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PRISOTNOST PRAZIVALI IZ DRUZINE
TRYPANOSOMATIDAE PRI MEDONOSNI
CEBELI V OSREDNJESLOVENSKI REGIJI
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Izvlecek

PraZivali iz druZine Trypanosomatidae so med bolj razSirjenimi zajedavskimi mikroorganizmi v ¢revesju gostiteljev.
Znano je, da so pogosto prisotne kot eden od patogenov pri vecjih izgubah ¢ebeljih druZin. Njihova stopnja Skodljivosti
za medonosno Cebelo Se ni znana. Vendar pa se predvideva, da kadar je Cebelja druZina prizadeta zaradi drugih povzro-
Citeljev bolezni, lahko prisotnost mikrobov kot so tripanosomatide, tudi ¢e ti sami zase niso posebej Skodljivi, povzroci
dodatne bolezenske spremembe. Zadnje Case se povecCuje Stevilo raziskav, ki izboljSujejo diagnosti¢ne metode za dolo-
Canje dveh, do sedaj znanih predstavnikov druZine Trypanosomatidae pri medonosni Cebeli, to sta Crithidia mellificae
in Lotmaria passim. Na Veterinarski fakulteti smo v preliminarni raziskavi preverili pojavnost obeh vrst iz druZine
Trypanosomatidae pri ¢ebeljih druZinah v Osrednjeslovenski regiji. Prisotnost C. mellificae in L. passim v vzorcih ¢ebel
smo dolocali s polimerazno verizno reakcijo (PCR). Poleg Trypanosomatid smo v vzorcih ugotovljali tudi prisotnost
Se dveh enoceli¢nih parazitov pri Cebelah, Apicystis bombi in Nosemo ceranae. S Stetjem Stevila spor smo dolo¢ili tudi
stopnjo okuZbe z Nosemo spp.. Vsi vzorci medonosnih ¢ebel so bili pozitivni na N. ceranae, v 85% vzorcev smo ugo-
tovili L. passim, Crithidia spp. je bila ugotovljena v 75% vzorcev. 40% vzorcev je bilo pozitivnih na A. bombi. Rezultati
omogocajo nadaljnje korake pri proucevanju vpliva predstavnikov druZine Trypanosomatidae na zdravje in prezivitveno
sposobnost Cebel. Izpostavljamo tudi vprasanje prenosa enega povzrocitelja bolezni med razlicnimi vrstami Cebel.
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THE PRESENCE OF TRYPANOSOMATIDAE IN HONEY BEES IN THE
CENTRAL SLOVENIAN REGION

Abstract

Trypanosomatids are being recognized as common gut parasites of a wide range of insect species. They are often enco-
untered pathogens in the cases of honey bee colony losses. Little is known about how trypanosomatids affect honey bee
health. However, it is assumed the infection of honey bees with one parasite e.g. trypanosomatids may affect their suscep-
tibility to infection by another parasite. Recently, increasing number of studies have improved diagnostic methods for iden-
tifying two well-known representatives of the family Trypanosomatidae in honey bees, Crithidia mellificae and Lotmaria
passim. A preliminary study at the Veterinary faculty about the incidence of both species of the Trypanosomatidae familiy
in the Central Slovenian region was carried out. The presence of C. mellificae and L. passim in bee samples was determi-
ned by polymerase chain reaction (PCR). We also screened bee samples for another two eukariotic unicelular parasites,
Apicystis bombi and Nosema ceranae. Nosema spp. spores per bee were determined. All samples were found to be positive
for N. ceranae, in 85% samples L. passim was present, while Crithidia spp. was present in 75% of samples. A. bombi was
detected in 40% of samples. The study allows further investigation with the emphasis on the pathological impacts of the
gut parasites on the health of honey bees and also expose trypanosomatids and A. bombi as multihost invasive parasites.
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UVOD

Bickarje v ¢revesju medonosnih ¢ebelah omenjajo Ze leta
1912 (Morse in Flottum, 1997). C. mellificae so prvi¢ opi-
sali leta 1967 v Avstraliji (Langridge in McGhee, 1967).
S prvimi bioloskimi poskusi so ugotovili, da ta povzro-
citelj nima vpliva na zdravstveno stanje cebel in to je bil
tudi razlog, da se C. mellificae skoraj 40 let ni omenjalo.
Strokovnjaki so postali nanjo pozorni v zadnjih letih, saj
so z raziskavami potrdili, da je pogosto prisotna kot eden
od patogenov pri vecjih izgubah Cebeljih druzin, kar so
lahko ugotavljali Sele s sodobnimi diagnosti¢nimi meto-
dami (Runckel in sod., 2011). Kar nekaj Studij je v zadnjih
petih letih izpostavilo, da bi lahko C. mellificae, predvsem
skupaj z N. ceranae precej pripomogla k izgubam Cebe-
Jjih druZin. V Belgiji so sku$ali povezati izgube Cebel v
zimskem Casu s prisotnostjo povzrociteljev bolezni poleti.
Ugotovili so, da je v poletnem Casu poleg Varroe destruc-
tor, ravno prisotnost C. mellifica, Se posebej v kombinaciji
z N. ceranae, pomemben pokazatelj kasnejsih zimskih iz-
gub Cebel (Ravoet in sod., 2013).

