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ZAKAZONYCH I PODDANYCH LECZENIU PREPARATEM
FUMAGILLIN DCH.
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.WSTEP I PRZEGLAD LITERATURY

Choroba zarodnikowcowa pszczol (nozematoza) jest najcze$ciej spoty-
kang chorobg w pasiekach. W ostatnich latach obserwuje sie wyrazny
wzrost liczby pasiek opanowanych tg choroba. Przyczyng tego stanu rze-
czy jest kupowanie pszcz6l bez uprzedniego ustalenia stanu ich zdrowia
oraz stosowanie wedrownej gospodarki pasiecznej.

W walce z chorobami pszczot zwalczanie choroby zarodnikowcowej stato
sie zagadnieniem pierwszoplanowym (Kirkor 1962).

Wedtug danych z terenu samego tylko wojewddztwa warszawskiego
na ogélng liczbe zbadanych w 1966 roku 4904 probek (1 prébka zawiera
30—60 pszczol pobranych z kazdego roju) w 1182 przypadkach stwierdzo-~
no chorobe zarodnikowcows, z czego wynika, Ze zakazenie wynosi okolo
24% badanych rojéw (A. Hartwig, dane niepublikowane).

Choroba zarodnikowcowa wywolana jest przez pierwotniaka Nosema
apis Zander (Stefanski, 1963). Pasozyt ten rozwija sie w nablonku
jelita $rodkowego pszczoly, natomiast poza organizmem gospodarza wy-
stepuje jedynie w postaci zarodnikéw. Kiedy zarodniki znajdg sie w §wiet-
le jelita srodkowego pszczoly (Bail ey, 1955) opuszczajg otoczke i przyj-
mujg posta¢ amebowatg nezywang planontem i posiadaja wié. Planonty
przedostajg sie do wnetrza komoérek nabtonka jelita srodkowego, tu droga
podzialdw powstajg z nich meronty, ktore dzielge sie w szybkim czasie,
wypelniajg calg cytoplazme zaatakowanych komoérek. Pogarsza to tak -
znacznie warunki bytowania pasozytow, ze 'powoduje rozpoczecie okresu
tworzenia zarodmkow Z merontow rozwuajq sie tak zwane sporonty.

Praca ta jest dysertac}a doktorska Autorlsx
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Te ostatnie dzielg si¢ na sporoblasty a nastepnie na mtode spory, wy-
rézniajgce si¢ posiadaniem charakterystycznych wodniczek. Mlode spory
z czasem przeksztalcajg si¢ w dojrzale zarodniki (Trappmann, 1926).
Rozwéj pasozytow uzalezniony jest od temperatury. Moze on odbywaé
sie w temperaturze od +10°C do +38°C, optymalna temperatura wynosi
okolo 31°C (Poltiew, 1964, Schulz-LLanger 1958).

Na skutek dziatania pasozytéw procesy trawienia i przyswajania po-
bieranego pokarmu sg u zakazonej pszczoly znacznie upo$ledzone. Osla-
bione i niedozywione pszczoly pobieraja coraz wieksze ilosci pozywienia,
nie majac jednocze$nie mozliwosci prawidlowego strawienia i przyswoje-
nia go. Dochodzi do przepelnienia jelita srodkowego .i odbytnicy, a na-
stepnie do wystgpienia biegunki. Wydalany kal, zawierajacy liczne za-
rodniki oraz niestrawione cukry, jest zlizywany przez inne pszczoly, na
skutek czego dochodzi do zakazenia nowych osobnikéw roju. Jak wy-
kazaly badania Bailey’a (1959), plastry pozostajgce przez kilka lat
w ulu, szczegblnie zabrudzone odchodami chorych pszczél, stanowia sta-
te zrodlo zakazenia. < ’

Okres zycia zakazonych pszczél jest prawie dwa razy krotszy (Potei-
kina, 1960) od okresu zycia pszczél zdrowych, co naturalnie odbija sie
na pracy roju. Wedlug Kirtakowej (1949) ilos¢ wydzielonego wosku
w rojach chorych na chorobe zarodnikowcows zmniejsza sie o okoto 25%,
a zbiér miodu o okolto 40° w stosunku do produkecji w rojach zdrowych.
Réwniez okres wydzielania mleczka pszczelego jest znacznie skrécony
(Hassanein, 1951) czego konsekwencjg jest péitorakrotne zmniejsze-
nie ilosci wyhodowanego czerwiu w chorych rojach w poré6wnaniu z roja-
mi zdrowymi (Poteikina, 1960).

Pylek kwiatowy stanowi podstawowe pozywienie biatkowe pszczdl,
konieczne do wydzielania przez nie mleczka. Hirschfelder 1964 r.
wykazal, Zze odzywianie pylkiem kwiatowym pszczét zakazonych nosema
przedtuza okres ich zycia. Inni badacze (Steche 1961, Gontarski,
D. M e bs 1964) stwierdzili jednak, ze tego typu dieta powoduje réwniez
szybszy rozwéj pasozyta. U pszczél zakazonych nosemg nie tylko okres
wydzielania mleczka jest skrocony, ale tekze jego produkcja jest wrecz
szkodliwa dla ogélnego stanu roju. Orosi Pal (1966) zaobserwowal
bowiem, Ze zjadanie mleczka przez zakazone pszczoly przyspiesza roz-
wdj zarodnik6w nosemy, co w efekcie prowadzi do zwigkszenia stopnia
zakazenia. ,

Walka z chorobg zarodnikowcowa w pasiece jest trudna. Nozematoza
jest chorobg sezonowg, o najwigkszym nasileniu objawéw w okresie mar-
ca i kwietnia (Hank o, 1964). Na przebieg i rozprzestrzenianie choroby
majg duzy wplyw warunki klimatyczne. Znaczne ilosci opadéw w po-—
przednim sezonie pszczelarskim powodujg pozostawanie pszczél w ulach,
co zwieksza mozliwosé wzajemnego zakazania i wplywa na nasilenie ob-
jawéw choroby w roku nastepnym (Kaeser 1956, Hirschfelder,
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1959). Duzy wplyw na rozwdj choroby ma takze liczebno$¢ roju, tak
zwana sila roju. Jeffree i Allen (1956) stwierdzili szczegblnie duzg
sSmiertelno$é u pszczét zimujgcych zaré6wno w rojach zakazonych bardzo
matych, jak i bardzo licznych. W tym ostatnim przypadku spowodowane
jest to prawdopodobnie temperaturg panujacg wewngirz zimujgcego kle-
bu, ktora jest wyzsza, niz w rojach o $redniej liczebnoséci owadéw. Z prac
cytowanych juz uprzednio wiadomo, ze podwyiszenie temperatury jest
. czynnikiem, sprzyjajagcym szybszemu rozwojowi pasozytow.

