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Rezumat

Cercetarea noastra a fost concentratd pe descoperirea unui acarian Varroa destructor cu simptome patogene si pe izolarea
de microorganisme provenite din acesta. Acarienii morti au fost adunati de pe plécile adezive din stupi si au fost examinati cu ajutorul
unui stereomicroscop. Acarienii banuiti de a fi murit din cauza unui proces patologic au fost examinati cu metode bacteriologice si
micologice. Patogenitatea microorganismelor izolate a fost verificata prin testele descrise in lucrare. In cursul cercetdrii, au fost gésite
femele cu formatiuni negre in zona intestinului, precum §i cu o micoza coloratd in alb in idiosoméa si pe suprafata ei. Bacteriile
Enterobacter cloacae, Staphylococcus albus haemolyticus si ciupercile Aspergillus flavus, Penicillium multicolor si P. simplicissimum au
fost izolate din indivizii cu pete negre, iar bacteriile Enterobacter cloacae si ciupercile Mucor ramosissimus, M. indicus si M. hiemalis, de
la acarienii afectati de micoza. Testele de laborator pentru verificarea patogenitétii microorganismelor izolate au fost efectuate in custi
de laborator cu céte 40 de albine si 15 femele de Varroa destructor. Custile de laborator cu albine infestate de Varroa destructor au fost
pulverizate cu un inocul $i cu solutie salind sterila (in custile martor). Experimentele au avut loc la o temperatura de 35°C. Testele de
laborator au dovedit doar patogenitatea bacteriei Enterobacter cloacae, care a provocat o mortalitate medie a acarienilor de 77,4% in
custile de laborator. Mortalitatea din custile martor a fost, in medie, de 15,9%. Nu a fost dovedité o diferenta statistica fata de custile
martor prin testarea altor microorganisme. Acarienii infectati cu Enterobacter cloacae au murit prezentdnd modificari patologice
caracteristice ale tubulilor lui Malpighi (observate macroscopic ca o mdrire a acestora si a idiosomei), iar membrana dintre scuturile
genitale si sternale, ori metapodale, era, de obicei, plesnita. Totusi in testele noastre de laborator n-am observat pete negre.

Introducere

Cercetarile pentru identificarea unor modalitati noi de combatere biologica a Varroa destructor se pot
concentra pe:

1. testarea microorganismelor cu patogenitate demonstrabila pentru un alt gen de acarieni.

2. Utilizarea acarienilor pradatori pentru atacarea celor care-si duc traiul in rezervele de hrana ale

coloniilor de albine.

3. Depistarea de acarieni cu simptome infectioase in colonii.

Ne-am concentrat cercetarile pe gasirea de acarieni cu simptome patologice si infectioase,
in gunoiul stupului si din larvele de albine. Oricum, ne-am limitat numai la patogenii bacterieni si
fungici.

Microorganismele patogene, descrise la alti acarieni (Laelapidae, Iphiopsidae) si capuse (Ixodia,
Holothyridia), pot fi testate ca agenti de combatere biologicad a varroozei, deoarece aceste organisme sunt
inrudite cu acarienii Varroidae.

Cercetarea s-a concentrat asupra gazdei obisnuite a acarianului Varroa jacobsoni, Apis cerana.
Cercetarile lui ANDERSON si TRUEMAN (ANDERSON et al., 2000) au demonstrat ca Varroa jacobsoni este
o specie diferita de Varroa destructor, infestand coloniile de albine melifere (Apis mellifera). Acest fapt
subliniaza necesitatea cautarii de patogeni afectand anumite specii de Varroa.

Patogenii de perspectiva pentru acarienii Varroa destructor pot fi impartiti in grupuri, potrivit
taxonomiei microorganismelor: nematode, protozoare, virusi, rickettsiae si ciuperci. Ne vom referi numai la
agentii patogeni cu cel mai important potential.

Virusii pot fi agenti avantajosi, deoarece ei invadeaza, de obicei, grupurile standard de celule
identice, prin infectarea acestora. Acest factor afecteaza patogenitatea pentru organismul respectiv, astfel
incat nu se poate implica patogenitatea Varroa pentru albinele melifere. Primul dezavantaj al virusilor este

Polydnaviridae, Ascoviridae si Baculoviridae sunt patogeni specifici pentru artropode (CHANDLER et
al., 2001). Baculovirusii constituie un grup caracteristic pentru combaterea biologica (MARTIGNONI, 1984).
Ei infesteaza intestinul si patrund prin celulele epiteliale in organism.

