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1. UvOD

Pcelarstvo je vazna gospodarska aktivnost koja pridonosi zastiti okolisa, odrzavanju ekoloske
ravnoteze |1 o¢uvanju bioloske raznolikosti. Péele kao najvazniji kukci oprasivaci u prirodnim
ekosustavima imaju neizostavnu ulogu u povecanju prinosa uzgajanih kultura te bitno doprinose
svjetskoj poljoprivrednoj proizvodnji. Smatra se da pcele oprasuju oko jednu treé¢inu svih
poljoprivrednih kultura diljem svijeta (McGREGOR, 1976.; ISAACS i TUELL, 2007.). Osim
oprasivacke uloge, uspjesnim gospodarenjem pcelinjim zajednicama omogucena je proizvodnja
vec¢ih koli¢ina vrlo cijenjenih pcelinjih proizvoda Kkoji predstavljaju vrijednu namirnicu za

stanovni$tvo.

Medonosnu pcelu (Apis mellifera) smatra se najpogodnjom vrstom pcela za suvremeni
nacin pcelarenja zbog njezinih dobrih bioloSkih i1 proizvodnih osobina. Kao znanstveno
istrazivacki model danas se koristi u raznim poljoprivrednim i biomedicinskim istrazivanjima

(TLAK i MATASIN, 2007.).

Nozemoza tipa C je bolest odraslih pcela kroni¢nog tijeka s dugim inkubacijskim
razdobljem. Nozemoza uzrokovana mikrosporidijom Nosema apis nazvana je nozemoza tipa A, a
ona uzrokovana mikrosporidijom Nosema ceranae, nozemoza tipa C (ANON, 2009.). Glavno
predilekciono mjesto parazitiranja navedenih nametnika je u epitelnim stanicama srednjeg crijeva
odrasle pcele u kojima se njihove spore uspjeSno umnazaju. Pri tome ostec¢uju invadirane stanice
srednjeg crijeva Sto moze dovesti do njithovog propadanja i posljedicnog uginuca pcele.
Dugoro¢no, posljedice invazije sporama N. ceranae su preuranjeno ugibanje pcela skupljacica, te
moguce propadanje cjelokupnih pcelinjih zajednica. Bolest je rasirena u cijelom svijetu te uzrokuje
velike ekonomske Stete u pcelarstvu. Zbog nedostatka vidljivih simptoma bolest je teSko
zamijetljiva i pcelari ju Cesto ne uocavaju pa se stoga nazivai “tihim ubojicom” (HORNITZKY,
2005.).

Obzirom da propisi Europske Unije (EU) strogo zabranjuju primjenu antibiotika u
suzbijanju i lijeenju pcelinjih bolesti, pa tako i nozemoze tipa C, danas su znanstvena istrazivanja
usmjerena na pronalazenje i ispitivanje uc¢inkovitosti alternativnih tvari u suzbijanju te za europsko

zemljopisno podrucje nove bolesti.



Razlog tome je moguca pojava rezistencije na viSestruko uporabljene kemoterapeutike,
mogucnost utvrdivanja ostataka rezidua antibiotika ili njihovih sekundarnih metabolita u pcelinjim

proizvodima, kao i moguce pojave recidiva i prikrivanja bolesti.

Pentadekapeptid BPC 157 je dobiven sintezom (Patent Sikiri¢ i sur., EPO 572688) i sastoji
se od 15 aminokiselina, stabilan je i netoksican te se moze redovito primjenjivati bez dodatnog
nosaca. Buduci je BPC 157 dokazano moguce izdvojiti iz zelu¢anog soka sisavaca, istrazivanjima
u raznim znanstvenim studijima na zivotinjama utvrdeno je postojanje nekoliko poveznica izmedu
prisutnosti peptida i funkcionalnosti probavnog trakta. Naime, utvrdeno je da BPC 157 pokazuje
sposobnost reguliranja i kontroliranja na¢ina rada probavnog sustava. Jedan od nacina je da BPC
157 ostvaruje navedeno svojstvo preko zastite endotela, tankog sloja stanica koje oblazu unutarnju
povrsinu krvnih Zila. Drugi na¢in na koji taj peptid obavlja regulatornu funkciju je da predstavlja
klju¢ni ¢imbenik u procesu angiogeneze - procesu u kojem se nove krvne zile formiraju iz veé¢

postojecih krvnih zila.

Cilj ovog rada bio je utvrditi uc¢inak primjene pentadekapeptida BPC 157 tijekom
visekratnog prihranjivanja pcelinjih zajednica prirodno invadiranih sporama N. ceranae, posebice
na smanjenje stupnja invadiranosti, a s pretpostavkom moguceg utjecaja na brzo zacjeljivanje
mikro oStecenja srednjeg crijeva pcele. Inace, ovo je prva opisana primjena peptida BPC 157 u

uzgajanim zajednicama korisnih socijalnih kukaca.



2. PODACI IZ LITERATURE

2.1. Prehrana i prihranjivanje pCelinje zajednice

Prihranjivanje pcelinjih zajednica predstavlja jedno je od vaznijih vidova, odnosno uvjeta,
uspjesnog pcelarstva, a kako bi se osigurao njihov pravilan razvoj i jac¢ina. Za optimalnu prehranu
pcela potrebne su osnovne hranjive tvari kao §to su bjelanc¢evine (aminokiseline), ugljikohidrati
(Seceri), lipidi (masne Kiseline, steroli), vitamini, minerali (soli) i voda. Prirodna hrana odraslih
medonosnih pcela je pelud i nektar kojeg skupljaju u prirodi obilazeci razlicite vrste biljaka, te

med.