Jedng z metod stosowanych przy nowoczesnej gospodarce pasiecznej,
stanowigcg podstawe otrzymania wigkszego dochodu z pasieki, jest prze-
wozenie pszezol na odlegle pozytki. Okazalo sie jednak, ze 'w. przypadku
rojéw chorych ten sposob gospodarki ma znaczny wplyw na rozszerzenie
infekeji nie tylko na roje okoliczne, ale takze w obrebie tego samego ula.
Wykazano, ze niepokojenie pszczol przez transporty i czeste przeglady,
powodujg oddawanie kalu wewnatrz ula przez chore pszczoly, co zwigk-
sza mozliwo$é zakazenia znajdujgcych sie tam osobnikéw jeszcze zdro-
wych (Doull 1962, Bailey 1955).

Od dawna pracowano nad sposobami leczenia pszczét chorych na cho-
robe zarodnikowcows. Gléwna trudnosé stanowilo oczywiscie wynale-
zienie $rodka odpowiednio wybidrezego, ktéry dzialajgc szkodliwie na
pasozyty nie mialby ujemnego wplywu na organizm pszczoly. Do zwal-
czania nozematozy stosowano takie leki, jak na przyklad Nosemack, pre-
parat wyprodukowany w 1954 roku przez Gontarskiego i Wagnera. Jest
to pochodna kwasu salicylowego, tak zwany mertiolat. Nosemack stosuje
sie razem z syropem do podkarmiania pszczol w stezeniu 1: 40 000. War-
tos¢ leczniczg preparatu okreslano jednak roznie: wedlug Blatz' a (1985)
jest to dobry srodek leczniczy, natomiast Poltiew (1957) uwaza, ze
jest toksyczny dla pszczél. Stosowanie Nosemacku w Polsce nie zdalo eg-
zaminu (Niemczuk, 1964). Pszczelarze-praktycy z ZSRR do leczenia
zakazonych rojéw stosowelli z dobrym skutkiem takie srodki, jak: urotro-
pina (1 g na litr syropu) Czerepow, 1962, olejki anyzowy i eukalip-
tusowy (1 g na litr syropu) Poltiew, 1957. W ostatnich latach najszer-
sze zastosowanie przy zwalczaniu.choroby zarodnikowcowej znajdujg pre-
paraty zawierajgce antybiotyk Fumagillin. Zaliczany do nich Fumidil B
produkcji Aboot (Szwajcaria) i Fumagillin DCH produkcji Chinoin (We-
gry). .

Antybiotyk Fumagillin zostal wyizolowany z hodowli grzybka Asper-
gillus fumigatus przez Handsona i Eble w 1949 roku. Fumagillin
jest stabym, nierozpuszczalnym w wodzie kwasem o wzorze sumarycznym
C27H34-3607. W lecznictwie stosuje sie rozpuszczalne w wodzie sole Fu-
magilliny (Szemiakin, 1961).

Wykazano, ze antybiotyk ten hamuje rozwéj wiruséw bakteryjnych,
bakteriofagéw i ameb. Mills (1955) stwierdzil, ze antybiotyk dziala je-
dynie w okresie namnazania si¢ faga w komoérce, a nie obserwowal dzia-
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ania tego zwigzku na fagi wolne. Inni badacze, jak Max C. Mc Co-
wen, Maurice E. Callender i J. F. Lewis (1951) stwierdzili,
ze Fumagillina hamuje rozwdj Entomoeba histolytica in vitro oraz in vivo
u doswiadczalnie zakazanych szczuréw i krolikéw. J. H. Killough,
G.B. Magill i R.C.Smith (1952) zastosowali Fumagilline do lecze-
nie dezynterii u ludzi wywolanej przez Entomoeba histolytica. Po podaniu
50 mg dawki dziennej preparatu u 22 ludzi chorych na amebiaze, stwier-
dzono pozytywne dzialanie leku bez ubocznego dzialania toksycznego.

H.Katznelson i C. A.Jamieson w 1952 roku po raz pierwszy
zastosowali Fumagilline do leczenia choroby zarodnikowcowej u pszezol.
Stwierdzili oni, Zze podawanie pszczotom roztworu sacharozy z dodatkiem
zarodnikéw nosemy i Fumagilliny znacznie zmniejszylo procent padiych
pszcz6l w poréwnaniu z owadami kontrolnymi zakazanymi pasozytami
bez jednoczesnego podania antybiotyku.

Preparaty firmowe Fumidil B i Fumagillin DCH Wedlug zalecen pro-
ducentéw nalezy podawaé chorym rojom rozpusz€zone juz w syropie,
w proporcji 1 mg antybiotyku na 50 ml syropu. Przy czym jednorazowo
nalezy poda¢ 0,5 1 syropu. W przypadku, gdy zalezy na szybkim leczeniu
roju, pszczolom nalezy podawaé¢ dwukrotnie, w odstepie 48 godzin zwigk-
szong porcje leku 0,75 1 syropu, o stezeniu antybiotyku 1 mg na 30 ml
syropu. Syrop powinno si¢ nie tylko podawaé¢ pszczolom w podkarmiacz-
ce, lecz réwniez spryskiwaé nim wnetrze ula, jak i ramki wraz z obsiada-
jgcymi je pszczolami.

