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> Medonosna pcéela (Apis mellifera) je najznacaijniji oprasivac biljnih kultura Sirom sveta.
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» Smatra se da je Cak 1/3 poljoprivrednih kultura direktno zavisi od opraSivanja od strane
pCela i ekonomska vrednost obracunavana jos 2005 godine je iznosila 212 milijardi dolara,
odnosno preko 9,5% vrednosti ukupne poljoprivredne proizvodnje u svetu.

» Virusi pCela su prvi put otkriveni 1945,a detaljno opisani 1963 godine (virusi ACBP i CBPV).

» Sve do kraja osamdesetih godina proslog veka virusne infekcije pCela smatrane su manje
bitnim.

» Stanje se menja Sirenjem ektoparazita Varroa destructor i zdravlje pCelinjih zajednica
pocCinje da se sve viSe narusava. Danas se virusima pridaje znacCaj kao izazivacima brojnih
noremecaja zdravstvenog stanja pcela.
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Family

Virus

Target stage/caste of bees

» Od prvog otkrica pa do danas,
utvrdeno je prisustvo preko 22
razliCita virusa pcCela od kojih se 7
vode kao najznacajniji.

Dicistroviridas Acute bee paralysis virus (ABPY) Erood, workers, drones

Israeli acute bee paralysis virus/Kashmir bee virus (|APVIKBY) Eggs, larvae, pupae, workers, drones, queens

Apis dicistrovirus (ADY) Workers, drones

Aphid lethal paralysis virus (ALPV) Workers, drones

Big Sioux River Virus (BSRV) Workers, drones

Black queen cell virus (BACY) Larvae, pupae, workers, drones, gueens
Unclassified Chronic bee paralysis virus (CBPY) Workers, drones, queens
Iflaviridae Deformed wing virus (OWY) (4B and C) Eggs, larvae, pupae, workers, drones, queens

Sacbrood virus (SBY) Brood, workers, drones

Slow bee paralysis virus [(3BPY) Larvae, workers, drones
Unclassified Lake Sinai virus (LSV) Workers, drones
Tymoviridae Bee macula-ike virus (BesMLY) Pupae, workers

Bee macula-ike virus-2 (BeeMLV-2) Pupae, workers

Varroa tymo-ike virus (VTLY) Workers, drones
Unclassified Cloudy wing virus (CWV) Workers, drones
MNodaviridae Apis noda-like virus Workers, drones
MNoravindas fpis nora virus [ANY) Workers
Rhabdovindae Apis rhabdovirus -1/ Bee rhabdovirus-1 [ARV1/ BRV-1) Workers, drones

Apis rhabdovirus -2 (ARV-2) Workers, drones
Bunyaviridae Apis bunya virus-1 (ABV-1) Workers, drones

Apis bunya virus-2 (ABV-2)
Flavivindae Apis flavivirus (AFY) Workers, drones
Picorna-like Berkeley bee picoma -ike wirus (BBFY) Workers, drones
Secoviridae Tobacco ring spot Virus (TRSY) Workers, drones
Secovindae Seco-like virus Workers
Iflaviridze Moku virus Workers
Orthomyxoviridae Varroa Oorthomyxovirus-1 (VOV-1) Workers
Partifivindae Partit-ike virus Workers
Unclassified Bee Y virus Workers, drones
Unclassified Bee X virus Workers, drones
Unclassified Egypt bee virus Workers, drones
Unclassified Arkansas Bee virus (ABY) Workers, drones
Indoviridae Apis indovirus (A1V) Workers, drones
Unclassified Apis meliifera filamentous virus (AmMEV) Workers, drones
Circovindae Circo-1 Workers

Circo-2
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» Kao najznacajniji virusi pcela mogu se izdvoiiti:
¢ Virus akutne paralize pCela (eng. Acute Bee Paralysis Virus - ABPV);

¢ Virus hroniCne paralize pCela (eng. Chronic Bee Paralysis Virus -CBPV);

“ Virus crnih maticnjaka (eng. Black Queen Cell Virus - BQCV);
¢ Virus deformisanih krila (eng. Deformed Wing Virus - DWV);
** Virus mesinastog legla (eng. Sacbrood Virus - SBV); /
“» Kasmirski pcelinji virus (eng. Kashmir Bee Virus - KBV) i

¢ lzraelski virus akutne paralize pCela (eng. Israeli Acute Paralysis Virus - IAPV).



