Ucinkovitost in vitro primjene dezinficijensa “Bee
Protect F” na bakteriju Peanibacillus larvae

Sakac, Tea

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:534825

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:534825
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:754
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:754
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:754

SVEUCILISTE U ZAGREBU
VETERINARSKI FAKULTET

Tea Sakac

Uc¢inkovitost in vifro primjene dezinficijensa “Bee Protect F” na bakteriju
Peanibacillus larvae

Diplomski rad

Zagreb, 2021.



VETERINARSKI FAKULTET SVEUCILISTA U ZAGREBU
ZAVOD ZA BIOLOGIU I PATOLOGIU RIBA I PCELA

Predstojnik Zavoda za biologiju 1 patologiju riba 1 p&ela:

Izv. prof. dr. sc. Emil Gjuréevi¢

Mentori:
Prof. dr. sc. Ivana Tlak Gajger

Dr. sc. Josipa Vlaini¢

Clanovi povjerenstva za obranu diplomskog rada:

1. Izv. prof. dr. sc. Jelena Suran
2. Dr. sc. Josipa Vlaini¢

3. Prof. dr. sc. Ivana Tlak Gajger



ZAHVALE

Zahvaljujem mentoricama prof. dr. sc. Ivani Tlak Gajger i dr. sc. Josipi Vlaini¢ na

ukazanom povjerenju, susretljivosti i strpljenju prilikom izrade ovog diplomskog rada.

Zahvaljujem prijateljima i kolegama na podrsci i savjetima, oni su bili uz mene tijekom

uspona i padova.

Ponajvise zahvaljujem svojim roditeljima Ivanki i Krunoslavu na motivaciji,

razumijevanju i podrsci.



SADRZAJ

o T NN - st st A R SR S S AT 1

2. PREGLED DOSADASNJITH SPOZNAJA.......ccovvivitiieeeeeernnninennns 3

2.1. Bakterija Peanibacillus Iarvae... coiveivssonsssiivisonssvsvessissvessvsnasonssuansssyensns 3

22 Amen Ok SO v s R R R R S S AR 4
2.2.1. Epizootiolodka SItUACTIa ... ... ...

4
2.2 2 Epizaotiolosija.i PalOBENEZaL. v s rrsss siewsems S osmmmied
8
9

2.2.3. KImiCki nalaz. .. covsrw: msnimsss svmmeon somssnsesmans: ssaeaiss Gamvesss sevspssaass
2.2.4. Dijagnostika 1 suzbijanje bolesti... ...
223 . Laknnskkaste en At NA RO B8 cnomamms s s wm L
2.3 Dezinfehieija 1 PCEIATIIVIL iivssussmsvasmiusmsansass sssvasus s vims s v sauasaaerassx s ansenms 12
2.3.1. Op¢i zahtjevi prije dezinfekeije... ... ................... e 12

2.32. VrstedezinfeKeije... ... oot e s e L3

2.3.3. Praviladezintcketel najeeite PORTEEKE. «.cuns musimssen somussmenmmmmmunmesss Do

2.3.4. Boe protevt B enarmn tammey cosvnm om0 e iamiss ieesan w1 9

3. MATERIJALI I METODE ... .cio5:u5s0ssssnsssssssnisswinssssasssnssssssns 20
3.1. Porijeko ispitivanog dezinfekcijskog sredstva... .....cccvvviiiiiiniiiiiiiiininiinn. 20

B 2. APAT DIOIN R 55 cvnnrmonnsnssnssssrissinssss sy o R TR RS A SRR RS R asenes 21
3.3. Ispitivanje u¢inka EnSure luminometrom..........cccvveevreiiiiernrenrnrensoosssnns 23
3.4. Ispitivanje sporocidnog ucinka Bee protect F......ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 26

" 10 13 DY/ U] D . N N R 27
4.1, Rezuliati agir ool AU Evisssnsis i i i i e A aaa 27
4.2. Rezultati ATP testa bioluminiscencije.........ccooeieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinnnnnn 29
4.3. Rezultati dobiveni suspenzijskim testom............ccooveviiiiiiiiiiiiiiiicniinnan 31
o 2 C N G L O OOV E—— 32
AR IO oserconesssvmsssmssmmmmsnsssmsnsmpe s s 35
1 POPIS LITERATURE ..issinnusinsni sissusissavimsanmuinusangD
8. SAZETAK ...ceeuutieautenaueeeanteeeateeeesteeessnreensseessueneessseeens 43
9. SUMMARY ...conmvsnssssammmsmmsninin e sasvens sEoq s s oisss saus s missaemaesy 44

10. ZIVOTOPIS. ..ceveeeeeeneeeseeseeessnessnessnsssnsssensesesssnsnssmsnsssesesssesesdd



POPIS PRILOGA

SLIKE:

Slika 1. Pro8irenost ameri¢ke gnjiloce u svijetu (CABI, 2021.).

Slika 2. Nepravilno rasporedeno poklopljeno i nepoklopljeno pcelinje leglo, te drugi znakovi.
koji upucuju na sumnju klinicki vidljive americke gnjilo¢e medonosne pcele.

Slika 3. Mjera sanacije americ¢ke gnjilo¢e spaljivanjem.

Slika 4. Uzorkovanje prilikom sumnje na americku gnjilocu.

Slika 5. Bee protect F.

Slika 6. Aplikacija dezinficijensa u Petrijevu zdjelicu.

Slika 7. Utvrdivanje broja bakterija densitometrom.

Slika 8. Izgled luminometra te UltraSnap ATP testa.

Slika 9. Aplikacija dezinficijensa u Eppendorf epruvetu.

GRAFIKONI:
Grafikon 1. Grafi¢ki prikaz zona inhibicije nakon primjene dezinficijensa.
Grafikon 2. Graficki prikaz ocitavanja razine ATP-a, tijekom razlic¢itih vremenskih razdoblja.

Grafikon 3. Sporocidni u¢inak Bee protecta F, tijekom razli¢itih vremenskih razdoblja.

TABLICE:

Tablica 1. Taksonomija Paenibacillus larvae (GENERSH i sur., 2006.).

Tablica 2. Epizootioloska situacija americke gnjilo¢e u RH, 2009. do 2020. godine.

Tablica 3. Graficki prikaz o¢itavanja razine ATP-a, tijekom razlicitih vremenskih razdoblja.

Tablica 4. Prikaz o€itavanja vrijednosti ATP-a, izrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama,
tijekom 30 sekundi.

Tablica 5. Prikaz o€itavanja vrijednosti ATP-a, izrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama
(RLU), tijekom 60 sekundi.

Tablica 6. Prikaz ocitavanja vrijednosti ATP-a, izrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama

(RLU), tijekom 120 sekundi.



1. UVOD

Pcelarstvo u Republici Hrvatskoj je vazna tradicionalna poljoprivredna grana, koja ima
veliki gospodarski znacaj. To dokazuje 1 prvi pisani dokument o péelarstvu, Vinodolski zakonik
iz 1288. godine. Kako se pcelarstvo razvijalo, tako se ukazivala i potreba za osnivanjem prvog
pcelarskog drustva 1879. godine u Osijeku, kao 1 ¢asopisa ,, Slavonska péela * koji je pokrenut
dvije godine kasnije (WINTER, 2000.).

Medonosna pcéela (Apis mellifera) ima vaznu ekoloSku, ali i ekonomsku ulogu koju
ostvaruje opraSivanjem, proizvodnjom hrane te niza pcelinjih proizvoda (MORSE i
CALDERONE, 2000.). U Europskoj Uniji (EU) 78% vrsta divljih cvatuc¢ih biljaka i 84% vrsta
poljoprivrednih  kultura ovisi o oprasivanju korisnim kukcima (WILLIAMS,1998.).
Oprasivanje omogucuje odrzavanje raznolikosti i vecu kvalitetu voca, povréa, oraSastih
plodova i sjemenki. Preko 80% usjeva i divljeg bilja ovisi o oprasivanju kukcima, a oko 15
milijardi eura vrijednosti godidnje poljoprivredne proizvodnje EU izravno se pripisuje
oprasivanju kukcima. OpraSivaci su, osim opskrbe hranom 1 odrzavanjem bioraznolikosti, vazni
i za proizvodnju lijekova, drva, biogoriva, te vlakana (WILLIAMS, 1998.).

Procjena godisnje proizvodnje meda u RH temelji se na podacima o prosjecnoj proizvodnji
meda po kos$nici na temelju ankete koju je proveo Hrvatski pcelarski savez (HPS), a objavljena
je uNacionalnom péelarskom programu za razdoblje 2020. do 2022. godine. Prikupljeni podaci
pokazuju da je ukupna proizvodnja u 2017. godini bila 8.128 tona, dok je proizvodnja tijekom
2018. godine bila 7.440 tona meda.

Slijedom navedenog, zabrinjavaju¢ je rastuci trend prijava gubitaka u pcelarstvu. Jedna od
deset vrsta pcela u Europi je u opasnosti od izumiranja. Za propadanje pcelinjih zajednica nije
odgovoran samo jedan uzrok, ve¢ je ve¢inom rije¢ o skupini uzroka, od kojih su najpoznatiji
¢imbenici negativni utjecaj nametnika i patogenih mikroorganizama, globalnog zatopljenja,
nedostatna prehrana te negativni antropogeni uc¢inak u vidu degradacije prirodnih stanista, te
prekomjerne uporabe pesticida (VANENGELSDORP 1 MEIXNER, 2009.).

Jedan od glavnih patogenih uzro¢nika bolesti pcela je sporogena bakterija Paenibacillus
larvae, uzrotnik ameri¢ke gnjilo¢e pcelinje zajednice. Zbog posebnog nacina suzbijanja
bolesti, te visoke otpornosti spora, americka gnjiloca je jedna od najtezih pcelinjih bolesti, te u
pojedinim zamljama uzrokuje i najvece ekonomske gubitke u pcelarstvu (TLAK GAJGER,
2017).



Bolest se manifestira na pcelinjem poklopljenom i nepoklopljenom leglu te uzrokuje
ugibanje svake zarazene pcelinje li¢inke, $to rezultira propadanjem cijele p&elinje zajednice.
Specifi¢nost bolesti je tvorba dugozivucih spora, koje su izrazito otporne na djelovanje vanjskih
utjecaja, a sposobnost zaraZzavanja zadrZzavanju 1 nakon vise desetlje¢a. Nadziranje i suzbijanje
bolesti je na godisnjoj razini propisano Naredbom o mjerama za$tite zdravlja Zivotinja od
zaraznih 1 nametniCkih bolesti 1 njihovom financiranju (vazece izdanje). Zavrsna dezinfekcija
nakon sanacije klinicki vidljive i laboratorijski potvrdene bolesti je od iznimne vaznosti, kao i
preventivna mjera tekuce dezinfekcije uz redovitu kontrolu péelinjaka.