Za pravilan razvoj pcelinje zajednice u cjelini neophodna je dobra peludna pasa. Pelud
osigurava vec¢inu potrebnih bjelancevina, primarno esencijalne aminokiseline, masti, vitamine i
zadovoljava potrebe za mineralima. Veéina proteinske hrane se iskoriStava za rast i razvoj li¢inaka
i mladih pcela. Aktivnost mlije¢ne zlijezde pcela radilica izravno ovisi 0 prisustvu kvalitetnog
peluda i njegove koli€ine, jer u razdoblju kad obavljaju funkciju hraniteljica mladeg legla one
maksimalno proizvode i izlu¢uju matiénu mlije¢, ali kada prestane dostatan priljev peluda tada se
bjelancevinaste probavljene hranjive tvari premjestaju i iskoristavaju za izgradnju letnog misiéja i
funkcioniranje voskovnih Zlijezda, dok se u kasno jesen i ljeto izvjesna koli¢ina smjesta u rezervno

masno-bjelancevinasto tijelo pri formiranju tzv. zimske pcele.

Prema WIGGESWORTHU (1984.), navedeno masno-bjelancevinasto tijelo ima znacajnu
ulogu u pohrani bjelanéevina, glikogena i masti, te posjeduje veliki broj mitohondrija i visoku
koncentraciju enzima zbog Cega zauzima srediSnje mjesto u intermedijarnom metabolizmu.
Insuficijencija i nedostatak pogodne vrste peluda moze znacajno i ubrzano unazaditi razvoj
zajednica, odnosno uzrokovati depopulaciju odraslih péela. Iz tog razloga pozeljno je da pcele
imaju pristup vise od jedne cvjetne vrste peluda kako bi se uravnotezio ikakav nedostatak koja
odredena cvjetna vrsta moze imati. Sastavni dio peludi su i masti ili lipidi. Fosfolipidi su sastavni
dio masnih kiselina, koji imaju funkciju strukturnih elemenata u stani¢nim membranama i utje¢u

na propustljivost stani¢énih membrana.



Cvjetni nektar kao prirodni izvor ugljikohidrata péele skupljaju s biljaka tijekom pase, te
ga spremaju u stanice saca Unutar kosnice. Pretvaranje nektara u med zapocinje po povratku u
kosnicu, a odvija se postupno tijekom zrenja. Probava meda odvija se pomocu enzima invertaze i
amilaze u srednjem crijevu pcele (NICOLSON i HUMAN, 2008.). Neke ugljikohidrate pcele
mogu probaviti i konzumirati, s nekima imaju problema prilikom probave, a neki su im ¢ak i vrlo
opasni po zdravlje, odnosno otrovni. Odrasla péela u metabolizmu ugljikohidrata moze
iskoriStavati fruktozu, glukozu, maltozu, saharozu, trehalozu i melecitozu, a ne moze
metabolizirati raminozu, ksilozu, arabinozu, galaktozu, manozu, laktozu, rafinozudekstrin,
odnosno inulin (BARKER, 1977.). Razlike u stupnju iskoriStavanja ugljikohidrata izmedu
pcelinjih li¢inaka i odraslih jedinki se javljaju zbog nedostatka odgovaraju¢ih enzima kod mladeg

legla.

Za kvalitetan uzgoj legla pcele trebaju i vitamine, posebice vitamine C i B kompleksa:
tiamin, riboflavin, nikotinamid (nijacin, nikotinska kiselina), piridoksin, pantotenat (pantotenska
kiselina), folne Kiseline i biotin. Rezultatima istrazivanja ROULSTONA i CANEA (2000.)

utvrdeno je da pcele mogu samostalno sintetizirati vitamin C.

Voda koju pcele skupljaju pomaze im u odrzavanju idealne temperature i vlaznosti zraka
u kosnici te kao otapalo za guste vrste meda. Koli¢ina vode koju pcele trebaju i koju ¢ée prikupiti
ovisi o vanjskim temperaturama zraka, relativnoj vlaZnosti, ja¢ini same zajednice te koli¢ini legla
koju uzgajaju u odredenom razdoblju. Djelomic¢ne potrebe za vodom pcele mogu podmiriti iz
skupljenog nektara i meda. Najvece potrebe za vodom péelinje zajednice je u proljece zbog uzgoja

i prehrane mladog legla.

Pelud koju prikupljaju medonosne pcéele sadrzi sve vrijedne minerale, a neki od njih
neophodni su za normalan razvoj pcelinje zajednice. Minerali potrebni u prehrani ljudi i drugih
kraljeznjaka (natrij, kalij, kalcij, magnezij, klor, fosfor, Zeljezo, bakar, jod, mangan, kobalt, cink,
nikal) potrebni su i nekim vrstama kukaca, pa tako i péelama. Natrij, natrij-klorid i kalcij u ve¢im
koli¢inama su otrovni za péele (ZACHARY, 2010.).



Prihranjivanje pcelinje zajednice bitno je zbog odrzavanja njene jacine u optimalnom
stanju, a zbog potrebe intenzivnijeg prikupljanja nektara u vrijeme glavnih paSa, opraSivanja
poljoprivrednih nasada, proljetno/ljethog razmnozavanja zajednica - rojenja, uzgoja pcelinjih
matica i, naravno, zbog uspjesnog prezimljavanja zajednice (BRODSCHNEIDER i
CRAILSHEIM, 2010.). Smanjenjem unosa nektara i peluda p¢elinja matica instinktivno smanjuje
zalijeganje jaja Sto bi kod dugotrajnijeg takvog ponaSanja moglo rezultirati znacajnijim padom
populacije odraslih pcela u zajednici. Takve situacije depopulacija odraslih mladih pcela, a bez
obzira na prikupljene zalihe meda, se dogadaju za vrijeme ljetnih susnih razdoblja, odnosno u rano

proljece kada duze razdoblje pada kisa.

