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Utvrðivanje zavisnosti
stepena infestiranosti
mikrosporidijama roda
Nosema od jaèine
pèelinjih društava Apis

mellifera

Jedno od najrasprostranjenijih i ekonomski naj-
štetnijih oboljenja pèelinjih društava je noze-
moza, èiji su uzroènici dve vrste mikrosporidija:
Nosema apis i Nosema ceranae. Cilj ovog istra-
�ivanja je da se ispita zavisnost stepena infesti-
ranosti mikrosporidijama roda Nosema od
jaèine pèelinjih društava. Istra�ivanje je obuh-
vatalo 15 društava – po 5 jakih, srednje jaèine i
slabih, koja nisu tretirana protiv oboljenja.
Svaki uzorak èinilo je 100 adultnih pèela radi-
lica uzorkovanih u maju 2015. godine. Kategori-
zacija društava izvršena je na osnovu broja
adultnih pèela u košnici, kolièine rezervi hrane
(meda, polena, perge), površine legla (otvore-
nog i zatvorenog) i dnevnog unosa nektara.
Stepen infestiranosti je izra�en brojem spora po
pèeli. Spajanjem 5 uzoraka po grupi, napra-
vljena su 3 zbirna uzorka iz kojih je izolovana
DNK. Identifikacija vrsta mikrosporidija izvr-
šena je duplex PCR metodom. Utvrðeno je da je
uzroènik infekcije N. ceranae. Analiza podataka
ukazuje na efekat jaèine pèelinjeg društva na
infestiranost.

Uvod
Medonosna pèela ili pèela medarica (Apis

mellifera) je insekt svrstan u red Hymenoptera,
podred Apocrita. �ivi u visoko organizovanim
zajednicama, tj. rojevima ili pèelinjim društvima,

unutar kojih je zastupljena podela rada. Prema
parametrima jaèine društva: broju adultnih pèela
u košnici, kolièini rezervi hrane (meda, polena,
perge), površini otvorenog i zatvorenog legla i
dnevnom unosu nektara, izvršena je klasifikacija
na jaka društva, društva srednje jaèine i slaba
društva. Jaka društva su otpornija na bolesti i šte-
toèine, bolje prezimljavaju, u proleæe su sprem-
nija za glavnu pašu i donose veæu kolièinu meda
(Antoniæ 1999; Tomanoviæ 2012).

Udeo pèela u ukupnom oprašivanju iznosi
70-90%, što ih èini najznaèajnijim oprašivaèima
(Arbol 2012; Levy 2011). Smatra se da èak tre-
æina namirnica zastupljenih u ishrani ljudi zavisi
od oprašivanja koje vrše pèele. Utièu na pove-
æanje prinosa i kvaliteta plodova, a njihovi pro-
dukti (med, vosak, propolis, matièni mleè, perga)
koriste se za proizvodnju dijetetskih supleme-
nata, lekova i kozmetièkih preparata (Velièkoviæ
2007).

Upotrebom razlièitih vrsta pesticida èovek
vrši izuzetno jak negativan uticaj na pèele, èineæi
ih sve podlo�nijim raznim virusnim, bakterij-
skim i gljiviènim oboljenjima (Stanimiroviæ et
al. 2000).

Jedno od najrasprostranjenijih i ekonomski
najštetnijih oboljenja pèela je nozemoza (Pak-
ston 2011). Danas su poznate nozemoza tipa A,
èiji je uzroènik mikrosporidija Nosema apis i
nozemoza tipa C, èiji je uzroènik mikrosporidija
Nosema ceranae (COLOSS workshop 2009;
Glaviniæ et al. 2013). Nasuprot ranijoj klasifi-
kaciji u pra�ivotinje, utvrðeno je da rod Nosema
pripada carstvu gljiva (Manger 2011). Èesta je
pojava mešovite infekcije tj. prisustvo obe
mikrosporidije u okviru istog društva (Mussen
2011). Obe vrste mikrosporidija su obligatni
unutaræelijski paraziti. Parazitiraju u epitelnim
æelijama �eluca i srednjeg creva adultnih pèela, a
N. ceranae pokazuje afinitet i prema drugim
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tkivima (Mussen 2011). Dok nozemoza tipa A
uglavnom ne dovodi do uginuæa inficiranih
pèela, posledice nozemoze tipa C su daleko
pogubnije.