Slijedom navednog, postavljen je cilj ovog istrazivanja, a to je utvrdivanje ucinka
odredenog dezinficijensa u realnom vremenu i realnim koncentracijama na vegetativni i
sporogeni oblik bakterije P. larvae u laboratorijskim uvjetima. Pretpostavka je da dezinficijens
Bee protect F, kao i ostali na trziStu dostupni dezinficijensi, pokazuju razli¢iti stupanj
ucinkovitosti na bakteriju P. larvae, te da dobiveni rezultati mogu imati zna¢enje u provedbi
preventivne 1 zavrsne dezinfekcije 1 smanjenoj pojavi recidiva klinicki vidljive americke

gnjilo¢e na p¢elinjacima.



2. PREGLED DOSADASNJTH SPOZNAJA

2.1. Bakterija Peanibacillus larvae

P. larvae je gram pozitivna, $tapiCasta, fakultativno aerobna, sporogena bakterija.
Uzrocnik je americke gnjiloce, najrazornije bakterijske bolesti medonosnih pcela (JELINSKI,
1985.). Bakterije iz roda Paenibacillus uglavnom pokazuju optimalni rast pri neutralnom pH
unutar temperaturnog raspona od 28 do 40 °C (PATOWARY i DEKA, 2020.). Vegetativni
oblici bakterije uvelike se razlikuju po veli¢ini, a prosje¢no su Siroki 0,5 pm i dugi izmedu 1,5

16 um; javljaju se 1 pojedinacno 1 u lancima te filamentima. Neki sojevi su pokretljivi.

TAKSONOMIJA

Carstvo Bacteria
Koljeno Bacteroidetes
Razred Sphingobacteria

Red Sphingobacteriales
Porodica Flexibacteraceae

Rod Paenibacillus

Vrsta Paenibacillus larvae

Tablica 1. Taksonomija bakterije P. larvae (GENERSH 1i sur.,2006.).

Infektivni oblik bakterije ¢ine spore ovalnog oblika, prosje¢no Siroke 0,6 um i duge 1,3
um (DOBBELEARE i sur., 2001.). Svega 10 spora dovoljno je za uspjesnu zarzavanje li¢inke
u dobi do 24 sata, kao 1 njeno posljedicno ugibanje (ALVARADO, 2015.). Za izbijanje klinicki
vidljive bolesti u zajednici potrebno je ovisno o dobi li¢inaka od nekoliko desetaka do nekoliko
milijuna spora, a samo jedna uginula li¢inka moze sadrzavati tri do pet milijardi novostvorenih
infektivnih spora. Spora uzro¢nika bolesti u li¢inku pcele ulazi one¢is¢enom hranom. Spore
klijaju u srednjem crijevu li¢inke, koloniziraju lumen crijeva te proteolitickom aktivnos¢u
razaraju medustaniCne veze crijevnog epitela $to posljedicno dovodi do probijanja u tjelesnu

Supnjinu (hemocel) §to ujedno oznacava trenutak ugibanja zarazene licinke.



Tijekom kolonizacije crijeva proizvode se milijuni novih otpornih spora koje mogu biti
izvor zaraze za druge péelinje li¢inke (YUE i sur., 2008.). Spore dugo prezivljavaju u ko3nici
(GENERSCH, 2008.), izrazito su otporne na kuhanje u vodi, u medu prezive temperaturu do
100 °C vise od dva sata, a u rastaljenom vosku ugibaju na 120 °C nakon 20 do 30 minuta
(FORSGREN i sur., 2008.; GENERSCH, 2008.).

Uporaba antibiotika za suzbijanje americke gnjiloce je zabranjena, zbog rezidua koje
ostvljaju u péelinjim proizvodima (CHAN i sur., 2011.; TIAN i sur., 2012.), zbog nedjelovanja
na spore koje su jedini infektivni oblik, te moguénosti pojave recidiva klini¢ki vidljive bolesti
(KOCHANSKY i sur., 2001.). Takoder, zbog specificnosti Zivota pcelinjih zajednica u
ko$nicama koje nemaju “metabolizam™ te svojstvima meda, nema moguénosti za
uspostavljanje najvisih vrijednosti rezidua (eng. Maximum Residues Limit, MRL) za ostatke
Stetnih tvari u medu (Regulation EC 470/2009).

Genotipizacijom su utvrdena 4 serotipa americke gnjiloce, koji se razlikuju po obliku,
biokemijski 1 po stupnju patogenosti (GENERSCH 1 sur., 2006.) ERIC I, ERIC II, ERIC III te
ERIC IV. Nedavno provedenim istrazivanjem na uzorcima Spanjolskog meda, utvrdene su
spore americke gnjiloce, te je utvrden jos jedan genotip americke gnjilo¢e, ERIC V (BEIMS 1
sur., 2019.). Gentopizacijom provedenom u Sloveniji u razdoblju od 2017. do 2019. godine,
utvrdena je pojavnost dvaju serotipa americke gnjiloce, ERIC II (70.2%.) i ERIC I (29.8%)
(ZUGELIJ i sur., 2021.). Dobiveni podatci su nam znagajni zbog geografske blizine Slovenije.
Serotipovi americke gnjiloce se razliku prema brzini Sirenja uzro¢nika unutar zajednice, stupnju
uklanjanja uginulih li¢inki, broju proizvedenih spora, brzini napredovanja bolesti, te brzini

propadanja same zajednice (CHAN i sur., 2011.; QUIN i sur., 2006, ZUGELJ i sur., 2021.).



2.2. AMERICKA GNJILOCA MEDONOSNE PCELE

Ameri¢ka gnjiloca medonosne pcele, nekad nazivana kuga péelinjeg legla ili opaka
gnjiloc¢a, je zarazna kontagiozna bolest poklopljenog, ali 1 nepoklopljenog pcelinjeg legla.
Bolest je uzrokovana gram pozitivnhom, sporogenom bakterijom, P. larvae. Samo geografsko
porijeklo bolesti nije utvrdeno, ali je danas ona proSirena po cijelom svijetu (MATHESON,
1993.). Bolest je prvi put opisana 1771. godine, te nazvana gnjilocom zbog “gnjilog” izgleda
propale licinke (SCHIRACH, 1771.). Do 1906. godine, americka 1 europska gnjiloc¢a su se
smatrale istom boleS¢u, gnjilocom. Medutim, dokazano da je specifi¢ni uzrocnik americke
gnjiloc¢e bakterija Bacillus larvae (WHITE, 1907.). Bakterije toga roda su se sve do 1993.

godine svrstavale u rod Bacillus, a kasnije u poseban rod Paenibacillus.
2.2.1. EPIZOOTIOLOSKA SITUACIJA
Bolest je prosirena na Sest kontinenata: Sjevernu i Juznu Ameriku, Europu, Aziju,

Afriku, te Australiju. Drugim rije¢ima, bolest je proSirena na sve kontinente osim Antartike,

gdje vladaju nepovoljni uvjeti za razvoj péelinjih zajednica (GENERSCH, 2010).

CABI, 2021. Paenibacillus larvae. In: Invasive Species Compendium. Wallingford, UK: CAB International.
https://www.cabi.org/isc

Slika 1. Prosirenost americke gnjiloc¢e u svijetu (CABI, 2021.).



Na temelju redovitih izvjestaja koje daje Uprava za veterinarstvo koja prati pojavu 1
kretanje bolesti Zivotinja 1 zoonoza u RH (Pravilnik o na¢inu pracenja, prijavi 1 izvje$¢ivanju
o pojavi bolesti Zivotinja) podaci o epizootioloskoj situaciji za americ¢ku gnjilo¢u pcelinjeg legla

su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Epizootioloska situacija americke gnjiloce u RH, od 2009. do 2020. godine.

Godina Ukupan broj Zupanija s Broj slu¢aja u
slucajeva najve¢im brojem najpogodenijim
zabiljezenjih Zupanijama
slucajeva
2009. 53 Sisacko-moslavacka 20
2010. 10 Nema podataka Nema podataka
2011. 23 Nema podataka Nema podataka
2012. 30 Nema podataka Nema podataka
2013. 36 Pozesko-slavonska 12
2014. 15 Pozesko-slavonska 26
2015. 96 Pozesko-slavonska 20
2U16. 145 Pozesko-slavonska 28
2017. 65 Bjelovarsko- 21
bilogorska
2018. 33 Zagrebacka 8
2019. 150 Viroviti¢ko- 40
podravska
2020. 64 Varazdinska 6

Na temelju navedenih epizootiolodkih podataka (Tablica 2.) mozemo zakljuditi da je
pojavnost americke gnjiloce bila najveca u Pozesko-slavonsko) zupaniji, sve do 2017.-te
godine, kad je ulogu vodec¢e Zzupanije preuzela Bjelovarsko-bilogorska Zupanija. Takoder se
moze primijetiti kako se u zadnje dvije godine pojavljeno vise manjih Zarista bolesti, za razliku
od prethodnih godina, kada se vecina zari$ta u svega par Zupanija. U 2019.-0j godini vidimo

nagli porast broja slucajeva, za koji se pretpostavlja da je rezultat vece prijave sumnje na bolest,



a ne njene vece pojavnosti. Taj trend se nastavio 1 u nadolaze¢oj godini, a Zupanija sa najvise

broja slucajeva je bila Varazdinska Zzupanija.

2.2.2. EPIZOOTIOLOGIJA I PATOGENEZA

Primarni izvori zaraze su péelinje zajednice zarazene ili uginule od americke gnjiloce,
te sporama oneci§¢eni péelinji proizvodi. Sekundarni izvori zaraze su: pcelarski pribor, oprema
i hrana za péele onecis¢ena uzrocnikom americke gnjiloce.

Nacini $irenja spora P. larvae mogu biti izravni, neizravni i pomocu posrednika.
Izravnim nac¢inom bolest se moze prenjeti rojevima, maticama (koji na sebi mogu mehanicki
prenositi spore uzrocnika), te pcelama na okvirima. Od prirodnih nacina prenoSenja bolesti
valja spomenuti zalijetanje u druge ko3nice 1 grabez. Od zivih posrednika nam je najznacajnija
nametnicka grinja Varroa destructor (CONTE i sur., 2020.).

