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1. UvOD

Tropileloza je nametnicka bolest pcelinjeg legla uzrokovana grinjama iz roda
Tropilaelaps, koji ukljucuje Cetiri vrste: Tropilaelaps clareae, Tropilaelaps koenigerum,
Tropilaelaps thaii i Tropilaelaps mercedesae. Tropilaelaps spp. grinje su porijeklom iz Azije i
prirodno parazitiraju na divovskoj azijskoj péeli (Apis dorsata). Uvozom europske medonosne
pcele (Apis mellifera) na podrucju Azije, ove grinje su presle sa svog izvornog nosioca na
europsku medonosnu pcelu. S obzirom na Cinjenicu da se danas gospodari europskom
medonosnom pcelom diljem cijele Azije, Tropilaelaps spp. grinje predstavljaju za nju jednu od
najvecih prijetnji (BURGETT i sur., 1983.; WOYKE, 1985a.; ANDERSON i MORGAN,
2007.; DAINAT i sur., 2009.). Dvije vrste grinja T. clareae i T. mercedesae sposobne su
parazitirati na europskoj medonosnoj p¢eli (ANDERSON i MORGAN, 2007.). Svi razvojni
oblici ove grinje su ektoparaziti, koji se hrane hemolimfom pcelinjih li¢inki i kukuljica
radilackog 1/ili trutovskog pcelinjeg legla oduzimaju¢i im esencijalne hranjive tvari nuzne za

njihov rast i razvoj.

Slika 1. Tropilaelaps spp., dorzalna strana (a), ventralna strana (b) (BEEAWARE; Copyright
FERA, 2018.).

Invazije sa Tropilaelaps spp. grinjama nanose ozbiljne Stete pcelinjim zajednicama.
Simptomi invazije nalikuju simptomima invazije grinjom Varroa destructor i zajednicki se
nazivaju sindromom nametnicke grinje (eng. parasitic mite syndrom). Uocljivi simptomi
invazije su: nepravilno rasporedeno poklopljeno i nepoklopljeno leglo, mnostvo uginulih
pcelinjih li¢inki/kukuljica, deformirane mlade odrasle pcele sa smanjenim zatkom, kojima

nedostaju noge ili krila, smanjenom tjelesnom masom i posljedi¢no skracenim Zzivotnim
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vijekom. Jake invazije mogu dovesti do propadanja cijele pcelinje zajednice ili odrasle péele
napustaju kosnicu u obliku roja. Tropilaelaps spp. grinje mogu biti mehanicki i/ili bioloski
prijenosnici za neke pcelinje viruse i na taj nacin mogu Sekundarno nepovoljno utjecati na
zdravlje pcela.

Tropileloza je ograni¢ena na podrucje tropske i suptropske Azije gdje ove grinje
uzrokuju ozbiljne $tete u pcelarstvu. U posljednjih 40-ak godina njihova geografska rasirenost
se znacajno povecala. lako se tropileloza zasad sluzbeno nije prosirila izvan Azije, smatra se da
se lako moze prosiriti 1 postati znacajna prijetnja pcelarstvu na svjetskoj razini i to uglavnom
putem trgovine, odnosno uvozom pcela, rojeva, matica, pcelinjih proizvoda i opreme.
Tropileloza se nalazi na OIE listi (WOAH, World Organisation of Animal Health) opashih
bolesti, koje ugrozavaju pcelarstvo diljem cijelog svijeta.

Cilj ovog diplomskog rada je poblize rastumaciti i opisati najnovija znanstvena
saznanja o biologiji Tropilaelaps spp. grinja, na¢inu Sirenja tropileloze, Stetnim uéincima na
pojedinacnoj pceli 1 na razini cijele pcelinje zajednice, brzim dijagnostickim postupcima i

nacinima prevencije i suzbijanja bolesti.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Geografska prosirenost tropileloze

Tropileloza se prvobitno nalazila u Indoneziji, ali se posljednjih 40-ak godina znatno
povecala geografska raSirenost ove nametni¢ke bolesti. NajceS¢e se javlja u tropskim i
suptropskim krajevima Azije iz razloga §to pcelinje zajednice uzgajaju leglo tijekom cijele
godine, a ono je neophodno za razvoj invazije ovih grinja.

T. clareae je prvi puta otkrivena na europskoj medonosnoj pceli na Filipinima
(DELFINADO i BAKER, 1961.), a potvrdena je i kod A. dorsata u Indiji, Pakistanu,
Mijanmaru, Nepalu, Tajlandu, Filipinima, Indoneziji (Borneo) i u Afganistanu (DELFINADO-
BAKER i BAKER, 1982.; TANGJINGJALI i sur., 2003.). Tropilaelaps spp. grinje pronadene su
diljem veceg dijela Azije (ANDERSON i MORGAN, 2007.) i invadiraju veliki raspon péelinjih
vrsta (BAILEY i BALL, 1991.; SCHMID-HEMPEL, 1998.). Medutim, tropileloza je i dalje
ograni¢ena na podruéje Azije i grani¢na podru¢ja (ANDERSON i ROBERTS, 2013.). Prema
podacima WOAH tropileloza se javlja u Afganistanu, Kini, Indiji, Indoneziji, Koreji, Maleziji,
Mijanmaru, Nepalu, Pakistanu, Filipinima, Sri Lanki, Tajlandu, Vijetnamu. Po¢etkom 90-tih
godina proSlog stoljeca, tropileloza je prijavljena i u Keniji (KUMAR i sur., 1993,
MATHESON, 1997.), ali bez laboratorijske potvrde. U Papui Novoj Gvineji, bolest je prvi puta
registrirana 80-tih godina proslog stoljeca (DELFINADO i AGGARWAL, 1987,
ANDERSON, 1994.; LEE, 1995.; OWEN, 2011.; ANDERSON i ROBERTS, 2013.).
Tropileloza nije nikada sluzbeno prijavljena u Europi, Sjevernoj Americi, Srednjoj Americi i

Juznoj Americi, kao ni u Australiji i Novom Zelandu.
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Slika 2. Geografska prosirenost tropileloze (ELLIS i MUNN, 2005.).

2.2. Etiologija

Uzro¢nik tropileloze su grinje Tropilaelaps spp., koje pripadaju razredu Arachnida,
podrazredu Acari, redu Parasitiformes, podredu Mesostigmata i u porodicu Laelapidae
(SMILEY, 1991.) unutar koje se nalazi rod Tropilaelaps. Unutar roda Tropilaelaps nalaze se
Cetiri vrste: T. clareae (DELFINADO i BAKER, 1961.), T. koenigerum (DELFINADO-
BAKER i BAKER, 1982.), T. mercedesae (ANDERSON i MORGAN, 2007.) i T. thaii
(ANDERSON i MORGAN, 2007.). Primarni nosilac ovih grinja je divovska azijska pcela,
to¢nije receno njezine podvrste A. dosrsata dorsata, A. dorsata binghami, A. dorsata
breviligula i A. dorsata laboriosa. Molekularnim istrazivanjima potvrdeno je da T. clareae
parazitira na divovskoj azijskoj pceli A. d. breviligula na Filipinima (osim Palawan otoka).
Takoder parazitira i na uvezenoj europskoj medonosnoj pceli na Filipinima, ali i na A. d.
binghami na Sulawesi otoku u Indoneziji. T. mercedesae, koja je prije pogresno smatrana za T.
clareae, zajedno s T. koenigerum parazitira na A. d. dorsata na kopnenom dijelu Azije i
Indonezije (osim otoka Sulawesi) i na A. d. laboriosa u ostalim dijelovima Azije ukljucujuéi
otok Palawan. T. mercedesae takoder parazitira na uvezenoj europskoj medonosnoj pceli na
podru¢ju Azije. T. thaii parazitira na A. d. laboriosa u planinskim podru¢jima Himalaje
(ANDERSON i MORGAN, 2007.). Za razliku od V. destructor grinja kod kojih se svega
nekoliko genotipova uspjelo prilagoditi na parazitiranje na A. mellifera, kod Tropilaelaps spp.
grinja je znatno manje izraZzena specifi¢nost za nosioca. lako su Tropilaelaps spp. grinje manje

vrsno specificne od Varroa spp. grinja i dalje su relativno vrsno specifi¢ne u odnosu na neke



druge grinje kao S$to je primjerice vodena grinja Protzia eximia, koja parazitira na razli¢itim
kukcima.

S obzirom na prikupljene podatke T. koenigerum i T. thaii, parazitiraju samo na
azijskim vrstama (ANDERSON i MORGAN, 2007.). Vrlo rijetko se Tropilaelaps spp. grinje
mogu pronaci i u zajednicama drugih azijskih vrsta pcela i to kod Apis cerana i Apis florea, ali
dosad nije zabiljezeno da su uspjesno stvarale potomstvo (OTIS i KRALJ, 2001.). Iznimka od
navedenog je slucaj na Tajlandu gdje je pronadena Zenka T. mercedesae kako polaze jaja uz
leglo A. cerana (ANDERSON i MORGAN, 2007.). Autori ovaj nalaz komentiraju vise kao

iznimku nego pravilo.

Tablica 1. Prikaz svih vrsta grinja iz roda Tropilaelaps, koje parazitiraju na razli¢itim vrstama

medonosnih pcela.