Antibiotik fumagilin do danas je jedino re-
gistrovano sredstvo za leèenje infekcije sporama
Nosema apis (van den Heever et al. 2016).
Smatra se i efikasnim sredstvom za suzbijanje
skoro otkrivene N. ceranae (Huang et al. 2013)
mada neka istra�ivanja osporavaju ovu tvrdnju
(Williams et al. 2010; Huang et al. 2013). Kao
oboljenje sa èestim odsustvom simptoma pre
uginuæa pèela, nozemoza tipa C danas pred-
stavlja veliku pretnju pèelinjim društvima (Gla-
viniæ et al. 2013; Stanimiroviæ i Stevanoviæ
2012; Higes et al. 2008, 2009; Ikonov 2012).

Ovaj rad ima za cilj da utvrdi stepen zavis-
nosti jaèine infekcije mikrosporidijama N. apis i
N. Ceranae od jaèine pèelinjeg društva.

Materijal i metode

Uzorkovanje je obavljeno u maju 2015. na
pèelinjaku Katedre za biologiju Fakulteta veteri-
narske medicine u Beogradu prema uputstvima
Office International des Epizooties – OIE (2008).
Selekcija društava izvršena je na osnovu merenja
parametara jaèine prema metodologiji Botías et
al. (2013), pri èemu ni jedno od društava nije bilo
izlo�eno tretmanima protiv oboljenja, niti je
imalo vidljive simptome drugih oboljenja. Istra-
�ivanje je obuhvatalo tri grupe od po 5 društava
(5 jakih društava, 5 društava srednje jaèine i 5
slabih društava). Svaki uzorak sadr�ao je 100
pèela izletnica. Uzorkovane pèele uskladištene
su na –20°C najmanje 15 minuta, nakon èega je
izvršeno maceriranje.

Detekcija spora. Abdomeni pèela svakog
uzorka su izmacerirani u 5 mL destilovane vode.
Posmatranjem na svetlosnom mikroskopu pri
uvelièanju 400 � macerati su provereni na pri-
sustvo spora.

Utvrðivanje stepena infestiranosti. Doda-
vanjem po 95 mL destilovane vode u macerat
svakog uzorka dobijene su suspenzije od 100 mL
(1 mL odgovara jednoj pèeli tj. abdomenu).

Korišæenjem Neubauerove komore za bro-
janje i Cantwell-ovog (1970) metoda brojanja
utvrðen je broj spora po pèeli svakog uzorka.

Na osnovu dobijenog broja spora po pèeli,
svakom uzorku dodeljen je odgovarajuæi stepen
infestiranosti: slab (do 1 200 000 spora po pèeli),

srednji (od 1 200 000 do 12 000 000 spora po
pèeli) ili jak (preko 12 000 000 spora po pèeli)
(Glaviniæ et al. 2013).

Identifikacija vrste mikrosporidija roda No-
sema raðena je duplex-PCR metodom. Napra-
vljena su tri zbirna uzorka od po 1 mL, pri èemu
jedan zbirni uzorak obuhvata uzorke pèela jakih
društava, drugi uzorke društava srednje jaèine i
treæi uzorke slabih društava, iz kojih je koriš-
æenjem peqGOLD Tissue DNA Mini Kit-a izo-
lovana DNK.

U duplex-PCR postupku korišæeni su spe-
cies-specifièni prajmeri koje su dizajnirali Mar-
tín-Hernández et al. (2007): 321APIS-FOR,
321APIS-REV, 218MITOC-FOR i 218MITOC-
-REV (Glaviniæ et al. 2013), uz sterilisanu vodu
kao negativnu kontrolu i referentnu DNK
mešovite infekcije N. apis i N. ceranae kao
pozitivnu kontrolu. Primenjen je modifikovan
PCR re�im prema Martín-Hernández et al.
(2007):

10 ciklusa
94°C, 4 min (inicijalna DNK denaturacija)
94°C, 15 s
61.8°C, 30 s
72°C, 45 s

20 ciklusa
94°C, 15 s
61.8°C, 30 s
72°C, 50 s (u svakom sledeæem ciklusu

ovaj korak traje 5 s du�e)
72°C, 7 min (završni korak ekstenzije)
(Glaviniæ et al. 2013)

Dobijeni PCR produkti su razdvojeni elektro-
forezom na 2% agaroznom gelu. Nakon bojenja
etidijum bromidom, gel je fotodokumentovan.

