbionte crijeva odraslh pcela.

Mikroorganizmi 1injhovi metaboliti koriSteni su u brojnim istrazivanjima u svrhu boljeg
razumijevanja njihove uloge u borbi protiv patogena pcela i imunomodulacijske uloge kao
probiotika. Rezultati dobiveni u prijasnjim istraZivanima uglavnom pokazuju blagotvorne
u¢inke primjenjenih sojeva mikroorganizama na sveukupno zdravlje i proizvodnost pcelinjih
zajednica (PATRUICA i sur., 2012.; AUDISIO i sur., 2015.; ALBERONI i sur., 2016.;
CORBY-HARRIS i sur., 2016.) osobito ako su koriSteni sojevi izdvojeni iz probavnog sustava
odraslih pcela. Uravnotezen mikrobiom crijeva je bitno povezan Sa zdravliem pcela, a obzirom
da osigurava znacajnu enzimsku aktivnost koja osigurava razgradnju kompleksnih Secera koji
¢ine osnowu prehrane pcéela. COX-FOSTER i suradnici (2007.), zabiljezili su smanjenje
Lactobacillus sojeva i octenih bakterija (AAB) u bolesnih pcela, dok su BAFFONI i suradnici
(2016.) uocili znacajno smanjenje spora N. ceranae kod zarazenih pcéela, koje su prihranjivane
mjeSavinom Lactobacillus i Bifidobacterium sojeva. Pokus je proveden na pcelama u

laboratorijskim uvijetima, koje su drzane u kavezu, te je bitno navesti kako su pcele bile
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ificirane visokim brojem spora, ¢ak i nakon §to se broj spora smanjio, ipak su uginule.
Hipotetski ako bi pcele bile mficirane manjim brojem spora, mogli bi ocekivati preventivan
uc¢inak primjene navedenih sojeva. ALBERONI i suradnici (2015.) takoder su analizirali
promjene u mikrobiomu crijeva te je uoen bitan porast Acetobacteriacea i Bifidobacteria, koji
je zabijezen nakon primjene Lactobacilla i Bifidobacteria. Obje grupe bakterija su vazni

endosimbionti crijeva pcele te imaju znacajne fizioloSke, nutritivne i zaStitne uloge.

Bolji razvoj stanica voskovne Zlijezde uocili su PATRUICA i suradnici (2012.) kod
pcela prihranjivanih dodatkom organskih kiselina i probiotickog proizvoda koji je sadrzavao
Lactobacillus spp. i Bifidobacterius spp. Obje skupine bakterija pozitivno su djelovale
primjenjene individualno i u kombianciji na broj, morfologiju i promjer voskovnih stanica.
Bitno je naglasiti kako su ANDREARCZYK i suradnici (2014.) zabiljezili porast invazije
sporama Nosema spp. kod zimskih i ljetnih pcela, koriste¢i probiotikk preporucen za Zivotinje,
dok su PTASZYNSKA i suradnici (2016.) uocili visi mortalitet u pcela inficiranih Nosemom
spp., a prethodno prihranjivanih probiotikom namijenjenim za ljudsku upotrebu, Lactobacillus

rhamnosus, uporabljenim u preventivne i terapijske svrhe.

Veliki broj istrazivanja proveden je i s EM® formulom. PINOARGOTE i suradnici
(2018.) uocili sukod Skampa s akutnom hepatopankreasnom nekrozom, dasu uzgajane skupine
prihranjivane EM® probiotikom imale 11,7% do 73,3% viSi postotak prezivljavanja u
usporedbi s pokusnim skupinama prihranjivane s Lactobacillus casei, L. casei i
Rhodopseudomonas palustris, L. casei, Saccharomyces cerevisiae i R. palustris. S obzirom na
svojstva EM® probiotika, koja uklju¢uju i smanjenje nastanka amonijaka, HADIR i suradnici
(2016.), primjetili su znatan pad koncentracije amonijaka kod brancina (Dicentrarchus labrax)
uzgajanog uz dodavanje EM® probiotika u vodu. Bolji prirast kokosi prihranjivanih EM®
probiotikom primjetili su WONDMENEH i suradnici (2011.).

