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MEDONOSNA CEBELA IN CMRLJI SE OKUZUJEJO
Z ISTIMI VIRUSNIMI SEVI
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Izvlecek

Upadanje Stevila razli¢nih vrst oprasevalcev je lahko med drugim tudi posledica bolezni in dovzetnosti na okuZzbe z razli¢nimi
RNA virusi. V zadnjih letih je vse ve¢ dokazov, da bi se nekatere vrste ¢ebeljih virusov lahko prenasale med razlicnimi vrstami
opraSevalcev. V tej Studiji smo z molekularnimi metodami izvedli genetsko tipizacijo pozitivnih vzorcev virusa akutne parali-
ze Cebel (ABPV), virusa ¢rnih mati¢nikov (BQCYV), virusa mesSickaste zalege (SBV) in virusa Lake Sinai, ki smo jih ugotovili
pri Cebelah (Apis mellifera carnica) in ¢mrljih (Bombus lapidarius, B. pascuorum, B. terrestis, B. lucorum) v Sloveniji. Po-
samezno vrsto cebeljega virusa smo dokazovali s specificno metodo RT-PCR. V primeru pozitivnega rezultata smo produkte
RT-PCR posameznega virusa direktno sekvencirali po Sangerju. S primerjavo od 408 do 783 nukleotidov dolgih odsekov
virusnih genomov smo pri ¢ebelah in ¢mrljih ugotovili od 98,5 do 100 % ujemanje nukleotidnega zaporedja, kar je nedvoumen
dokaz, da isti sevi Cebeljih virusov okuZujejo obe skupini opraSevalcev. Z izvedeno Studijo v Sloveniji prvi¢ dokazujemo, da so
¢ebele in ¢mrlji okuZeni z genetsko istimi sevi virusov ABPV, BQCV, SBV in virusom Lake Sinai. Vsekakor bo za uspesnejsi
nadzor virusnih okuzb pri ¢ebelah potrebno tovrstne Studije razsiriti tudi na druge vrste oprasSevalcev.
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HONEYBEES AND BUMBLEBEES ARE INFECTED WITH THE SAME
STRAINS OF VIRUSES

Abstract

The decline of the number of different types of pollinators may be result of disease and susceptibility for infections with vari-
ous RNA viruses. In recent years there has been growing evidence that certain types of honeybee viruses could be transmitted
between different pollinators. In this study, sequencing of positive samples of acute bee paralysis virus (ABPV), black queen
cell virus (BQCV), sacbrood bee virus (SBV) and Lake Sinai virus were carried out using molecular methods. Samples were
collected and found positive in honeybees (Apis mellifera carnica) and bumlebees (Bombus lapidarius, B. pascuorum, B. ter-
restis, B. lucorum) in Slovenia. An individual type of bee virus was proven using a specific RT-PCR method. RT-PCR produc-
ts of individual viruses were directly sequenced by Sanger method. By comparison 408 to 783 nucleotides of long fragments
of viral genomes, we found 98,5 to 100% nucleotide identity in bees and bumblebees, which is clear evidence that the same
strains of honeybee viruses are infecting both types of pollinators. This study, conducted in Slovenia, for the first time proves
that bees and bumblebees are infected with genetically identical strains of ABPV, BQCYV, SBV and Lake Sinai virus. For the
successful control of viral infections in bees, further studies should also be extended to other types of pollinators.
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UVOD

Cebele ogrozajo razliéni patogeni, vkljuéno z virusnimi
okuzbami (Evans in Schwarz, 2011). Pri medonosnih Ce-
belah (Apis mellifera) so opisali Ze ve¢ kot 20 razli¢nih
vrst virusov. Najbolj proucevani so virus akutne paralize
(ABPV), virus ¢rnih mati¢nikov (BQCYV), virus kroni¢ne
paralize (CBPV), virus deformiranih kril (DWV) in virus
meSickaste zalege (SBV). Na najbolj patogenih cebeljih
virusih, kot so ABPV, CBPV, DWV in SBV so v zadnjem
desetletju opravili Stevilne raziskave v zvezi z izginjanjem
Cebel in ugotavljanjem njihovega vpliva na zdravje Cebelje
druZine. Rezultat poveCanega zanimanja in Siritev raziskav
virusnih okuzb ¢ebeljih druZin ter uporaba novih tehnolo-
gij, kot je naslednja generacija sekvenciranja, je odkritje
nekaterih novih virusov, na primer odkritja virusa Lake
Sinai v letu 2010. Za nekatere viruse $e ni jasno, kakSen
vpliv imajo na ¢ebeljo druZino, saj imajo virusne okuzbe
pri Cebelah pogosto znacaj kroni¢ne okuZbe (Runckel in
sod., 2011).