A.dorsata  A.laboriosa A. mellifera  A. cerana A. florea A. breviligula
T. clareae nosilac nosilac nosilac nosilac nosilac nosilac
T. koenigerum nosilac nosilac — nosilac nosilac —
T. thaii — nosilac — — — —
T. mercedesae nosilac nosilac nosilac — — —

2.2.1. Morfologija grinja

Odrasli primjerci grinja imaju izduzen oblik tijela s jako skleroziranim egzoskeletom
i vidljive golim okom. Bolje receno tijelo im je duze, nego Sire (omjer duzine i Sirine je 1,3).
Tijelo je prekriveno kratkim dlacicama 1 obi¢no je crvenkasto smede boje. Priblizno su dugacke
od 0,6 mm do 1 mm i §iroke od 0,4 mm do 0,5 mm. Tjelesna duzina ovisi o Vrsti i varira izmedu
muzjaka i zenki gdje su muzjaci neznatno manji. Posjeduju Cetiri para nogu od kojih je prvi par
nogu polozen prema naprijed i izgledom podsjeca na ticalo. Tijelo ovih grinja je
nesegmentirano, odnosno prosoma (cephalotorax) i opisthosoma (zadak) su spojeni u jednu
vidljivu cjelinu (idiosomu). S dorzalne strane tijela nalazi se dorzalni $tit dok se s ventralne
strane nalazi vise ventralnih $titova i to redom: sternalna ploca, koja je retikularna, odnosno
izgledom podsje¢a na riblju ljusku ili zdrobljenu ljusku jajeta, izduzena genitalna ploca
(epigynium), koja je posteriorno zaobljena ili oStra i analna plo¢a trokutastog oblika, koja
uokviruje analni otvor. Genitalna ploca je najmanje dva puta duza od analne plo¢e. Gnathosoma
poznata i pod nazivom capitulum je dio tijela grinja, koji ukljucuje usta i usne dijelove

(hypostomu, dvije helicere i1 dvije osjetne pedipalpe), smjestena je anteroventralno. Kaudalno



na gnathostomi nalazi se tritosternum, senzorni organ oblika slova Y. Izmedu kukova treceg i
Cetvrtog para nogu, nalazi se jedan par latero-ventralnih trahealnih otvora (stigmata) iz kojih
izlaze cjevaste strukture (peritreme), za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u disanju. Na
ventralnoj strani opisthosome jo§ se mogu uociti grube cekinje, zadebljale pri korijenu. Postoji
izrazen spolni dimorfizam. Osim ve¢ gore navedenog da su zenke ponesto vece od muzjaka,
postoji jos pokazatelja za razlikovanje Zenki od muzjaka. Muzjaci imaju vise hitina u kutikuli i
izrazeniji ledni §tit. Muzjakove helicere posjeduju mobilan, filiforman spermadaktil koji ima
ulogu u razmnozavanju. Postoje i razlike u gradi spermadaktila kod muzjaka. Spermadaktil kod
T. mercedesae i T. clareae je dugacak s ve¢im brojem namotaja na distalnom kraju dok je kod
muZzjaka T. koenigerum kratak i zavr$ava petljom u obliku svinjskog repa (BAKER i sur.,
2005.). Jos jedan pokazatelj u razlikovanju muzjaka od Zenki je genitalna ploca (epigynium),
koja je u muzjaka kra¢a, nego u zenki i posteriorno ostro zavrSava (ANDERSON i MORGAN,
2007.). Za razliku od odraslih grinja, nimfalni stadiji (protonimfe i deutonimfe) su maniji,
nepigmentirani (bijele boje) i imaju tri para nogu s tim da je prvi par nogu duzi od drugog i

treceg para.

alpi
..

gnathosoma

- sternalna
ploc¢a

\,  genitalna
ploca

opisthosoma analna plo¢a

0.5 mm

Slika 3. Tropilaelaps mercedesae, zenka, ventralna strana (Pest And Diseases Image Library,

www.bugwood.org, 2018.).


http://www.bugwood.org/

helicere sa spermadaktilom
kod muzjaka

senka dulja genitalna plo¢a kod zenki muzjak

Slika 4. Tropilaelaps clareae, ventralna strana (OIE, 2017.).

2.2.2. Zivotni ciklus grinja

Veliki dio Zivotnog ciklusa se odvija ispod vostanih poklopca u stanicama sa¢a uz
pcelinju li¢inku (poklopljeno péelinje leglo). Zrela Zenka nakon parenja ulazi u stanice saca
radilackog ili trutovskog legla, koje su u stadiju poklapanja vostanim poklopcem (BURGETT
i sur., 1983.; RITTER i SCHNEIDER-RITTER, 1986.). Istrazivanja su pokazala da
Tropilaelaps spp. grinje ne pokazuju posebni afinitet niti prema radilaCkom niti prema
trutovskom leglu, odnosno stopa invazije u oba legla je podjednaka (WAGHCHOURE-
CAMPHOR i MARTIN, 2009.). Dobiveni su i drugaciji rezultati gdje je stopa invazije
radilackog legla bila veca, nego kod trutovskog legla (PETTIS i sur., 2013.). Za razliku od
Tropilaelaps spp. grinja, Varroa spp. grinje preferiraju trutovsko leglo. Otprilike 48 sati nakon
poklapanja legla, zenka pocinje polagati jedno do Cetiri jajaSca u razmaku od jednog dana.
Nakon 12 sati iz jajasca se razvije nimfa, koja prolazi kroz nekoliko stadija (protonimfa i
deutonimfa) prije nego $to postane odrasla jedinka. Svi razvojni stadiji ovih grinja (nimfe i
odrasli primjerci) hrane se hemolimfom péelinjih li¢inki i kukuljica. Razvoj Tropilaelaps spp.
grinja traje priblizno sedam dana. Potpuno razvijena pcela napusta stanicu sac¢a na nacin da
pregrize vostani poklopac. S njom istovremeno izlazi ,majka“ grinja zajedno sa svojim
potomstvom i tada se zavrSava reproduktivna faza Tropilaelaps spp. grinja. Obi¢no jedan

muzjak i nekoliko zenki napustaju stanicu saca i pritom traze nove nosioce.



Unutar samo jedne stanice saca zabiljezeno je i do deset nimfi i ¢etrnaest odraslih
grinja. Nakon toga oslobodene grinje ulaze u kratku foretsku fazu, u kojoj se kre¢u po sa¢ama
i pare. Do te spoznaje se doslo u laboratorijskim uvjetima promatraju¢i muske i zenske grinje,
koje su tek izasle iz stanice legla (WOYKE, 1994.). Prije nego §to zapo¢nu novu reproduktivnu

fazu neko vrijeme provode na odraslim péelama.

Slika 5. Tropilaelaps spp. grinja, pri¢vr§éena na pcelinjoj li¢inci (a), na péelinjoj kukuljici (b)
(ANDERSON i ROBERTS, 2013.).

Slika 6. Obitelj grinja Tropilaelaps mercedesae s ,,majkom* grinjom (svijetlo-smede boje) i
razli¢itim razvojnim nimfalnim stadijima potomstva (bijele boje) (ANDERSON i ROBERTS,
2013.).
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Slika 7. Zivotni ciklus Tropilaelaps mercedesae na europskoj medonosnoj péeli (ANDERSON
i ROBERTS, 2013.).

Postoje velike sli¢nosti u razvojnom ciklusu Tropilaelaps spp. grinja sa Varroa spp.
grinjama, no bitno je istaknuti glavne razlike. Varroa spp. grinje se hrane i na odraslim péelama
inapcelinjem leglu. Tropilaelaps spp. grinje se mogu hraniti samo na pcelinjem leglu iz razloga
§to imaju male usne dijelove i nisu u stanju probusiti kozu odrasle pcele, te su u potpunosti
ovisne o pcelinjem leglu kao izvoru hrane. Rezultat toga je Sto njihova foretska faza
(nereproduktivna transportna faza) traje samo jedan do dva dana, dok Varroa spp. grinje mogu
mjesecima prezivjeti na odraslim pcelama. Kraéi zivotni ciklus, visa stopa razmnozavanja kao
i kratka foretska faza, objasnjavaju zasto se populacija Tropilaelaps spp. grinja poveéava brze
nego kod Varroa spp. grinja. U slucaju prisutnosti obje vrste grinja (T. clareae i V. destructor)
u istoj pcelinjoj zajednici, T. clareae brojéano znacajno prednjaci (BURGETT i sur., 1983.;
RITTER i SCHNEIDER-RITTER, 1988.). Brojnost populacije Tropilaelaps spp. grinja raste
puno brze 1 to u omjeru 25:1 (DEFRA, 2005.) ZabiljeZeno je 1 da kad su obje vrste grinja
prisutne u istoj stanici saca uz pcelinje leglo, smanjuje se reprodukcijska snaga kod obje (RATH
i sur., 1995.).



2.2.3. Metoda proucavanja razvoja grinja na europskoj medonosnoj péeli

Kako bi se proucio razvojni ciklus Tropilaelaps spp. grinja u zajednici A. mellifera,
potrebno je izabrati péelinju zajednicu koja je jako invadirana. Metoda se provodi u slijede¢im
koracima:

a) potrebno je otklopiti 300 poklopljenih stanica saca i odrediti koliko stanica sadrzi

grinje;

b) izabire se pcelinja zajednica koja ima najvecu razinu invazije i nju se koristi za

daljnja istrazivanja,

c) iz sredine kosnice potrebno je ukloniti dva okvira saca sa leglom i zamijeniti ih sa

dva okvira saca s leglom iz zdrave péelinje zajednice neposredno pred poklapanje;

d) nakon $to su oba okvira s leglom poklopljena, u laboratoriju treba otklopiti stanice

s leglom i odrediti broj odraslih grinja, nimfalnih stadija i jaja unutar svake

pojedinacne stanice.

2.2.4. Metoda proucavanja razvoja grinja na azijskoj divovskoj pceli

Metoda se provodi u slijede¢im koracima:
a) potrebno je pronaéi lokalnog ,,lovca na med* kako bi se dobio pristup pcelinjem
gnijezdu;
b) ukloniti dio saca, koje sadrzi poklopljeno leglo sluzeéi se oStrim nozem,;

d) sace prevesti u laboratorij na pretragu.

2.2.5. Metoda proucavanja razvoja grinja za vrijeme parenja

PonaSanje grinja za vrijeme parenja moze se proucavati na nacin da se odrasla Zenka 1
odrasli muzjak stave u Petrijevu zdjelicu ili u staklenu bocicu, u kojoj se nalazi pcelinja li¢inka
na kojoj ¢e se hraniti ove grinje. P¢elinju licinku je potrebno stalno zamjenjivati novom kako

bi se grinje odrzale na Zivotu.
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2.3. Epizootiologija

Tropilaelaps spp. grinje su vrlo pokretne i lako se mogu kretati izmedu pcela unutar
kosnice, ali 1 da bi se prosirile na druge pcelinje zajednice potrebne su im odrasle péele za
transport (foretska faza). Pomocu pcela se mogu prosiriti na velike udaljenosti 1 to putem
prirodnog procesa rojenja, grabeza, zalijetanjem, kontaktom odraslih pcela koje pripadaju
razli¢itim pcelinjim zajednicama i posjecuju isto cvijeée za vrijeme pase te kad pcele napustaju
kos$nicu prilikom jakih invazija grinjama. Takoder se mogu proSiriti putem pcelarske opreme i
uobicajenih postupaka u pcelarstvu. Glavni i najbrzi nacin Sirenja je posredstvom pcelara, koji
sele kosnice na udaljena podrucja (RITTER i AKRATANAKUL, 2006.).