Particule asemanatoare virusilor au fost gasite in corpul gras al acarienilor ce infestau coloniile de
Apis mellifera, dar testele de transmitere a acestor particule au esuat. Acarienii cu diagnostic de particule
asemanatoare virugilor prezinta modificari de culoare neagra in tesutul intestinului si in corpul gras
(KLEESPIES, 2000).

Un prezumtiv iridovirus a fost izolat din acarienii Varroa din colonii de albine melifere din SUA, desi
patogenitatea sa fata de acarieni nu a fost stabilitd (CAMAZINE et al., 1998).



Comisia de Patologie Apicola

Rickettsiae au fost gasite la acarieni si la capuse in concentratii mari. Ele pot fi primejdioase pentru
clasificate ca potentiali agenti patogeni, asa cum este cazul virusilor.

Un organism neidentificat, asemanator cu rickettsia, a fost gasit in rectul acarienilor Varroa (LIU et
al., 1988). Aceste organisme au fost descoperite in toate stadiile de dezvoltare.

Bacteriile intra in categoria agentilor patogeni ai insectelor. Familile caracteristice de
entomopatogeni sunt Bacillaceae, Enterobacteriaceae si Streptococcaceae. Efectul patogen al Bacillaceae
este creat de obicei de sinteza toxinei care se formeaza prin sporularea microbilor.

Bacillus thuringensis este utilizat pe scara larga in combaterea biologica. Asa, de exemplu, el este
aplicat pentru combaterea lui Galleria mellonella L. in apicultura. B. thuringensis a ucis adulli si larve ale
acarienilor tetranicide (HALL et al., 1971), precum si unele specii de Mesostigmata si Prostigmata
(CHANDLER et al., 2001).

Tulpini de Bacillus thuringensis au fost izolate din intestinul lui V. destructor, dar patogenitatea lor nu
este cunoscuta (GLINSKI et al., 1990).

Totusi, bacteriile nu sunt patogeni caracteristici ai acarienilor, iar cultivarea lor are loc, de obicei,
intre 30-35°C, ceea ce este caracteristic pentru puietul albinelor. Umiditatea din coloniile de albine este, de
asemenea, adecvata dezvoltarii bacteriilor.

Ciupercile sunt descrise ca unul dintre primii agenti patogeni ai artropodelor in istorie. Temperatura
optima este situata la peste 25°C (BIRCHER et al., 1990). Ele se pot dovedi utile pentru aplicarea in coloniile de
albine tocmai in timpul iernii. Numai un mic numar de specii dispun de o temperatura optima de dezvoltare de
peste 35°C, dar exista o atentie reala fata de patogenitatea lor pentru oameni, ca de exemplu Aspergillus.

Mortalitatea din cauza infectiilor fungice este provocatd de distrugerea mecanica a tesuturilor,
eliminarea apei si activitatea micotoxinelor (BIRCHER et al., 1990).

Ciupercile Beauveria bassiana au fost utilizate ca micopesticide pentru combaterea a peste 700 specii de
artropode (GOETTEL et al,, 1992). O alta ciuperca patogena importanta pentru insecte este Metarhizium
anisopliae, ca si alte specii din genul Metarhizium. Ele au o temperatura de dezvoltare maxima de 38°C.

Avantajul utilizarii ciupercilor in combaterea biologica este cultivarea lor ugoara in cantitati masive.
Totusi, B. bassiana, M. anisopliae pot declansa infectii in conditii de laborator, dar infectarea albinei nu a
fost, inca, descrisa (CHANDLER et al., 2001; WEISER, 1966).

Hirsutella thompsonii si Metarhizium anisopliae au fost evaluate in laborator si in stupii de
observatie, iar rezultatele au fost semnificativ pozitive (KANGA et al., 2002).

Parazitoizii. Utilizarea acarienilor pradatori depinde de umiditatea si temperatura mediului
inconjurator. Ei infesteaza adultii, diferitele stadii de dezvoltare si ouale. Utilizarea pradatorilor implica un
mare risc potential pentru ouale albinelor, deoarece acestia le consuma cu predilectie.

Materiale si metode
Identificarea agentilor patogeni

Colectarea acarienilor

Acarienii Varroa destructor au fost colectati din 1999, din stupinele aflate la Radnice (Boemia de
vest). Coloniile (Apis mellifica L.) din stupine erau echipate cu placi de fund, prevazute cu tifon (Mesh g 10
mm) si acoperite cu un alt tifon (Mesh g 3 mm) (Figura 1).