Dinamika virusnih okuzb je preko leta v zdravi cebelji
druZzini velika, najzanesljivejSi pokazatelj prisotnosti viru-
sne okuzbe pa je pregled vzorcev ¢ebel delavk (Jamnikar
Ciglenecki in sod., 2014). Virusne okuzbe so v prizadetih
Cebeljih druzinah v Sloveniji pogosto ugotovljene, obicajno
pa ugotavljamo socasno prisotnost vecjega Stevila razlicnih
virusov, Stevilo pa narasca s klini¢no sliko prizadete Cebelje
druZine (Toplak in sod., 2010, Toplak in sod., 2012).
Upadanje Stevila razli¢nih vrst opraSevalcev je lahko med
drugim tudi posledica delovanja patogenov. ProstoZiveci
¢mrlji (Bombus spp.) so poleg ¢ebel med najpomemb-
nej§imi vrstami opraSevalcev in so prav tako ogroZeni,
kot medonosne Cebele in druge vrste divjih oprasevalcev
(Furst in sod., 2014). V Studiji, ki so jo v Veliki Britaniji
izvajali na 26 lokacijah so dokazali, da se Cebelji virusi
(BQCYV, DWYV, ABPYV, slow bee paralysis virus-SBPV)
pojavljajo pri ¢ebelah in ¢mrljih (Bombus spp.), z metodo
RT-PCR pa so dolocili razli¢ne koli¢ine virusa pri ¢mrljih.
Ugotovili so, da je pogostost pojavljanja posameznega vi-
rusa pri Cebelah dober pokazatelj prisotnosti virusov pri
¢mrljih (McMahon in sod., 2015).

Pri pregledu 4 vzorcev razli¢nih vrst umrlih ¢mrljev smo
v Sloveniji leta 2017 z metodo RT-PCR prvic dokazali pri-
sotnost nukleinske kisline dveh cebeljih virusov (ABPV in
BQCYV) pri ¢mrljih. Pregledani 4 vzorci ¢mrljev so vsebo-
vali vrste Bombus humilis, Bombus pascuorum, Bombus
hypnorum in Bombus lapidarius (Grad in Toplak, 2018).
V predhodnih raziskavah je bilo veckrat dokazano, da se
Cebelji virusi znotraj Cebeljih druzin prenasajo horizontal-
no in vertikalno, prav tako je varoja (Varroa destructor)
med sesanjem hemolimfe zelo dobra prenasalka Stevilnih

virusov pri ¢ebelah (Chen in sod., 2006). Prenos razlic-

nih vrst patogenov med razlinimi vrstami je Ze dolgo
poznan tako pri zivalih, kot pri ¢loveku (Woolhouse in
sod., 2005), zato je preucevanje teh moznosti pomembno
tudi za Cebele, ki se v naravi ob neposrednih ali posrednih
stikih srecujejo tudi z drugimi oprasevalci. Zelo malo pa
je poznanega o dovzetnosti in nacinih prenosa med raz-
li¢nimi vrstami opraSevalcev. Dosedanje ugotovitve naka-
zujejo veliko kompleksnost virov okuzbe in teZavno in-
terpretacijo virusnih okuzb, ko govorimo o medsebojnem
vplivu razli¢nih oprasevalcev.

V izvedeni $tudiji smo z filogenetsko primerjavo virusnih
sevov ABPV, BQCYV, Lake Sinai virusa in SBV iz pozi-
tivnih vzorcev cebel in ¢mrljev prvi¢ v Sloveniji Zeleli
ugotoviti, ali so isti sevi posamezne vrste ¢ebeljih virusov
prisotni tudi pri ¢mrljih.