S povecanjem globalnog trZiSta zivim medonosnim pcéelama raste i moguc¢nost Sirenja
Tropilaelaps spp. grinja izvan Azije, ali unato¢ tome, to se zasad nije dogodilo. Vjerojatni
razlog tome je Sto se Salju paketi sa zivim pcelama bez pcelinjeg legla (samo odrasle péele i
jedna matica). Obzirom na ¢injenicu da se Tropilaelaps spp. grinje ipak u jednom trenutku svog
zivota pricvrste na odraslu pcelu, postoji moguénost njihovog Sirenja izvan Azije.

Poznato je da se Tropilaelaps spp. grinje ne mogu hraniti na odraslim pcelama vec¢
samo na pcelinjem leglu 1 da u odsutnosti pcelinjeg legla ne mogu prezivjeti dulje od 74 sata
(WILDE, 2000.).

Pretpostavlja se da se na Filipinima tropileloza prosirila izmedu A. breviligula
(prirodnog nosioca) i A. mellifera zbog grabezi (LAIGO i MORSE, 1969.). Smatra se da ¢e se
u nadolaze¢im godinama povecati temperaturna podrucja u kojima A. mellifera moze odrzavati
leglo tijekom cijele godine kao posljedica klimatskih promjena (LE CONTE i NAVAJAS,
2008.). Samo je pitanje vremena kada Ce se tropileloza prosiriti izvan Azije, pa su Tropilaelaps

spp. grinje prepoznate kao prijetnja svjetskom péelarstvu (OIE, 2004.).

2.4. Klini¢ka slika

Rani znakovi invazije uglavnom produ nezapazeno, ali porast populacije Tropilaelaps
spp. grinja ubrzo dovodi do ugibanja péela i legla u kosnici (OIE, 2017.). Op¢i karakteristi¢ni
znakovi bolesti su smanjenje brojnosti odraslih pcela unutar pcelinje zajednice i smanjena
otpornost pcela prema ostalim bolestima. AKO je pcela invadirana za vrijeme razvoja jo$§ U
stadiju licinke ili kukuljice i prezivi do stadija odrasle pcele, tada moze biti fizicki i fizioloski
oste¢ena. Glavni vidljivi simptomi su : mlade odrasle pcele sa stisnutim i deformiranim nogama
ili bez nogu, nepravilno izgradenim krilima, izobli¢enim zatkom, manjom tjelesnom masom te

kra¢im zivotnim vijekom. Ostali znakovi invazije su nepravilno rasporedeno poklopljeno i
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nepoklopljeno pcelinje leglo, a u stanicama saca S leglom mogu se uociti uginule pcelinje
licinke i kukuljice. Rupice na poklopcima stanica saca Su rezultat aktivnosti pcela Cistacica i
njihovih pokusaja da uklone uginule i jako invadirane kukuljice izvan kosnice, ali i da izbace
mlade deformirane odrasle pcele. Ispred ulaza u koSnicu, mogu se uociti pcele koje puzu sto
ukazuje na ozbiljnu invaziju grinjama Tropilaelaps spp. (ATWAL i GOYAL, 1971.). Kod jake
invadiranosti mogu biti gubici i do 50 % pcelinjeg legla uz osjetan miris trulezi zbog velike
koli¢ine raspadnutih pcelinjih licinki i kukuljica. Ponekad u slucaju jake invadiranosti odrasle
pcele prisilno napustaju kosnicu u obliku roja ili dolazi do potpunog propadanja pcelinje
zajednice.

Novija istrazivanja su pokazala da Tropilaelaps spp. grinje invadiraju pcele vrste A.
mellifera u svim njenim razvojnim stadijima. Najveéi broj oStecenja na pojedinim dijelovima
kukuljice nalazi se na zatku, te na ticalima odrasle pcele. Na li¢inkama nalazi se vise ozljeda
nego kod jako invadiranih kukuljica. Uoc¢eno je da se stopa invadiranosti i broj ozljeda na
pcelama smanjuje napredovanjem razvoja pcela iz stadija li¢inke u Kukuljicu, $to se moze
pripisati dostupnosti hranjivim tvarima, higijenskom ponasSanju pcéela i drugim zasad
nepoznatim obrambenim mehanizmima (pozitivna korelacija). Stopa invazije i broj ozljeda po
odraslim primjercima pcela su u negativnoj korelaciji sa veli¢inom péelinje zajednice U kosnici
(LING i sur., 2023.).

Slika 8. Stete prouzro&ene sa grinjama Tropilaelaps mercedesae na leglu europske medonosne
pcele (Apis mellifera) (ANDERSON i ROBERTS, 2013.).
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2.4.1. Patogenost Tropilaelaps spp. grinja i njihova povezanost s péelinjim virusima

Vrsta T. mercedesae moze invadirati i do 90 % pcelinjeg legla zajednice europske
medonosne pcele (KIPRASERT, 1984.), dok je puno manja jacina invadiranosti zajednica
azijske divovske pcele i to svega od tri do Sest posto (UNDERWOOD, 1986.). Shodno
navedenom azijske vrste péela (A. dorsata i A. cerana) pokazuju puno vecu otpornost u
usporedbi s péelama radilicama europske medonosne péele (KHONGPHINITBUNJONG i sur.,
2012.). Pretpostavlja se da je ta razlika u otpornosti na Tropilaelaps spp. grinje izmedu
pojedinih vrsta pcela vezana uz njihov vrsno specifiéni odgovor. Radilice vrste A. mellifera
otvaraju stanice s invadiranim pcelinjim leglom i izbacuju ga izvan ko$nice dok radilice vrste
A. dorsata zapecate stanice s invadiranim leglom i na taj na¢in onemoguéuju ,,majci* grinji i
njezinom potomstvu da izadu iz stanice saca i invadiraju nove stanice legla, odnosno da polazu
jajasca (WOYKE i sur., 2004.). Rezistencija azijskih vrsta pcela se objaSnjava njihovom
velikom sposobnos¢u samocis¢enja (higijenskog ponaSanja). lako i vrsta A. mellifera ima
sposobnost higijenskog ¢iS¢enja, A. cerana je znatno uspjesnija u uniStavanju legla zarazenog
s vrstom T. mercedesae (SHRESTHA i sur., 2020.). One redovito uklanjaju nametnicke grinje
iz legla, pa se na podnici koSnice mogu uociti oste¢ene grinje bez nogu. Kod pcelinje vrste A.
cerana, Tropilaelaps spp. grinje gotovo nikad ne izazivaju vidljive zna¢ajne promjene na
p¢elama, kao ni na njihovom leglu. Kod péelinje vrste A. dorsata, ove grinje ne nanose velike
gubitke iz razloga Sto se ova vrsta pcela stalno seli 1 nakon selidbe ne razvija odmah leglo. To
je predugo razdoblje bez prisustva legla i grinje ne mogu tako dugo prezivjeti samo na odraslim
péelama (KHONGPHINITBUNJONG i sur., 2012.). Najve¢i gubici su zabiljezeni kod
europske medonosne pcele (WONGSIRI i sur., 1989.). Jaka invadiranost péelinjeg legla vrste
A. mellifera rezultira izlaskom mladih odraslih pcela s izobli¢enim krilima, skracenim zatkom
(DE JONG i sur., 1982.; BURGETT i sur., 1983.) te smanjenom tjelesnom teZinom
(KIPRASERT, 1984.). U slucaju nelijecene jako invadirane pcelinje zajednice, dolazi do
njenog potpunog propadanja (RITTER, 1988.).

Invadiranost grinjama iz roda Tropilaelaps ima velik znacaj i iz aspekta moguceg
prenosenja nekih uzroénika virusnih bolesti pcela. S obzirom da je dokazano da V. destructor
moze biti mehanicki i bioloski prijenosnik razli¢itih pcelinjih virusa, isto se pretpostavilo i za
Tropilaelaps spp. grinje. U jednom istrazivanju provedenom u Kini (DAINAT i sur., 2009.)
primjenom molekularnih metoda ispitivano je prisustvo pcelinjih virusa kod pcela radilica
europske medonosne péele iz tri razliCite pcelinje zajednice i usporedno kod grinja T.
mercedesae. Ispitivanjima su bili obuhvaceni: virus izoblic¢enih krila (DWV), virus mjesinastog

legla (SBV), kasmirski pcelinji virus (KBV), virus crnih mati¢njaka (BQCV), virus akutne
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paralize pcela (ABPV) 1 virus kroni¢ne paralize pcela (CBPV). U pretrazenim uzorcima
dokazano je prisustvo genoma virusa izobli¢enih krila (DWV) u visokom titru, pri ¢emu je titar
virusa izobli¢enih krila bio visi kod T. mercedesae nego kod pcela radilica A. mellifera. Ovo je

ujedno bio i prvi dokaz prisutnosti pcelinjeg virusa kod grinje T. mercedesae (FORSGREN i
sur., 2009.).

Slika 9. Prikaz deformiranih primjeraka mladih pcela s ili bez nogu, s vidljivo nepravilno
gradenim krilima ili bez njih, te skra¢enim zatkom (BEEAWARE; Copyright FERA, 2018.).
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2.5. Dijagnostika tropileloze

Dijagnosticiranje tropileloze je moguce provesti u terenskim uvjetima i konacno
potvrditi morfoloskom identifikacijom u laboratoriju. Terenska dijagnostika se temelji na
pregledu pcelinje zajednice i legla, prikupljanju sumnjivih grinja s odraslih pcela i tijekom
pregleda otpadaka na podnici kosnice na ljepljivoj podlozi. Rana dijagnostika se postavlja
otklapanjem poklopljenog pcelinjeg legla i pronalaskom razvojnih stadija i odraslih grinja. Vrlo
je ucinkovito dijagnosticko tretiranje pomocu akaricida, koji uzrokuju pad grinja s odraslih
pcela i sa saca na ljepljivu podlogu (npr. bijeli karton premazan vazelinom). Konacna dijagnoza
se postavlja u laboratoriju pomo¢u metoda morfoloske identifikacije, mikroskopske pretrage i

primjenom molekularnih metoda. Seroloski testovi nisu uporabljivi niti je dostupno cjepivo.