Kvalitetna prihrana u rano prolje¢e kada pelud i nektar nisu dostupni ili su dostupni u
manjim koli¢inama ima veoma vaznu ulogu u opstanku pcelinje zajednice. Prihranjivati mozemo
teku¢om (npr. Secerni sirup) ili suhom (npr. pogace) hranom. Za koju ¢emo se vrstu prihrane
odluciti zavisi od godi$njeg doba, vremenskih i pasnih prilika, udaljenosti péelinjaka, financijskih
sredstava, kao i od cilja samog prihranjivanja. Ako je cilj potaknuti razvoj zajednice i povecati
populaciju odraslih péela, onda je potrebno obratiti pozornost na bjelancevinastu komponentu
prehrane (SOMERVILLE, 2000.).

Suhim Se¢erom se prihranjuju pcele kada ih iz opravdanih razloga treba prihraniti krajem
zime, a prerano je za davanje Seernog sirupa. Od svih vrsta Secera glukoza i fruktoza su
najzastupljenije u prehrani pcelinjih zajednica, iako pcele skupljaju i disaharide i trisaharide,
razlikujuéi pri tom slatke od ne slatkih Secera. Najpogodnija i najlaksa stimulacija razvoja
zajednice moze se posti¢i prihranjivanjem peludnim pogacama, a kojima se moze dodati med,
saharozni sirup Secerne repe ili trske. U ranom proljetnom razvoju pored velike rezerve meda,
Secerima obogacéene pogace imaju veliku ulogu u razvoju pcelinjih zajednica (MATAK, 2008.). U
nedostatku prirodne hrane mogu se tijekom prihranjivanja upotrijebiti umjetni dodatci hrani kao
zamjena peludu, kao Sto je sojino brasno, suseni pivski ili obi¢ni kvasac, obrano mlijeko u prahu,

zumanjak jaja u prahu, smjesa vitamina 1 drugo.

Uz pravilnu prehranu, bitno je pcelama osigurati i stalan pristup pitkoj vodi, ponudenoj u

higijenskim pojilicama.



2.2. Probavni sustav medonosne pcele

Probavni sustav pcele graden je od usnog aparata i probavne cijevi. U pCela je usni aparat
prilagoden za grizenje i sisanje. Graden je od prednjeg i straznjeg dijela. Prednji dio ¢ini gornja
usna (labrum) i gornja vilica (mandibula). Straznji dio je graden od donje vilice (maxilla), donje
usne (labium) i rilce (proboscis) (BELCIC i sur., 1982.). Probavna cijev gradena je od prednjeg,
srednjeg i zadnjeg crijeva. Prednje crijevo Cine zdrijelo (pharynx), jednjak (oesophagus) i medni
mjehur. Zdrijelo je kanal koji povezuje usta s jednjakom. Kroz njega prolazi hrana dalje u probavni
sustav. Jednjak je uska cijev koja se proteze od sredine donjeg dijela prsa sve do pocetka zatka 1
zavrsava u mednom mjehuru. Specifi¢nost péelinjeg probavnog sustava ¢ini medni mjehur, koji je
poput pti¢je voljke, a sluzi za skladiStenje nektara. Medni mjehur je privremeno skladiste za slatku
tekuéinu - hranu (najéesée nektar), zapremine vise od 50 mm® (SONGDGRASS i ERICKSON,
2003.) . U njemu se ne odvija probava hrane, jer ne izlu¢uje probavne sokove. Péela tijekom
skupljanja nektara, dio hrane propusta kroz medni mjehur u srednje crijevo radi potrebe organizma,

a ostali dio pohranjuje u sace u kosnici gdje daljnjom preradom zrije u kona¢ni proizvod — med.

Pomoéu meducrijeva, medni mjehur je povezan sa srednjim crijevom (TOMASEC, 1949.).
Prednja cijev se dalje nastavlja na srednje crijevo u kojem se odvija probava hrane i apsorpcija
osnovnih hranjivih tvari (CHAPMAN, 1978.; CRUZ - LANDIM i sur., 1996.; SONGDGRASS i
ERICKSON, 2003.). U njemu su prisutni razli¢iti enzimi zaduzeni za probavu hrane kao $to su:
invertaza, amilaza, lipaza i proteaza. Srednje crijevo je nalik na naboranu cijev duzine 19 mm kod
truta, matice 13 mm i radilice do 12 mm (BELCIC i sur., 1982.). Stijenka srednjeg crijeva gradena
je od misi¢nog sloja, bazalne membrane i sloja epitelnih cilindri¢nih stanica. Zadnje crijevo se
sastoji od tankog crijeva i rektuma i ima odvodnu funkciju (TOMASEC, 1949.). Tanko crijevo se
nastavlja na srednje crijevo. Na ulazu u tanko crijevo ulijevaju se Malpighieve cjev¢ice ¢ija je
funkcija izlu¢ivanje $tetnih tvari iz organizma — funkcija bubrega kod drugih Zivotinja i ljudi. Ove
Stetne tvari prvo prolaze kroz tanko crijevo i zatim zajedno s izmetom izlaze u okolinu. Zadnje
crijevo zavrSava pro§irenim dijelom ili rektumom. Stijenka rektuma je naborana i elasti¢na, stoga
se Supljina rektuma moze povecati nekoliko puta. Zadnje crijevo zavrSava iznad Zalca. Pcele
izbacuju izmet najcesce tijekom leta, rijetko kada defeciraju unutar koSnice, osim ako se pojavi

bolest ili ako je zima duga, a vanjske temperature ispod 10° C. Tijekom zime plelama se izmet



nakuplja u rektumu i kada vanjske temperature porastu primjereno za letnu aktivnost, pcele izlaze

iz ko$nice na procisne izlete.

2.3. Nozemoza tipa C

Nozemoza je jedna od najucestalijih nametni¢kih bolesti odraslih pcela uzrokovana N. apis
ili N. ceranae. Predstavlja znacajnu prijetnju pcelinjoj populaciji u svijetu. Etioloski oba uzroénika
svrstavamo u skupinu mikrosporidija. Donedavno se smatralo da je N. apis jedini i iskljucivi
uzro¢nik nozemoze. Medutim, brojnim istrazivanjima uocCene su razlike u epizootiologiji,
patogenezi i klini¢koj slici ovog oblika nozemoze s novom nozemozom uzrokovanom N. ceranae.
Nozemoza uzrokovana mikrosporidijom N. apis nazvana je nozemoza tipa A, dok je bolest

uzrokovana mikrosporidijom N. ceranae nazvana nozemoza tipa C (ANON, 2009.).