PRENOSENJE VIRUSA | NACIN INFEKCIJE PCELINJE ZAJEDNICE

» Virusne bolesti se izmedu pcelinjih zajednica mogu preneti:
*» Horizontalnim prenosom:
d Oralni (kontaminiran materijal - mle¢ i polen tokom hranjenja larvi, ¢iS¢enja legla, fecesom)
O Kontaktni (preko osteéenja egzoskeleta péela, prenaseljenosti, pojave grabezi...)

L Aerogeni (najmanije istrazivan, utvrden kod virusa zamucenih krila Cloudy wing virus-CWV)

¢ Vertikalnim prenosom:
1 Veneralna transmisija (prenos sa truta na maticu)
O Transovarijalna (preko inficiranih ovarija matice na jaja)

1 Prenos spermom (inficiranom spermom na jaja)




VIRUS AKUTNE PARALIZE PCELA (ABPV)
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ABPYV je otkriven i prvi put opisan kao sporedni nalaz tokom laboratorijskog ispitivanja prisustva virusa
hroni€ne paralize pcCela.
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Virus bio Siroko rasprostranjen, mahom u formi latentnih i inaparentnih infekcija - ,pCele inficirane virusom
akutne paralize uobiCajena pojava”“

b ST T v L 2V SNSEISGE e W S, RS  caledi

= L

Medutim, utvrdena je njegova znacCajnu ulogu u pojavi gubitaka pcCelinjin drustava infestiranih sa Varoom,
pre svega u Evropi 80-tih i 90-tih godina proslog veka (naglo povecanje titra virusa)
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Pojava kliniCkih manifestacua bolesti u pCelinjim zajednicama je intenzivnija i vidljivija prilikom povecanja
broja pcCelinjeg krpelja
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Udruzeno delovanje ABPV i varoe dovodi do vidljivin promena na nivou pcellnje zajednice koje se ogledaju
u znacajnom smanjenju populacije pCela - povecanje zastupljenosti obolelih i uginulinh larvi zbog
nedovoljnog broja odraslih pcela koje neguju leglo i vrSe higijenske poslove u koSnici.
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VIRUS HRONICNE PARALIZE PCELA (ABPV)
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Aristotel je, pre vise od 2000 godina, opisao pojavu crnih pCela bez dlaka koje je nazvao ,kradljivci“ i time
ostavio prve pisane tragove o hroniCnoj paralizi pCela - virusna etiologija uzroCnika je ustanovljena 1945 g.

Jedan od najefikasnijih na€ina prenosenja CBPV je intenzivan, uCestali, neposredni medusobni kontakt

zarazenih i nezarazenih pcCela do koga najcesce dolazi usled nepovoljnih vremenskih prilika, nedostatka
hrane

KliniCki simptomi hroniCne paralize se, za razliku od drugih virusnih oboljenja pCela, mogu ustanoviti
kliniCkim pregledom obolelih pCelinjih drustava

Prva grupa simptoma - pojava drhtanja, pCale se skupljaju u grupice ispred kosnica, puze, podrhtavaju i ne
mogu da polete. Druga grupa klinickih simptoma: ,.crni kradljivci®, ,male crne pcele®, ,sindrom crnih pcCela
bez dlake” - gube gotovo sve dlake postajuci sjajne, masne i tamne sa proSirenim abdomenima.
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Problem predstavljaju Ceste inaparentne infekcije koje imaju tendenciju transformacije u manifestne,
dovodeci do propadanja drustava.
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VIRUS DEFORMISANIH KRILA (DWV)

Virus deformisanih krila (DWV) je jedan od najispitivanijin pCelinjih virusa jer se njegova pojava i posledice
infekcije blisko povezuju sa infestacijom varoom i posledi¢nim propadanjem pcelinjih zajednica