2.5.1. Terenska dijagnostika na pcelinjaku

Prvi znak invazije Tropilaelaps spp. grinjama je pojava malenih (< 1 mm) izduZenih
crveno-smedih grinja ¢iji je prvi par nogu postavljen prema naprijed i podsjeca na ticala.
Sumnjive grinje mogu se vidjeti tijekom kretanja po povrSini saca invadiranih pcelinjih
zajednica. Izgled njihovog tijela prili¢no je drugaciji nego onaj kod Varroa spp. grinja §to se
lako moze uociti pomocu povecala. Tijelo Tropilaelaps spp. grinja je duze nego Sire i jako brzo
se kre¢u. U svakom slucaju tijelo muzjaka je znacajnije manje nego kod zenki ( ANDERSON
i MORGAN, 2007.).

Prilikom monitoringa pcelinjih zajednica na prisutnost tropileloze, pregled péelinjeg
radilackog i trutovskog legla moze omoguciti rano postavljanje sumnje. Odrasle grinje je
najlakSe pronaci unutar poklopljenog radilackog i trutovskog legla invadiranih pcelinjih
zajednica, gdje se razmnozavaju. Poklopljeno leglo je ujedno i jedino mjesto gdje se mogu naci
razvojni stadiji protonimfe i deutonimfe. Nimfe su bijele boje, nepokretne za vrijeme hranjenja
na pcelinjim li¢inkama / kukuljicama dok su njihovi usni dijelovi i prednje noge pri¢vrscéeni za
kutikulu nosioca (RITTER i SCHNEIDER-RITTER, 1988.).

Kako bi se pronasla ,,majka‘“ grinja i njezino potomstvo, potrebno je otklopiti péelinje
leglo pomocu péelarske vilice i izvaditi li¢inke i kukuljice. Nakon toga je potrebno nakositi
sace kako bi svjetlost izravno obasjala stanicu sa¢a. Ukoliko ima prisutnih grinja u stanici saca,
bit ¢e vidljive golim okom na dnu stanice ili na stjenkama stanica saca. Prisutnost odraslih
grinja s potomstvom unutar poklopljenog pcelinjeg legla je ociti dokaz da su se grinje
razmnozile. MuZzjake je najlakse pronaci unutar stanica saca sa pcelinjim leglom i to u trenutku

kad se mlada odrasla pcela sprema izacéi ili nasumi¢nim skupljanjem sumnjivih odraslih grinja
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za vrijeme njihovog kretanja po povrsini saca. Kada se sace s leglom izvadi na dnevno svijetlo,
grinje koje su bile na povrsini sac¢a brzo udu u stanice saca s nepoklopljenim leglom gdje se
pri¢vrste za stjenke stanica saca. Odrasli primjerci grinje i to oba spola, mogu se pronaci i na
odraslim pcelama, ali rijetko. Razlog tome je vjerojatno zato $to Se grinje ne mogu hraniti na
odraslim p¢elama (WILDE, 2000.), ali koristi odraslu péelu sa ciljem Sirenja na druge pcelinje

zajednice.

2.5.1.1. Prikupljanje sumnjivih grinja iz pcelinjeg legla

Grinje koje se kre¢u po povrsini saca je teSko prikupiti pomocu pincete ve¢ je najbolje
koristiti kist namoc¢en u med, vodu ili alkohol ili se mogu prikupiti malim usnim aspiratorom.
Kad je potrebno prikupiti veéi uzorak grinja, tada ih je najbolje prikupiti iz stanica saéa s
poklopljenim pcelinjim leglom. Ovo se moze napraviti na terenu, ali ako se prikupljaju uzorci
iz viSe péelinjih zajednica, tada je brze uzeti sace s poklopljenim leglom, koje ¢e se kasnije
pregledati u laboratoriju. Po dostavi saca u laboratoriju se jednim potezom otklapaju vostani
poklopci s veéeg broja stanica saca poklopljenog pcelinjeg legla iz kojih se zatim uklanja
pcelinje leglo. Sace se zatim preokrene iznad bijelog papira te se lupne po gornjoj povrsini saca
kako bi grinje pale na papir. Prikupljene grinje stavlja se u bocice s 70%-tnim etanolom
(DIETEMANN i sur., 2013.).

Slika 10. Otklapanje pcelinjeg legla pomocu pcelarske vilice (DEFRA, 2005.).

Jacina invazije se moze procijeniti otvaranjem to¢no odredenog broja stanica saca S

pcelinjim li¢inkama, a razina invazije se ra¢una kao postotak poklopljenih li¢inki koje sadrze
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zive grinje (BURGETT i KITPRASERT, 1990.). Opisana je brza i jednostavna metoda koju se
moze primijeniti prilikom uobicajenog pregleda pcelinje zajednice, daje brz uvid u razinu
invazije, grinje prikupljene u etanolu moguce je testirati u laboratoriju razlic¢itim testovima
primjerice morfoloskom identifikacijom ili DNA analizama. Medutim, ovom metodom se teze
mogu uociti slabije invazije. Bitno je naglasiti da grinje, koje ¢e sluziti za proucavanje
ponasanja (bihevioralnih osobina) ne smiju biti usmréene u etanolu. Zato je za ovakve vrste
istrazivanja potrebno imati zive grinje, koje je najbolje prikupiti iz tek netom poklopljenog
pcelinjeg legla, koje sadrzi kasni li¢inacki ili predkukulji¢ni razvojni stadij. Ove grinje se mogu
pohraniti Zive u staklenoj bodici ili Petrijevoj zdjelici zajedno s p¢elinjom li¢inkom, koja ¢e im

posluziti kao izvor hrane.

2.5.1.2. Prikupljanje sumnjivih grinja s odraslih péela

Postoji vise metoda pomocu kojih se sumnjive grinje mogu prikupiti s uzorka odraslih
pcela. Metode ukljuuju obradu uzorka odraslih pcela s 70%-tnim etanolom, toplom
sapunicom, eterom ili SeCerom u prahu.

Primjerice, metoda ispiranja toplom sapunicom i/ili  70%-tnim etanolom
podrazumijeva da se uzorak od priblizno 300 odraslih péela stavi u staklenku sa Sirokim grlom
i poklopcem te se preko toga izlije topla sapunica ili etanol. Zatim se staklenku dobro zacepi i
mijesa na magnetskoj mijesalici 20 do 30 minuta kako bi se grinje odvojile od pcela. Sadrzaj
staklenke je onda potrebno procijediti kroz prvo sito (okanca promjera 3 do 4 mm) kako bi se
prikupile pcele. Ispod prvog sita treba postaviti drugo sito (okanca promjera < 0,5 mm) kako bi
prikupili grinje. Pri tome, odrasle pcele i grinje se visekratno ispiru velikom koli¢inom tople
vode, a volumen vode za ispiranje i trajanje ispiranja trebaju biti standardizirani (DIETEMANN
i sur., 2013.). Na kraju je potrebno prebrojati pcele u uzorku i broj izdvojenih grinja na drugom
situ. Zatim se broj grinja podijeli s brojem pcela u uzorku i tako dobiveni broj se pomnozi sa
100 kako bi se utvrdilo koliki je broj grinja na 100 pcela (tzv. stupanj invadiranosti).

Opisana je brza i jednostavna metoda za traZzenje grinja na odraslim pcelama bilo koje
pcelinje zajednice. Ipak, pcele moraju biti jako invadirane grinjama kako bi ova metoda bila
uspjesna. Kako bi se povecale Sanse za prikupljanjem grinja iz uzorka odraslih pcela, mogu se
prikupiti i okviri s poklopljenim péelinjim leglom, s ciljem prikupljanja grinja na samom izlasku

iz stanice zajedno s mladim pcelama.
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Metoda primjene Secera u prahu podrazumijeva stavljanje priblizno 300 odraslih péela
u staklenku sa Sirokim grlom, kojoj se na vrhu nalazi mrezasti i puni poklopac. Kroz mrezicu
staklenke se stavi jedna do dvije jusne Zlica Secera u prahu. Zatim se staklenku protrese kako
bi sve pcele bile prekrivene Se¢erom u prahu, ostavi se tako kroz jednu minutu pa se staklenku
okrene naopacke iznad bijele podloge i nakon skidanja punog poklopca prosijava otprilike
jednu minutu. Ukoliko ima grinja na p¢elama, one ¢e pasti kroz mrezicu zajedno sa SeCerom u
prahu na bijelu podlogu za prebrojavanje. Nakon toga se prikupljene otpale grinje ispiru
otopinom fosfatnog pufera kako bi ih se ispralo od $ecera te osuse (DIETEMANN i sur., 2013.).
Na kraju je potrebno prebrojati pcele i grinje te se broj grinja podijeli s brojem péela u uzorku
i dobiveni broj se pomnozi sa 100 kako bi se utvrdilo koliki je broj grinja na 100 péela. Opisana
je brza metoda koja omogucava prikupljanje nekoliko stotina grinja u kratkom razdoblju. Pcele
radilice se zive ponovno mogu vratiti u svoju zajednicu te je ekoloski prihvatljiva metoda niske
cijene. Nedostatak metode je skraceni Zivotni vijek grinja (MACEDO i sur., 2002.) §to moze

biti problem ako ih treba koristiti u istraZivanjima koja traju dulje od tri dana.

gy WS ANl
Slika 11. Izdvajanje sumnjivih grinja primjenom metode Secera u prahu (a i b) (DIETEMANN
i sur., 2013.).

2.5.1.3. Pregled na ljepljivoj podlozi

Precizno dijagnosti¢ko pretrazivanje se moze odraditi uporabom ljepljive podloge
pokrivene mrezicom, koja se stavlja na podnicu kosnice, tzv. antivaroozna podnica. Mrezica
mora imati dovoljno veliki promjer okanaca (oko 3 mm), kroz koje ¢e ispasti otpale grinje, a
ujedno ¢e i sprijeciti ponovni kontakt pcela s otpalim grinjama. Ljepljiva podloga se moze

napraviti od kartona ili drugog ¢vrstog papira, a treba ju premazati vazelinom ili nekim drugim
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ljepljivim sredstvom (KOENIGER i sur., 2002.; OSTIGUY i SAMMATARO, 2000.;
SAMMATARO i sur., 2000.). Podlogu treba izrezati tako da pristaje dnu podnice u kosnici kao
i pripadaju¢u mrezicu. Ljepljivu podlogu treba ostaviti u pcelinjoj zajednici od pet do sedam
dana i nakon toga pregledati otpatke s podnice koSnice na prisutnost grinja (tzv. prirodni pad
grinja). U slucaju da ima puno otpadaka na podnici (Cesta pojava nakon zimskog razdoblja),
grinje ¢e biti teSko uocljive pa se preporuca pomijesati otpatke s podnice zajedno s metanolom
u velikom spremniku. Veéina uginulih grinja ¢e isplivati na povrSinu dok ¢e Cestice voska i
propolisa potonuti na dno. Za postavljanje brze dijagnoze treba staviti u dimilicu 25 g duhana i
nadimiti péele. U ko$nicu treba upuhati dim Sest do deset puta i zatvoriti ko$nicu na 10 do 20
minuta. Nakon 10 minuta treba izvaditi ljepljivu podlogu i prebrojati grinje. Mogu se Koristiti i
akaricidi, koji uzrokuju pad grinja s odraslih péela i sa sa¢a, koje ¢e potom pasti na ljepljivu
podlogu (dijagnosticko tretiranje). U slucaju primjene akaricida, podnicu treba pregledati i
oCistiti ve¢ 24 sata nakon primjene. Opisana je vrlo osjetljiva metoda, kojom je moguce utvrditi
ve¢ svega nekoliko grinja, moze dati dobar uvid u razinu invazije, pcelinja zajednica nije

uznemiravana, a kod primjene akaricida ujedno je poduzeto i kontroliranje bolesti.