Bez obzira na zdravstveno stanje zajednice, pojavljuje se u slabijim ali i jakim, prividno
zdravim pcelinjim zajednicama. Primijeceno je da klimatske promjene i globalno zagrijavanje
pogoduju Sirenju spora ove mikrosporidije $to bi moglo dovesti do jo$ vec¢ih Steta u buduénosti
pcelarstva. Razlog tome je najvjerojatnije njezina iznimna otpornost i dobra prilagodba na suhu i
toplu klimu (MARTIN — HERNANDEZ i sur., 2009.). N. ceranae se danas smatra puno
virulentnijim i opasnijim nametnikom od N. apis (HIGES i sur., 2007.; PAXTON i sur., 2007.;
FRIES, 2010.), a invazije su prisutne tijekom cijele godine (HIGES i sur., 2010.). Prosje¢na spora
mikrosporidije N. apis veca je za otprilike 1pum od spore N. ceranae (FRIES i sur., 2006.). Spore
mikrosporidije N. ceranae izrazito su termostabilne i otporne na isuSivanje, ali osjetljive na
smrzavanje (FENOY i sur., 2009.). Navedena mikrosporidija nema mitohondrije te posjeduje slabe
metaboli¢ke sposobnosti, crpeéi energiju od nosioca uzrokuje izrazit energetski stres koji dovodi
do brojnih fizioloskih promjena i poremecaja u ponasanju pcela. Zbog spomenutog stresa dolazi i
do slabljenja imunoloskog odgovora. Posljedi¢na imunosupresija pogoduje prijemljivosti pcelinje

zajednice i na druge uvjetovane bolesti i ubrzava ja¢inu invazije mikrosporidijom N. ceranae.



Bolest ima kronic¢an tijek i dugo inkubacijsko razdoblje, te je pracena nespecificnim
simptomima ili ¢eS¢e protjeCe asimptomatski. Uzro¢nik se umnaza u epitelnim stanicama
srednjega crijeva pcéele i posljedi¢no ih razara. Buduéi da se ovaj nametnik brzo umnaza i invadira
velik broj epitelnih stanica srednjeg crijeva pcele, to u velikoj mjeri trpi ucinkovitost njene
probave. Bolesne pcele ne mogu potpuno probaviti pelud i med, pa trose vise hrane no obi¢no.
Zbog slabe ucinkovitosti probave dolazi do poremecaja i u radu nekih drugih organa. Bolesnim
pcelama slabije su razvijene mlije¢ne Zlijezde, a u invadirane pcelinje matice slabije su razvijeni

jajnici. Svaka sporama opisanog nametnika invadirana pcela zivi krace od zdrave pcele.

Najveéi gubici od nozemoze tipa C pojavljuju se u rano proljece i pred uzimljavanje, iako
se tzv. depopulaciju odrasle péele skupljadice moze zamijetiti tijekom cijele godine. Cesto ugiba
veliki broj odraslih péela, zajednica naglo slabi, pa moze i sasvim propasti. Zivot invadiranih péela
je znacajno kraci, prethodno ugibanju one slabije njeguju i hrane pcelinje leglo, slabije obavljaju
sve kuéne zadatke kao i zadatke u vrijeme kad bi morale raditi kao skupljacice. Stoga se
nozemozna zajednica uobicajeno slabije razvija, pa daje i manji prinos meda i drugih péelinjih
proizvoda. Invadirane odrasle pcele izmetinama izluc¢uju velik broj dugozivuéih spora uzro¢nika.
Najvazniji put Sirenja spora uzro¢nika unutar pcelinje zajednice je fekalno-oralni. 1z jedne pcelinje
zajednice u drugu bolest mogu prenositi same pcele bioloskim na¢inima prijenosa (zalijetanje,
grabez, trutovi, rojevi, matice). Kao izvor zaraze opasno je sace uprljano izmetinama bolesnih
pcela. Bolest moZe primjenom razli¢itih tehnoloskih postupaka na pcelinjaku prenositi sam pcelar,
a posebice premjestajuc¢i okvire sa sa¢em iz jedne koSnice u drugu. Vazan su izvor bolesti i
napajaliSta za pCele (posudice s vodom, lokvice). Zbog nedostatka vidljivih simptoma bolest je
teSko zamjetljiva i Cesto prode neopazeno od strane pelara. Takoder, nije uobi¢ajeno naci uginule
péele u blizini kosnice, §to moze biti posljedica njihove dezorijentiranosti ili su preslabe te

uobicajeno ugibaju od gladi i iscrpljenosti izvan koSnice.



2.4. Primjena dodataka hrani za pcele u svrhu kontroliranja nozemoze tipa C

U svrhu kontroliranja i1 spreCavanja nastanka pcelinjih bolesti nuzno je provoditi
profilakticke mjere. Osnovna mjera za suzbijanje nozemoze je provesti pravilno uzimljavanje
pcelinjih zajednica. U prvom redu valja nastojati da se uzimljuju jake péelinje zajednice s dobro
razvijenim imunosnim sustavom koje su najuéinkovitije u borbi protiv nozemoze (RIBARIC,
2016.). Nadalje valja nastojati da se péele neposredno prije pripreme za zimovanje prihrani ve¢ u
kasno ljeto ili ranu jesen, dok matica jo$ polaZe jaja. Veoma je korisna i peludna pasa u ranu jesen
jer ona pobuduje maticu na zanoSenje legla, a radilicama omogucava stvaranje masno
bjelancevinastog tijela u organizmu, kao rezervu za zimu. Dovoljna koli¢ina kvalitetne hrane
pohranjene u sacu u ko$nici te ne otvaranje kosnice predstavljaju glavne uvjete dobrog zimovanja.
Pcele ne smiju zimovati isklju¢ivo na medu medljikovcu jer je on tesko probavljiv i ¢esto otrovan,
a budu¢i sadrzi vece koli¢ine minerala moze dodatno ostecivati stjenku srednjeg crijeva. Svakako

je nuzno potrebno redovito svake druge godine mijenjati pcelinju maticu.