Jedan od noviteta u upotrebi dodataka prehrani u péelarskoj praksi je EM® probiotik za
pcele. U ovom istrazivanju fokusirali smo se na imunomodulacijski utjecaj EM® probiotika na
koncentracije vitelogenina, koji ima bitnu ulogu u imunosnom sustavu péela na individualnoj
razini, ali i razini zajednice, te Sto je takoder znacajno, odgovoran je za njihovu dugozivost.
Rezultati su pokazali statisticki viSu koncentraciju vitelogenina u hemolimfi skupina pcela
prihranjivanih s EM® probiotikom s obzirom na kontrolne skupine. Osobito je visoka
statisticka znacajnost uocena izmedu skupmna pcela uzorkovanih 13. dan, prihranjivanih 5% i

10% EM® probiotikom prilagodenog sastava za péele, usporeduju¢i ih s kontromom skupinom,
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uzorkovanom na isti dan. Statisticki bitna znacajnost uocena je i kod skupine pcela uzorkovanih
15. dan, prihranjivane s 2,5% 1 5% EM® probiotkom prvobitnog sastava, s obzirom na

kontrolnu skupinu, uzorkovanu 11.i15. dan.

Skupine pcela uzorkovane 11. dan, prihranjivane 2,5% 1 5% EM® probiotikom
prvobitnog sastava te skupine prihranjivane 2,5%, 5% 1 10% EM® probiotikom prilagodenog
sastava za pcele, uzorkovane 22. dan, nisu pokazale statisticki znacajno visoke koncentracije
vitelogenina u hemolimfi s obzirom na kontrolnu skupinu, uzorkovanu na isti dan. Bitno je
navesti kako u rezultatima zabiljezena statisticki viSa koncentracija vitelogenina korelira s
koncentracjom EM® probiotika prilagodenog sastava, kojim su péele prihranjene. Tako je
statisticka znacajna razlika zabiljeZena u skupinama pcela uzorkovanih 13. dan, a prihranjivanih
s 5% EM® probiotkom, naspram onih prihranjivanih s 2,5% EM® probiotkom. Sukladno
navedenome, takoder je zabiljeZena wviSa koncentracya vitelogenina u hemolimfi pcela
prihranjivanih 10% EM® probiotikkom, s obzirom na pcele prihranjivane 5% i 2,5% EM®

probiotikom, uzorkovanih 15. dan.

Ukoliko s navedenim rezultatima povezemo poztivne rezultate u€inka primjene EM®
probiotika za p&ele na smanjenje broja spora N. cerane u poljskim uvjetima (SOSTARIC i sur.,
2019., neobjavljeni rezultati), a poznato je da navedeni uzrocnik negativno utjeCe na
koncentracije vitelogenina u invadiranih pcela, moze se zaklju¢iti da je primjenjeni dodatak

hrani ima munomodularni uéinak.

Uzimajuéi u obzr navedene rezultate, mozemo preporuciti dodatna istrazivanja s EM®
probiotikkom prilagodenog sastava za pcele, ¢iji utjecaj na koncentraciju vitelogenina u
hemolimfi pcela se pokazao boljim, te statisticki znacajnijim u odnosu na EM® probiotik. S
obzirom na poztivna iskustva s primjenom ovog probiotika kod hrvatskih pcelara, na Ciju
micijativu su i poslani upiti o moguéem provodenju ispitivanja utjecaja primjene navedenog
dodatka prihrani na razlicite aspekte pcelarenja, a posebice utjecaja na profilaksu, kontroliranje
ili suzbijanje pojedinih bolesti pcelinjih zajednica, te poztivnih i obecavajuc¢ih rezultata koje
smo zabiljezili prihranjivaju¢i pcele u laboratorijskim uvjetima, mozemo zakljuciti kako EM®
probiotik za pcele, ima poztivan utjecaj na imunosni sustav pcela radilica, te kako mozemo
govoriti o njegovoj posrednoj ulozi u modulaciji munosnog sustava. No uzimaju¢i u obzr da
su pcele bile prihranjivane u laboratorijski kontroliranim uvjetima, smatramo kako su za bolji
uvid u imunomodulacijska svojstva probiotika, potrebna daljnja istrazivanja, osobito ona

provedena u prirodnim uvjetima koje nudi pcelinjak.
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6. ZAKLJUCCI

Utvrdena je statisticki viSa koncentracija vitelogenina u hemolimfi odraslih pcela

prihranjivanih s EM® probiotikom za pcele u usporedbi s kontrolnom skupinom pcela.