Iako u RH za sada nemamo zabiljeZene slucajeve pojave invazije malim kornjaSem
koSnice (Aethina tumida), on je takoder mogu¢i Zivi prenosioc uzro¢nika americke gnjiloce.
Neizravni nadini §irenja su ve¢inom povezani s péelarskim priborom i opremom, peludom i
medom, satnim osnovama, te ostalim dijelovima prethodno zarazene kosnice.

Americka gnjiloca se javlja u dva oblika: tipi¢nom, koji se javlja na poklopljenom leglu,
te atipicnom, koji se javlja na mladem nepoklopljenom leglu. Za objasnjenje patogeneze
jednog, odnosno drugog oblika bolesti, vazno je razumjeti Zivotni ciklus medonosne pcele, te
njene uloge i zadatke kao kucne pcele ili kasnije skupljacice. Razvojni ciklus pcele se odvija u
Cetirl zivotna stadija: jaje, licinka, kukuljica, odrasla pc¢ela. Od polaganja jaja, do izlaska mlade
pcele iz stanice saca, potreban je 21 dan. Kad mlada pcela izade iz stanice saca, buduci da jo$
ne moze letjeti, ima ulogu Cistacice. Nakon pet dana ona postaje hraniteljica 1 hrani starije
nepoklopljeno leglo medom i peludom. S razvitkom mlije¢ne Zlijezde, naredna tri dana hrani
mlade leglo maticnom mlijeci. Sljedeca uloga je uloga graditeljice, koju nakon Sest dana
zamjenjuje uloga strazarice. Nakon tri tjedna rada u ko3nici, péele izlijecu iz kosnice 1 postaju
skupljacice.

Kada govorimo o tipicnom obliku bolesti, €iji su znaci bolesti vidljivi na poklopljenom
leglu, vazna nam je hranidbena povezanost li¢inke i péele hraniteljice. Budu¢i da je mlada pcela
prvo ¢istaCica, na taj nain moze mehanicki na tijelu prenijeti infektivne spore (WINSTON,

1992.) Do infekcije mladeg pcelinjeg legla bakterijom P. larvae dolazi kada pcela hraniteljica



zarazi savijenu liCinku sporama, prilikom hranjenja mati¢cnom mlijeci. Drugim rije¢ima li¢inka
se moze inficirati sporama uzro¢nika u dobi od Cetvrtog do 3estog dana zivota.

U crijevu licinke spora proklija, a vegetativni oblik uzro¢nika se po¢inje umnazati kada
se li¢inka ispruzi 1 po¢ne hraniti medom, peludom 1 vodom, odnosno od sedmog do devetog
dana starosti. Umnazanje uzro¢nika uvjetuje promjena hrane, to jest promjena kiselosti sadrzaja
crijeva u kiselo.

Vegetativni oblici P. larvae penetriraju izmedu epitelnih stanica crijeva i hemolimfom
se raznose po tijelu licinke, a svojim daljnjim umnazanjem uzrokuju propadanje tkiva li¢inke,
koja se pretvara u bezobli¢nu, smedu i viskoznu ili rastezljivu masu. Nakon devetog dana
radilice poklapaju stanice saca voskovim poklapcima. Ubrzo klini¢ki znakovi bolesti postaju
vidljivi na poklopljenom leglu.

Za razvoj atipicnog oblika bolesti uglavnom je zasluzna grinja V. destructor. Odrasla
pcela na svom zatku prenosi spolno zrelu Zenku grinje, te prilikom hranjenja li¢inke, grinja se
zavlaci u stanicu saca gdje je i pcelinja liinka, te zapo€inje na njoj parazitirati uzimanjem
hemolimfe i masno-bjelancevinastog tijela, te polagati vlastita jaja. Odrasle grinje, kao i njeni
razvojni oblici protonimfa i deutonimfa, se hrane hemolimfom nosioca, a preko hranidbenog
mjesta (rane na kozi) na li¢inci péele. Na taj nacin prilikom hranjenja moze ubaciti spore
uzro¢nika americke gnjilo¢e u hemolimfu li¢inke, infektivne spore ¢e se poceti umnazati, te ¢e
uzrokovati ugibanje nosioca. Ovaj oblik bolesti je atipican jer se promjene moze vidjeti i na

nepoklopljenom péelinjem leglu.

2.2.3. KLINICKA SLIKA

Promjene su vidljive na poklopcima sac¢a iznad pcelinjeg legla, te u izgledu zarazene
ili uginule li¢inke. Poklopljeno 1 nepoklopljeno leglo je nepravilno rasporedeno. Poklopci nad
zdravim leglom uobi¢ajeno su blago izboc¢eni, suhi, porozni, i bez rupica. Boja poklopaca nad
zdravim leglom je boje okolnog saca. Poklopci nad leglom uginulim od posljedica americke
gnjilo¢e su naborani, udubljeni s rupicama nepravilno izgrizenih rubova, mramorirano
promjenjene boje 1 vlaznog izgleda.

Zdrava li¢inka uobicajeno je bijele boje, sedefastog sjaja, koluticava te napeta. Bolesna
licinka mijenja izgled 1 konzistenciju, boja se mijenja u smedu, postaje ljepljiva i rastezljiva, a

starenjem procesa se susi 1 prilijepi za dno stanice saca (GENERSCH., 2010.). Nakon dva



mjeseca masa propale li¢inke je potpuno osuSena, pa stanica izgleda kao prazna. Raspadnuta

li¢inka moze imati specifi¢an miris po trulezi.

Slika 2. Nepravilno rasporedeno poklopljeno i nepoklopljeno pcelinje leglo, te drugi znakovi

koji upucuju na sumnju klini¢ki vidljive americke gnjiloc¢e medonosne péele.

2.2.4. DIJAGNOSTIKA I SUZBIJANJE BOLESTI

Uloga pcelara je da pri pojavi sumnje na bolest obavijesti nadleznog veterinara na
podru¢ju gdje je smjesten péelinjak. Sumnju na bolest moze potvrditi ovlasteni veterinar, nakon
obavljenog klinickog pregleda pcelinje zajednice. Njegov zadatak je uzeti odgovarajuéi uzorak
materijala iz ko$nice 1 poslati ga u ovlasteni dijagnosticki laboratorij za bolesti pcela. Sluzbeni
uzorak predstavlja komad saca s promijenjenim péelinjim leglom veli¢ine 10x10 cm, zapakiran
u zrakopropusnu ambalazu, oznaCen oznakom s kos$nice, uz sluzbenu uputnicu. Sluzbeni,
referentni, nacionalni laboratorij za bolesti péela APISlab u RH smjesten je na Veterinarskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu pri Zavodu za biologiju 1 patologiju riba i pcela.

Mikroskopska pretraga na prisutnost spora P. larvae podrazumijeva pripremu obojenog
preparata razmaska propale pcelinje li¢inke. Priprema se tako da razmaz mase propale li¢inke
na predmetnom stakalcu fiksira plamenom, a zatim oboji karbol- fuksinom tijekom 30 do 60

sekundi prema Ziehl-Neelsenu. Ako je masa propale li¢inke osuSena u stanici saca treba



nakapati malo vode pa pric¢ekati uobi¢ajeno tijekom noéi, a zatim napraviti razmaz. Dobiveni
preparat se promatra pod svjetlosnim mikroskopom uz primjenu imverzije (1000 x povecanje).
Nalaz je pozitivan ukoliko se utvrdi prisutnost spora P. larvae.

Ukoliko je pretrazivani uzorak pozitivan, duznost laboratorija je poslati nalaz
veterinarskoj stanici koja je uputila uzorak na pretrazivanje, Upravi za ministarstvo i
poljoprivredu, te Zupanijskoj inspekciji, ¢ija je uloga pisanje rjeSenja o mjerama koje je
potrebno poduzeti u svrhu suzbijanja americke gnjilo¢e na zarazenom pcelinjaku 1 tzv.
Zarazenom podru¢ju. Veterinarski inspektor tada nareduje mjere koje ¢e se provoditi u
zarazenom pcelinjaku. Mjere se odnose na zabranu selidbe, prodaje péela 1 opreme, obavezan
klini¢ki pregled preostalih zajednica (sumnjive zajednice se podvrgavaju uzorkovanju i uzorci
se pretrazuju u laboratorijskim uvjetima).

U zarazenim zajednicama nareduje mjeru uniStenja legla i pcela, spaljivanjem 1
zakapanjem, te dezinfekcijom pribora. Takoder nareduje zabranu drzanja pcela bez matice,
zabranu rojenja pcela, te obvezan klinicki pregled svih pcelinjih zajednica u podrucju tri
kilometra od zarazenog pcelinjaka. Vlasnik péelinjaka ima pravo na naknadu $tete, ukoliko
bolest nije starija od dva mjeseca, te ukoliko je proveo sve ostale mjere propisane Naredbom,
te provodi dobru péelarsku i okolisnu praksu.

Spaljivanje pcelinjih zajednica je najucinkovitija mjera sanacije americke gnjiloce.
Obavlja se predvecer, kad se sve pcele vrate s pae. Kosnica se zatvori, odrasle pcele se uguse
uobicajeno ubacivanjem zapaljene sumporne trakice u koSnicu, a zatim se u pripremljenu jamu
na rubu pcelinjaka ubacuje sav material namijenjen spaljivanju, ili se zapakira u nepropusne
vrece i prevozi u kafileriju na neskodljivo uklanjanje.

U iznimno jakim pcelinjim zajednicama smjeStenim u novim ko$nicama koje ranije nisu
dezinficirane, moguca naredena mjera sanacije je tehnoloski postupak pretresanja. Budu¢i da
odrasle pcele ne obolijevaju od americke gnjiloce, cilj pretresanja je uniStavanje spora koje one
prenose na svome tijelu. Odrasle péele se zatvore u novu ko3nicu, na tri dana, gdje se tijekom
izgradnje novog saca, mehanicki o€iste od spora uzro¢nika bolesti. Nakon tri dana, odrasle
pcele se ponovno pretresaju i postupak se ponavlja. Leglo iz zarazenih ko3nica se obavezno
spaljuje, neovisno o metodi sanacije. Kod iznimno jakih péelinjih zajednica, uz pretresanje
pcela, ocuva se 1 medista kosnica.

Drveni okviri iz plodista se spaljuju, a preporucljivo je da se spale 1 oni iz mediSta. Med
se moze vrcati, te je siguran za ljudsku uporabu, ali ne smije doci kao prihrana niti u izravni
kontakt s pcelama. Sace se pretopi 1 dezinficira, suhom dezinfekcijom, bez dodatka vode na

120 °C do 125 °C, pola sata, pod pritiskom jednog bara. Preostali drveni dijelovi ko3nice se
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opaljuju plamenom, a okviri iz mediSta, pribor i sitni dijelovi se iskuhavaju u 5 do 7% otopini
natrijeve luZine.