MATERIAL IN METODE

V obdobju od 2007 do 2018 smo vzorcili ¢ebele delavke
iz §ibkih ali odmrlih ¢ebeljih druzin, umrle ¢ebele delavke
ali Zive Cebele z znaki paralize pred panjem, odmrlo za-
lego in varoje iz celotnega ozemlja Slovenije. V avgustu
2017 smo na S§tirih razli¢nih lokacijah (Sevno, Lukovica,
Naklo, Ljubljana) na cvetocih travnikih vzor¢ili klinic-
no zdrave ¢mrlje vrste B. lapidarius (BL), B. pascuorum
(BP), B. terrestis/B. lucorum (BT) in istoCasno na vsaki
lokaciji 10 klini¢no zdravih cebel delavk. Vzorce smo do
zacetka preiskave zamrznili in jih hranili na < - 50 °C.
Naklju¢no odbranim desetim Cebelam iz vzorca smo do-
dali 5 ml medija RPMI (Gibco, Velika Britanija) in jih
homogenizirali v epruvetah z Ultra-Turrax DT-20 (IKA,
Nemcija), ter centrifugirali 5 min pri 2500 g. Podobno smo
pripravili vzorce ¢mrljev, s tem da smo 1 ¢mrlju dodali 3
ml medija RPMI in vsakega ¢mrlja testirali individualno.
Celokupno RNA smo izolirali iz suspenzije posameznega
vzorca s kompletom QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen,
Nemcija) po navodilih proizvajalca.

Nukleinsko kislino petih ¢ebeljih virusov (ABPV, BQCYV,
CBPV, DWV in SBV) smo dokazovali z metodo reverzne
transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR)
po postopku, ki je bil predhodno opisan (Toplak in sod.,
2012). Virus Lake Sinai smo dokazovali z metodo RT-
-PCR in predhodno opisanimi oligonukleotidnimi zace-
tniki LSV1765-F in LSV2368-R (Ravoet in sod., 2015).
Rezultate smo ovrednotili na podlagi velikosti produktov
RT-PCR v agaroznem gelu kot pozitivne v primeru pri-
¢akovane velikosti produkta: za ABPV 452 nukleotidov
(nt), za BQCV 770 nt, za CBPV 570 nt, za DWV 504 nt,
za Lake Sinai virus 603 nt in za SBV 814.

V primeru pozitivnega rezultata smo produkte RT-PCR
posameznega virusa direktno sekvencirali po Sangerju.




Izvedli smo filogenetske primerjave s programom DNA-
STAR 5.05 (Lasergen, ZDA) ugotovljenih pozitivnih
vzorceyv $§tirih virusov (ABPV, BQCV, DWYV in SBV) pri
Cebelah in ¢mrljih ter rezultate interpretirali na podlagi
ujemanja nukleotidnega zaporedja.

REZULTATI

V filogenetsko primerjavo virusnih sevov ABPV smo
vkljudili 33 pozitivnih vzorcev ¢ebel in 8 pozitivnih vzor-
cev ¢mrljev. Primerjava zaporedja 408 nukleotidov regije
ORF1 virusnega genoma je pokazala, da so pri ¢mrljih
prisotni genetsko isti sevi ABPV, z 99,3-100% identic-
nostjo zaporedja nukleotidov najbliZjim sevom ABPYV, ki
smo jih ugotovili pri ¢ebelah (Slika 1). Pri ¢mrljih vrste B.
lapidarius, B. pascuorum, B. terrestis/lucorum, smo ugo-
tovili najmanj tri razlicne seve ABPV, ki se med seboj na
nukleotidnem nivoju razlikujejo v primerjani regiji ORF1
za najvec v 3,9%.
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Slika 1. Filogenetska primerjava sevov ABPV ugotovl-
Jjenih v pozitivnih vzorcih Cebel (obarvane puscice) in
cmrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava
Jje izvedena na podlagi zaporedja 408 nukleotidov regije
ORF I virusnega genoma skupaj z genetsko najblizjimi