Dzialanie lecznicze preparaféw zostalo potwierdzone przez wielu au-
‘torow (Bailey, 1953/1955, Kunst 1966, Poltiew 1957, Danilko
1961, Kulik ow 1960/1961, Furgala 1962, Mommers 1957, Goch-
nauer 1962, Niemczuk 1964). Z naszych badan prowadzonych na
terenie wojewoddztwa warszawskiego wynika, ze zaréwno preparat Fu-
midil B jak i Fumagillin DCH posiadajg wyraZnie wlasciwosci lecznicze.

Jednakze nalezy doda¢, ze nawet przy diugotrwalym, 2—3 tygodnio-
wym stosowaniu tych preparatéw nie obserwowano calkowitego zlikwi-
dowania infekcji. Zdarzalo sie, ze po okresie 1—2 lat spotykano nawroty
choroby (A. Hartwig). Pomimo wieloletniego stosowania antybiotyku
Fumagillina mechanizm dzialania tego leku nie jost dokladnie znany.
W dostepnej literaturze nie znaleziono prac zajmujgcych sig blizej zagad-
nieniem wplywu podawanego leku na komorki nablonka jelita srodkowego
pszczol chorych, jak réwniez wplywu tego leku ng komorki pasozyta.
Wydato sie zatem celowe, przesledzenie obrazéw cytofizjologicznych ko-
moérek nablonka jelita srodkowego pszczol, ze szczegélnym uwzglednie-
niem wplyv(ru wymienionego leku na te komérki jak i wplywu na komoérki
pasozyta oraz przesledzenie ewentualnych zmian.

Do obserwacji takich nadaja sig, szeroko stosowane w badaniach mor-
fologii tkanek owadzich, metody cytochemiczne (Day 1949, Bielan-
ska-Osuchowska 1959/1960, Przelecka 1962, Boehm 1964)
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i metody autoradiograficzne (Przelecka i Dutkowski 1965, Prze-
1 gc ka 1966). : _

Jako wykladnik aktywnosci fizjologicznej badanych komérek przyjeto
aktywnos$¢ wystepujacych w nich niektérych enzyméw z grupy hydrolaz
oraz lokalizacje i intensywno$é syntezy kwaséw nukleinowych.

-

MATERIAL I METODY

‘Obiektem badan byly pszczoly robotnice Apis mellifica (L) pobierane
w ciggu calego roku z pni wolnych od choroby zarodnikowcowej:

Pszczoly w ilosci okolo 100 sztuk umieszczono we wkiadkach do ulikéw
weselnych: typu Zandera i przetrzymywano w termostacie o temp. okoto
30°C. Dla uirzymania odpowiedniej wilgotnosci do termostatu wstawiono
naczynie z woda.

Utworzono nastepujace grupy pszczél:

1. pszczoly zakazane przez zywienie ich w ciggu 6—12 dni wodnym
roztworem sacharozy z dodatkiem zawiesiny zarodnikéw nosemy;

2. pszczoly zakazone (po 6 dniach Zywienia roztworem wodnym
sacharozy z zarodnikami nosemy) Zywiono przez okres 6—12 dni wodnym
roztworem sacharozy z dodatkiem preparatu Fumagillin DCH produkcji
Chinoin Budapeszt;

3. pszczoly zdrowe normalnie karmione; >

4, pszczoly zdrowe zywione przez okres 6 dni wodnym roztworem
sacharozy z dodatkiem preparatu Fumagillin DCH.

Zawiesine zarodnikéw nosemy, stuzgca do zakazenia, przygotowano
przez roztarcie odwlokéw chorych pszczét w wodzie ‘wodociggowej (30
odwlokow na 10 ml wody). Otrzymang zawiesine sgczono przez gaze, na-
stepnie przesgcz wirowano przez 5 minut przy 3 tys. obrotéw na wiréwce’
Typ WE 1. Osad czyszczono przez zmieszanie z wodg i odwirowanie. Czyn-
no$¢ te powtarzano kijkakrotnie, zlewajac ptyn znad osadu i uzupelnia-
jac woda do poprzedniej objetosci. Tak oczyszczony osad skladajacy sie
w gléwnej mierze z zarodnikéw nosemy, zawieszono w 50% roztworze
sacharozy w stosunku 1: 10.

Wodny roztwér sacharozy z dodatkiem preparatu Fumagillin DCH
przygotowano w nastepujacy sposéb: 200 mg preparatu Fumagillin DCH
rozpuszczono 'w niewielkiej ilosci wody wodociggowej, przygotowano wod-
ny roztwor sacharozy w stosunku 1:1, roztworem sacharozy dopelniono
cylinder z preparatem do 100 ml. Tak przygotowany roztwér sacharozy
przetrzymywano w lodéwce w temperaturze 4°C. Roztworem tym kar-
miono pszczoly codziennie w ilosci 20 ml na ulik.

Z obserwacji Kalinowskiego . (1964) wiadomo, ze pszczoly zi-
mujgce w starych dlugo czerwionych plastrach:i pozbawione pozywie-
nia bialkowego wyjadaja z komérek plastra pozostale po czerwiu oprze-
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dy. Chegc tego unikngé, roztwory cukru podawano pszczotom w kawaltkil
nieczerwionego plastra.

W celu zwigkszenia dawek pozywienia, pszczolom umozliwiano oblot
w pomieszczeniu zamknietym. W czasie oblotu pszczoly mogly oczyscié
sie z kalu. Wplywalo to korzystnie na przedtuzenie zycia pszczél, szcze-
goélnie u osobnikéw zakazonych, u ktérych wystepowala biegunka.

Preparowsnie jelita: pszczolom obcinano glowy, a nastepnie dwoma
pincetami przytrzymywano owada za tuléw i ostatnie segmenty odwloka.
Delikatnie pociggajac za koniec odwloka, wyciagano przewo6d pokarmowy
i izolowano jelito srodkowe. W jelitach srodkowych pszczdét badano za po-
mocg metod histochemicznych umiejscowienie bialek, kwaséw nukleino-
wych i enzyméw z grupy hydrolaz.

Do$wiadczenia autoradiograficzne obejmowaly zasadniczo te same
grupy pszczol, to znaczy owady zdrowe, chore i leczone preparatem Fuma-
gillin DCH . Poniewaz warunki doswiadczalne byly tu nieco inne, do-
kladnie beda podane przy opisie stosowanej metodyki autoradiograficznej.