Ugotovitev, da vrsta C. bombi povzroca resne teZave dru-
Zinam ¢mrljev (Brown in sod. 2000), je dodatno okrepi-
la dvom o neSkodljivosti predstavnikov rodu Crithidia
za medonosne Cebele. Leta 2015 (Schwarz in sod.) so z
novimi metodami ugotovili, da pravzaprav izolati iz dru-
Zine Trypanosomatidae ne pripadajo Crithidii, temvec
novo definirani vrsti t.i. L. passim. Danes tako velja, da je,
najmanj od leta 2010, prevladujo¢ predstavnik iz druZine
Trypanosomatidae pri ¢ebelah, L. passim.

Obsezno raziskava o pojavljanju L. passim in N. ceranae
v Cebeljih druZinah (Vejanovic in sod., 2017) je pokazala,
da sta bila povzrocitelja skupaj prisotna v 60% preiskanih
druZin. Veckrat je bilo Ze potrjeno, da obstaja povezava
v stopnji infekcije pri obeh parazitih in tudi v Srbiji so to
potrdili. Oba povzrocitelja sta Crevesna parazita, vendar
sta v Crevesju prostorsko loCena, Nosema spp. parazitira
v srednjem Crevesju , L. passim pa v blatniku (rectumu).
Znacilno je bila v tej raziskavi stopnja infekcije tako pri
L. passim kot N. ceranae najnizja v poletnih mesecih in
najvisja pred in takoj po zimi. To povezujejo z Stevilom
mladih ¢ebel; v obdobju, ko se intenzivno povecuje Stevi-
lo mladih cebel, se stopnja infekcije s Crevesnimi paraziti
zmanjsuje.

Nasprotno, pa je tudi precej raziskav, ki nakazujejo, da
tako C. mellificae, kot L. passim nimata Skodljivega vpli-
va na Cebele (Higes in sod., 2016; Maclnnis in sod., 2018).
Podobno kot pri Crithidii spp., ki ima dokazan negativen
uc¢inek na razvoj druZin pri ¢mrljih, ne pa tudi pri ¢ebelah,
velja Se za enega predstavnika prazivali, Apicystis bombi
(Schmid-Hempel, 2001). Le ta spada med gregarine. O
visoki prevalenci le tega pri medonosni ¢ebeli porocajo

iz podrocij, kjer je povecana uporaba komercialnih dru-
Zin ¢mrljev, predvsem vrste Bombus terrestris (Plischuk
in sod. 2011).

V Sloveniji Se nismo dokazali predstavnikov Trypanoso-
matid pri medonosni cebeli, zato smo najprej preverili,
kaksno je stanje Stirih Crevesnih parazitov v naklju¢no iz-
branih ¢ebeljih druZinah.

MATERIAL IN METODE DELA

V Osrednjeslovenski regiji smo dolocili 20 lokacij v kate-
rih smo vzorcili pasne Cebele. Mesta vzorcenja smo izbra-
li tako, da so bile lokacije vzorcev enakomerno porazde-
ljene po celotni regiji. Posamezna lokacija je predstavljala
stoji§ce ali ¢ebelnjak z najmanj petnajstimi ¢ebeljimi dru-
Zinami. Pred Zreli smo vzor¢ili 60 paSnih Cebel in Se Zive
zamrznili ter jih shranili na -20°C. Vzor¢ili smo druZine
brez klini¢nih znakov bolezni.

Za dokazovanje prisotnosti A. bombi, Crithidia spp., L.
passim in N. ceranae v vzorcih Cebel, smo izolirali DNA s
pomocjo steklenih kroglic (Glass beads, velikost < 106pum
in lpm, Sigma), Magnalyser-ja (Roche Diagnostics,
Nemcija) in komercialnega kompleta za izolacijo DNA
»DNA isolation from complex samples« (IMMT, Slove-
nija).

Za dokazovanje Crithidia spp. in A. bombi smo uporabili
postopek PCR opisan v Meeus in sod. (2010), za doka-
zovanje L. passim pa postopek po Xu in sod. (2018). No-
semo spp. smo dokazovali po postopku, opisanem v Fries
in sod. (2013). Za dolocanje Stevila spor Nosema spp. smo
zadkom 30-ih ¢ebel dodali 30 ml vode in jih zmacerirali
v terilnici. Spore smo presteli s pomocjo hemocitometra
(Neubauer) v petih kvadratkih s povr§ino Imm? Stevilo
spor na ¢ebelo smo izracunali po formuli:

St. spor = povprec¢no §t. spor / (4 x 1000000)