Zastupljenost ovog virusa u pcelinjim drustvima se moze smatrati uobiCajenom pojavom, jer u najvecem
broju slu€ajeva, prisutan u niskim koncetracijama, izaziva latentne infekcije
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Prisustvo virusa deformisanih krila je otkriveno u svim Zivotnim stadijumima pcCela, od jaja do adulta, kao i

u zlezdanim sekretima kao deo hrane za larve | maticu — prenosi se | horizontalno i vertikalno + varoa

U odsustvu varoe, DWV uzrokuje asimptomatske infekcije, Sa porastom broja infestiranih drustava varoom
klinicki manifestni oblici ove virusne infekcije postaju sve izrazeniji
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Kod novoizlezenih inficiranih pCela mogu se zapaziti promene na krilima koje se manifestuju skracenim i
deformisanim krilima, pra¢ene drugim defektima (skracen i proSiren abdomen), a u nekim slu€ajevima
javlja se i promena boje tela




VIRUS DEFORMISANIH KRILA (DWV)
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VIRUS MESINASTOG LEGLA (SBV)
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Virus mesSinastog legla (SBV) je uzroCnik bolesti meSinastog legla, verovatno jedne od najCescih virusnih
bolesti pCela koja je prisutna u gotovo swm delovima sveta
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Virus mesSinastog legla inficira pcCelinje leglo dovodeci do uginuca larvi i najcesce se javlja u prolece.
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KliniCka slika infekcije zavisi od koli€ine virusnih partikula unetih u organizam pcela, imunog statusa
drustva, doba godine i prisustva ektoparazita varoe.

Manifestacije patogenog dejstva SBV se primarno ogledaju u promenama na pcelinjem leglu i to, pre
svega, na larvama kod kojih dolazi do uginuca.
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Nakupljanje tecnosti ima za posledicu pojavu vrecastog, odnosno mesinastog izgleda larvi, po cemu je

bolest i dobila ime - larvice menjaju boju od biserno bele do bledo zute i ubrzo nakon uginuca dolazi do
| njihovog isusivanja i transformacue u tamno braon tvorevmu kOja svojim oblikom podseca na gondolu
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VIRUS MESINASTOG LEGLA (SBV)




VIRUS CRNOG MATICNJAKA (BQCV) J 5
P W '

Virus je nazvan po crnim flekama na zidovima mati€njaka u kojima su larve i predlutke uglnule
-
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Ovaj virus prvenstveno izaziva infekcije kod larvi i lutki matlca, medutim, moze se javiti | kod lutki radilica,
kao i kod odrasllh pcela.

Javlja se u uslovima kada je populacua pCela velika, medusobni kontakti jedinki intenzivniji, a uCestalost
razmene hrane medu pCelama povecana, hrana predstavlja znaCajan nacCin Sirenja BQCV

Postoji pozitivha korelacija izmedu infestacije pCelinjeg drustva varoom i povecanim mortalitetom larvi

inficiranih sa BQCYV, a postoji i hipoteza o povezanosti infekcije BQCV i infekcije sa Nosema apis u
ispoljavanju kliniCke slike karakteristiCne za bolest crnih maticnjaka.

Zbog pojave prevashodno latentnih infekcija pCelinjih drustava, postavljanje dijagnoze bolesti izazvane sa
BQCV moze biti problemati¢an, posebno kod druStava koja ne pokazuju prepoznatljive znakove infekcije




ISPITIVANJE PRISUSTVA VIRUSNIH INFEKCIJA U PCELINJACIMA
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» Povecani gubici u pcelinjim zajednicama i kolonijama se beleze u Srbiji narocCito u
poslednjih 15-tak godina.

» VecC duzi niz godina postoje kliniCki znaci bolesti i sumnja na prisustvo virusnih
infekcija u pcCelinjacima u Srbiji ali najceS¢e bez laboratorijskin potvrdnih nalaza.