Slika 12. Pregled podloske s podnice kosnice na prisutnost grinja (APHA, 2015.).
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Slika 13. Ljepljiva podloska podnice prekrivena ostacima iz kosnice (APHA, 2015.).

Vazno je naglasiti da su se prethodno navedene metode terenske dijagnostike:
otklapanje radilackog i trutovskog legla, metoda tresnje okvira saca s otklopljenim leglom,
metode ispranja sa sapunicom, etanolom, metoda sa Sec¢erom u prahu te metoda prirodnog pada
grinja na ljepljivu podlosku s podnice kosnice pokazale vrlo osjetljivima, ali i da sve imaju
odredene nedostatke, odnosno da su teze izvedive prilikom nadzora velikog broja péelinjaka na
tropilelozu. Sto se ti¢e otklapanja radilackog i trutovskog péelinjeg legla, zamjerka je $to se
tom metodom zrtvuje leglo nakon §to se izvadi iz stanica. Razlozi zbog kojih je pregled na
ljepljivoj podlozi s podnice kosnice neprakti¢an su: potrebno razlikovati otpatke od grinja i
potrebno vrijeme pretrazivanja (OSTIGUY i SAMMATARO, 2000). Za razliku od navedenih
metoda, metoda treSnjom otklopljenih saca s leglom se pokazala brzom i jednostavnom
dijagnostickom metodom primjenjivom za pregled velikog broja pcelinjaka (PETTIS i sur.,
2013.). Prilikom njezinog izvodenja potrebno je uzeti sace s poklopljenim leglom i otresti
odrasle pcele s povrSine saca. Izvode se ukupno cetiri udarca po okviru iznad bijele metalne
posude za prikupljanje grinja. Prvo se ¢vrsto udari po jednom kraju okvira, okrene se pa se udari
po drugoj strani 1 ponovi postupak. Ova metoda se pokazala jednostavnom za izvodenje,
skracuje vrijeme, koje je potrebno provesti u svakom pojedinaénom pcelinjaku i minimalizira
ostecivanje pcelinjeg legla. S obzirom na osjetljivost ove metode, predlaze se pregled uzorka
veli¢ine od sedam pcelinjih zajednica po pcelinjaku (neovisno o veli¢ini pcelinjaka) i nasumic¢ni
pregled 312 pcelinjaka unutar regije kako bi se sa 95 %-tnom sigurno$¢u mogla utvrditi rana

invazija s Tropilaelaps spp. grinjama (PETTIS i sur., 2013.).
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Osim toga pojava rastrkanog legla moze isto biti dobar pokazatelj tropileloze. Jaca
invadiranost u nepravilnom poklopljenom i nepoklopljenom leglu ukazuju na to da ¢e metoda
treSnjom imati veéu osjetljivost nad onim okvirima s leglom koji imaju bar jednu nepoklopljenu
stanicu (PETTIS i sur., 2013.).

2.5.2. Laboratorijska dijagnostika

Brza i pouzdana dijagnostika je klju¢na kako bi se sprijecilo Sirenje tropileloze na nova
podrucja. U slucaju da se na terenu postavi sumnja na tropilelozu, sumnjive primjerke grinja za
koje se pretpostavlja da pripadaju rodu Tropilaelaps, treba poslati u sluzbeni laboratorij na
pretrazivanje. Primarna dijagnosti¢ka metoda je morfoloska identifikacija. Ta metoda je brza i
jeftina, a zasniva se na mikroskopskom pretrazivanju. Za kona¢nu potvrdu mora se koristiti

neka molekularna metoda.

2.5.2.1. Morfoloska identifikacija sumnjivih grinja

Morfoloska identifikacija se zasniva na vizualnom pregledu uglavnom odraslih
primjeraka grinja. Treba uzeti u obzir da se unutar pcelinjih zajednica mogu naci i grinje iz
drugih rodova (najc¢esée vrsta V. destructor). Zato treba usporediti morfolosle karakteristike
pojedinih rodova grinja.

Postupak morfoloske metode se izvodi na nacin da se svi prikupljeni primjerci grinja
stave u posudu i provjerava se homogenost uzorka pomocu stereomikroskopa. Ako uzorci nisu
homogeni, tada se svaki treba pregledati zasebno. Za mikroskopski pregled meka tkiva moraju
biti odstranjena, kako bi se mogle uociti morfoloske karakteristike. Na predmetno stakalce stavi
se par kapi mlijecne kiseline 1 na to odabrani primjerci grinja pomocu iglodrzaca ili fino
preciznih pinceta. Primjerke grinja treba staviti tako da su svojom ventralnom stranom okrenuti
prema gore i na to staviti pokrovnicu, pazeéi da se pritom ne ostete grinje i da se ne formiraju
mjehuriéi zraka. Ako je moguce treba pazljivo pritisnuti pokrovnicu kako bi se noge grinje
Sirom otvorile. Ponekad pomaZze sakupljene primjerke grinja, koji su namijenjeni za morfolosku
identifikaciju, staviti prvo u vru¢u vodu, a potom u etanol. To naime pomaze u opustanju
unutra$njih tjelesnih tkiva i u ukazivanju organa, koje je inace tesko uociti, primjerice helicere.
Predmetno stakalce se dalje stavlja na elektri¢no kuhalo pri temperaturi od 50 C u trajanju od
pola sata. Za to vrijeme Ce se ostvariti djelovanje mlijec¢ne kiseline. Tako pripremljeni preparati
se dalje pregledavaju pod mikroskopom pri povecanju od 100 puta, 200 puta i 400 puta, kako

bi se u potpunosti proucili razli¢iti dijagnosticki pokazatelji.
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Mogu se napraviti i trajni mikroskopski preparati grinja u Hoyerovom mediju, pustiti

da se osuse kroz dva tjedna na temperaturi od 50T i nakon toga se pokriju pokrovnicom i

premazu bezbojnim lakom za nokte kako bi se zapecatili.

Pokazatelji za morfolosko raspoznavanje grinja iz roda Tropilaelaps

Morfoloski pokazatelji za raspoznavanje grinja iz roda Tropilaelaps (SMILEY, 1991.; EURL,

2013):

a) Tropilaelaps spp. grinja ima Cetiri para nogu, prvi par nogu je okomito polozen i
podsjeca na ticalo — Razred Arachnida

b) tijelo je nesegmentirano, nastalo spajanjem prosome (prsista) i opistosome (zatka).
— Podrazred Acari

c) tijelo je vece duzine od Sirine (omjer duzine i Sirine je 1,3)

d) ima jedan par latero-ventralnih otvora (stigmate) izmedu kukova treceg i Cetvrtog
para nogu — Red Parasitiformes

e) prisutnost izduzenih peritrema i prisutnost tritosternuma (uvjetni pokazatelj) —
Podred Mesostigmata

f) izduzena genitalna ploca (epigynium), posteriorno zaobljena ili oStra, trokutasta
analna plo¢a — Porodica Laelapidae

g) izduzena genitalna ploca, najmanje dva puta duza od analne ploce

h) retikularna (mrezasta) sternalna plo¢a

i) na opistosomi se nalaze grube Cekinje, zadebljale pri korijenu, smjeStene na
apikalnoj polovici s ventralne strane tijela

Prva tri primarna pokazatelja u identifikaciji Tropilaelaps spp., provjeravaju se

primjenom stereomikroskopa. Ako nisu zadovoljena prva tri pokazatelja, tada se nece nastaviti

daljnja pretraga pod mikroskopom.

U slucaju da se potvrde sve morfoloske karakteristike, koje moraju imati odrasle

grinje, rezultat se proglasava pozitivnom potvrdom grinja iz roda Tropilaelaps. S druge strane,

ako nedostaje jedna ili viSe osnovnih morfoloskih karakteristika, rezultat se proglasava

negativnim, §to znaci da pretrazivana grinja ne pripada rodu Tropilaelaps. U sluc¢aju ostecenog

uzorka, ne moze se potvrditi prisutnost niti odsutnost morfoloskih karakteristika, te se takav

rezultat proglaSava nedokucivim i za potvrdu se treba upotrijebiti molekularna metoda.
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Kriteriji za identifikaciju Tropilaelaps spp. grinja na razini vrste

Samo na temelju morfoloske identifikacije je nemoguce sa sigurnoscu razlikovati Cetiri
Tropilaelaps vrste, jer su one morfoloski vrlo slicne (ANDERSON i MORGAN, 2007.;
TANGJINGJALI i sur., 2003.). Pocetna toc¢ka u identifikaciji trebala bi biti informacija o lokaciji
s koje je prikupljen uzorak i nosilac (vrsta pcele). Grinje pronadene na divovskim azijskim
pcelama (A. d. breviligula) ili na europskim medonosnim pcelama (A. mellifera) na Filipinima
(osim otoka Palawan) i u Indoneziji (osim otoka Sulawesi) na A. d. binghami i A. mellifera,
najvjerojatnije ¢e pripadati vrsti T. clareae. Grinje pronadene na europskim medonosnim
pcelama u svim ostalim dijelovima Azije, pripadat ¢e vrsti T. mercedesae. Preostale dvije vrste
T. koenigerum i T. thaii, pronadene su kako parazitiraju jedino na domaéim azijskim péelama
A. d. dorsata i A.d. laboriosa. Mnoge morfoloSke karakteristike, koje se upotrebljavaju u
identifikaciji ovih grinja, kao §to su tjelesna duzina, struktura tjelesnih ploca, vrlo su varijabilne
unutar roda ¢ak i unutar pripadnika iste vrste. Najkorisnije ¢etiri morfoloske karakteristike su:
tjelesna duzina, izgled analne ploce, struktura muskog organa za prijenos sperme
(spermatodactyl ili spermadactyl) i polozaj i oblik zubiju na helicerama zenke.