METODY HISTOCHEMICZNE

Jelito srodkowe (mesenteron), natychmiast po wypreparowaniu,
umieszczono w odpowiednich plynach utrwalajacych, stosujac utrwalacze
Carnoy’a, Bouina, Lewitzkiego (1% kwasu chromowego i 10", formaliny
w stosunku 1:1) lub mieszanine alkoholu absolutnego i kwasu octowego
w stosunku 19: 1 w temperaturze okoto 4°C.

W zaleznos$ci od stosowanych nastepnie reakcji cytochemicznych prepa-
raty przygotowywano technikg parafinows, po uprzednim zatopieniu
utrwalonego materialu w agarze wedlug Boilicher (1957). Grubosé
skrawkéw wynosila 5u. Utrwalano tez material w mieszaninie Fo-Ca Ba-
kera w temp. 4°C i zatapiano w 25%0 zelatynie Bakera. Preparaty krojono
na mikrotomie mrozeniowym. Grubosé¢ skrawkéw w tym przypadku wy-
nosila okoto 15p.

W badaniach stosowano:

1. Metode biekitu rteciowo-bromo-fenolowg HgPBP wedlug Mazia,
Brewer i Alfred, wykazujgcg ogélnie obecno$¢ bialek. Metoda ta pozwala
na jednoczesne wykazanie obecnosci zasadowych i kwasnych bialtek i na-
daje sie do uwidocznienia struktur komérkowych.

2. Metode Bracheta, polegajgca na barwieniu preparatu mieszaning
zieleni metylowej z pyroning i wytrawianiu réwnoleglych preparatéw ry-
bonukleazg. Przy tej metodzie kwas dezoksyrybonukleinowy DNA — bar-
wi sie zielenia metylows, a kwas rybonukleinowy RNA — pyroning.

1 Preparat Fumagillin DCH produkcji Chinon Budapeszt jest specyfikiem sto-

sowanym w leczeniu nozematozy pszcz6l, zawiera w 20 g preparatu 0,5 czystego an-
tybiotyku Fumagilliny. ¥
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W badaniach do wytrawiania stosowano rybonukleaze firmy Reanal We-
gry, uzywajac roztworp enzymu w buforze weronalowo-octowym, pH 6,7.
W stezeniu 1 mg enzymu na 1 ml buforu. Preparaty inkubowano przez
3 godziny w temperaturze 36°C.

3. Metode Feulgena w celu wykrycia obecnosci kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego DNA. Metoda ta polega na tym, ze za pomocg stosowania la-
godnej hydrolizy 1 n HCl w czasteczce dezoksyrybozy uwalnia sie grupa
aldehydowa, ktéra nastepnie reaguje z odczyrinikiem Schiffa, dajgc czer-
wone zabarwienie.

4. Metode Bakera polegajgcg na barwieniu fosfolipidow kwasng he-
mateing i na kontrolnej ekstrakcji fosfolipidéw pirydyna.

5. Metody, przy pomocy ktorych wykrywano aktywnos¢ enzymoéw hy-
drolitycznych: '

a. metode sprzegania z solami dwu-azowymi wedlug Mentena, Greena
i Junga w celu wykazania lokalizacji fosfatazy alkalicznej i fosfatazy kwa-
$nej. Metoda ta polega na uwidocznieniu aktywnosci enzyméw przez
sprzeganie z solami dwu-azowymi reszty alkoholowej substratu, powsta-
lej na skutek hydrolizy substratu przez dany enzym.

W badaniach stosowano dla wykrywania fosfatazy alkalicznej jako
substratu a naftylofosforan sodu i s61 dwuazowa Fast Blue RR w buforze
Tris-HC1 pH 7,5 dla fosfatazy kwasnej, jako substratu uzywano takze
a naftylofosforanu sodu oraz soli dwuazowej Fast Red RC w buforze oc-
tanowym o pH 5,0.

b. metode indygogenng wedlug Holta dla wykazania aktvwnosci nie-
swoistych esteraz. Polega ona na utlenieniu powstatego w miejscu reakcji
bromoindoksylu do nierozpuszczalnego indygo. Wymienione testy prze-
prowadzono wedlug postepowania podanego przez Pearse (1960, Krygier
1963).

METODA AUTORADIOGRAFICZNA

Podstawa autoradiografii jest wykazanie obecnosci radioaktywnych
izotopow w skrawkach tkankowych, dzigki ich zdolnosci redukowania
soli srebra na plytkach lub emulsjach fotograficznych.

Lokalizacja radiopierwiastkow, szczegélnie w matych strukturach ko-
moérkowych, jest utrudniong przez to, ze kazdy atom promieniotworczy
wysyla czasteczki we wszystkich kierunkach tak, ze dzialajg one nie na
jeden punkt emulsji tylko na calg jego powierzchnie. Zmniejszenie efektu
rozrzutu czasteczek otrzymuje sie przez stosowanie mozliwie najcien-
szych skrawkow z tkanek badanych oraz przez takie postepowanie przy
zakladaniu blon fotograficznych, aby zapewni¢ jak najlepszy ich kontakt
ze skrawkami. PrzybliZzong lokalizacje izotopu na terenie komérki otrzy-
muje si¢ przez zalozenie emulsji wprost na skrawek i obserwowanie za-
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czernieh na tle obrazu struktury komorkowej, ktora jest Wldoczna lele
przejrzystosci emulsji.

W naszych doswiadczeniach materiat do badan stanowily, jak juz za-
znaczono, pszczoly robotnice, ktérym podawano znakowane prekursory
kwaséw nukleinowych: C1* Urydyne (Act. spec. 0,05 mC—0,5 ml prod.
CSR) i H? Tymidyne (Act. spec. 27,8 C/m M prod. CSR).

Grupy doswiadczalne:

1. Pszczoly zdrowe normalnie zywione.

2. Pszczoly zdrowe, zywione w ciggu 60 minut 25%6 roztworem wod-
nym glukozy z dodatkiem 20 mg preparatu Fumagillin DCH na 10 ml
roztw.