Femelele moarte au ramas lipite pe placile de fund, fara sa fie inlaturate de albine. Coloniile au fost
observate de aproape, iar acarienii morti examinati la stereomicroscop. Modificarile patologice s-au exprimat
la acarieni printr-o culoare inchisa evidenta sau prin cresterea de ciuperci pe suprafata lor.

Izolarea

Femelele moarte de Varroa destructor, banuite cd moartea li s-a datorat unui proces patologic, au
fost tratate pe suprafata corpului cu alcool etilic (70%) si, ulterior, sectionate in doua. O parte a fost introdusa
in 1 ml de solutie saling, iar cealaltd intr-o eprubeta la o temperatura de 4°C pentru examinari ulterioare.
Partea de acarian tinuta in solutie salind a fost incubata timp de 2 ore la o temperatura de 36°C, dupa care
fluidul a fost inoculat pe o placa Petri si incubat la temperatura de 36°C.

Pentru cultura bacteriana, a fost utilizat agar Columbia cu 5% SB, iar pentru ciuperci — agar
Sabouraud de dextroza.
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Partea experimentala

Infectii experimentale

Inoculul, continand 1x10” celule in 1 mm® de solutie salina, a fost pulverizat cu 5% glucoza pe
albinele infestate cu acarieni Varroa destructor din custile de laborator (Fig. 1). Partea de sus a custilor de
laborator era facuta din tifon (Mesh @ 0,5 mm), iar partea inferioara era un fund de sticla. 40 de albine si 15
acarieni au fost introdusi in fiecare cusca de laborator. Albinele cu acarieni din custile de laborator au fost
pulverizate cu o solutie salina libera de bacterii, care continea si 5% glucoza.

space for food

Figura 1 - Cuscéa de laborator (schitd schematica)
De sus in jos: spatiu pentru hrana, spatiu pentru albine, fund de sticla

Izolarea

Acarienii morti au fost scosi din cugca de laborator si suprafata lor a fost dezinfectata la fel ca la
acarienii proveniti din caderea spontana. Apoi s-a efectuat punctia idiosomei, iar fluidul obtinut a fost cultivat
si examinat la microscop.

Rezultate
In deseuri au fost gasiti acarieni cu pete negre patologice pe intestine (Figura 2). Complexul

diverticulilor intestinali distali si laterali era umplut cu o substantd omogena dura, de culoare neagra. Aceasta
substanta a fost cultivatd conform metodelor descrise.

Figura 2 - Acarianul Varroa destructor, cu o substanta neagra densa in diverticulii intestinali.
(Preparat original, stereomicroscop, marire: 20x).
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Figura 3 - Substanta de culoare neagra in tractul digestiv gi formatiuni negre in
diverticulii distali si laterali ai intestinului.

1 — esofag, 2 — diverticuli intestinali proximali, 3 — mezenter anterior, 4 —
diverticuli intestinali laterali, 5 — diverticuli intestinali distali. (Preparat original,
stereomicroscop, marire: 20x)

Din acesti acarieni, au fost izolate urmatoarele microorganisme:

Ciuperci:
- Asperqillus flavus,
- Mucor ramosissimus,
- Mucor indicus, Mucor hiemalis,
- Penicillium multicolor,
- Penicillium simplicissimum.

Bacterii:
- Enterobacter cloacae,
- Staphylococcus albus.

Pulverizarea albinelor cu un inoculum preparat din microorganismele izolate a dovedit ca
Enterobacter cloacae este agentul cauzator de infectii la acarieni. Mortalitatea inregistratd a fost de 70-
88,9%. Acarienii au murit Tntr-un interval de 48-72 de ore, prezentdnd o marire specifica a idiosomei.
Membrana dintre scutul genital ventral si cel sternal era, de obicei, rupta, eliberand un lichid (Figura 4).
Lichidul a fost prelevat din idiosoma intacta cu ajutorul unui ac de seringa steril, si atat la microscop cat si in
cultura bacteriana a fost detectata prezenta lui Enterobacter cloacae.

Figura 4 - Modificarile patologice ale tubului Malpighi, dupa infectarea artificiala, cu
ruperea membranei dintre scuturile dorsal si metapodal.

1 — marirea tubului Malpighi drept, 2 — scut dorsal, 3 — scut metapodal. (Preparat
original, stereomicroscop, marire: 20x)

Mortalitatea acarienilor din custile de laborator martor s-a situat intre 0 si 45% (in medie 15,9%).
Mortalitatea din custile de laborator in cazul testarii de alte microorganisme izolate, nu a dovedit
patogenitatea acestora:

Aspergillus flavus — mortalitatea medie 22,5%; Mucor ramosissimus — mortalitatea medie 25,2%;
Mucor indicus — mortalitatea medie 22,1%; Mucor hiemalis — mortalitatea medie 18,6%; Penicillium
multicolor — mortalitatea medie 12,5%; Penicillium simplicissimum — mortalitatea medie 18,6%;
Staphylococcus albus — mortalitatea medie 23,8%.