Najmanja grinja iz roda Tropilaelaps je Tropilaelaps koenigerum. Zenke su duZine
manje od 0,7 mm, a muZzjaci su duzine oko 0,57 mm. Zenke T. mercedesae su duzine 0,95 do
0,99 mm, a muZjaci 0,90 do 0,92 mm. Zenke T. clareae su duzine 0,87 do 0,88 mm, a muZjaci
0,85 do 0,85 mm. Zenke T. thaii su duzine 0,89 mm dok za muZjake nije poznato (ANDERSON
i ROBERTS, 2013.).

Muzjaci i Zenke vrste T. koenigerum imaju kruskolik izgled analne ploce, kod Zenki T.
thaii analna plo¢a nalikuje zvonu. Analne ploce muzjaka i Zenki vrste T. mercedesae i T. clareae
vrlo su varijabilne u izgledu 1 ne mogu posluziti u morfoloSkoj identifikaciji vrste
(ANDERSON i ROBERTS, 2013.). Muzjaci vrste T. koenigerum imaju kratak spermadaktil,
koji na svom vrhu zavrsava petljom u obliku svinjskog repa, dok je spermadaktil kod muzjaka
vrste T. mercedesae i T. clareae dugacak s velikim brojem namotaja (ANDERSON i
ROBERTS, 2013.).

Zenke vrste T. koenigerum imaju samo jedan zub subapikalno na helicerama s
karakteristiénom brazdom. Zenke vrste T. mercedesae i T. clareae takoder imaju subapikalan
zub, ali bez brazde (Zlijeba). Kod zenki vrste T. thaii nema subapikalnog zuba (ANDERSON i
ROBERTS, 2013.).
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2.5.2.2. Molekularne dijagnosticke metode

Po prvi puta molekularna istrazivanja grinja iz roda Tropilaelaps su izvedena 90-tih
godina proslog stoljeca, u svrhu ispitivanja genetske varijacije izmedu vrsta T. clareae i T.
koenigerum (TANGJINGJAI i sur., 2003.). Ispitivanje genetskih varijacija unutar roda se
pokazalo dosta korisno kako u redefiniranju ve¢ poznatih vrsta, tako i u opisivanju novih vrsta
I novih podvrsta unutar vrsta (ANDERSON i MORGAN, 2007.). S obzirom da je morfoloska
identifikacija Tropilaelaps spp. komplicirana zbog velike sli¢nosti s drugim grinjama, koje
mogu biti prisutne u kosnici, nije za ¢uditi da se konacna dijagnoza postavlja upravo pomocu
molekularnih metoda. Glavna molekularna metoda, koja se koristi je lanc¢ana reakcija
polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR). Lan¢ana reakcija polimerazom je metoda
eksponencijalnog umnazanja fragmenta molekule DNA in vitro. Zahvaljujuc¢i PCR-u, mogu se
dobiti milijuni kopija to¢no odredene sekvence gena, za svega nekoliko sati. Za izvodenje PCR-
a, potrebna je izolirana DNA i niz reagensa, koji se nazivaju PCR reakcijska mjesavina (eng.
PCR master mix). Sastav PCR reakcijske mjesavine je slijedec¢i: DNA matrica, pocetnice, ANTP
(eng. deoxynucleoside triphosphates), DNA polimeraza, MgCl, i PCR pufer. DNA matrica je
izolirana dvolan¢ana DNA, koja sadrzi fragment od interesa, sluzi kao kalup po kojem se
provodi umnaZanje i stvaranje amplikona. Ovdje se radi amplifikacija odredene sekvence
mitohondrijskog gena koji kodira citokrom oksidazu 1 (COXI) (ANDERSON i MORGAN,
2007.) i cijelih jezgrenih gena (ITS1-5.8S-ITS2).

Pocetnice su in vitro sintetizirani jednolancani oligonukleotidi, duzine 20 do 30
nukleotida, ¢ije su sekvence komplementarne krajevima DNA fragmenta od interesa. F (eng.
forward) pocetnica komplementarna 5' kraju na kraju DNA fragmenta. R (eng. reverse)
pocetnica komplementarna 3' kraju na kraju DNA fragmenta. Pocetnice COXI-TCF1 i COXI-
TCR2 amplificiraju fragment do 538 parova baza. dNTP je smjesa deoksinukleozid trifosfata
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) osnovnih gradevnih jedinica DNA. Njihovom polimerizacijom se
sintetiziraju amplikoni, tj. umnaza fragment DNA od interesa. DNA polimeraza je enzim s
funkcijom sinteze, tj. replikacije DNA. U PCR-u se koristi Taq polimeraza, izolirana iz
bakterije Thermus aquaticus, koja zZivi u termalnim izvorima i otporna je na visoke temperature
I najaktivnija je na temperaturi od 70 C. Magnezijevi ioni (MgCl.) neophodni su za aktivnost
DNA polimeraze. PCR pufer je standardni pufer u kojem se odvija PCR, po sastavu blago
luznata vodena otopina soli (pH 8,3 do 8,8). Ekstrakcija DNA se provodi iz tkiva Tropilaelaps
grinja, koje su prikupljene i o¢uvane u 70%-tnom etanolu. Moze se upotrijebiti bilo koje tkivo

u tu svrhu. Slijede¢i korak je amplifikacija DNA pretrazivanih grinja za Cije provodenje je
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potreban PCR termoblok i set specifi¢nih forward i reverse prajmera. Termoblok je programiran

na odredeni broj ciklusa umnazanja DNA.

Amplifikacija DNA sastoji se od:

a) Inicijalnog denaturiranja DNA u trajanju od 3 do 5 minuta na temperaturi od 94 C.
Pri tome se razdvajaju spareni lanci DNA, koji ¢e sluziti kao kalupi za
amplifikaciju;

b) 35 PCR termo-ciklusa denaturacije kroz 1 minutu na temperaturi od 94 C;

¢) Hibridizacije pocetnica na komplementarne odjeljke DNA (eng. annealing). U tom
procesu ¢e temperatura biti snizena na prosje¢no 55 T kako bi se oligonukleotidne
pocetnice vezale na komplementarne razdvojene lance DNA;

d) Sinteze komplementarnog lanca (eng. extension) kroz 2 minute na temperaturi od
727C, koja je optimalna za djelovanje Taq polimeraze. Pri tom ¢e polimeraza
ugradivati nove nukleotide sve dok ne stigne do druge pocetnice. S obzirom da se
sinteza odvija na oba lanca, u jednom ciklusu amplifikacije broj molekula DNA ¢e
se udvostruciti. Postupak se mozZe ponavljati u cijelosti i na taj nacin ¢e broj
novonastalih molekula eksponencijalno rasti. Prosjecni PCR protokol se odvija u
30 do 40 ciklusa. Nakon 40 ciklusa pojavljuje se fenomen platoa, pri ¢emu dolazi
do zasicenja ili potro$nje reaktanata tako da se izgubi uéinkovitost reakcije.

e) Terminacije kroz 5 minuta na temperaturi od 72 C.

PCR mozZe dati lazno pozitivne 1 lazno negativne rezultate ako se ne vodi rauna o
pravilnom postavljanju, standardizaciji i izvodenju metode. Stoga je neophodno napraviti
standardizirane protokole za izvodenje PCR-a. Potrebno je voditi rauna o opremanju i
postavljanju laboratorija, ispravnosti opreme i reagensa, pravilnom ¢uvanju reagensa, ispravno

biranom sistemu detekcije za PCR proizvode.
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Tablica 2. Prikaz slijeda F i R pocetnica (5'-3") koje se najceSc¢e Koriste u istrazivanju

Tropilaelaps spp. grinja, za amplificiranje fragmenta specifi¢nog gena.

. Velic¢ina " . . Naziv
Regija gena fragmenta (bp) Slijed prajmera (5'-3") prajmera

COXI 538 (F) CTATCCTCAATTATTGAAATAGGAAC TCF1

(R) TAGCGGCTGTGAAATAGGCTCG TCR2

:$§;-5'88- 522-526 (F) GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS5

(R) TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS4

Detekcija amplificiranih PCR proizvoda se temelji na principu elektroforeze, metodi
razdvajanja fragmenata, koja se zasniva na razli¢itoj pokretljivosti fragmenata u elektri¢cnom
polju ovisno o njihovoj molekulskoj masi. Plo¢a za gel elektroforezu sastoji se od matriksa s
jazicama i puferske otopine kroz koju molekule DNA putuju tijekom elektroforeze. Prvo je
potrebno pripremiti 1,2%-tni agarozni gel s puferom TAE (tris acetat, EDTA). Uzorci DNA
pomijesaju se s bojom za Vvizualizaciju elektroforeze, te se nanesu u jazice pripremljenog gela.
Polozaj molekula DNA u gelu je vidljiv zahvaljujuéi interkalaciji etidij bromida izmedu parova
baza DNA, koji fluorescira obasjan UV svjetlom valne duljine 312 nm. Interpretacija rezultata
se zasniva na prisutnosti ili odsutnosti amplificiranih proizvoda veli¢ine 538 parova baza,
ukljucuju¢i obje pocetnice. Medutim vazno je spomenuti da prisutnost PCR proizvoda
odgovarajuce veli¢ine, nije dovoljna u identifikaciji grinja iz roda Tropilaelaps, kao niti vrsta

unutar roda. Upravo zbog toga potrebno je provesti dodatno sekvencioniranje PCR proizvoda.