3. Pszczoly zarazone w ciggu 6 dni zarodnikami nosemy.

4. Pszczoly zarazone w ciggu 8 dni i nastepme zywione przez 60 min.
roztworem 25% glukozy z dodatkiem 20 mg preparatu Fumagillin DCH.
C urydyne i H? tymidyne podawano pszczolom przez okres 1 godz. w ilo-
$ci 5 uC w 0,5 ml w 25% roztworu glukozy.

Karmienie pszcz6l doswiadczalnych odbywalo sie nastepujaco. na szal-
ce Petriego przyklejano niewielki kawatek nieczerwionego plastra pszcze-
lego. W komoérkach plastra, zaleznie od do§wiadczenia, podawano roztwoér
glukozy z preparatem Fumagillin DCH lub z pietnowanym prekursorem
kwaséw nukleinowych. Do kazdego rodzaju preparatu przygotowano od-
dzielng szalke z woszczyna, szalke przykrywano lejkiem Biichnera, otrzy-

Ryc. 1. Kamera do karmienia pszcz6i.

82



mujgc w ten sposéb wentylowane kamery do karmienia pszczél. Do po-
szczegblnych doswiadczen brano 5—7 owaddw.

W doswiadcezeniach, w ktorych stosowano dwukrotne karm1en1e pszcz6l
glukoza z Fumez3illing DCH i glukoza z C!* urydynag lub H3 tymidyng,
wypuszczano je na oblot w pokoju.

W czasie karmienia utrzymano temperature 20- —24°C uzywaJac do
tego celu lampy podczerwonej.

Po zakonczeniu karmienia pszczoly zabijano, przy czym preparowano
jelito srodkowe wedlug metody uprzednio podanej. J elita srodkowe utrwa-
lano w mieszaninie Carnoy'a. Preparaty przygotowywano technikg para-
finows. Grubo§é skrawkéw wynosita 5 n. Preparaty pokrywano emulsjg
Kodak AR 10 technika filmu zdzieranego 'wedtug Pelca (Pearse, 1960).
Ocene intensywnos’ci wbudowania podanych nukleozydéw dokonywano
po 2, 3, 4 i 5 tygodniach ekspozycji.

Autoradiogramy wywolywano w roztworze zawierajgcym 2,2 g meto-
1y, 8,8 g hydrochinonu, 7,2 g bezwodnego siarczanu sodu, 48 g bezwodnego
weglanu scdu, 4 g bromku potasu na 1 litr wody i utrwalano kwasnym
utrwalaczem. Wywolywame i utrwalanie przeprowadzono w t{emp.
12—14°C,

Po wysuszeniu, niektore autoradiogramy byly podbarwione mieszani-
ng zieleni metylowej z pyroning, celem lepszego uw1doczn1ema struktur
komérkowych. ,

Wszystkie preparaty mlkroskopowe fotografowano przy pomocy mi-
kroskopu M-20 firmy Wild.

WYNIKI

Przew6d pokarmowy pszczoly Apis mellifica jak wiadomo dzieli sie
na trzy zasadnicze odcinki: _

1. jelito przednie (stomodeum) skladajace sie z gardzieli, przelyku,
wola miodowego i przedzolgdka,

2. jelito srodkowe (mesenteron) lub Zolagdek wlasciwy,

3. jelito tylne (proctedeum) skladajgce sie z jelita 01enk1ego i od-
bytnicy.

Jelito Srodkowe pszczoly zdrowej jest barwy brgzowej i charaktery-
zuje sie silnie pofaldowang powierzchnig. Na przekroju $ciany jelita wi-
doczna jest warstwa miesniowa, skladajaca sie z poprzecznych i podiuz-
nych widkien oraz warstwa nablonkowa zbudowana z réznej wielko$ci
cylindrycznych komoérek nablonka (Tablica 1, ryc. 1, 5).

W warstwie nablonka mozna wyrdzni¢ komérki ‘wydzielnicze i rege-
neracyjne. Komoérki regeneracyjne ciasno skupione obok siebie o stosun~
kowo duzych jadrach tworzg nieregularnie ulozone centra. Pomiedzy cen-
trami regeneracji ukladajg sie komoérki wydzielnicze, wysokie, zaokraglo-
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TABLICA 1




Tabl. 1. Fragmenty jelita srodkowego pszczoly zdrowej oraz zakazonej nozemg (Car-
noy4 parafina)
Parts of midgut of healthy and infected bee with Nosema spores (Carney paraff.)

Ryc. 1. Widoczna warstwa komoérek wydzielniczych i regeneracyjnych. Cytoplazma
komoérek wykazuje zabarwienie pyroning, szczegélnie intensywnie w komoérkach re-
generacyjnych (kr); jadra komérkowe zabarwione zielenig metylowa (zieleh me-
tyl. -+ pyronina). )

Ryc. 2. Komérki nablonka silnie rozepchane przez nagromadzone pasozyty, staba
pyroninofilno§¢é komoérek nabionka; komérki nosemy (n) wykazujg intensywng py-
roninofilno§é; w niekt6rych komérkach centr regeneracyjnych (kr) nieopanowanych
przez pasozyty wystepuje nadal intensywne zabarwienie pyrdning (zieleAi metylo-
wa + pyronina).

Ryc. 3. Brak pyroninofilnosci w cytoplazmie komoérek nablonka, spowodowany dzia-
laniem rybonukleazy; jadra komoérkowe (j) nadal zabarwione zielenia metylowsa
(traw. rybonukleaza, zielen metyl. + pyronina).

Ryc. 4. Preparat kontrolny poddany dzialaniu rybonukleazy. Niektére komérki no-
semy (n) wykazuja nadal zabarwienie pyroning, przypuszczalnie na skutek wystepo-
wania trudno przypuszczalnych oslonek w komoérce pasozyta, (traw. rybonukleazy;
zielefi met. + pyron.).

Ryec. 5. W jadrach komoérkowych widoczne intensywnie zabarwione ziarnisto$ci; od
strony §wiatla jelita widoczna delikatnie zabarwiona warstwa (w), szczeg6lnie do-
brze widoczna w poblizu centr regeneracyjnych (r. Mazia).