Rezultati i diskusija

Mikroskopskim pregledom macerata utvr-
ðeno je prisustvo spora u svim uzorcima (slika
1). Rezultati kvantitativne analize infestiranosti
prikazani su u tabeli 1. Dobijeno je da broj spora
po pèeli opada sa jaèinom društva. Takoðe, uoè-
ljivo je da je varijabilnost u broju spora kod jaèih
društava znatno manje izra�ena nego kod slabijih
(tabela 1 i slika 2). Rezultati dobijeni analizom
varijanse takoðe pokazuju statistièki znaèajan
efekat jaèine pèelinjeg društva na infestiranost:
F(2, 12) = 5.468; p < 0.05. Tukijevim naknadnim



testom dobijena je statistièki znaèajna razlika
samo izmeðu slabih i jakih društava (p < 0.05).

Tabela 1. Broj sporta po pèeli (u milionima)

Grupa Srednja
vrednost

Standardna
devijacija

Slaba društva 10.83 6.30
Društva srednje jaèine 5.14 2.32
Jaka društva 2.77 1.39

Utvrðeno je da du�ine amplikona svih PCR
produkata iznose 218–219 baznih parova, što
odgovara du�ini karakteristiènog fragmenta
vrste N. ceranae (slika 3).

N. ceranae pokazuje drugaèiju sezonsku di-
namiku od N. apis, koja vrhunac brojnosti do-
sti�e u novembru i martu. Spore N. ceranae
prisutne su tokom cele godine (Mussen 2011; Oli-
ver 2015). Nivo infestiranosti raste tokom jeseni,
vrhunac dosti�e krajem decembra i opada u
proleæe da bi tokom leta bio neznatan (Oliver
2015). Pored toga, N. ceranae je zamenila N.
apis kao dominantnu vrstu na prostorima èitavog
Balkana (Stevanoviæ et al. 2011; 2013). Uzevši
ove podatke u obzir, moguæe je bilo pretpostaviti

da æe kod svih inficiranih uzoraka biti prisutna
infekcija N. ceranae ili mešovita infekcija.
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Slika 1. Mikroskopski prikaz spora pri uvelièanju
400 � (spore su zaokru�ene)

Figure 1. Microscopic recording of spores at 400 �

magnification

Slika 2. Zavisnost broja spora po pèeli od jaèine
društva

Figure 2. Dependence of number of spores per bee
on bee colony strength

Slika 3. Rezultati elektroforetske analize:
1 – leder, 2 – PCR produkt zbirnog uzorka jakih
društava, 3 – PCR produkt zbirnog uzorka društava
srednje jaèine, 4 – PCR produkt zbirnog uzorka
slabih društava, 5 – pozitivna kontrola, 6 – negativna
kontrola, 7 – leder

Figure 3. Electrophoretic analysis results: 1 – DNA
ladder, 2 – PCR product of the collective sample of
high strength bee colonies, 3 – PCR product of the
collective sample of moderate strength bee colonies,
4 – PCR product of the collective sample of low
strength bee colonies, 5 – positive control, 6 –
negative control, 7 – DNA ladder
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Istra�ivanje Williams et al. (2010) sprove-
deno u Novoj Škotskoj (Kanada) tvrdi da se
infestiranost sporama N. ceranae ne mo�e do-
vesti u vezu sa promenom stepena jaèine društva
u periodu od septembra do maja. N. ceranae je
imala veoma mali uticaj na društva tokom ovog
istra�ivanja.

Do sliènih rezultata došao je i Oliver (2015)
koji je istra�ivanje sproveo na teritoriji Sierra
Foothills (Kalifornija). Opadanje jaèine društva
u periodu od septembra do januara nije u kore-
laciji sa brojem spora u okviru društva. tj. ste-
penom infestiranosti, iako su društva sa ni�im
stepenom infestiranosti u decembru bila nez-
natno jaèa u martu.

Podaci koji se kose sa rezultatima Williams et
al. (2010) i Oliver (2015) su zapa�anja pèelara
koji retko nalaze nozemozu kod svojih najjaèih
društava, dok je prisustvo spora u najslabijim
društvima èesta pojava (Oliver 2015).