sevi iz genske banke.
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Filogenetsko primerjavo virusnih sevov BQCV smo izve-
dli z vkljucitvijo 26 pozitivnih vzorcev Cebel in 12 pozi-
tivnih vzorcev ¢mrljev, skupaj z genetsko najblizjimi sevi
iz genske banke. Primerjava zaporedja 653 nukleotidov
regije virusnega genoma, ki kodira protein kapside, je po-
kazala, da so pri ¢ebelah in ¢mrljih prisotni genetsko isti
sevi BQCYV, z 98,5-100% identi¢nostjo zaporedja nukleo-
tidov (Slika 2). Na istih lokacijah smo pri ¢mrljih ugotovili
genetsko iste seve BQCYV, ki so prisotni tudi pri vzorcih
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Slika 2. Filogenetska primerjava sevov BOQCV ugotovl-
Jjenih v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane puscice) in
c¢mrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava
Jje izvedena na podlagi zaporedja 653 nukleotidov regije
virusnega genoma, ki kodira protein kapside, skupaj 7
genetsko najbliZjimi sevi iz genske banke.

Primerjava 557 nukleotidov dolgih odsekov regije geno-
ma, ki kodira gen za polimerazo RNA virusa Lake Sinai,
je pri vkljucenih 23 pozitivnih vzorcih ¢ebel in 3 pozitivnih
vzorcih ¢mrljev pokazala 98,7-99,6% identi¢nost zapored-
ja nukleotidov med genetsko najbolj sorodnimi pozitiv-
nimi vzorci virusa Lake Sinai ¢ebel in ¢mrljev (Slika 3).
Pri ¢ebelah in ¢mrljih smo ugotovili seve iz dveh genetsko
razli¢nih skupin virusov Lake Sinai (poimenovani LSV2 in
LSV3), ki se med seboj razlikujejo najvec v 24,6%.
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Slika 3. Filogenetska primerjava sevov virusa Lake Sinai
ugotovljenih v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane pusci-
ce) in cmrljev (ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primer-
java je izvedena na podlagi zaporedja 557 nukleotidov
regije virusnega genoma, ki kodira polimerazo RNA,
skupaj z genetsko najbliZjimi sevi iz genske banke.

V filogenetski primerjavi SBV smo primerjali 783 nukle-
otidov dolgo zaporedje 11 pozitivnih vzorcev Cebel in 14
pozitivnih vzorcih ¢mrljev. Primerjava regije virusnega
genoma, ki kodira poliprotein je pokazala 100% identic¢-
nost zaporedja nukleotidov med pozitivnimi vzorci SBV
Cebel in ¢mrljev (Slika 4). V vzorcih ¢ebel in ¢mrljev, ki
so bili vzor€eni na isti lokaciji (Naklo in Ljubljana) smo
ugotovili 100% identi¢nost nukleotidnega zaporedja, kar
je dokaz, da je pri Cebelah in ¢mrljih bil v Casu vzoréenja
prisoten isti sev SBV.

RAZPRAVA

Vecina prenosov Cebeljih virusov poteka znotraj Cebelje
druzine in med ¢ebeljimi druzinami horizontalno (preko
neposrednih ali posrednih stikov med pasnimi cebela-
mi), manj pogost pa je vertikalni nacin, ko je vir okuzbe
matica (Chen in sod., 2006). Cebele bi se lahko z novim
virusom okuZile ob stiku z okuzeno ¢ebelo, na kontami-

niranih cvetovih, z okuZeno varojo, od ¢mrljev ali ostalih
vrst divjih ¢ebel (McMahon in sod., 2015). V predhodno
izvedeni Studiji smo v istih ¢ebeljih druzinah ugotovili, da
so z virusi ABPV, BQCV, CBPV in DWV najpogosteje
okuZene paSne Cebele, v nekoliko niZjem odstotku hiSne
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Slika 4. Filogenetska primerjava sevov SBV ugotovljenih
v pozitivnih vzorcih cebel (obarvane puscice) in cmrljev
(ne obarvane puscice) v Sloveniji. Primerjava je izve-
dena na podlagi zaporedja 783 nukleotidov regije viru-
snega genoma, ki kodira poliprotein, skupaj 7 genetsko
najbliZjimi sevi iz genske banke.

¢ebele, najmanjsi odstotek pa smo ugotavljali pri zalegi
(Jamnikar Ciglenecki in sod., 2014). To potrjuje, da so za
prenos virusov najverjetneje v vecini primerov odgovorne
pasne Cebele in zato obstaja velika verjetnost prenosa Ce-
beljih virusov na pasi.