Ryec. 6. Cze§ci wierzcholkowe komoérek wydzielniczych wypelnione pasozytami (n) nie-
wykazujgcymi pozytywnej reakeji na biatka; slabe zabarwienie cytoplazmy pomiedzy
pasozytami; w komérkach niezaatakowanych nadal pozytywna reakecja (r. Mazia)



TABLICA 2




Tabl. 2. Fragmenty jelita §rodkowego pszczoly zdrowej (rye. 7, 9, 11) oraz pszczoly
zakazonej nozema (ryc. 8, 10, 12 — 'utr. Fo-Ca mroz.). , ‘
Parts of midgut of healthy bee (ryc. 7, 9, 11) and infected bee with Nosema spores
(ryc. 8, 10, 12 — Fo-Ca freez.).

Ryec. 7. Lokalizacja fosfatazy alkalicznej; pozytywna reakcja w calej cytoplazmie ko-
mérek wydzielniczych; brak pozytywnéj reakcji w cytoplazmie komérek regenera-
cyjnych i w warstwie migeéniowej; widoczna reakeja na rabku brzeinym (r); brak
pozytywnej reakcji w jadrach komdrkowych (j); (Fo-Ca a, naftylofosforan sodu, Fast
Blue RR).

Ryc. 8. Lokalizacja fosfatazy alkalicznej. Slaba pozytywna reakcja w czeéci wierz-
chotkowej komérek wydzielniczych, brak pozytywnej reakcji w komérkach centr re-
generacyjnych (kr).

Ryc. 9. Lokalizacja fosfatazy kwasnej. Pozytywna reakcja widoczna w calej cyto-
plazmie komérek nablonka (Fo-Ca, subst. a naftylofosforan sodu, Fast Red RC).

Ryc. 10. Lokalizacja fosfatazy kwasnej. Pozytywna reakcja widoczna w czeéci cyto-
plazmy komérek wydzielniczych i regeneracyjnych wolnych od pasozytéw, (a nafty-
lofosforan sodu; Fast Red RC).

Ryec. 11. Lokalizacja esterazy niespecyficznej. Pozytywna reakcja w komérkach wy-
dzielniczych; brak pozytywnej reakeji w komérkach regeneracyjnych i w warstwie
migéniowej; od strony §wiatla jelita widoczny rabek brzeiny, w niektérych komér-
kach, na skutek nagromadzenia produktéw reakeji enzymatycznej wokél hlony jg-
drowej, dobrze widoczne jadra komérkowe, (5-bromoindoksyl).

Ryc. 12. Lokalizacja esterazy niespecyficznej; znaczne obnizenie reakcji w porbéw-
naniu z osobnikami zdrowymi; ryc. 12. poréwnaj z ryc. 11, (5-bromoinodoksyl).



TABLICA 3




Tabl. 3. Fragmenty jelita sSrodkowego pszczoly zakaZonej nozemg (par.).
Parts of midgut of infected bee with Nosema spores (paraff.).

Ryc. 13, 14, 16, 18. Widoczna pozytywna reakcja w komoérkach nablonka wypelnio-
nych pasozytami w réznych stadiach rozwojowych. Ryc. 13. w wierzcholkowej czeSci
komérki wydzielniczej widoczne wezesniejsze stadium rozwojowe pasozyta planont
{np) o dobrze widocznych dwu jadrach komorkowych. Ryc. 14, w komoérce polozonej -
na skraju centra regeneracyjnego widoczne liczne pasozyty w stadium merontéw.
Ryc. 16, 18. w komoérkach' widoczne liczne pasozyty w stadium sporoblastéw i spor
{r. Feulgena).

Ryc. 15, 17. W komérkach nablonka widoczne intensywnie zabarwione pasozyty (kwa-
$na hemateina Baker). Ryc. 15. nadal widoczne zabarwione pasozyty pomimo stoso-
wania extrakcji pirydyng na skutek zbyt malej powierzchni nie mozna ocenié, czy
zabarwieniu ulegly te same fragmenty komérek pasozyta (utr. Bouin, extrak. piry-
dyna). Ryc. 17. widoczne pasozyty w stadium mlodych spor (ns) o charakterystycz-
nych wodniczkach (utr. Lewitzky).
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Tabl. 4. Fragmenty jelita §rodkowego pszczolty zakazonej, Zywionej syropem z do-
datkiem Fumagilliny DCH przez okres 6 dni (ryc. 19, 21, 23) i przez 12 dni (ryc, 20,
22, 24).
Parts of midgut of infected bee feeded sugar sirup with Fumagillin during 6 days
(ryc. 19, 21, 23) and during 12 days (ryc. 20, 22, 24).

Ryc. 19. Wierzcholtkowe cze$ci komoérek wydzielniczych wypelnione licznymi paso-
zytami intensywnie zabarwionymi pyroning (zielei metylowa + pyronina utr. Car-
noya parafin).

Ryc. 20. Cytoplazma komérek nabionka wykazuje podobng pyroninofilnoé jak u osob-
nikéw zdrowych, poréwnaj ryc. 20 z ryc. 1; w wierzcholkowej czeSci niektérych ko-
moérek wydzielniczych widoczne zarodniki nosemy zabarwione pyroning (zielen me-
tyl. + pyronina, utr. Carnoya parafin).

Ryc. 21. Lokalizacja fosfatazy alkalicznej. Pozytywna reakcja jedynie w cze$ci cyto-
plazmy wolnej od pasozytéw, czeSci wierzcholkowe komérek wypelnione zarodnikami
nosemy, w komérkach pasozyta brak pozytywnej reakcji (substrat a naftylofosforan
sodu i Fast Blue RR; Fo-Ca mroz.).

i

Ryc. 22. Lokalizacja fosfatazy kwa$nej. Pozytywna reakcja w calej cytoplazmié ko-
mérek nablonka, podobnie jak u osobnikéw zdrowych, poréwnaj rye. 22 z ryc. 9
(subst. a naftylofosforan sodu i Fast Red RC; Fo-Ca mroz.).