Za lijecenje pcelinjih bolesti, pa tako 1 americke gnjilo¢e nije dopustena uporaba
antibiotika (EU 3/01/081). Razlozi tome su nedjelovanje na spore koje su jedini infektivni oblik
uzro¢nika bolesti 1 posljedi¢no mogucée prikrivanje bolesti, mogucnost pojave recidiva bolesti,
te utvrdivanje ostataka $tetnih tvari (rezidua) antibiotika ili njihovih sekundarnih metabolita u

pcelinjim proizvodima, a posljedi¢no 1 mogucih Stetnih posljedica za zdravlje ljudi.

Slika 4. Uzorkovanje prilikom sumnje na americku gnjilocu.
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2.2.5. ZAKONSKA REGULATIVA

Ameri¢ka gnjiloc¢a je bolest ¢ije se nadziranje i suzbijanje propisuje Naredbom o
mjerama zastite zdravlja Zivotinja od zaraznih 1 nametnickih bolesti 1 njihovom financiranju u
2021. godini (NN 2/2021). Blest je takoder regulirana Pravilnikom o mjerama suzbijanja 1
iskorjenjivanja pcelinjih bolesti (NN 114/2004), Pravilnikom o uvjetima zdravlja Zivotinja 1
uvjetima za izdavanje certifikata za uvoz pcela (Apis melifera i Bombus spp.) iz odredenih trec¢ih

zemalja (NN 101/2009)”, te Zakonom o veterinarstvu (NN 88/13, 148/13, 115/18).

2.3. DEZINFEKCIJA U PCELARSTVU

Dezinfekcija je proces uniStavanja mikroorganizama na povrsinama, u vodi, u zraku i s
povrsine tijela. Cilj dezinfekeije je unistiti patogene mikroorganizme, tako da ne dode do pojave
zaraznih klinicki vidljivih znakova ekonomski vaznih pcelinjih bolesti. Dezinfekcija moze biti
preventivna ali i zavr$na mjera po sanaciji bolesti. Preventivnu dezinfekciju obavlja péelar. Ona
ukljucuje CiScenje alata, pcelarskog pribora, opreme, te samih koSnica. Dezinfekcija moze biti
1 zari$na, ukoliko dode do pojave bolesti, a njen cilj je sprjecavanje daljenjeg $irenja infekcije
(BEDNAR 1 sur., 2008.) Prilikom dezinfekcije, vazno je znati mehanizme Sirenja infekcije,

svojstva dezinficijensa 1 moguce nuspojave pojedinog dezinficijensa (BEDNAR i sur., 2008.).

2.3.1. OPCI ZAHTJEVI PRIJE DEZINFEKCIJE

Da bi dezinfekcija bila uspjeSna, pcelar mora biti zadovoljavaju¢e educiran, ali i
zasticen. Pozeljno je da pcelar prilikom dezinfekcije nosi zastitnu masku, zastitne naocale,
rukavice, gumenu pregacu 1 gumene Cizme. Odjeca se, nakon dezinfekcije, opere vodom na
temperaturi od najmanje 60 °C (LAZEC, 2020.). O uspjesnosti same dezinfekcije ovisi
odabrano dezinfekcijsko sredstvo. Vazan je nacin na koji se nanosi, njegova preporucena
koncentracija, vrijeme izlaganja, pa i sami uvjeti u okoliSu, odnosno kako druge tvari iz okolisa
mijenjaju njegov ucinak (UV zrake, temperatura, svijetlost itd.). Péelari moraju uzeti u obzir 1
financijsku isplativost pojedinog dezinficijensa, kao 1 ué¢inka na materijal koji se dezinficira

(promjena svojstva materijala, korozija itd.). Cak i kada je dezinfekcija obavljena prema
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uputama proizvodaca, poStuju¢i sve navedeno, ona ne mora biti potpuno uspjesna jer
u¢inkovitost ovisi i 0 otpornosti patogenih mikroorganizma.

Ucinci pojedinog dezinfekcijskog sredstva mogu bili raznoliki, odnosno mogu dovesti
od unidtenja patogenih mikoorganizma ili do inhibicije njegovog rasta, odnosno

onemogucavanja daljnjeg razmnozavanja.

2.3.2. VRSTE DEZINFEKCIJE

Dezinfekcija moze biti kemijska i fizikalna (BLOCK i sur., 2001.).

Fizikalna dezinfekcija

Najstarija vrsta dezinfekcije, koja se cesto koristi zbog svoje jednostavnosti, niske
cijene, ucinkovitosti, te najmanje Stetnosti za okoli§ (BLOCK, 1991.). Temelji se na uporabi
suhe ili vlazne topline, te zra¢enja. Najucinkovitija metoda, koja je ujedno i naredena mjera
nakon sanacije americke gnjiloce (NN 2/2021), je opaljivanje vecih drvenih dijelova kosnice,
a provodi se nakon detaljnog mehanickog ¢isc¢enja. Iako najstarija, ¢esto se koristi radi visoke
otpornosti pojedinih uzrocnika bolesti 1 jo§ uvijek je nezamjenjiva. Ukoliko nije bilo bolesti
legla i pcela, ko3nice se moze i preventivno opaljivati. Svi dijelovi ko3nice se o€iste od ostataka
propolisa, voska 1 meda. Plinskim plamenikom se prolazi po svim povrSinama dok drvo ne
postane svjetlo smede boje. Vazno je izbjec¢i zapaljivanje. Ova metoda se Cesto koristi i nakon
kemijske dezinfekcije, kao zadnji korak dezinfekcije, te je Cesta 1 u preventivnoj dezinfekceiji.
(LAZEC, 2020.)

Druga, Cesto upotrebljavana metoda je 1 kuhavanje u vodi. Predmeti se prokuhavaju u
vreloj vodi, pod atmosferskim tlakom, tijekom 30 minuta. Ve¢inom se u vodu dodaju razli¢ita
kemijska sredstva, koja pospjesuju dezinfekciju, poput kristalne sode, kausti¢ne sode ili
varikine, te se na taj nacin kombiniraju primjena fizikalne i kemijske metode dezinfekcije
(DOBBELEARE i sur., 2001.).

ViSa temperatura 1 visi postotak vlage poboljSavaju ucinak dezinfekcije, stoga je
koriStenje vruceg zraka izrazito ucinkovito. Predmeti se u pec¢nici / susilici ostavljaju na
temperaturi 110 do150 °C, tijekom 30 minuta. Mana metoda zagrijavanja vru¢im zrakom je da

se ona moze koristiti samo za manje predmete.
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Metode koje su ucinkovite, ali nisu ¢esto u uporabi u dezinfekciji u pcelarstvu su
pasterizacija 1 autoklaviranje. Pasterizacija se temelji na izmjeni brzog zagrijavanja i brzog
hladenja, na temperaturama 85 do 90 °C. Autoklaviranje, odnosno dezinfekcija parom se odvija
na temperaturi vi$oj od 100 °C, srednjim tlakom, kroz 45 minuta (NAVARRETE i sur., 2001.).
Obje metode su u¢inkovite, ali upotrebljive za manji pribor i alat, naj¢e$ce u laboratoriju, $to
ih ¢ini skupljima i manje prosirenim u terenskim uvjetima.

Premda u pcelarstvu u RH nisu Cesto koristena, u fizikalne metode dezinfekcije
ukljutujemo i zracenja, odnosno ultraljubi¢asto zracenje te ionizirajuce zraéenje, odnosno gama
zracenje (BEDNAR i sur., 2008.). Ultraljubicasto zraenje valnih duljina 253 do 280 nm ima
baktericidni uéinak, a on se postize uporabom fluorescentnih svjetiljki (KRAMER i sur., 2017).
Mane ove metode dezinfekcije su Sto djeluje samo povrsinski, a povrsina treba biti primjereno
ociS¢ena jer prasina 1 ostale necisto¢e smanjuju njegovu djelotvornost. Nadalje, zratenje ne
djeluje na spore bakterija, a uCinkovitost lampi se smanjuje s njihovom uporabom. Najveca
prednost ultraljubicastog zracenja je uniStavanje pojedinih virusa, ali to nije dostatno istrazeno
u pcelarstvu (BEDNAR i sur., 2008.). Ionizirajuce zraenje, odnosno gama zracenje, jakosti 5
kGy ima velik u¢inak na unistavanje bakterija (MCARTHUR i sur., 2017.). Mane ove metode
su komore potrebne za obavljanje zracenja, te je za njihovo koriStenje potreban struénjak koji
bi njome upravljao. Ova metoda dezinfekcije je preskupa, te pcelaru nije isplativa. bez obzira
na veliku u¢inkovitost.

Od fizikalnih metoda, pcelari najéesce koriste metode opaljivanja i prokuhavanja, zbog
svoje jednostavnosti, u¢inkovitosti, te pristupacne cijene. Ostale navedene metode, bez obzira

na ponekad i veéu uéinkovitost, nisu u $irojuporabi u suvremenom péelarenju (LAZEC, 2020.).

Kemijske metode dezinfekcije

Kemijski dezinficijensi su razvrstani u razli¢ite skupine, ovisno o mehanizmu kemijske
reakcije koji poti¢u njihovom uporabom. Najce3c¢e upotrebljavani dezinficijensi djeluju na
principu oksidacije 1 hidrolize, ali mogu djelovati i na proteine (koagulacija ili stvaranje soli
proteina), mogu mijenjati permeabilnost membrane, uzrokovati mehanicke poremecaje u

stanicama ili enzimskom sustavu (BEDNAR 1 sur., 2008.).
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Kemijski spojevi koji mogu djelovati dezinfekcijski su:

1) Hidroksidi i alkalne soli

Hidroksidi su anorganski kemijski spojevi koji se sastoje od metalnih kationa i
hidroksidnih aniona, OH", ionske ili sloZenije slojevite strukture. Cesto se koriste u p&elarstvu
jer su lako dostupni, jeftini, a mogu otapati vosak i lipide. Ukoliko se koriste s drugim
dezinfekcijskim sredstvima, povecavaju ukupnu u¢inkovitost. Najée3ce koristeni hidroksidi, a
i kemijski dezinficijensi su: natrijev hidroksid (natrijeva luzina, kausti¢na soda) i natrijev
karbonat (kristalna soda) (OKAYAMA i sur., 1997.).