» U cilju utvrdivanja faktiCkog stanja na terenu — prisustva virusa i opterecenosti
pCelinjih drustava virusnim infekcijama, u periodu od 2011 do 2013.godine je
sprovedeno po nama prvo ispitivanje na ovu temu.

» Svrha ispitivanja je bila utvrditi da li su virusi i koji prisutni u pcCelinjim drustvima i
ako jesu kakva je njihova distribuci

ChinaCDC -NP




MATERIJAL | METODI RADA N

: >’Istra2ivanje je sprovedeno u 15 pcCelinjaka sa 13 lokaliteta na podrucju Juznobackog (7) i Srems
okruga (6), na ukupno 30 uzoraka pcela.
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» Uzorci pCela (oko 100 jedinki) razliCitog zdravstvenog statusa, su prikupljani od juna 2011 do maja
2013. godine. Sa nekih pcelinjaka je uzorkovano vise od jednog uzorka u razliCitim vremenskim
intervalima.

» Od svakog uzorka je nasumicno odabrano 10 jedinki koje su obradene za potrebe ispitivanja
(macerirane | homogenizovane, a zatim je sadrzaj centrifugiran | supernatant koris¢en za dalju
analizu.

> |Ispitivanja su sprovedena upotrebom molekularne dijagnostiCke tehnike jednostepene reakcije
reverzne transkripcije — lanCane reakcije polimeraze (,one-step reverse transcription-PCR" (RT-
PCR)).

> |Ispitivano je prisustvo 6 virusa pcCela: virus akutne paralize pCela (ABPV), virus crnog maticnjaka
(BQCYV), virus hronicne paralize pCela (CBPV), virus deformisanih krila (DWV), Kasmirski virus pCela
(KBV) i virus mesinastog legla (SBV)



MATERIJAL | METODI RADA

Primers (5-3’)

Position in genome

Product (bp)

Reference

Acute bee paralysis virus

ABPV-1 (cat att ggc gag cca cta tg) 8114 - 8512 398 Bakonyi et al., 2002
ABPV-2 (cca ctt cca cac aac tat cg) (capsid protein)

Black queen cell virus

BQCV-F (tgg tca gct ccc act acc tta aac) 7850 - 8550 700 Benjeddou et al., 2001
BQCV-R (gca aca aga aga aac gta aac cac) (structure polyprotein)

Chronic bee paraliysis virus

CBPV1-1 (tca gac acc gaa tct gat tat tg) 147-716 570 Blanchard et al., 2007
CBPV1-2 (act act aga aac tcg tcg ctt cg) (RNA polymerase)

Deformed wing virus

DWV F (agg cga cat ggg aac agg) 1312-1815 504 Cizelj and Gregoric, 2004
DWYV R (caa ctt cac cct cgc cat ca) (capsid protein)

Kashmir bee virus

KBV 1 F (gat gaa cgt cga cct att ga) 5406 - 5820 414 Stoltz et al.; 1995

KBV 1R (tgt ggg ttg oct atg agt ca) (RNA polymerase)

Sacbrood bee virus

SBV-F (gct gag gta gga tct ttg cgt) (4957-5781) 824 Chen et al., 2004/a

SBV-R (tca tca tct tca cca tcc ga)

(structure polyprotein)
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REZULTATI ISPITIVANJA

Uzorak Prisustvo virusa pcela RT-PCR test
br. Pcelinjak broj Lokacija Godina
ABPV CBPV SBV DWV BQCV KBV
1 + + + + + -
2 . + + + + + -
1 Backa Palanka 2012
3 - + + + + -
4 = + + - + -
5 2 Backa Palanka 2011 - + + - + -
6 + + + + + -
7 3 Mladenovo 2013 + + + + + -
8 + + + + + -
9 4 Bac 2011 - + + - + -
10 5 Bac 2011 - - + - + -
11 + + - - + -
12 6 Srbobran 2012 + + - - + -
13 + + - = + -
14 - + + - + -
15 7 Becej 2013 - - - - + -
16 - + + - + -
17 - 4 + + + _
8 Kisa¢ 2013
18 . + + + + i
19 . + + + + + -
20 9 Kovilj 2013 " - " " " -