Ryc. 23. Lokalizacja esterazy niespecyficznej. Pozytywna reakcja jedynie w cze$ci
cytoplazmy komérek wolnej od pasozytéw; w poréwnaniu z osobnikami nieleczony-
mi w'doczny pewien wzrost aktywnos$ci; poréwnaj ryc. 23 z ryc. 12 (5-bromoindoksyl;
Fo-Ca mroz.).

Ryc. 24. Lokalizacja esterazy niespecyficznej; intensywne zabarwienie cytoplazmy
komérek wydzieniczych podobnie jak u osobnikéw zdrowych, poréwnaj ryc. 24
z ryc. 11; w cytoplazmie niektérych komérek o obnizonej aktywno$ci esterazy wi-
doczne zarodniki nosemy; brak pozytywnej reakcji w warstwie mie§niowej (m)
i w komérkach centr regeneracyjnych (kr.) (5-bromoinodoksyl Fo-Ca mroz.).






‘Tabl. 5. Autoradiogramy fragmentow jelita $rodkowego pszczoly, ktorej podawano
C!4 — urydyne (ryc. 25, 27, 29) i H® — tymidyne (ryc. 26, 28, 30, 31). Czas ekspozycji
autoradiograméw 3 tygodnie.

Auto-radiogramms of midgut parts of bee, which added C! — uridin (ryc. 25, 27, 29)
and H3 — thymidin (ryc. 26, 28, 30, 31). Time of radiogramms exposition three weeks.

Ryec. 25. Intensywne wbudowanie podawanego nukleozydu w centra regeneracji (cr).

Ryc. 26. Fragment jelita cienkiego pszczoly zdrowej; widoczne faildy jelitowe (fj)
oraz obecno§é podawanego nukleozydu w §wietle jelita.

Ryc. 27. Fragment jelita §rodkowego pszczoly zakazonej nosemg; wbudowanie réow-
nomiernie rozproszone; centra regeneracji nie wyrézniaja sie.

Ryc. 29. Fragment jelita $rodkowego pszczoly karmionej przez 60 minut przed po-
daniem C — urydyny, roztworem glukozy z dodatkiem preparatu Fumag'llin DCH;
intensywne wbudowanie w centra regeneracyjne (cr) i jadro komérkowe (j).

Ryc. 28, 30. Fragmenty jelita §rodkowego pszczoly zakazonej nosema; widoczne wbu-
dowanie podawanego nukleozydu w niektore komorki pasozyta. Ryc. 30 to samo przy
wiekszym powiekszneiu.

Ryc. 31. Autoradiogram fragmentu jelita srodkowego pszczoly zakazonej nosems, kto-
rg na 60 min. przed podaniem H? — tymidyny Zywiono roztworem glukozy z do-
datklem preparatu Fumagillin DCH; zupelny brak wbudowania pietnowanego nu-
kleozydu.



ne w czesci wierzchotkowej, nieregularnie ‘wydiuzone w kierunku swiatta
jelita. Czesto w rozszerzonej czesci komorek widoczne jest jgdro. Jelito
srodkowe pszczédl zakazonych nosemg jest rozdete, perlowobialej barwy,
o mniej wyraznym pofaldowaniu. Warstwa nabionka jest powiekszona.
Komoérki wydzielnicze s wypelnione licznymi pasozytami bedgcymi w roz-
nych stadiach rozwoju. Liczba ich w poszczegélnych komérkach jest réz-
na. W komdrkach silnie opanowanych przez noseme jest ich tak wiele, ze
wypelniajg prawie calg cytoplazme i przyslaniajg jadro. Komérki wy-
dzielnicze zaatakowane przez pasozyty nie ulegaja w swej czesci podsta-
wowej charakterystycznemu zwezeniu i wydiuzeniu (Tablica 1, ryc. 2).
Opanowane przez pasozyty, komoérki regeneracyjne sg podobnie jak ko-
mérki wydzielnicze, znacznie powiekszone i wypelnione pasozytami. Ba-
dajac lokalizacje kwasoéw nukleinowych metoda Bracheta — w przypadku
pszczot zdrowych otrzymano intensywne zabarwienie pyroning cytoplazmy
komoérek nablonka (Tablica 1, ryc. 1). W preparatach kontrolnych, podda-
nych przed barwieniem pyroning dzialaniu rybonukleazy, zabarwienia
nie zaobserwowano (Tablica 1, ryc. 3). Pozwala to przypuszcza¢, ze zabar-
wienie wystepujgce uprzednio bylo spowodowane obecnoscig kwasu rybo-
nukleinowego. Jadra komoérkowe zabarwione zielenig metylowa zawie-
rajg ponadto w nukleoplazmie drobne intensywne pyroninofilne ziarenka.
Intensywne zabarwienie jgder komorek nablonka uzyskano réwniez, sto-
sujgc reakcje Feulgena.

Wystepowanie kwaséw nukleinowych w komoérkach nablonka zaata-
kowanych przez pasozyty badanych metodg Bracheta, wykazalo wyrazne
oslabienie pyroninofilnosci cytoplazmy komoérek zakéionych (Tablica 1,
ryc. 2). Natomiast intensywne zabarwienie pyroning wykazata cytoplazma
komoérek pasozyta. W preparatach kontrolnych poddawanych dzialaniu
rybonukleazy zabarwienie cytoplazmy komérek nablonka nie wystepo-
walo, natomiast nadal obserwowano intensywne zabarwienie komérek pa-
sozyta (Tablica 1, ryc. 4). Prawdopodobnie spowodowane jest to obecnoscig
slabo przepuszczalnych otoczek komérkowych, utrudniajgcych przenika-
nie enzyméw do wnetrza komoérki.