Natrijev karbonat, odnosno kristalnu sodu, upotrebljavamo kao 3% luzinu, a sama
dezinfekcija traje pet do sedam minuta (BEDNAR i sur., 2008.). Ovom metodom dezinfekcije
se u¢inkovito uklanjaju ostaci propolisa 1 voska, te druge mehanicke neCisto¢e. Varikina je
u¢inkovita vodena otopina za dezinfekciju, koja se koristi u koncentraciji 3 do 5%, kroz pet
minuta, ali ostavlja miris po kloru, koji onemogucuje koristenje opreme na odredeno vremensko
razdoblje.

Natrijeva luzina, odnosno kausti¢na soda, je najopasnija ali 1 naju¢inkovitija metoda
dezinfekcije. Za remont okvira, odnosno za preventivnu dezinfekciju se upotrebljava u 2%
koncentraciji, kroz dvije do tri minute. U slu€aju zavrine dezinfekcije nakon sanacije americke
gnjiloce, upotrebljava se veéa koncentracija, od 5 do 7% (LAZEC, 2020.). Prokuhani drveni
dijelovi okvira nakon dezinfekcije natrijevom luzinom ostaju sluzavi, pa ih je potrebno isprati
vodom, najbolje vodom pod pritiskom. Prilikom navedenih na¢ina dezinfekcija opreme,
otopina ¢e se zamutiti, pa ju je potrebno zamijeniti. Vazno je voditi racuna i o koncentraciji
dezinficijensa, koji vremenom i uporabom slabi. Nakon iskuhavanja opreme, oprema se ispire

vodom, te se okviri slazu jedan na drugi 1 ostavljaju susiti na zraku.

2) Oksidacijska sredstva

Kisik je izrazito reaktivan, te ima dobra dezinfekcijska svojstva. Ukoliko je visoka
koncentracija organskih tvari, u¢inak ¢e biti kratkorocan, dok ¢e neki metali (srebro 1 magnezij)
povecavati njegov uc¢inak (CASTILO i sur., 2017). Vodikov peroksid (H202) je Cesto koriStena
otopina u pcelarstvu. Moze se kupiti kao 3%, 10% kao 1 30% vodena otopina, ali se najceSce
koristi u koncentracijama od 0,5 do 3 % . Mana joj je kratki rok trajanja, ¢ime joj se u¢inkovitost
smanjuje (LAZEC, 2020.). Kalijev permanganat (KMnQs) &ine tamnoljubigasti kristali, lako

topljivi u vodi.
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Kada vodena otopina dode u kontakt s organskom tvari, oslobada se kisik, te otopina
mijenja boju u smedu, ¢ime joj se smanjuje ucinkovitost. KMnO4 se najéedce koristi u
koncentraciji od 0.3%, $to uCinkovito djeluje na osjetljivije viruse i bakterije. Nova skupina
sredstava, koja nema $iroku primjenu, su organski peroksidi. Nisu 3tetni za okoli3, te mogu
djelovati i na spore bakterija, ali im je velika mana visoka cijena, koja prosje¢nom pcelaru

onemogucuje svakodnevnu primjenu.

3) Organske kiseline

Organske kiseline se ¢esto koriste u ekolodkom péelarstvu, zbog akaricidnog u¢inka na
grinju V. destructor, ali one imaju i dezinfekcijski u¢inak. Djeluju na razliite vrste bakterija 1
gljivica, od kojih su najvaznije spore Nosema spp., te Aspergillus flavus i Ascosphaera apis,
koji uzrokuju vapnenasto i kamenito leglo. Najcesce koristene kiseline su: oksalna, mravlja,
octena te sumporna (CONTE i sur., 2020.).

Prednosti koristenja kiselina su: laka dostupnost, povoljna cijena, nisu otrovne za pcele, ne
ostavljaju rezidue u péelinjim proizvodima, jednostavne su za primjenu 1 skladiStenje, nema
opasnosti od gubitka matice ili p¢elinjeg legla. Prilikom pripremanja otopine za dezinfekciju,
vazno se drzati uputa proizvodaca, te pravila da se kiselina ulijeva u vodu, a ne obratno.
Navedene kiseline se mogu koristiti u vec¢im koncentracijama, jednokratno, ili u nizim
koncentracijama kroz duZe razdoblje. Pcelari se vec¢inom odluCuju za tretiranje nizim

koncentracijama kroz duZe vremensko razdoblje (BEDNAR i sur., 2008.).

4) Anorganske kiseline

Anorganske kiseline se ne koriste puno u péelarstvu, zbog nagrizajuéih svojstava. Sto je
pH nizi, otopina je snaznija. U preradi voska se koriste fosforna (H7POa4) te sumporna kiselina

(H2S04), najcesce u koncentracijama 0,5 do 5 %.

5) Halogeni

Halogeni su izrazito oksidacijski spojevi, topljivi u vodi. Najvazniji predstavnik skupine je
natrijev hipoklorit (NaClO), u narodu poznat 1 kao varikina. U péelarstvu ima Siroku primjenu

zbog svojih baktericidnih 1 virucidnih svojstava. Najcesce se koristi u koncentraciji od 3 do 5
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% tijekom 30 minuta izlaganja (BEDNAR 1 sur., 2008.). Nedostatak ovog dezinficijensa je
neugodan miris klora koji ostaje na opremi, $to onemogucuje koritenje opreme na odredeno
vrijeme. Potreban je i oprez prilikom rukovanja samim dezinficijensom, jer ukoliko dode u
kontakt s kiselinama (ili drugim dezinficijensima nizeg pH), moze do¢i do oslobadanja

vodikovog klorida koji je izrazito iritantan i otrovan za ljude.

6) Metali i njihovi spojevi

Metali mogu biti izrazito otrovni za péele (BURDEN i sur., 2019.), stoga je potreban oprez
s njihovom uporabom. Spojevi srebra se najéedce koriste u dezinfekciji vode, a péele dobro
podnose koloidno srebro, kao 1 bakar. Premda mogu biti u¢inkoviti dezinficijensi, ostali spojevi

metala se ne koriste u pcelarstvu.

7) Alkoholi i eteri

Alkoholi se ve¢inom ne koriste kao samostalna sredstva za dezinfekceiju, ve¢ kao sastavina
odredenog dezinficijensa, a optimalna koncentracija je oko 70%. Dobro djeluju na viruse, ali
nije dokazano djelovanje na bakterijske spore (BUTTKE i sur., 1985.). Korisni su kao otapala

odredenim aktivnim tvarima, ali njihovo samostalno djelovanje nije istrazeno.

8) Aldehidi

Aldehidi kemijskim reakcijama redukcije 1 alkilacije denaturiraju proteine te na taj nacin
dovode do ostecenja, odnosno smrti stanice na koju djeluju. Najjednostavniji aldehid je
formaldehid, plin koji se ujedno 1 najceSce koristi u péelarstvu, ¢ak i u ekoloskom nacinu
péelarenja (BURDEN i sur., 2019.). Formaldehid je otrovan, bezbojan plin, specifi¢nog mirisa,
te s njime treba oprezno rukovati, prema uputama proizvodaca. KoriStenje formaldehida je
najcesce za dezinfekciju bacvi 1 drugih metalnih predmeta, koji se moraju temeljito isprati.
Drveni predmeti, kao i vosak se ne dezinficiraju formaldehidom jer ostavlja rezidue koje ne bi
smjele do¢i u kontakt s pcelama, odnosno s pcelinjim proizvodima. Kao dio smjesa za
dezinfekciju se Cesto koristi 1 glutaraldehid. On izrazito ué¢inkovito djeluje na bakterije, viruse,

¢ak 1na spore. Vec¢inom se koristi razrijeden na 2%, u kombinaciji s 0.3% natrijeva bikarbonata.
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9) Povrsinski aktivne tvari- tenzidi, detrdZenti

Sapuni i druge povrsinski aktivne tvari, nam nisu toliko vazne u samoj dezinfekeiji, ve¢ u
otapanju masnoca, odnosno u ¢id¢enju kao pripremi za dezinfekeiju. Imaju Siroku primjenu u

pcelarstvu, ali mogu smanjivati djelovanje odredenih dezinficijensa.

2.3.3. PRAVILA DEZINFEKCIJE I NAJCESCE POGRESKE

Prilikom odabira dezinficijensa, vazno je uzeti u obzir njegovu uéinkovitost, rezidue
koje moze ostavljati na dezinficiranim predmetima 1 u pcelinjim proizvodima, cijenu i rok
trajanja. Prilikom pripremanja otopine za dezinfekciju, kljuéno je posti¢i odredenu
koncentraciju, jer o tome ovisi sama uspjesnost dezinfekcije (BURDEN i sur., 2019.).

Pripremljenu otopinu dezinficijensa treba koristiti odmah, a neki dezinficijensi imaju
pojacanu u¢inkovitost pri odredenim temperaturama. Pojedini dezinficijensi djeluju tako da
inaktiviraju djelovanje drugih, zato je vazno dobro procitati upute proizvodaca, ali i redovito
mijenjati aktivne tvari dezinficijensa, kako bi se smanjila moguc¢nost pojave otpornosti.

Prije postupka dezinfekcije, opremu treba primjereno ocistiti, te ne smanjivati
preporuceno vrijeme izlaganja dezinficijensu. Péelar treba biti prikladno zasticen, a to ukljucuje
nosenje zastitne opreme, odnosno rukavica, zastitnih naocala, prikladne odjece 1 obuce. Ukoliko
se pcelar pridrzava navedenih uputa, dezinfekcija bi trebala biti uspjesna.

Svaki komercijalno plasiran proizvod, kao i uputa za njegovu uporabu, mora proci

sluzbenu registraciju prije stavljanja na trziste.

2.3.4. BEE PROTECT F

Proizvoda¢ ovaj proizvod deklarira kao dodatak hrani za pcele s mineralima. Sastav
¢ine: voda, saharoza, te makronutrijenti. Proizvoda¢ na deklaraciji navodi da pomaze u
sprje¢avanju nozemoze (uzrokovane sporama mikrosporidija Nosema apis i Nosema ceranae),
u suzbijanju europske gnjilo¢e (uzrokovane bakterijom Mellisocoocus pluton) 1 americke
gnjilo¢e (uzrokovane bakterijom P. larvae), te smanjuje pojavu vapnenastog legla s popratim

akaricidnim djelovanjem na V. destructor.