Bududi ne postoji registriran i odobren veterinarsko medicinski proizvod za tretiranje
pcelinjih zajednica protiv nozemoze tipa C nuzno je potrebno prilikom prihranjivanja zajednica
dodavati razli¢ite dodatke hrani (biljnog, vitaminsko-mineralnog ili proteinskog sastava) koji u
vecoj ili manjoj mjeri mogu suprimirati umnazanje spora N. ceranae, a posljedicno tome smanyjiti
stupanj invadiranosti sporama navedenog nametnika. lako bolesnu zajednicu primjenom dodataka
hrani za pcele nije moguce u potpunosti izlijeciti, moze se znacajno utjecati na omogucavanje

suzivota opisanog nametnika i invadirane péelinje zajednice (TLAK GAJGER i sur., 2015.).

Aminokiseline su neophodni sastavni dio ishrane medonosnih pcela te su potrebne za
normalan rast i fizioloski razvoj te proizvodnju mlijecne i voskovne Zzlijezde. BEEWELL
AminoPlus je dodatak hrani za pcele namijenjen prevenciji bolesti i jacanju imuniteta pcelinje
zajednice, a sadrzi brojne aminokiseline i vitamine. U poljskim pokusima pokazao je relativno
dobre rezultate u smislu smanjenja broja spora N. ceranae u prirodno invadiranih i visekratno

prihranjivanih pcelinjih zajednica (KRZNAR 1 sur., 2015.).



Fitofarmakoloski biljni dodatak hrani za pcele bogat polifenolima taninima Nozevit
dokazano ucinkovito djeluje na smanjenje spora uzro¢nika Nosema spp. nakon tretiranja pcelinjih
zajednica, a takoder sprje¢ava pojavu proljeva u bolesnih pcela, pri ¢emu se smanjuje Sirenje
bolesti unutar zajednice (TLAK GAJGER i sur., 2009a.; 2009b.; 2011.).

Zeoliti su kristalni aluminosilikatni minerali koji sadrze alkalijske i zemno alkalijske
metale koji posjeduju trodimenzionalnu strukturu izgradenu od aluminijevih, silicijevih i kisikovih
atoma. Eko ZeoPet je prirodni funkcionalni mineralni dodatak hrani za sve vrste kuénih ljubimaca
koji sadrzi zeolit vulkanskog podrijetla, odnosno prirodni mineralni klinoptilolit. Dodatak
stimulira metabolizam 1 pravilan rad probavnog sustava, pospjeSuje zarastanje rana te veze i
neutralizira mikotoksine. Primijenjen je kao dodatak hrani za pcele u svrhu tretiranja zajednica
protiv nozemoze tipa C (TLAK GAJGER i sur., 2015.).

Normativni akti u EU zabranjuju uporabu antibiotika, pa i fumagilina, u lije¢enju nozemoze i
drugih pcelinjih bolesti zbog pojave ostataka Stetnih tvari u pcelinjim proizvodima. Brzo Sirenje
mikrosporidije N. ceranae diljem svijeta te velikih gospodarskih $teta koje uzrokuje bolest,

ukazuju na nuznost uporabe alternativnih nacina lije¢enja pcelinjih zajednica.

2.5. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 je dobiven sintezom (Patent Sikiri¢ i sur., EPO 572688) i sastoji
se od 15 aminokiselina (Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Asp Ala Gly Leu Val),
molekularne tezine 40 000 D. Prednosti pentadekapeptida BPC 157 u odnosu na druge peptide
o€ituju se u tome Sto je stabilan 1 u uvjetima koji ina¢e dovode do brze razgradnje peptida, te Sto
se moze redovito primjenjivati bez nosaca i §to je u potpunosti netoksic¢an (SIKIRIC i sur., 1993.).
Naime, pentadekapeptid BPC 157 nije se razgradio niti nakon 24 sata tijekom kojih je bio
inkubiran u zelu¢anome soku za razliku od drugih peptida, primjerice hEGF i h-TGH, koji su se

raspali ve¢ nakon petnaestak minuta inkubacije u istom mediju.
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Inicijalna su istrazivanja pokazala su da primjena pentadekapeptida BPC 157 pomaze u
cijeljenju dubokih koznih opeklina te posljedi¢ne stresne ZeluCane lezije (SEIWERTH i sur.,
1997.). Ukazano je da i lokalna i sistemska primjena BPC 157 dovode do ubrzanog cijeljenja
takvih lezija. Jasno su pokazani i njegovi ucinci na strukturu granulacijskog tkiva prilikom
cijeljenja rane. Poznato je da granulacijsko tkivo, koje se sastoji od fibroblasta koji stvaraju
kolagen, kolagenih vlakana te novostvorenih krvnih Zila ¢ini bazi¢nu strukturu u procesu cijeljenja
(SIKIRIC i sur., 2008.). Pozitivan se ucinak pentadekapeptida BPC 157 u prvome redu pripisuje
snaznom angiogenom ucinku. Uz ve¢ spomenuti angiogeni u¢inak valja istaknuti i antiinflamatorni
uc¢inak te tvari. Tako je uofeno da primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjuje eksudaciju
upalnih medijatora u serumu i tkivima te mijeloperoksidaze u podruéju ozljede (SIKIRIC i sur.,
2008.). Pentadekapeptid BPC 157 pokazao je i sposobnost poticanja sinteze duSik oksida
blokiranjem N-nitro-L-arginin metil-estera inhibitora enzima dusik oksid sintetaze $to djeluje
stimulativno na proces cijeljenja, i to u ranom razdoblju svojim snaznim vazodilatacijskim
u¢inkom, dok kasnije aktivacija dusik oksidacijskog sustava potiée i sintezu kolagena (KLICEK i

sur., 2008.).