Sekvencioniranje DNA je najraSireniji i najprecizniji nacin identifikacije vrsta.
Identifikacija se temelji na izolaciji DNA (mitohondrijske DNA) pomo¢u PCR-a te
sekvencioniranju, tj. odredivanju sljedova nukleotida. Dobivena DNA sekvenca se usporeduje
sa ostalim sekvencama s iste regije, koje su pohranjene u banci gena. Istrazivanja su pokazala
da je dobivena sekvenca sa specificnih regija mitohondrijske DNA, korisna u ispitivanju
varijacija izmedu vrsta i unutar vrsta (DIETEMANN i sur., 2013.). U identifikaciji Tropilaelaps
spp. grinja na razini vrste, koristi se DNA sekvenca, dobivena od fragmenta od 538 parova baza
mitohondrijske DNA COXI gena i cijeli jezgreni geni ITS1-5.8S-ITS2. Sekvenca COXI je
takoder korisna u traZzenju genetskih varijacija unutar vrsta. ITS regija ne pokazuje genetsku
varijaciju unutar odredene vrste, dok COXI sekvenca pokazuje 1 do 4% varijacija unutar vrsta
i 11 do 15% izmedu vrsta. Grinje unutar iste vrste, koje pokazuju varijaciju na COXI sekvenci,

definirane su kao haplotipovi. Koncept haplogrupa, koji je opisan kod Varroa spp. grinja
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(DIETEMANN i sur., 2013.) nije jo$ usvojen, jer kod Tropilaelaps spp. grinja postoji puno vise
varijacija na COXI sekvenci (ANDERSON i TRUEMAN, 2000.). S obzirom na ¢injenicu da
se na temelju COXI sekvence grinje mogu determinirati na razini vrste, COXI sekvenca se

koristi u filogenetskim istraZivanjima.

2.6. Diferencijalna dijagnostika

1) Varroa spp. grinje (V. destructor i V. jacobsoni) imaju tijelo vece Sirine od duzine i sporije
se krecu (Sirine oko 1,5 mm, duzine 1 mm), za razliku od njih tijelo Tropilaelaps spp. grinja
je vece duzine od $irine (duzine 0,6 dol mm, Sirine 0,4 do 0,5 mm) i jako brzo se krecu.
Simptomi invazije obiju vrsta grinja su sli¢ni i nazivaju se sindromom nametnicke grinje.

2) Braula coeca je pcelinja us crveno smede boje. Duzina tijela joj iznosi 1,5 mm, prekrivena
je s dlacicama i ima Sest dugih nogu, bez krila. Smatra se Stetnikom.

3) Mellitiphis alvearius, peludna grinja svijetlo-smede boje, 0,75 mm duga i 0,75 mm Siroka.

Nije Stetna ni za pcele ni za pcelinje leglo, ali se moZe ponekad naci u koSnici.

Slika 14. Usporedba Varroa spp. (lijevo) sa Tropilaelaps spp. (desno) (www.beetography.com,
2018.).
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Slika 15. Usporedba jedne zenke Tropilaelaps mercedesae (lijevo) s dvije Zenke Varroa
jacobsoni (desno), na li¢inci Apis mellifera (ANDERSON i ROBERTS, 2013.).

Slika 16. Prikaz razli¢itih vrsta grinja, Braula coeca (muha; vrh), Varroa spp. (desno),
Tropilaelaps spp. (dno), peludna grinja (lijevo) (OIE, 2017.)

2.7. Kontroliranje tropileloze

Glavni cilj u kontroliranju brojnosti grinja je odrzavanje njihove populacije ispod
razine ekonomske Stete. Taj cilj je moguce ostvariti kombinacijom primjene veterinarsko-

medicinskih proizvoda (VMP-a), akaricida ili varroacida te biotehnoloskih metoda.
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2.7.1. Akaricidi

Akaricidi su veterinarsko-medicinski proizvodi koji uc¢inkovito ubijaju grinje. Mogu
se primijeniti u hrani, izravno na odraslim p¢elama putem kontaktnih traka ili isparavanjem.
Mnogi sintetski akaricidi, koji se koriste u kontroliranju i lijeCenju varooze, takoder su
ucinkoviti i u lije¢enju tropileloze (PICHALI i sur., 2008.). lako trenutno nema posebnih VMP-
a odobrenih za kontroliranje tropileloze, u slu¢aju pojave bolesti, koristila bi se ista sredstva
kao i ona za kontrolu varooze (kumafos, flumetrin, timol). U¢inci razli¢itih akaricida kao $to su
aktivne tvari mravlje kiseline, tau fluvalinata ili amitraza, istrazivani su u velikom broju
istrazivanja (ARUN i sur., 2003.; MAHMOOD i sur., 2011.; YU isur., 2011.; TLAK GAJGER
i sur., 2020.). Istrazivan je uéinak sublimiranog sumpora na T. clareae i na V. destructor.
Rezultati istrazivanja su pokazali da su uspje$no usmrcene grinje u stanicama sa¢a i u pcelinjem
leglu, ali uspjele su prezivjeti grinje, koje su bile pri¢vr$éene za odrasle pcele (YU i sur., 2011.).
U Honeybee Research Institute u Pakistanu, istraZivani su ucinci mravlje kiseline i timola.
Rezultati su pokazali da je mravlja Kiselina unistila zna¢ajno veci broj grinja u odnosu na timol
(MAHMOOD i sur., 2011.). Prilikom upotrebe akaricida u suzbijanju tropileloze treba biti
oprezan, jer neke aktivne tvari mogu biti toksi¢ne za péele. Osim toga nakon tretiranja pcelinjih
zajednica akaricidima potrebno je odredeno vrijeme prije nego se njihov med smije konzumirati
u ljudskoj prehrani (karenca). Upravo se iz tog razloga istrazuju eteri¢na ulja razlicitih biljaka
za koje se pokazalo da imaju akaricidnu aktivnost. Testirana su eteri¢cna ulja biljaka papra
(Piper betle), dumbira (Amomum krervanh) i tzv. zutog drveta (Zanthoxylum limonella)
pomocu traka umocenih u eteri¢no ulje u razli¢itim koncentracijama, koje su se svakog tjedna
postavljale u kosnicu u razdoblju od dcetiri tjedna. Najvecu akaricidnu aktivnost u
laboratorijskim ispitivanjima pokazalo je eteri¢no ulje papra. Prednost eteri¢nih ulja je $to su
slabo toksi¢na za odrasle péele. U laboratorijskim uvjetima su pokazala dobru akaricidnu
aktivnost, ali u terenskim uvjetima nisu bila toliko uc¢inkovita (CHAIMANEE i sur., 2021.).
Proucavane su razli¢ite biljke u borbi protiv T. clareae u zajednicama A. mellifera i to lisce
ceSnjaka, lis¢e sladi¢a i1 kurkuma. Lis¢e C¢eSnjaka se pokazalo najucinkovitije 1 uzrokovalo je

ugibanje 63% Tropilaelaps spp. grinja u kosnici (HOSAMANI i sur., 2007.).

2.7.2. Biotehnoloske metode

Biotehnoloske metode, koje se koriste u podrucjima gdje je prisutna tropileloza su:
zatvaranje matice u kavez, izrezivanje saca i postavljanje okvira gradevnjaka. S obzirom na ve¢

poznatu ¢injenicu da se Tropilaelaps spp. grinje ne mogu hraniti na odraslim péelama i na
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¢injenicu da ne mogu prezivjeti bez pcelinjeg legla duze od nekoliko dana jer se hrane
hemolimfom pcéelinjih li¢inki/kukuljica, a ta njihova slabost se koristi u kontroliranju brojnosti
njihove populacije. Populacija Tropilaelaps spp. grinja se moze jako smanyjiti ukoliko se osigura
dovoljno dugo razdoblje bez péelinjeg legla u pcelinjoj zajednici i to zatvaranjem matice kroz
razdoblje od devet dana te naknadnim uklanjanjem poklopljenog legla. Izrezivanje saca je
metoda, koja se temelji na uklanjanju grinja iz poklopljenog pcelinjeg legla. Uglavnom se
uklanja trutovsko leglo ili se postavi okvir gradevnjak i pusti se da matica zaleze trutovsko
leglo. Nakon $to je leglo poklopljeno, okvir gradevnjak se izvadi, sace s leglom izrezu i pretope
u vosak, a okvir gradevnjak se ponovno stavi u koSnicu. ViSestrukim ponavljanjem tog
postupka, moze se unistiti znatan broj grinja (50 do 70%). Opisana “comb trapping“ metoda
radilackog legla zahtijeva privremeno zatvaranje matice na odredenom dijelu saca, koji se

kasnije uklanja.

2.8. Profilaksa

Diljem svijeta su uspostavljeni strogi programi monitoringa kako bi se sprijecilo
Sirenje tropileloze izvan Azije. Bilo kakav prijevoz medonosnih pcéela iz podrucja s
tropilelozom u slobodno podrucje mora se provesti na adekvatan nacin, koji ukljucuje prijevoz
paketnih rojeva. U paketnim rojevima se smiju nalaziti samo odrasle pcele i jedna matica bez
prisutnosti saca i pcelinjeg legla. Kada dodu do odredista, pcele u paketnim rojevima moraju
biti smjestene daleko od pcelinjih zajednica i to u minimalnom trajanju od dva dana. Nakon dva
dana karantene, Tropilaelaps grinje, koje su eventualno mogle biti transportirane u paketnom
roju (foretske grinje) ¢e uginuti, jer nema péelinjeg legla na kojem bi se mogle hraniti.

Péelarima se preporucuje da promatraju svoje pcelinje zajednice na prisutnost
sumnjivih grinja kao dio svakodnevne rutine. To je posebno vazno u onim pcelinjacima, koji
su na podru¢jima visokog rizika. S obzirom da je glavni nacin Sirenja tropileloze putem
pcelararskih radova i alata, od iznimne vaznosti je provoditi dobru pcelarsku praksu i pravilno
primjenjivati biosigurnosne mjere.

Nedostatak koevolucije izmedu ektoparazitskih grinja i nosioca europske medonosne
pcele smatra se kljuénim ¢imbenikom osjetljivosti pcela (DE JONG i sur., 1982.). Uzimajuéi u
obzir slabu u¢inkovitost lijekova protiv grinja kao i njihove moguc¢e nuspojave (DIETEMANN
isur., 2012.) napori u uzgoju usmjereni su na odabir pcelinjih zajednica koje se mogu oduprijeti
ozbiljnim bioti¢kim prijetnjama (BUCHLER i sur., 2010.). Selekcija péelinjih zajednica na
otpornost na bioticke prijetnje vazan je oblik ljudske intervencije za ubrzavanje evolucije

pcelinjih zajednica i postizanje otpornosti (LIN i sur., 2023.).
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Dugotrajnim odabirom A. mellifera postigla se djelomi¢na otpornost na grinju V.
destructor. Istrazivanjima je otkriveno da je vazna osobina otpornosti na varoozu higijensko
ponasanje pcela (SHRESTHA 1 sur., 2020.). Higijensko ponasanje znaci sposobnost pcela da
prepoznaju i uniste leglo zarazeno grinjama prekidajuci na taj na€in njihovo razmnoZavanje.
Otkriveno je da su iste pCele Cistadice uniStavale leglo zarazeno s grinjama V. destructor i leglo
zarazeno s grinjama T. mercedesae $to sugerira da je higijensko ponasanje protiv dviju grinja
isto svojstvo. Selektivnim uzgojem pcelinjih zajednica na otpornost na varoozu na temelju
higijenskog ponasanja, mogla bi se povecati otpornost i na grinje T. mercedesae (SHRESTHA
i sur., 2020.).