18



Bee Protect F sadrzi prirodne sastojke te poboljSava opce stanje organizma pcele i ima
pozitivan utjecaj na fiziolodke funkcije $to pridonosi vecoj fizitkoj aktivnosti i 1zdrzljivosti
pcela. P¢ele svoje koSnice odrzavaju €istima, pcelinjak se regenerira na prirodan nacin i daje
med vrhunske kakvoce. Makronutrijenti koji tome pripomazu su bakar i cink koji doprinose
zastiti od oksidativnog stresa te normalnoj funkciji imunoloskog sustava kao 1 Zeljezo, magnezij

1 mangan.

Preporucena primjena je od rane jeseni kada se izvrca med iz koSnica do proljeca u
obliku prihrane pcelinjih zajednica. U nekoliko navrata se dodaje po jedan ¢ep na jednu litru
Sec¢ernog sirupa, u zimskom razdoblju se preporuca dodavanje jednog ¢epa na jedan kilogram
pogace, a ista doza se primjenjuje i u razdoblju bez paSe. Svaki od navedenih tretmana se

provodi Cetiri do Sest dana uzastopno.

Bee Protect F je tekucina svijetloplave boje, katakteristicnog mirisa, kiselog pH (1.16),
te je pakiran u PET ambalazu zapremine 500 ml s ¢epom/dozatorom. Potrebno je osigurati
cuvanje u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na sobnoj temperaturi, dobro prozra¢ivanom

mjestu, zaSticeno od izravnog suncevog svjetla.

Prilikom rukovanja s opisanim dezinfekcijskim sredstvom, preporuceno je noSenje
zastitne maske, zaStitne obuce i gumenih rukavica, te je potrebno osigurati prozracivanje
prostora. Ukoliko dode u kontakt s kozom, moguce je crvenilo, peckanje, prilikom dodira s
o¢ima crvenilo, Zarenje 1 suzenje, a u slucaju gutanja zarenje sluznica, mucnina i povracanje.

Podataka o akutnoj 1 kroni¢noj otrovnosti za ribe, rakove, alge/vodene biljke, nema.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Podrijeklo ispitivanog dezinfekcijskog sredstva

Bee Protect F je nabavljen kupnjom u trgovini péelarskim priborom i opremom.
Kupljena je jedna boca volumena 500 mL. Sredstvo je skladidteno prema uputama proizvodaca,

na sobnoj temperaturi, zasti¢eno od izravnog suncevog svijetla.

Slika 5. Bee protect F.
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3.2. Agar difuzija

Agar difuzija je jednostavna, kvalitativna metoda u kojoj se bakterijski inokulum
ravnomjerno §iri pomocu sterilne vate na sterilnoj Petrijevoj zdjelici, na koju je nasaden Miiller-
Hintonov agar. Postoji viSe varijacija same metode, a ovdje je koristena je ,,agar-well diffusion*
metoda (BALOUIRI i sur.,2016.). Bakterije P. larvae koje su koristene pripadaju certificiranom
soju ERIC 1 (EURL, Francuska), za koji se predpostavlja da je najrasprostraniji u RH. Bakterije
P. larvae su razrijedene na 0.6 McF (to¢na vrijednost je utvrdena densitometrom). Pripremljene
bakterije su razrijedivane s puferiranom fizioloskom otopinom (PBS), u omjeru 1:9, odnosno
1000 pL bakterija i 9000 pL medija, te je tako dobiven ukupni volumen od 1 mL. U
meduvremenu je u sterilne Petrijeve zdjelice ulijan otopljeni agar. Sterilni bris umocen je u
pripremljeni inokulum pojedinog bakterijskog soja te ravnomjerno razmazan po povrsini
odgovarajuceg agara u vodoravnim 1 okomitim smjerovima. Pomocu sterilnih ¢eli¢nih cilindara
promjera 6 mm i visine 10 mm u podlozi su izbuSene rupice, pri ¢emu je njihova medusobna
udaljenost, kao i udaljenost od ruba Petrijeve zdjelice iznosila najmanje 50 mm (kako bi se
jasno mogla ocitati zona inhibicije). U jednu rupicu je apliciran dezinficijens, a u preostale
rupice bakterije te 76% etanol. Oznacena je negativna proba (bakterije), pozitivha proba
(etanol), dezinficijens, te datum nasadivanja. Isti proces je ponovljen i s drugom Petrijevom
zdjelicom.

Difuzija ispitivanih dezinfekcijskih sredstava u hranjivu podlogu omogucena je
poranjivanjem Petrijeve zdjelice u hladnjaku na 4 °C, tijekom 60 minuta, a nakon toga se
provedena inkubacija bakterijskih kultura. Bakterijske kulture inkubirane su tijekom 18 sati
(Sanyo MIR-533, Sanyo, Japan). Test je proveden u triplikatu. Rezultati su ocitani kao zona
inhibicije oko rupice u kojoj nema rasta mikroorganizama, odnosno prisutnost antimikrobne
aktivnosti ukazuje na odsutnost rasta bakterija naposredno ispod ispitnog uzorka (BAUER 1

sur., 1966.). Promjeri zona inhibicija mjereni su ravnalom, s to¢nos¢u od 1 mm.
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Slika 7. Aplikacija dezinficijensa na hranjivi medij u Petrijevoj zdjelici.

Slika 8. Utvrdivanje broja bakterija densitometrom.
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3.3. Ispitivanje u¢inka dezinficijensa EnSURE luminometrom

EnSURE luminometar je instrument koji prikuplja, analizira i izvje$tava o podacima iz
viSe pokazatelja kvalitete. Njegova uporaba je proSirena na razlicite sektore, ukljucujuci
farmaceutsku industriju, prehrambenu industriju, ugostiteljstvo, te se primjenjuje u vecini
laboratorija za razli¢ita znanstvena istrazivanja. Sustav za detekciju ukljucuje tri komponente,
ENSURE luminometar, Supersnap ili Ultrasnap testove, te SureTrend softver, ¢ije je uloga
uporaba bioluminiscencije za otkrivanje adenozin trifosfata (ATP), odnosno ispitivanje,
evidentiranje, te pracenje bioloskih oneciS¢enja na povrSinama ali i u uzorcima vode. Adenozin
trifosfat je molekula energije koja se nalazi u svim biljnim, Zivotinjskim, te mikrobnim
stanicama. Buduc¢i da je to kemijski oblik energije u stanicama, ATP je prisutan u otprilike
konstantnim koli¢inama. Zbog toga se njegova kvantifikacija moze koristiti za procjenu
koli¢ine mikroorganizama u uzorku. Kada ATP molekula dode u kontakt s luciferazom,
diluciferin se konvertira u oksiluciferin, te dolazi do kemijske reakcije emitiranja svjetlosti,
odnosno bioluminiscencije. Supersnap i Ultrasnap testovi koriste bioluminscentu tehnologiju,
dovodec¢i u kontakt luciferazu s molekulom ATP-a. Umetanjem testa u luminometer, dolazi do
oCitavanja i izrazito niskih razina ATP-a, odnosno razina svjetlosti koja nastaje reakcijom je
izravno proporcionalna koli¢ini ATP-a. Luminometar nakon 15 sekundi oéitava rezultat, koji
je izrazen kao relativna svjetlosna jedinica (RLU), koja se moze pretvoriti u RLU/mol ATP-a.

Testovi koji se mogu Kkoristiti ovise o uzorku, a to su ATP testovi, testovi za
mikroorganizme, te testovi za mjerenje aktivnosti enzima. Test koji je koriten u ovom
otkriva i izrazito niske koncentracije ATP-a. Uredaj dovodi u kontakt uzorak (bakterije) s
jedinstvenim reagensom. Emitira se svjetlost proporcionalna koli¢ini ATP-a prisutnog u
uzorku, te se na taj nacin ocitava razina onec¢ii¢enja u sekundama. Prednost ove metode je
njezina brzina: za tri do pet dana mogu se dobiti rezultati, dok konvencionalne metode obi¢no
traju tri do Cetiri tjedna (FINGER i sur., 2013.). U istrazivanju o pouzdanosti mjerata
bioluminiscencije je dokazana prihvatljiva lineranost 1 ponovljivost rezultata razliCitih
luminometara, ali je dokazano da dezinfekcijska sredstva priguSuju ocitanje ATP-a
(OMBIDBAKSH i sur., 2014.).

Cilj je bio ispitati aktivnost bakterija u razli¢itim koncentracijama dezinficijensa, u
razli¢itim vremenima izlaganja. Prvi korak je bila priprema suspenzije bakerija na
standardiziranu jedinicu u mikrobioloskim testiranjima, McFarland. McFarland standardi se
koriste za pribliznu procjenu broja bakterija (CFU/mL) u tekuéini, usporeduju¢i mutnocu
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bakterijske suspenzije s McFarland standardom. Bakterije su razrijedene na 0.8 McF (to¢na
vrijednost je utvrdena densitometrom). Koncentracije dezinficijensa koje su koristene su: 1 %,
2%,5 %, te 10 % u razdobljima izlaganja od 30 sekundi, jedne minute te dvije minute. Prilikom
svakog mjerenja je napravljena i pozitivna i negativna kontrola. Pozitivnu kontrolu su ¢inile
bakterije, a negativnu 76% etanol.

Da bi dobili 5% koncentraciju dezinficijensa u suspenziji bakterija (0.8 McF),
ispipetirano je u Eppendorf epruvetu, 950 pL bakterija i 50 L dezinficijensa, te su promijesane.
Nakon 10 sekundi inkubacije, pomo¢u EnSure luminometra su ocitani rezultati, odnosno
koli¢ina bakterija. Super snap High sensitivity ATP test, je nakon 10 sekundi uronjen u 5 %
otopinu. Tri sekunde nakon uranjanja $tapi¢ je izvaden iz 5 % otopine, te je prema uputama,
presavinut njegov gornji dio. Na taj nain je reagens (luciferaza) doSao u kontakt s 5 %
otopinom. Stapi¢ je promuckan 5 sekundi, te je umetnut u za to predvideni otvor na EnSure
luminometru, koji je bio upaljen 1 spreman za ocitavanje. Nakon umetanja Stapica, a nakon 15
sekundi oCitavanja dobiven je rezultat. Isti postupak je ponovljen s razlicitim koncentracijama

dezinficijensa, u razli¢itim vremenima izlaganja.
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Slika 9. Izgled luminometra i1 UltraSnap ATP testa.