Toate rezultatele au fost analizate statistic cu un tabel de contingente, p>0,95.

Enterobacter cloacae s-a dezvoltat in 12 ore dupa inocularea pe agar Columbia. Coloniile erau
rotunde, de 2-4 mm, cu un centru Tngrosat, de culoare cenusie si avand o consistentd mucoasa. Aceasta
bacterie este gram-negativa, in forma de bastonas scurt si cu dimensiunea de 0,5-1 x 1-2 ym, potrivit
observarii la microscop. ldentificarea lor a fost confirmata de testele biochimice, iar rezultatele noastre de
Colectia ceha de microorganisme (Universitatea Masaryk, Brno), unde s-a efectuat reidentificarea acestei
tulpini.
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Enterobacter cloacae s-a dezvoltat foarte bine pe agarul de cultura (1% extract de vita, 1% peptona,
0,5% NaCl, 2% agar, pH 7,2), care urmeaza sa fie folosit pentru productia de masa.

Tabelul |
Activitatea biochimica a lui Enterobacter cloacae
Rezultate standard pentru specia Rezultate suse izolate din
Enterobacter cloacae Varroa destructor
Ureaza d +
Indol - -
Fenilalanin desaminaza - -
st - -
VP + +
Gelatina (22 C) - R
Malonat D +
Dulcit (d) -
Rafinoza + +
Ramnoza + +
Trehaloza + +
Manitol T "
Zaharoza + +
Glucoza/gaz + +
Simboluri: - <10% a suselor, pozitive

(d) 11 la 50% a suselor, pozitive

d 511la 89% a suselor, pozitive

+ > 90% a suselor, pozitive

Tabelul I
Activitatea biochimica a speciei Enterobacter
Arginina-hidrolaza Lisind-carboxilaza Ornitind-carboxilaza Adonitol Sorbitol
E. aerogenes - + + + +
E. agglomerans - - - - d
E. sakazakii + + - -
E. gergoniae - + + -
E. cloacae + - + d +
Susa din Varroa + - + + -
Simboluri: - <10% a suselor, pozitive

(d) 11 la 50% a suselor, pozitive

d 511la 89% a suselor, pozitive

+ > 90% a suselor, pozitive

Discutii

Enterobacter cloacae a fost descris de JORDAN in 1891. D’HERELLE a descris in 1910 aceasta
bacterie ca fiind entomopatogena in peninsula Yucatan. Bacteria a fost denumita Coccobacillus acridiorum.
Aceasta tulpind a provocat epizootii ale lacustelor care migrau in numar mare din Mexic in Yucatan, iar
cercetatorii au observat modificéri de culoare neagra si descompunerea epiteliului organelor digestive ale
lacustelor, precum si moartea acestora la 8 ore dupa infectare. Virulenta bacteriei a sporit cu pasajele
succesive (D’HERELLE, 1911, 1912).

D’HERELLE a utilizat bacteria izolata de el la combaterea biologica a lacustelor in Algeria, Argentina
si Tunisia n anii 1910-1912 (D’HERELLE, 1911, 1912).

Tn timpul perioadei 1914-1916, SERGENT si L’'HERITIER au descoperit ca realizarea unui numér de
pasaje succesive de la 12 (la D’HERELLE) la 50 provoaca moartea insectelelor in 8 ore dupa infectare. De
atunci nu a mai fost izolatd o tulpina de asemenea virulenta, ca cea de care a dispus D’HERELLE,
(WEISER, 1966).

Am reusit sa demonstram ca Enterobacter cloacae, gasita in organele digestive ale acarianului
Varroa destructor, este patogena pentru acesta. Pana in prezent, aceasta bacterie nu a fost citata printre
agentii de perspectivd de combatere biologica ai Varroa destructor in trecerea in revista efectuata de
CHANDLER et al. (CHANDLER, 2001).

Enterobacter cloacae este taxonomic definit ca gram-negativ, aerobic si nesporulant. Structura sa
antigena reprezinta un mozaic tipic. Temperatura optima de crestere se situeaza intre 30 si 37 °C.
Temperatura de 100 °C o ucide in 2 minute. Activitatea biochimica tipica pentru aceasta specie este
mentionata in tabel.
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