Obzirom na porijeklo peptida BPC 157, dosad je primarni fokus bio istraziti njegove u¢inke
na cijeljenje gastrointestinalnih lezija u sisavaca. Pri tome pokazao se ucinkovitim u cijeljenju
izazvanih lezija kako u prednjem tako i u straznjem probavnom kanalu (SIKIRIC i sur., 2010.).
BPC 157 pozitivno djeluje na akutne i na kroni¢ne lezije na nacin da sprecava njihovu pojavu ili
umanjuje postojece (SIKIRIC i sur., 2008.). Jednako dobri rezultati postignuti su oralnom,
paranteralnom ili izravnom lokalnom primjenom u lijecenju razli¢itih tkiva (SIKIRIC i sur.,
2008.). U usporedbi s drugim istrazenim peptidima kao mogué¢im protektorima oc¢uvanja
integriteta mukoze (sekretin, glukagon, somastotin) ili konvencionalnih sredstava (antagonisti H2

receptora, dopamin) BPC 157 se pokazao ¢ak i u¢inkovitijim (BILIC i sur., 2011.).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Prihranjivanje pcelinjih zajednica pentadekapeptidom BPC 157

Istrazivanje je provedeno na pcelinjaku smjeStenom u kontinentalnom dijelu Hrvatske,
tijekom 2014. godine. Pokus je postavljen na ukupno 10 nasumi¢no odabranih pcelinjih zajednica
prirodno invadiranih mikrosporidijom N. ceranae. P¢elinje zajednice podijeljene su na pokusnu i
kontrolnu skupinu. Svaka pokusna skupina bila je sastavljena od pet pcelinjih zajednica i svaka je
imala kontrolnu skupinu sastavljenu od pet pcelinjih zajednica. Sve pokusne péelinje zajednice
visekratno su, u hranilici, pojedina¢no prihranjivane 0,25L otopine Secernog sirupa pripremljenog
u omjeru 1:1 i obogacenog s 0,1pug/mL BPC157; tijekom 30 uzastopnih dana. Kontrolne péelinje
zajednice dobivale su iskljucivo 0,25L otopine Secernog sirupa, bez dodataka. Svjeze pripremljena
Secerna otopina otopina ulivena je u plasti¢nu hranilicu i zatvorena krovom kosnice do slijedeceg

prihranjivanja. Prihranjivanje je izvrSeno 1., 10., 20. 1 30. dana od pocetka pokusa.

Tijekom provodenja pokusa pcelinje zajednice nisu bile tretirane drugim veterinarsko

medicinskim pripravcima.

3.2. Uzorkovanje

1z svake pcelinje zajednice prije svakog tretiranja i posljednji put nakon zavrSetka tretiranja
uzorkovano je 30 do 60 odraslih pcela s leta, (odrasle pcele skupljacice) u oznaene plasticne
vreéice. Uzorci su dostavljeni u laboratorij, u kojem su do analize bili pohranjeni na temperaturi
od -20°C. P¢ele skupljacice uzorkovane su prilikom njihovog povratka s pase oko podneva. Na
tridesetak minuta komadima spuZve zatvoreno je leto koSnice te je péelama skupljacicama tako
onemogucen ulazak u kosnicu. Otprilike pola pcela iz svakog uzorka upotrijebljeno je za
laboratorijsko utvrdivanje broja spora Nosema sp., a preostale za molekularno diferencijalno

dijagnosticiranje vrsne specifi¢nosti.
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3.3. Laboratorijske pretrage na nozemozu

3.3.1. Mikroskopska pretraga

U laboratorij dostavljene uzorke odraslih pcela smo homogenizirali te potom mikroskopski
pretrazili na prisutnost spora iz roda Nosema. Pri tome smo iz svakog uzorka nasumi¢no odabrali
deset pcela koje su zgnjeCene plastinim Stapicem u ¢asi u koju je prethodno dodano 5mL
destilirane vode. Homogenat zgnje¢enih pcela uz dodavanje preostalih 5SmL destilirane vode je
profiltriran. Nativne razmaske homogenata pcéela dobivenih na opisani nacin pretrazili smo
svjetlosnim mikroskopom Olympus BX41 pod povec¢anjem 400 puta i uporabom faznog kontrasta.
Broj spora Nosema spp. utvrdili smo brojanjem spora pomoc¢u hemocitometra po Burker- Turku
(CANTWELL, 1970.; ANON, 2013.).

3.3.2. Visestruki PCR

PCR je osjetljiva i specifiécna molekularna metoda umnazanja odredenog odsjecka DNK u
uvjetima in vitro. Uzorke homogenata péela zgnjecenih na isti nacin kao i za pretragu svjetlosnim
mikroskopom uporabili smo za provodenje visestrukog PCRa. Da bi se izazvalo mehanicko
pucanje spora Nosema sp. od svake suspenzije pojedinog uzorka 50ul preliveno je u novu
Ependorf tubicu koju smo zagrijavali u termobloku pri 100 °C tijekom 30 minuta. lzdvajanje
genomske DNK proveli smo na nacin da smo prokuhane uzorke spora centrifugirali na 1400 g
tijekom deset minuta. Zatim smo 30ul supernatanta izdvojili i nadopunili s 10x TAE pufera do
konaéne koncentarcije od 10mM 1 5 mM EDTA, pri pH 8. Navedeni supernatant nam je sluzio kao
izvor DNK za daljnje analize. Uzorci su pohranjeni na temperaturi -20 °C ili smo ih izravno

koristili za visestuki PCR.