REZULTATI ISPITIVANJA
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\ R Uzorak Prisustvo virusa péela RT-PCR test
\ br Pcelinjak broj Lokacija Godina
L > : ABPV | CBPV | SBV | DWV | BQCV | KBV
‘ ST 10 Susek 2013 i * ks * * -
22 + - + + + _
= 23 11 Popovica 2011 - i + " A -
X 24 vy + - - + + -
_; o5 12 IriSki venac 2013 " - - " " -
o 26 13 S. Mitrovica 2013 - - + - + -
E’ 27 - - - + + i
7 28 14 Jarak 2013 + - - + + -
29 -+ - - + + -
30 15 Petrovaradin 2013 - - + + + -
17 18 21 20 30
TOTAL 0%
57% 60% 70% 67% 100%




REZULTATI ISPITIVANJA

g Péelinjak br Lokacija Godina

ABPV CBPV SBV DWV  BQCV KBV

T 1 BacCka Palanka 2012 + 0 + + - -

=2 2 Backa Palanka 2011 - + + - + _

% 3 Mladenovo 2013 + + + + + -

'z 4 Bac 2011 - + = - + -

S 5 Bac 2011 - - = - + -

o 6 Srbobran 2012 + + ] _ + _

N 7 Becej 2013 - - + ] + )

3 8 Kisad 2013 - * R R R i

9 Kovilj 2013 + + T + - -

10 Susek 2013 + + + + = -

E’ 11 Popovica 2011 - - + + + -

o 12 IriSki venac 2013 + - s + + -

£ 13 S. Mitrovica 2013 - - - - + _

N 14 Jarak 2013 - - - + + i

15 Petrovaradin 2013 - - + + + i

7 9 12 9 15 0
TOTAL 47% 60% 80% 60% 100% 0%




REZULTATI ISPITIVANJA

8r. detektovanih

: Detektovan virus Broj uzoraka % uzoraka
Virusa
0 virus / 0 0%
1 virus BQCV 1 3.4%
2 viruses SBV and BQCV 2 6.7%
3 viruses BQCV, DWV, CBPV, ABPV or SBV 14 46.7%
4 viruses SBV, DWV, BQCV and CBPV or ABPV 6 20%
5 viruses ABPV, CBPV, SBY, DWV and BQCV 7 23.3%
6 viruses / 0 0%

TOTAL 30 100%



ZAKLJUCCI

» Utvrdena je prisustvo i visoka prevalenca 5 od 6 ispitivanih najznacajnijih virusnih infekcija u
pCelinjacima u Srbiji (Juznobackom i Sremskom okrugu).

-
» BQCV je detektovan u 100%, SBV u 80%, DWV u 60%, CBPV u 60% i ABPV u 47% ispitivanih p&elinjih
zajednica. KBV nije detektovan niti u jednom uzorku.
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» Nalazi su posebno znacéajni s obzirom na utvrdenu optereéenost pcelinjaka razli¢itim virusnim
infekcijama — prisustvom mesanih virusnih infekcija — u oko 90% uzoraka pcela je utvrdeno istovremeno
prisustvo 3 ili viSe virusnih infekcija.

1N il - N

» Ova visoka prevalencija virusa pcela u ispitanim pcelinjacima moze se delimiéno objasniti velikom
gustinom pcelinjih drustava na podrucCju odakle su uzorci pCela prikupljeni, kao i intenzivnom i dobrim
delom nekontrolisanom trgovinom pcelinjim drustvima, maticama ili opremom.
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» Nalazi su i dalje samo preliminarni i ukazuju na postojanje problema, a za kontrolu istog neophodno je
kontinuirano pracenje / laboratorijsko ispitivanje — nadzor nad prisustvom pojednih virusnih infekcija i
njihovim intenzitetima — zdrava drustva (manje optereCena drustva) bi mogla sluziti kao baza za CiScenje
zajednica od virusnih patogena.
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Hvala na paznji
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