REZULTATI Z RAZPRAVO

V tabeli $t.1 so prikazani rezultati prisotnosti §tirih eno-
celi¢nih Crevesnih parazitov pri medonosni ¢ebeli v Osre-
dnjeslovenski regiji. Pri vseh 20-ih ¢ebeljih druZinah smo
dokazali prisotnost spor N. ceranae. Stevilo spor/ebelo
je znaSalo od 1,75 x 106 pri vzorcu §t. 4 do 28,9 x 106
pri vzorcu §t. 18. Najvec vzorcev je bilo pozitivnih na L.
passim (85%), predstavniki rodu Crithidia so bili prisotni
v 75% vzorcev. A. bombi smo dokazali v 40 % vzorceyv.
Samo 2 vzorca (Ivancna Gorica in Ljubljana BeZigrad)
sta bila negativna na oba predstavnika Tripanosomatid,
kot tudi vrsto gregarin, A. bombi.

Ti rezultati nas ne presenecajo, saj o prisotnosti Trypano-

somatidae pri Cebelah porocajo raziskovalci iz vseh kon-
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Tabela 1: Prisotnost Crithidia spp., L. passim, A. bombi ter stevila spor Nosema spp./Cebelo v vzorcih klini¢no zdravih

cebeljih druZin na 20 lokacijah Osrednjeslovenske regije;

St. | Vrsta parazita Nosema spp. Crithidia Lotmaria Apicystis
VZ. | Obéina *106 spp. passim bombi
1. | Lukovica 11,95 + + -
2. Dol priLJ 14,00 + + -
3. | Dol pri LJ2 2,90 + + +
4. |Litija 1,75 + + -
5. | Smartno pri Litiji 22,15 + + -
6. | Iv. Gorica 6,15 - - -
7. | Grosuplje 2,70 + + +
8. | Kocevje 10,30 - + +
9. |Ribnica 26,40 + + +
10. | Velike Lasce 9,00 + + -
11. | Iv. Gorica 2 3,95 + + +
12. | Vrhnika 20,95 - - +
13. | Horjul 15,60 + + -
14. | Dobrova-Polhov Gradec 8,25 - + -
15. | Domzale 11,75 + + -
16. | Kamnik1 13,80 + + +
17. | Kamnik2 9,80 + + -
18. | Komenda 28,90 + + +
19. | Ljubljana Vi¢ 3,60 + + -
20. | Ljubljana Bezigrad 7,00 - - -

Legenda: povzrocitelj dokazan znak +, povzrocitelj ni dokazan v vzorcu znak -

tinentov (VanEngelsdorp in sod., 2009; Runckel in sod.,
2011; Cornman in sod., 2012; Morimoto in sod., 2013;
Ravoet in sod., 2013; Hartmann in sod., 2015; Schwarz in
sod., 2015; Stevanovic in sod., 2016).

Stevilo spor Noseme spp. je bilo v nasih vzorcih ve&je
od 20 x 106 tako pri vzorcih, ki so bili pozitivni na vse

ZAKLJUCKI

preostale 3 Crevesne parazite (npr. vzorec 18), kot tudi pri
vzorcu §t.12, kjer Trypanosomatid nismo dokazali. Ve¢
avtorjev opozarja, da Stevilo spor/Cebelo od zacetka do
konca bolezni zelo niha in zato ni bistven, niti zanesljiv,
podatek o resnosti okuzbe z N. ceranae (Higes in sod.,
2010; Zheng in sod., 2014; Flemming in sod., 2015).

O crevesni mikroflori (mikrobioti), kot o Skodljivosti ¢re-
vesnih parazitov pri ¢ebelah je na razpolago zelo malo
raziskav, le te pa so si velikokrat nasprotujoce. Pa vendar
moramo poznati zdravo ¢revesno mikrofloro, da bi lahko
govorili o vzrokih za porusenje obrambnega sistema cre-
vesja. Slednje nas zanima, saj je kljuno pri pojavu Stevil-
nih trdovratnih bolezni ¢ebelje druZine, kot sta npr. huda
in pohlevna gniloba ¢ebelje zalege. Z raziskavo smo usvo-

jili diagnosti¢ne metode in preverili pojavljanje ¢revesnih

parazitov v naklju¢no izbranih ¢ebeljih druzinah, ki ne ka-
zejo klini¢nih znakov bolezni. V nadaljnjih korakih bomo
preverili vlogo razlicnih prebivalcev Crevesja na zdravje
Cebel in zunanje vplive, predvsem vlogo razli¢nih pasnih
virov na mikrobioto pri ¢ebelah.

Pojavljanje istih vrst parazitov, tako pri medonosni cebeli,
kot ¢mrljih nakazuje na pogost prenos povzrociteljev med
razlicnimi vrstami gostiteljev.
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ZAHVALA

Avtorice se zahvaljujemo vsem cebelarjem, ki so si vze-
li ¢as, da smo lahko pri njih vzor¢ili ¢ebele in izkazali
pripravljenost za sodelovanje pri raziskovanju cebel in is-
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