PCR reakciju proveli smo prema TLAK GAJGER i suradnici (2010.). Molekularnu
veli¢inu PCR proizvoda odredili smo elektroforezom u 2%- tnom agaroza TAE ( tris-acetat-etilen
diamin tetra octena kiselina) gelu sa standardnim TAE puferom obojenim sa SYBR zelenom

bojom. Sa svrhom vizualizacije koristili smo UviTec gel dokumentacijski sustav.
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3.3.3. Statisticka obrada podataka

U cilju odredivanja razlika u broju spora izmedu pokusnih i kontrolnih skupina pcelinjih
zajednica uzorkovanih 1., 10., 20. i 30. dana pokusa primijenjen je modul za raCunanje univarijatne
analize varijance (one-way ANOVA), a u cilju usporedbe dviju skupina neparametrijski Mann-
Whitney U-test. Za statisticku analizu podataka koristen je program STATISTICA 7.0 (StatSoft
inc., 2004.). Procjena statisti¢ke znacajnosti provedena je koriste¢i razinu znacajnosti a = 0,05 $to

odgovara razini pouzdanosti od 95%.
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4. REZULTATI

Primjenom visestrukog PCRa u svim uzorcima homogenata odraslih péela utvrdena je

invazija pcelinjih zajednica mikrosporidijom N. ceranae.

Broj spora N. ceranae utvrden prije, te 10., 20. i 30. dana od pocetka prihranjivanja

pcelinjih zajednica Se¢ernim sirupom s dodatkom peptida BPC 157 prikazan je u Tablici 1. te

Grafikonima 1. i 2.

Tablica 1. Srednja vrijednost broja spora N. ceranae po pceli utvrdena prije, te 10., 20. i 30. dana
od pocetka prihranjivanja Se¢ernim sirupom s dodatkom hrani BPC 157.

Broj spora N. ceranae prije i nakon prihranjivanja dodatkom hrani za péele BPC 157
Mijerenje | Srednja vrijednost Min Max Standardna devijacija
(SV) (SD)
1. dan 6,286,458.00 | 3,791,667.00 | 9,828,125.00 2,336,209.00
10. dan 7,891,667.00 | 6,625,000.00 | 8,583,333.00 789,861.00
20. dan 3,753,125.00 744,792.00 | 6,208,333.00 2,235,803.00
30. dan 2,005,208.00 93,750.00 | 4,703,125.00 1,834,232.00

Razlike srednjih vrijednosti utvrdenog broja spora N. ceranae po pceli izmedu pokusnih 1

kontrolnih skupina su statisti¢ki znac¢ajne (p=0.039182; p>0.05).
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Grafikon 1. Srednja vrijednost broja spora N. ceranae po pceli utvrdena prije, te 10., 20. i 30.
dana od pocetka prihranjivanja Secernim sirupom s dodatkom hrani BPC 157.
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Grafikon 2. Srednja vrijednost i standardna devijacija broja spora N. ceranae po pceli utvrdena
prije, te 10., 20. i 30. dana od pocetka prihranjivanja Se¢ernim sirupom s dodatkom hrani BPC 157;

Box & Whisker plot.
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5. RASPRAVA

Nozemoza tipa C je nametni¢ka bolest odraslih pcela koja zbog asimptomatske prirode,
sloZzene 1 nedovoljno istrazene patogeneze kao i ne dozvoljene uporabe antibiotika predstavlja
ozbiljan problem u pcelarstvu diljem svijeta. Visestrukom PCR reakcijom na svim uzorcima
homogenata odraslih péela utvrdena je prisutnost mikrosporidije N. ceranae, dok N. apis nije
uopce utvrdena. Ovakvi rezultati sukladni su nizu objavljenih istrazivanja (KLEE i sur., 2007.;
COX-FOSTER i sur., 2007.; HIGES i sur., 2008.a; TRAVER i FELL 2011.b) i ne iznenaduju

obzirom na globalnu zemljopisnu pro§irenost navedenog nametnika.

Rezultati ovog istrazivanja takoder dodatno doprinose istovjetnosti rezultata prethodno
provedenog istrazivanja TLAK GAJGER i suradnika (2010.b) o prisutnosti i prosirenosti ovog

nametnika diljem Hrvatske.

U provedenom istrazivanju sve pcelinje zajednice, i pokusne i kontrolne skupine, pojele su
ponudenu koli¢inu Secernog sirupa, odnosno Secernog sirupa s dodatkom pentadekapeptida BPC
157. Tijekom istrazivanja u pcelinjim zajednicama nije uoceno povecano ugibanje odraslih pcela,

niti bilo koji drugi negativan ucinak prihranjivanja.

Pentadekapeptid BPC 157 ima dokazani utjecaj na razliCite organske sustave, no s obzirom
na temu ovog istrazivackog rada najvazniji je njegov utjecaj na gastrointestinalni sustav. Zapazen
je njegov pozitivan ucinak na cijeli gastroinestinalni sustav U sisavaca te se doima kako djeluje
kao endogeni ligand bilo kojeg od procesa cijeljenja (SIKIRIC i sur., 2010.). Pentadekapeptid BPC
157 uspjesno pomaze u cijeljenju intestinalnih anastomoza u stakora (VUKSIC i sur., 2007.) i ima
dokazanu ulogu u cijeljenju Zelucanih i crijevnih fistula (KLICEK i sur., 2008.) Takoder, pokazuje
Siroki antiulkusni potencijal (VELJACA i sur., 2003.), a provedena istraZivanja se izmedu ostalog

odnose na njegovo djelovanje na crijeva (VUKSIC i sur., 2007.).

U ovom istrazivanju prosjeCan broj spora N. ceranae u pcelinjim zajednicama
prihranjivanim dodatkom BPC 157 kretao se od 6,3x10° pri inicijalnom uzorkovanju do 2,0x10°

na zavrsetku istrazivanja (Tablica 1.).
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Utvrdeno je kontinuirano smanjenje broja spora N. ceranae, te je Mann-Whitney U testom
potvrdeno da su razlike srednjih vrijednosti broja spora navedenog nametnika po pceli, izmedu

pokusnih i kontrolnih skupina pcelinjih zajednica, statisticki znacajne (p<0.05).