Varijacije u virulentnosti haplotipova N.
ceranae u okviru razlièitih geografskih podruèja,
nedovoljno precizno odreðeni pragovi infes-
tiranosti, razlike u metodama korišæenim za
odreðivanje stepena infestiranosti (Williams et
al. 2010), kao i podatak da postoji jaka zavisnost
izmeðu stepena infestiranosti društva sporama N.
ceranae i srednje meseène vrednosti temperature
(Oliver 2015) predstavljaju faktore koji su mogli
da uzrokuju razliku u rezultatima izmeðu našeg
istra�ivanja i pomenutih istra�ivanja sprove-
denih u Kaliforniji i Kanadi.

S obzirom na to da je u pitanju nedavno otkri-
veni parazit, veoma malo je poznato o njegovoj
biologiji (OIE 2004), kao i faktorima koji utièu
na razvoj infekcije i posledicama koje ona ima na
pèelinje društvo (Fries 2009; Williams et al.
2010).

Jedan od trenutno najviše zastupanih pogleda
na N. ceranae jeste da se radi o parazitu koji je u
okviru društva konstantno prisutan u malom pro-
centu, a predstavlja pretnju kada je društvo veæ
oslabljeno dejstvom drugih faktora (npr. nedo-
statak nutrijenata, prisustvo toksiènih materija u
staništu, opadanje temperature, druga oboljenja)
(Oliver 2015).

Pošto prilikom sprovoðenja našeg istra�i-
vanja, izuzev vizuelnog pregleda društava na
prisustvo drugih oboljenja, nije uzet u obzir
uticaj ovih dodatnih faktora, na osnovu dobijenih
rezultata ne mo�e se sa sigurnošæu reæi da su
društva sa porastom jaèine sposobnija da se

izbore sa N. ceranae kao faktorom koji deluje
samostalno. Ipak, mo�e se zakljuèiti da jaka
društva efikasnije suzbijaju štetne efekte iza-
zvane sadejstvom N. ceranae i drugih poten-
cijalno prisutnih negativnih faktora.

Zakljuèak

U okviru ispitanih pèelinjih društava, ona ka-
tegorisana kao jaka, u stanju su da se najefi-
kasnije izbore sa infekcijom sporama N. ceranae
i potencijalnim dejstvom faktora koji imaju šte-
tan uticaj na društva (npr. nedostatak nutrijenata,
prisustvo toksiènih materija u staništu, opadanje
temperature, razna oboljenja). Podatak o stepenu
infestiranosti mo�e se koristiti za predviðanje ja-
èine društva.

U cilju dobijanja preciznijih rezultata istra�i-
vanje bi trebalo ponoviti, uz uzimanje u obzir
abiotièkog i biotièkog stresa kome su pèele izlo-
�ene u �ivotnoj sredini. Takoðe, promene u jaèini
društava i stepenu infestiranosti potrebno je pra-
titi u du�em periodu kako bi se mogli doneti za-
kljuèci o sezonskoj dinamici ovih parametara.
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Andrijana Popov

Dependance of Nosema spp.
Infestation Rates on Honey Bee
(Apis mellifera) Colony Strength

One of the most widespread and economi-
cally harmful honey bee colony diseases is
nosema disease or nosemosis, caused by two spe-
cies of microsporidia: Nosema apis and Nosema
ceranae. The aim of this study is to determine the
dependence of nosema infestation level on bee
colony strength. The research included 15 colo-
nies (samples) divided into high, moderate and
low strength groups, each group consisting of 5
samples. The colonies had not been exposed to
disease treatment prior to sampling. Each sample
contained 100 forager bees sampled in May 2015
on the apiary of the Faculty of Veterinary Medi-
cine, University of Belgrade, Department of Bi-
ology. The categorization of colonies was carried
out based on the following strength parameters:
adult bee population, honey and pollen reserves,
open and sealed brood area and daily intake of
nectar. The infestation level was expressed as
number of spores per bee. The DNA was isolated
from 3 bulk samples which were made by merg-
ing the five samples within each strength group.
Species identification of microsporidia was car-
ried out using the duplex PCR method. The cause
of the infestation was identified as microsporidia
Nosema ceranae. This species is a potential caus-
ative factor of colony collapse disorder (CCD).