Statisticki viSa koncentracija vitelogenina u hemolimfi prihranjenih pcéela pozitivno
korelira s primjenjenom visom koncentracijom EM® probiotika prilagodenog sastava
za uporabu u pcelarstvu.

Ucinak EM® probiotika za pcele s obogac¢enim i prilagodenim sastavom za uporabu u
pCelarstvu pokazao se uCinkovitijim, odnosno izazvao je povecanje koncentracija

vitelogenina u prihranjivanih skupina pcela u usporedbi s primjenom EM® probiotika.
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8. SAZETAK

Dva glavna nametnika medonosne pcele, Nosema ceranae i Varroa destructor, djeluju
imunosupresivno na svog nosioca — pcelinju zajednicu te konacno mogu dovesti i do njenog
uginu¢a. Kako primjena antibiotika nije dopuStena u pcelarstvu, u borbi protiv patogenih
uzro¢nika bolesti i nametnika te u odrzavanju zdravlja zajednica nuzna je primjena
imunomodulatornih dodataka hrani. Kod Zivotinja, komercijalni probiotk EM®, Koristi se kao
dodatak hrani za regulaciju funkcije crijeva, stabiliziraju¢i i odrzavaju¢i ravnotezu izmedu
patogenih i korisnin mikroorganizama. Kao novitet u terapiji pcelinjih zajednica EM® probiotic
for bees, regulira probavnu funkciju utjecajem na sintezu bioloski aktivnih tvari. Time bi mogao
imati bitnu imunomodulacijsku ulogu u sintezi vitelogenina, protena ukljuCenog umehanizme
tolerancije na stres, ponasanje i funkcioniranje imunosnog sustava radilica. Cilj ovog rada bio
je utvrditi koncentracije vitelogenina u uzorcima hemolimfe odraslih pcela koje su
prinranjivane u laboratorijski kontroliranim uvjetima, dodatkom hrani pod nazivom EM®
probiotic for bees, a rezultatima kojih se posredno moze zaklju¢iti o utjecajima na modulaciju

imunosnog sustava pcela.

Kljuéne rije¢i: EM® probiotic for bees, dodaci hrani, vitelogenin, imunosupresija,

imunomodulatori
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9. SUMMARY

THE IMPACT OF EM® PROBIOTIC FOOD SUPPLEMENT ON
CONCENTRATIONS OF VITELLOGENIN IN HONEYBEES (A. mellifera)

The two main parasites of the honey bee, Nosema ceranae and Varroa destructor, have
an immunosuppressive effect on their host - the honeybee colony and may eventually lead to
the death. As antibiotics are not allowed in beekeeping, the use of immunomodulatory food
additives is necessary for the fight against pathogens and parasites, but also in maintaining the
honeybee colony health. Commercial probiotic EM® is used as a food additive for animals,
regulating physiological functions of the gut, stabilizing and maintaining the balance between
pathogenic bacteria and microbiota. As a novelty in the treatment of honeybee colonies, EM®
probiotic for bees regulates digestive function by influencing the synthesis of biologically active
substances. Thus, it could play an essential immunomodulatory role in the synthesis of
vitellogenin, a protein involved in the mechanisms of stress tolerance, behavior, and function
of the honeybees immune system. The aim of this study was to determine the concentrations of
vitellogenin in hemolymph samples of adult bees fed under laboratory controlled conditions,
with the addition of food supplement called EM® probiotic for bees, and the results which can

be indirectly concluded about the effects on modulation of the immune system.

Key words: EM® probiotic for bees, food additives, vitellogenin, immunosuppression,
immunomodulators
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