: §

Slika 10. Aplikacija dezinficijensa u Eppendorf epruvetu.
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3.4. Ispitivanje sporocidnog ufinka Bee protect F

Suspendiranjem pcelinjih licinki propalih od posljedica americke gnjiloce u sterilnoj
vodi dobivena je osnovna suspenzija spora bakterije P. larvae. Zatim, da se oslobode spore iz
probavnog sustava li¢inke, toplinskom Sokom, odnosno zagrijavanjem osnovne supenzije na 80
°C, tijekom 10 minuta je tretirana osnovna suspenzija spora. Koncentracija spora osnovne
otopine je odredena nanoSenjem serijskih razrijedenja (10" to 107®) na poluselektivni medij,
MYPGP. Poluselektivni medij, se sastoji od normalnog MYPGP medija (za koji je utvrdeno da
P. larvae dobro sporulira) nadopunjenog s 20 pg ml™' pipemidne kiseline i 9 pg ml™
nalidiksinske kiseline. Ovakav poluselekivni medij se pokazao najuspjes$nijim za sporulaciju
bakterija P. larvae (ALIPPI, 1995.). Osnovna suspenzija je pohranjena na 4 °C do uporabe.
Spore su stavljene na inkubaciju na 37 °C, tijekom ¢etiri dana. Nakon inkubacije spora, utvrden
je broj jedinica formiranih kolonija (CFU).

Nakon inkubacije spora P. larvae, uinjen je suspenzijski test. Suspenzijski testovi, kao
Sto 1 samo ime govori, mjere ucinkovitost dezinficijensa u inaktivaciji odredenih testnih
mikroorganizama unutar odredenog razdoblja izlaganja u suspenziji. Postoje dva osnovna
ispitivanja u europskoj normi, a ovdje je koristen kvantitativni test suspenzije za procjenu
osnovnog baktericidnog djelovanja kemijskih dezinficijensa i antiseptika (EN 1040: 2005).

U testu suspenzije, dodan je dezinficijens Bee protect F, izravno testnim sporama P.
larvae u suspenziji. Sterilni neutralizator dodan je odmah po odresenom razdoblju izlaganja
kako bi se zaustavili u¢inci ispitivanog dezinficijensa, a uzorak smjese ulije se u plo¢icu za
izlijevanje i inkubira. Broji se broj prezivjelih spora i usporeduje s izvornom veli¢inom kulture.
Sterilni neutralizator je dodan nakon 5, 10 1 30 minuta, kako bi se zaustavilo djelovanje
dezinficijensa. Nakon inkubacije na temperaturi 37 °C, tijekom c¢etiri dana, prebrojane su

prezivjele spore.
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4. REZULTATI

4.2. Rezultati dobiveni olitanjem zone inhibicije

Nakon provedene inkubacije, ravnalom su izmjerene zone inhibicije. U Petrijevim
zdjelicama gdje su bile nasadene bakterije, zone inhibicije su iznosile: 36 mm, 38 mm, 25 mm,
te 49 mm (rezultati prikazani u Tablici 2.). Negativnu kontrolu &ine bakterije, a pozitivnu
kontrolu 76% etanol, koji su takoder nasadeni u Petrijeve zdjelice, te inkubirani (rezultati
prikazani u Tablici 2). Rezultati metode difuzije u agaru prikazani su kao aritmeticka sredina +
standardna devijacija triju nezavisnih eksperimenata (negativna kontrola, pozitivna kontrola, te
u¢inak Bee protect F) a izrazeni u milimetrima.

Postojanje statisticki znaCajne razlike medu rezultatima odredeno je primjenom
jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) uz Tukeyev post-hoc test. Jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA) koristena je za utvrdivanje postojanja statisti¢ki znacajnih razlika
izmedu tri ili viSe neovisnih (nepovezanih) skupina, odnosno usporeduje svojstvo koje nas
zanima (inhibicijske zone) i pokazuje znaCajnost razlika. Znaajnost (signifikantnost) testa
unaprijed se zadaje 1 obi¢no je 0,05 (5%) ili 0,01 (1%). Prema tome, ukoliko je testiranjem P
vrijednost iznosila <0.05 ili <0.01, postoje statisti¢ki znacajne razlike izmedu testiranih
skupina. U ovom slucaju je P vrijednost je iznosila <0.0001, §to smatramo statisticki znacajnim
rezultatom. Mana ANOV A testa je §to nam govori da postoji statisticki znacajna razlika izmedu
najmanje dvije skupine, ali ne i1 izmedu kojih skupina. Zato je izveden i Turkeyev post hoc test,
koji je usporedivana svaku skupinu medusobno, kako bi utvrdili izmedu kojih ispitivanih
skupina postoji znatajna razlika. Znatajna razlika je utvrdena izmedu skupina negativne
kontrole i skupine Bee protect F, gdje je P iznosio <0.0001. Statisticka analiza provedena je

koristenjem programa GraphPad Prism 9.0 (Grafikon 1).
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Tablica 2. Prikaz izmjerenih vrijednosti zona inhbicije, izrazen u milimetrima.

Negativna kontrola Pozitivna kontrola BEE PROTECT F
(mm) (mm) (mm)
0 25 38
2 21 36
0 25 25
0 20 49
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Grafikon 1. Graficki prikaz zona inhibicije.
(Oznake na slici: # poz kontrola naspram Bee Protect F , ** negativna kontrola naspram Bee

Protect F).
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4.2. Rezultati ATP testa bioluminiscencije

Dobiveni rezultati vrijednosti ATP-a, o¢itani ENSURE luminometrom su prikazani u
Tablicama 3., 4. 1 5., te u Grafikonu 2. Pozitivne i negativne kontrole su jednake kao i kod zona
inhibicije, odnosno pozitivna kontrola je 76% etanol, dok su negativna bakterije.

Postojanje statisticki znacajne razlike medu rezultatima odredeno je primjenom
jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) uz Tukeyev post-hoc test. Jednosmjernom
analizom varijance je dobiven statisti¢ki znacajan rezultat, odnosno P vrijednost je iznosila
<0.05. Sljedeci korak je bio Turkeyev post hoc test, kako bi utvrdili izmedu kojih skupina postoj
statisticki znacajna razlika. Ona je utvrdena izmedu Bee protect F skupine i negativne kontrole.

Statisticka analiza provedena je koristenjem programa GraphPad Prism 9.0 (Grafikon 2).

Tablica 3. Prikaz ocitanih vrijednosti ATP-a, izrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama

(RLU), tijekom 30 sekundi.

30s
Negativna kontrola Pozitivna kontrola BEE PROTECT F
(RLU) (RLU) (RLU)
1100 25 90
1030 49 89
920 39 100
870 62 78

Tablica 4. Prikaz ocitanih vrijednosti ATP-a, izrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama

(RLU), tijekom 60 sekundi.

60 s
Negativna kontorola Pozitivna kontorola BEE PROTECT F
(RLU) (RLU) (RLU)
1100 86 88
1030 22 79
920 25 2
870 20 100
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Tablica 5. Prikaz ofitanih vrijednosti ATP-a, 1zrazen u relativnim svjetlosnim jedinicama

(RLU), tijekom 120 sekundi.

120 s
Negativna kontorola Pozitivna kontrola BEE PROTECT F
(RLU) (RLU) (RLU)
1100 25 19
1030 21 22
920 25 1
870 20 15

1000

500

ATP (Relativna jedinica)

30 sekundi

1 min

Grafikon 2. Graficki prikaz oéitavanja razine ATP-a, tijekom razli¢itih vremenskih intervala.
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4.3. Rezultati dobiveni suspenzijskim testom

Nakon inkubacije, prebrojane su prezivjele spore, te je dobiveni broj usporeden s
negativnom kontrolom, koju ¢ine spore uzgojene na poluselektivnom mediju, MYPGP.
Dobivene podatke smo obradili jednosmjernom analize varijance (one-way ANOVA).
ANOVA testom smo dobili statisticki znaCajan rezultat, odnosno P vrijednost je bila manja od
<0.05, iznosila je <0.0001. Budu¢i da ANOVA testom ne mozemo utvrditi izmedu kojih
skupina je utvrdena znacajna razlika, napravili smo 1 Turkeyev post hoc test. Znacajna razlika
je utvrdena izmedu negativne kontrole i Bee protecta F, za svaku od tri promatrane neovisne
skupine (5, 10 te 30 min.).

Rezultati su prikazani u Grafikonu 3., te je iz njega jasno vidljivo kako se sporocidni

u¢inak povecava s vremenom izlaganja spora dezinficijensu.
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Grafikon 3. Sporocidni u¢inak Bee protecta F, tijekom razli¢itih vremenskih razdoblja.
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5. RASPRAVA

U danasnje vrijeme, pcele su u sve ve¢oj opasnosti od izumiranja. Najvecu opasnost 1
dalje predstavljaju nametnici, te patogeni mikroorganizmi, ali je vazan antropoloski u¢inak u
vidu degradacije staniSta, globalnog zatopljenja, te uporabe pesticida (VANENGELSDORP i
MEIXNER, 2009.). Americka gnjiloca spada u najrazornije bakterijske bolesti pcela
(JELINSKI, 1985.), prosirena je po cijelom svijetu (MATHESON, 1993.), te je jedan od
glavnih uzroka slabljenja i propadanja péelinjih zajednica, a samim time uzrokuje i velike
ekonomske gubitke u pcelarstvu (JOHNSON, 2007.).

Bolest je iznimno tesko suzbiti, zbog tvrdokornosti spora uzro¢nika. Za uspjesno
zarazavanje jedne li¢inke, dovoljno je 10 spora, koje su izrazito otporne na visoke temperature
(FORSGREN i sur., 2008.; GENERSCH, 2008.). Naju¢inkovitija metoda sanacije bolesti je
spaljivanje koSnica, a uporaba antibiotika je zabranjena zbog pojave recidiva bolesti
(KOCHANSKY i sur., 2001.), rezidua koje ostavljaju u péelinjim proizvodima (CHAN i sur.,
2011.; TIAN i sur., 2012.), a i nedjelovanju na spore. Slijedom navednog, vazno je istraziti
alternativne metode dezinfekcije radi §to uspje$nijeg suzbijanja bolesti.

Nema puno istrazivanja o uc¢incima dostupnih dezinficijensa na bakteriju P. larvae. U
istrazivanju iz 2021. godine, KIRIAMBURI i sur., usporeduju ucinkovitost dvaju
dezinficijensa: Disinfection for beekeeping (DFB) (Swienty, Denmark) i Virkon S (Lanxess,
Germany), odnosno njihov biocidni u€inak na razli¢itim materijalima, ukljucujuci drvo.
Proizvoda¢ navodi da DFB imaju 99.99% ucinak na bakterije, spore, gljivice 1 bakterije, te je
namijenjen dezinfekciji u pcelarstvu, dok je Virkon dezinfekcijsko sredstvo razvijeno za
poljoprivrednu 1 sto¢arsku proizvodnju. Medutim, istrazivanjem je dokazano da je u¢inkovitost
DFB-a zanemarivo visa nego ucinkovitost Virkon-a S, ali da se njihov biocidni uc¢inak kretao
od 88,6% do 96,8 %, $to ne zadovoljava standard AFNOR NFT72, koji govore da bi biocidni
u¢inak dezinficijensa za bakterije trebao iznositi 5 log, odnosno 99,999%.