Iako nije doSlo do potpunog izljeCenja invadiranih pcelinjih zajednica, kod zajednica
prihranjivanih Sec¢ernim sirupom s dodatkom peptida BPC 157 doslo je do znacajnog smanjenja
broja spora: 40,3% 20. dana i 68,1% 30. dana od pocetka prihranjivanja. U svim kontrolnim
skupinama pcelinjih zajednica ukupan broj spora N. ceranae nije se znacajnije mijenjao tijekom

cijelog poljskog pokusa.

Razlog slabijoj u¢inkovitosti od oc¢ekivane nakon primjene BPC 157 dodatka $ecernom
sirupu kao hrani za péele u smanjenju broja spora N. ceranae nakon prihranjivanja invadiranih
pcelinjih zajednica vjerojatno se moze pripisati losim klimatskim prilikama s velikim koli¢inama
kiSa 1 visokoj relativnoj vlaznosti tijekom aktivne pcelarske sezone, te posljedi¢no slabim pasnim

prilikama tijekom 2014. godine.

Usporedujuéi rezultate prihranjivanja s drugim dodatcima hrani za péele (KRZNAR 1 sur.,
2015.; TLAK GAJGER i sur., 2009.a; 2013.; 2015.) primjena peptida BPC 157 pokazala je

relativno dobru uéinkovitost.
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6. ZAKLJUCCI

1. Rezultati visestruke PCR reakcije primjenom specifi¢nih parova pocetnica svih pretrazenih

uzoraka homogenata odraslih pcela bili su pozitivni na prisutnost mikrosporidije N. ceranae.

2. Nakon trideset dana od inicijalnog uzorkovanja i pocetka prihranjivanja pokusnih pcelinjih
zajednica Se¢ernim sirupom s dodatkom peptida BPC 157, u uzorcima pretrazivanih odraslih

pcela utvrdeno je smanjenje broja spora N. ceranae za 68,1%.

3. U svim kontrolnim skupinama pcelinjih zajednica koje su prihranjivane iskljucivo Se¢ernim
sirupom broj spora N. ceranae bio je priblizno jednak broju spora N. ceranae utvrdenih u
uzorcima odraslih pcela prilikom prvog uzorkovanja i nije se znacajnije mijenjao tijekom
cijelog pokusa.

4. Ovo istrazivanje predstavlja prvu primjenu pentadekapeptida BPC 157 u péelinjim zajednicama

kao uzgajanim korisnim socijalnim kukcima, a u svrhu kontroliranja broja spora N. ceranae.
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8. SAZETAK

Medonosnu pcelu (Apis mellifera) smatra se najpogodnjom vrstom pcela za suvremeni
nacin pcelarenja zbog njezinih dobrih bioloskih i proizvodnih osobina. Nozemoza je nametnicka
bolest pcela uzrokovana mikrosporidijama Nosema apis i Nosema ceranae. Nozemoza tipa C izrazito je
patogena bolest kroni¢nog tijeka s dugim inkubacijskim razdobljem, a najcesce prolazi asimptomatski ili
se manifestira nespecifiénim simptomima poput postepenog slabljenja péelinjih zajednica, pove¢anog
stupnja ugibanja odraslih péela i posljedicno smanjenja proizvodnje meda. Zbog asimptomatske prirode,
izrazite patogenosti kao i zabranjene uporabe antibiotika, nozemoza tipa C predstavlja ozbiljan problem u
suvremenom pcelarstvu. Obzirom na ovu problematiku, danas su znanstvena istrazivanja usmjerena na
ispitivanje ucinkovitosti prirodnih tvari u kontroliranju i suzbijanju nozemoze.

BPC 157 je visoko stabilan protein koji se koristi bez nosaca, sistemski i lokalno. Dosadasnja
istrazivanja na sisavcima su pokazala da znatno unaprjeduje cijeljenje razligitih tkiva.

Stoga je cilj ovoga rada bio utvrditi utjecaj primjene pentadekapeptida BPC 157 u obliku dodatka hrani
tijekom jesenskog prihranjivanja na broj spora N. ceranae, a s pretpostavkom o moguéem utjecaju na

zacjeljivanje mikro o$tec¢enja srednjeg crijeva medonosne pcele.

Kljuéne rijeci: medonosna pcela, nozemoza, BPC 157.
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9. SUMMARY

APPLIANCE OF PENTADECAPEPTID BPC-157 IN ADDITIONAL FEEDING OF
HONEYBEE (Apis mellifera)

Honeybee (Apis mellifera) is considered one of the most favorable species of bees for
modern way of beekeeping because of her good biological and producing characteristics.
Nosemosis is a parasitic disease of adult honeybees, caused by microsporidia Nosema apis and
Nosema ceranae. Nosemosis type C is a significantly pathogenic disease with chronic course and
long incubation period, which usually passes asymptomatically or manifests by nonspecific
symptoms like gradual weakening of honeybee colonies, enhanced loss of adult bees and decreased
production of honey. Because of asymptomatic nature, significant pathogenic and prohibited use
of antibiotics, nosemosis type C represents serious problem in modern beekeeping. Regarding this
issues, the researches today are focused on determination of effectiveness of natural supstances in
controlling and combating nosemosis.

BPC 157 is a high stable protein, which is used without carrier, systematically and locally.
The researchers on mammals showed that it considerably enhances healing of different matter.

So, the aim of this research was to determine the effect of applying pentadecapeptide 157
as food supplement during autumn additional feeding on a number of N. ceranae spores, and with

presumption about possible effect on healing micro damages of honeybee middle intestine.

Key words: honey bee, nosemosis, BPC 157.
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