Najnovije informacije govore o Sirenju tropileloze iz isto¢nih dijelova Azije prema
zapadu te je bolest otkrivena u Uzbekistanu, jugozapadnim dijelovima Rusije i najvjerojatnije
u Iranu. S obzirom na ovu prijetnju, hitno je potrebno pracenje situacije u susjednim zemljama

kao i uspostava karantene (COLOSS, coloss.org/articles/4912).
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Slika 17. Paketni roj medonosnih pcela, koji sadrzi samo odrasle pcele i jednu maticu
(entnemdept.ufl.edu/creatures/MISC/BEES/Tropilaelaps.htm, 2018.).

Uskladivanjem hrvatskog zakonodavstva s propisima Europske unije (Uredba
2016/429), donesen je novi Zakon o zdravlju zivotinja (NN 152/2022) kojim je stavljen izvan
snage Pravilnik o mjerama suzbijanja i iskorjenjivanja pcelinjih bolesti (NN 114/2004).
Pravilnik je propisivao $to treba poduzeti prilikom sumnje na tropilelozu, a Sto kada se
tropileloza potvrdi. Na tropilelozu je sumnjiva péelinja zajednica u kojoj su klini¢kim
pregledom utvrdeni znakovi svojstveni toj bolesti. Sve pcelinje zajednice sumnjive na

tropilelozu, obavezno podlijezu laboratorijskoj pretrazi, koju obavljaju ovlasteni laboratoriji. U
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pcelinjaku u kojem je utvrdena tropileloza, nadlezni veterinarski inspektor nareduje mjere
zabrane selidbe i trgovine péelama i unistenje svih bolesnih pcelinjih zajednica spaljivanjem i
zakapanjem.

Naredba o provedbi i financiranju mjera sprjeavanja, kontrole i nadziranja bolesti
zivotinja na podruc¢ju Republike Hrvatske (NN 1/2023), proizlazi iz Zakona o zdravlju zivotinja
(NN 152/2022). U opé¢im odredbama navedeno je da su subjekti i druge relevantne fizicke ili
pravne osobe duzne odmah i bez odgadanja prijaviti sumnju na bolest veterinaru dok su
duznosti veterinara da poduzmu sve mjere kako bi sprijecili unosenje, razvoj i Sirenje bolesti te
rano otkrivanje bolesti davanjem pravilne dijagnoze i diferencijalne dijagnoze kako bi se
iskljucila ili potvrdila prisutnost bolesti. Veterinari su duzni nakon prijave sumnje na bolest bez
odlaganja provesti istraZzivanje kako bi se bolest potvrdila ili iskljucila, a koje po potrebi
ukljucuje klinicki pregled na reprezentativnom uzorku, uzimanje odgovarajuc¢ih uzoraka i

laboratorijsko pretrazivanje.

2.9. Gospodarske Stete

S obzirom na ¢injenicu da grinje iz roda Tropilaelaps imaju visoku stopu
razmnozavanja i brzi razvoj od jajeta do odrasle jedinke, njihova populacija moze brzo narasti.
Poznato je da Tropilaelaps spp. grinje mogu uzrokovati znacajno ugibanje pcelinjeg legla. Kod
jakih invazija Tropilaelaps spp. grinje mogu ubiti ¢ak i do 50% pcelinjeg legla. Osim toga one
pcelinje li¢inke / kukuljice, koje su prezivjele invaziju za vrijeme svog razvoja razvit ¢e se u
odrasle mlade pcele s kra¢im Zivotnim vijekom, smanjenom tjelesnom masom, deformiranim
krilima 1 nogama. Nije rijetka ni situacija da pcele napustaju koSnicu i leglo u Zelji za
prezivljavanjem. NelijeCeni slucajevi invazije uzrokuju ugibanje pcelinje zajednice
(ANDERSON i ROBERTS, 2013.). Tropileloza moze uzrokovati gubitak 50 do 100% pcelinjih
zajednica (HOSAMANI i sur., 2006).

Gospodarske Stete manifestiraju se kroz negativan ekonomski ucinak, socijalni uc¢inak,
ucinak na stanista i u¢inak na bioraznolikost.

Medonosne pcele imaju ogromnu ulogu u poljoprivrednoj proizvodniji i hortikulturi kao
oprasivaci. Stoga bilo koja bolest, koja dovodi do smanjenja broja pcelinjih zajednica, odrazit
¢e se negativno na poljoprivrednu industriju. Neizravna korist koja se dobiva od pcela
oprasivanjem poljoprivrednih kultura premasuje sve ostale ekonomske koristi koje suvremeno
pcelarstvo ima kroz proizvodnju meda, voska, peludi, propolisa, maticne mlijeci, pcelinjeg

otrova (DELAPLANE i MAYER, 2000.).
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Osim negativnog utjecaja na poljoprivrednu proizvodnju, odnosno proizvodnju hrane
za Covjeka 1 Zivotinje, negativne posljedice pretrpjet ¢e i pcelari. To ¢e se posebno odraziti na
proizvodnju meda i drugih pcelinjih proizvoda. Smanjenje broja pcelinjih zajednica kao
posljedica tropileloze, negativno ¢e se odraziti u onim stanistima gdje je vrlo bitno oprasivanje

pcelama, kao i na ukupnu bioraznolikost péela (CUTHBERTSON i BROWN, 2009.).
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3. ZAKLJUCAK

Grinje iz roda Tropilaelaps, a posebice vrste T. clareae i T. mercedesae, predstavljaju
prijetnju suvremenom pcelarstvu na svjetskoj razini i stoga zahtijevaju nuznu paznju svjetske
istrazivacke zajednice. Velika je vjerojatnost da ¢e se T. mercedesae prosiriti izvan podrucja
Azije, s obzirom da je prisutna po cijeloj kopnenoj Aziji i jugoisto¢noj Aziji. T. clareae je
potvrdena samo na Filipinima. Provedena istraZivanja na zajednicama europske medonosne
pcele upucuju na zakljucak da su navedene dvije vrste Tropilaelaps grinja patogene za A.
mellifera u istoj mjeri kao i V. destructor, ako ne i viSe. P¢elari, koji uzgajaju stotine ili tisuce
pcelinjih zajednica, tesko ¢e drzati tropilelozu pod kontrolom jer si ne mogu priustiti potrebno
razdoblje bez prisustva pcelinjeg legla. Iz svega navedenog vazno je naglasiti da bi trebalo teziti
tome da se ucini sve kako bi se sprijecilo Sirenje tropileloze izvan granica Azije, jer posljedice

bi mogle biti katastrofalne po komercijalno pcelarstvo diljem svijeta.
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5. SAZETAK

Tropileloza
Ana-Marija Kukovec

Tropileloza je nametnicka bolest pcelinjeg legla uzrokovana hemofagnim grinjama iz
roda Tropilaelaps. Prirodni nosioci ovih grinja su slobodno zivuée divovske azijske pcele Apis
dorsata, Apis breviligula i Apis laboriosa. Tropilaelaps grinje su presle na novog nosioca,
europsku medonosnu péelu (Apis mellifera) nakon njezinog uvoza u Aziju. Unutar roda
Tropilaelaps se nalaze cetiri vrste. Dvije vrste su sposobne parazitirati na europskoj
medonosnoj pceli, i to: Tropilaelaps clareae i Tropilaelaps mercedesae. Za preostale dvije
vrste: Tropilaelaps koenigerum i Tropilaelaps thaii se smatra da su bezopasne za Apis mellifera.
Invazije Tropilaelaps spp. grinjama dovode do velikih $teta na pcelinjim li¢inkama i
kukuljicama (malformacije legla), ugibanja mladih péela i u konac¢nici do propadanja péelinje
zajednice. lako je tropileloza jo$ uvijek prisutna samo u Aziji, prepoznata je kao velika prijetnja
svjetskom pcelarstvu. Stoga je uvrStena na listu opasnih zaraznih bolesti pcela Svjetske
organizacije za zdravlje zivotinja. U ovom radu navedene su najnovije spoznaje o biologiji
Tropilaelaps spp. grinja, Stetama koje uzrokuju na péelinjem leglu i na cijeloj pcelinjoj

zajednici, na¢inima dijagnosticiranja, kontroliranja i prevencije tropileloze.

Kljucéne rije¢i: Apis dorsata, Apis mellifera, Tropilaelaps spp., stetni u¢inci, rana dijagnostika
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6. SUMMARY

Tropilaelosis
Ana-Marija Kukovec

Tropilaelosis is a parasitic disease of honey bee brood caused by haemophagous mites
of the genus Tropilaelaps. Non-domesticated giant Asian honey bees Apis dorsata, Apis
breviligula and Apis laboriosa are native hosts to Tropilaelaps mites. These mites spread into
the managed European honey bee (Apis mellifera) after human had introduced Apis mellifera
into Asia. There are four species in the genus Tropilaelaps. Two species: Tropilaelaps clareae
and Tropilaelaps mercedesae are damaging pests of European honey bee. The other two
species: Tropilaelaps koenigerum and Tropilaelaps thaii appear to be harmless to Apis
mellifera. Tropilaelaps mite infestation causes severe damage to honey bee larvae and pupae
(brood malformation), death of young bees and a subsequent colony decline. Although
tropilaelosis still remains confined to Asia, it is recognized as emerging threat to world
apiculture. Therefore, tropilaelosis is on the list of serious diseases which endanger the whole
world, according to the World Organisation for Animal Health. This thesis provides a current
knowledge in the main fields of Tropilaelaps spp. research, including the biology of mites,
damage on the honey bee brood and colonies, early diagnostic methods, control measures and
prevention of tropilaelosis.

Keywords: Apis dorsata, Apis mellifera, Tropilaelaps spp., damage effects, early diagnostics
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