U istrazivanju iz 2000. godine, HERNANDEZ i sur., takoder su istraZivali u¢inak
Virkon-a, na bakterije, spore, viruse i plijesni, prema smjernicama AFNORA. Ispitivani
dezinficijens nije pokazao zadovoljavajuc¢i sporicidni u¢inak.

U ovom istrazivanju fokusirali smo se na biocidni ucinak Bee protecta F u

laboratorijskim, in vitre, kontroliranim uvjetima.
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Proizvoda¢ navodi da dezinficijens pomaze u suzbijanju americke gnjiloce, a proizvod
je deklariran kao dodatak prehrani. Provedeno je istrazivanje djelovanja sredstva u razli¢itim
koncentracijama 1 u razli¢itim vremenima izlaganja, ispitivanjem ATP aktivnosti te agar
difuzijom. Nakon mjerenja inhibicijskih zona, odlu¢ili smo se za ANOVA test, kojim je
utvrdena statisti¢ki znac¢ajna razlika (P<0.05) izme$u pokusne i kontrolnih skupina. Tukeyevim
post hoc testom je utvrdena znacajna razlika izmedu negativne probe i Bee protect F-a. Ovi
rezultati su znacajni jer govore o djelotvornosti ispitivanog dezinfekcijskog sredstva.

Sli¢ne rezultate smo dobili i obradom podataka nakon ATP testa bioluminiscencije.
ANOVOM je utvrdena staticki znacajna razlika, koja je Tukeyevim post hoc testom potvrdena.
Statisticki znacajna razlika je utvrdena izmedu Bee protect F i1 negativne probe, te je jasno
vidljivo da se povecanje u¢inka sredstva povecava s njegovom koncentracijom (Grafikon 2.).

AFNOR NFT72-110 je standard koji sluzi kao normativni okvir za odredivanje
baktericidne, fungicidne, sporocidne i virucidne aktivnosti ukljucujuéi 1 bakteriofage. Ovi
standardi se, osim u veterini, primjenjuju i u medicini, poljoprivredi, te prehrambenoj industriji.
Prema AFNOR NFT72 -110 normi, dezinfekcijsko sredstvo ima zadovoljavaju¢ baktericidni
uCinak, ako dosegne aktivnost od 5 log. Logaritamska skala se Cesto upotrebljava u
mikrobiologiji, kako bi se lakSe prikazale promjene u broju mikroorgamizama. Ekvivalentna
vrijednost 5 log bi bio baktericidni u¢inak od 99,999 %.

Obradom dobivenih podataka u ovom istrazivanju, baktericidna aktivnost se kretala od
1 log do 2 log, odnosno ispitivano sredstvo ima baktericidni u¢inak od 90% do 99%, 5to ne
zadovoljava AFNOR normu.

Ispitivano sredstvo je polucilo odredeni u¢inak, koji se povecavao s vremenom
izlozenosti. Budu¢i da je istrazivanje izvedeno u in vitro laboratorijskim uvjetima, te nije
zadovoljilo propisane norme, ono se ne bi moglo preporuciti za zavrsnu dezinfekciju niti za
potpuno suzbijanje americke gnjiloce, ve¢ kao pomo¢ u dezinfekciji. Nadalje, FORSGREN i
sur. (2008), su u svojem istrazivanju “Variability in germination and in temperature i storage
resistance among Peanibacillus larvae genotypes” zakljucili da bi svako istrazivanje s P.
larvae, trebalo ukljucivati sojeve razlic¢itih genotipova jer je dokazano da je njihova sposobnost
razmnozavanja, kao 1 otpornosti na temperature, razlicita.

Takoder, KIRIAMBURI i sur. (2008.), u svome istrazivanju “Efficacy of two
commercial disinfectants on Peanibacillus larvae spores”, zakljucili da dezinfekcijska sredstva
imaju smanjeno djelovanje na nekim materijalima, poput drveta, te da je njihova sporocidna

aktivnost znac¢ajno manja nego baktericidna.
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Buduci da je sporocidnost dezinficijensa iznimno bitna u pokusaju suzbijanja bolesti,
rezultate dobivene suspenzijskim testom smo obradili ANOVA testom, te Turkeyevim post hoc
testom. Utvrden je sporocidni u¢inak sredstva, koji se povecavao s vremenom izlozenost, te je
najveci zabiljeZzen iznosio oko 48%. Prema AFNOR NFT72 -110 normi, dezinfekcijsko
sredstvo ima zadovoljavaju¢ sporocidni ué¢inak, ako dosegne aktivnost od 5 log. Ekvivalentna
vrijednost 5 log bi bio sporocidni u¢inak od 99.999%. Ispitivano sredstvo je polucilo odreden

uc¢inak, koji nije zadovoljavaju¢ za terensku upotrebu.

Rezultati ovog istrazivanja su sli¢ni kao 1 kod onth prethodno izvedenih, gdje ni jedno
ispitano sredstvo nije zadovoljilo AFNOR NFT72 -110 standard, odnosno nije imalo propisani
baktericidni 1 sporocidni u¢inak. Istrazivanje je provedeno u laboratorijskim, in vitro uvjetima,
koji se razlikuju od terenskih uvjeta. Takoder nije usporedivana djelotvornost sredstva na
razli¢itim materijalima, kao ni u¢inak sredstva na razli¢ite sojeve, pri razli¢itim temperaturama.
Ali budu¢i da proizvoda¢ ovo sredstvo ne deklarira kao dezinfekcijsko sredstvo, ve¢ kao
dodatak prehrani koji bi trebao pomoc¢i u suzbijanju americ¢ke gnjilo¢e, mozemo zakljuciti da
je ovo sredstvo, u in vitro uvjetima, ostvarilo odredeni, zadovoljavaju¢i baktericidni ucinak,

dok je sporocidni u¢inak bio nezadovoljavaju¢ za terensku uporabu.
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6. ZAKLJUCCI

1. ATP testom bioluminiscencije, kao i testom agar gel difuzije utvrden je baktericidni
uc¢inak dezinficijensa Bee Protect F na bakteriju P. larvae.

2. Suspenzijskim testom utvrden je sporocidni u¢inak dezinficijensa Bee Protect F na
bakteriju P. larvae.

3. Dobiveni rezultati nisu zadovoljili propisane standarde AFNOR norme, stoga se
dezinficijens Bee Protect F moze koristiti 1 preporuciti samo kao pomocno sredstvo u
zavrs$noj dezinfekciji nakon sanacije americke gnjiloce.

4. Ispitani u¢inak dezinficijensa Bee Protect F na bakteriju P. larvae nije pokazao

zadovoljavaju¢i sporocidni u¢inak, a prilikom odabira dezinficijensa najvecu ulogu
treba pridati upravo njegovoj sporocidnosti.
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8. SAZETAK

Americka gnjiloca, kao najrazornija, te najprosirenija bakterijska bolest pcela, je ujedno
i jedan od glavnih uzroka propadanja pcelinjih zajednica. Uzrokuje velike ekonomske gubitke
u pcelarstvu. Uzroénik Peanibacillus larvae, je sporogena, gram-pozitivna bakterija, iznimno
otporna na vanjske uvjete, osobito visoke temperature. Spore su ujedno i infektivni oblik
bakterije. Uporaba antiobiotika u suzbijanju bolesti je zabranjena, zbog rezidua koje ostavljaju
u pcelinjim proizvodima, zbog mogucnosti pojava recidiva bolesti, te neucinkovitosti
antibiotika na spore. Suzbijanje americke gnjiloce je propisano naredbom za teku¢u godinu, a
najéesce naredivana i najuspjesnija mjera suzbijanja bolesti je spaljivanje kosnica s leglom, uz
prethodno gusenje odraslih péela.

Cilj ovog rada je bio dobiti uvid u ucinak dezinficijensa u realnom vremenu i
koncentracijama za vegetativni oblik P. larvae, te da ¢e dobiveni rezultati imati znaCenje u
prakti¢nom pcelarstvu, pri provedbi preventivne 1 zavrSne dezinfekcije. Nakon provedenog
istrazivanja, zaklju¢eno je da ispitivani dodatak hrani Bee Protect F pokazao odredeni
dezinfekcijski ucinak, ali nedostatan za provodenje zavrine dezinfekcije nakon sanacije
ameriCke gnjilo¢e. Budu¢i da proizvodac ovo sredstvo deklarira kao dodatak hrani za pcele s
mineralima, moze se preporuciti samo kao pomocno sredstvo u preventivnoj dezinfekciji te

time smanjiti vjerojatnost pojave klinicki vidljive bolesti.

Kljuéne rijeci: americka gnjiloca medonosne pcele, Peanibacillus larvae, spore, dezinfekcija,

Bee Protect F
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9. SUMMARY

Effectivness of in vifro application of “Bee Protect F” disinfectant to Peanibacillus larvae

American foulbrood, as the most destructive and widespread bacterial disease of
honeybees, is also one of the main causes of bee extinction, but it also causes great losses in
beekeeping. The causative agent Peanibacillus larvae is a sporogenic, gram-positive bacterium,
extremely resistant to external conditions, especially high temperatures. Spores are also an
infectious source of infection, and a dose of 10 spores is sufficient for larval infection. The use
of antibiotics in the control of the disease is prohibited, due to the residues they leave in bee
products, due to the possibility of recurrence of the disease itself, and the ineffectiveness of
antibiotics on spores, which are an infectious form and source of infection.

Control of the disease is prescribed by an order for the current year, and the most commonly
ordered and most successful measure of eradication of the disease is the burning of hives with
a brood, and the suffocation of adult bees.

The aim of this study was to gain insight into the effect of a certain disinfectant in real time and
concentrations for the vegetative form of P. larvae, and that the obtained results will be
important in practical beekeeping, in the implementation of preventive and final disinfection,
and will reduce disease recurrence. After the research, it was concluded that the tested agent
"Bee Protect F" has a certain disinfectant effect, but insufficient for final disinfection after
sanitation od disease. Since the manufacturer declares this product as mineral food with added

bees, the assumption is that the use of this product can onla help in preventive disinfection.

Keywords: American foulbrood, Peanibacillus larvae, spores, disinfection, Bee protect F
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