1z rezultatov izvedene Studije v Sloveniji prvic¢ ugotavlja-
mo, da se tako pri ¢ebelah, kot pri ¢mrljih pojavljajo ge-
netsko isti sevi ABPV, BQCV, SBV in Lake Sinai virusa.
Pri ¢mrljih smo pogosto ugotovili genetsko razli¢ne seve
iste vrste virusa in v vecini primerov smo te genetske raz-
lic¢ice nasli tudi pri Cebelah, ki smo jih Ze v prejsnjih letih
ugotovili v Sloveniji ali isto¢asno vzor¢ili. Najverjetneje
se Cebele in ¢mrlji medsebojno okuZujejo na kontaminira-
nih cvetovih ali ob neposrednih stikih. Iz Studije pa ne mo-
remo zakljuciti, kako poteka okuzba, ali s ¢ebel na ¢mrlje,
ali obratno, najbolj verjetno pa je, da okuzbe potekajo v
obe smeri.

V izvedeno Studijo smo zajeli genetsko tipizirane pozitiv-




ne vzorce ¢ebel (ABPV, BQCYV, SBV), ki smo jih vzorcili
med leti 2007 in 2018 iz prizadetih ¢ebeljih druzin, zdrave
¢mrlje pa smo vzorcili na Stirih lokacijah na travnikih v
letu 2017. 1z Studije tudi lahko zaklju¢imo, da se patogeni
sevi Cebeljih virusov pojavljajo tudi pri ¢mrljih, ne vemo
pa, ali pri ¢mrljih povzrocijo klini¢no sliko, kot jo opisu-
jejo pri Cebelah. Virusov CBPV in DWV v pregledanih
vzorcih ¢mrljev Se nismo ugotovili, kar je lahko posledica
nacina vzorcenja, saj smo vzorcili in pregledali le ¢mr-
lje brez klini¢nih znakov bolezni. Za CBPV in DWV je
znacilno, da lahko v obolelih ¢ebeljih druzinah povzro-
Cata hujSo prizadetost posameznih ali vecjega Stevila Ce-
bel (deformirana krila in paraliza), ki bi se lahko pojavlja
tudi pri klini¢no prizadetih ¢mrljih, teh pa nismo vkljucili
v to raziskavo. VzorCenje tako prizadetih ¢mrljev bi bilo
namreC zelo zahtevno, saj prostoZivece vrste ¢mrljev od-
mrejo v naravi (Grad in Toplak, 2018). Klini¢no prizadete
¢mrlje bi bilo morda mogoce ob daljSem in natancnem
opazovanju zdravja ¢mrlje druZine vzorciti v lastnem ¢mr-
Jjaku.

S filogenetsko analizo nukleotidnih zaporedij kratkih od-
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sekov virusnega genoma smo nedvoumno dokazali ge-
netsko identi¢ne seve ABPV, BQCV, SBV in Lake Sinai
virusa pri ¢mrljih in ¢ebelah. To nam odpira nov pogled
na vlogo virusov v patologiji opraSevalcev in njihovi spo-
sobnosti prezivetja. Iste virusne seve smo ugotovili pri
razlicnih vrstah ¢mrljev, Ceprav zaradi majhnega Stevila
pregledanih in primerjanih pozitivnih vzorcev virusov ne
moremo sklepati, da so vse vrste cmrljev enako dovzetne
za okuzbe s posameznim ¢ebeljim virusom.

Nasa filogenetska Studija daje veliko natancnejsi vpogled
v raz§irjenost ¢ebeljih virusov pri ¢mrljih in natan¢no do-
kazuje prenos med vrstami, kakor so to izvedli v predho-
dni Studiji pri ¢mrljih v Veliki Britaniji, kjer so Stiri vrste
virusov le dokazovali (McMahon in sod., 2015).
Vsekakor bi bilo za uspesnejSi nadzor virusnih okuZzb pri
Cebelah potrebno tovrstne Studije razsiriti tudi na druge
vrste opraSevalcev. Na ta nacin bomo dobili popolnejso
sliko o dejanski razSirjenosti in ogroZenosti razli¢nih vrst
oprasevalcev zaradi ¢ebeljih virusov.
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