Przy stosowanej metodzie Feulgena zaobserwowano intensywne za-
barwienie zar6wno jgder komoérek nabltonka, jak i jgder komorkowych pa-
sozyta — daje to mozliwosé czesciowego przeSledzenia stadiow rozwojo-
wych nosemy (Tablica 3). Najwczesniejsze stadium pasozyta, jakie udato
sie zaobserwowaé, to stadium planonta, zlokalizowane w wierzcholkowej
cze$ci komoérki wydzielniczej (Tablica 3, ryc. 13). Nastepnie na obrazach
komboérek, ktére sadzac po ilosci pasozyta zostaly wczesniej zaatakowane,
sg widoczne nieliczne pojedyncze posazyty w stadium merontéw, a nawet
mozna zauwazy¢ stadia sporoblasta i mlodych spor (Tablica 3, ryc. 15, 16,
17, 18).

Przy badaniach prowadzonych metoda Bakera, celem stwierdzenia
wystepowania fosfolipidow, komoérki nosemy wykazaly intensywne za-
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barwienie po reakcji z kwasng hemateing. Na niektorych preparatach
mozna zaobserwowa¢ wystepowanie charakterystycznych wodniczek
w czeSci biegunowej milodych spor (Tablica 3, ryc. 17). W preparatach
kontrolnych poddanych ekstrakcji pirydynowej nadal otrzymano zabar«
wienie komdrek nosemy kwasng hemateing. Nie pozwala to na ustalenie
czy zabarwienie otrzymane poprzednio bylo spowodowane obecnoscig fo-
sfolipidéw, czy tez na skutek ekstrakcji pirydynowej ulegly zabarW1en1u
odmaskowane bialka zasadowe (Tabhca 3, ryc. 15).

Obecnosé biatek wykrywano metods rteciowo-bromofenolows. Zaob-
serwowano réwnomierne niebieskie zabarwienie w calej cytoplazmie ko-
morek nablonka. Natomiast w jadrach komérkowych wystepowaty drob-
ne, intensywnie zabarwione ziarenka, swjadczgce o nagromadzeniu sub-
stancji biatkowych. Od strony swiatta jelita komoérki nablonka pokrywa
jednorodna warstwa wykazujgca obecnos¢ bialek, szczegélnie dobrze wi-
doczna w poblizu centré6w regeneracyjnych (Tablica 1, ryc. 5). W komér-
kach opanowanych przez pasozyty obserwowano znaczne rézinice w po-
rownaniu z komérkami wolnymi od pasozytow. Niebieskie zabarwienie,
wskazujgce na obecnosé bialek, widoczne jest jedynie w wolnej od paso-
zytéw czesci cytoplazmy zakazonych komoérek. W nukleoplazmie wyste-
pujg podobnie jak u owadéw zdrowych drobne intensywnie wybarwione
ziarenka. Wybarwiona na obecno$¢ bialek warstwa, pokrywajgca komoérki
nablonka od strony swiatla jelita, jest znacznie zmniejszona w poréwna-
niu z obserwowang warstwg u owadoéw zdrowych (Tablica 1, ryc. 6).

- W badaniach majgcych na celu wykazanie aktywnosci fosfalazy alka-
licznej, w komérkach nablonka jelita srodkowego otrzymano nagroma-
dzenie stratéw, swiadczacych o aktywmnosci enzymu w czesciach: wierz-
chotkowej i podstawowej komérek wydzielniczych. Szczegolnie intensyw-
ne nagromadzenie stratéw obserwowano w komoérkach polozonych w po-
blizu zastawki odZwiernikowej. W komoérkach centréw regeneracyjnych
i w jgdrach komdrek nablonka nie stwierdzono aktywnosci fosfatazy al-
kalicznej (Tablica 2, ryc. 6). C

' Badajgc aktywnosé fosfatazy kwasnej, obserwowano barwne straty
$wiadczgce o jej aktywnosci rownomiernie rozproszonej w'calej cytopla-
zmie, zar6wno w komoérkach regeneracyjnych jak i wydzielniczych (Ta-
blica 2, ryc. 9). ‘

Duzg aktywnosc w wydzielniczych komoérkach nablonka wykazaly nie-
swoiste esterazy hydrolizujgce octan 5 bromo-indoksylu. Drobne ziaren-
ka indyga, ktére sg ostatecznym produktem reakcji, wystepujg rozpro-
szone w calej cytoplazmie, nadajac jej ciemnogranatowe zabrirwienie
(Tablica 2, ryc. 11). Nie obserwowano pozytywnej reakcji w jadrach ko-
morkowych, spotykano natomiast obrazy swiadczace o obecnosci enzymu
po zewnetrznej stronie blony jadrowej.

W komoérkach centréw regeneracyjnych i w warstwie miesniowej je-
lita .nie stwierdzono aktywnosci niespecyficznej esterazy.
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Aktywnos¢ badanych enzyméw w komoérkach nabtonka, opanowanych
przez noseme, jest wyraznie obnizona w poréwnaniu z aktywnoscig tego
enzymu w komoérkach nablonka wolnych od pasozytéw. Produkty reakeji
#nzymatycznych sg widoczne jedynie w. czeSci cytoplazmy, wolnej od
pasozytow. Komérki centréw regeneracyjnych, podobnie jak u osobnikéw
zdrowych, nie wykazuja aktywnoséci fosfatazy alkalicznej (Tablica 2,
ryc. 8). W komérkach nablonka, opanowanych przez noseme, fosfataza
kwasna jest zlokalizowana w czesci podstawowej komoérek wydzielniczych
i w komorkach regeneracyjnych. Wierzcholkowe czesci komérek wypel-
nione pasozytami nie ujawniajg aktywnosci enzymu (Tablica 2, ryc. 10).
Komérki nosemy nie wykazujg aktywnosci fosfatazy kwasnej.

Esterazy niespecyficzne rozkladajace octan 5 bromo-indoksylu wy-
kazujg w komorkach zaatakowanych przez pasozyty znaczne obnizenie
aktywnosci (Tablica 2, ryc. 12).

Jelito srodkowe pszczoly chorej leczonej przez 6 dni Fumagilling nie
rézni sie wygladem od jelita srodkowego pszczoly chorej, jest powiekszo-
ne, o mniej wyrainym pofaldowaniu w poréwnaniu ze zdrows, barwy
perlowo-bialej.

W badaniach mlkroskopowych mozna bylo jednsk stwierdzi¢, ze wy-
stepowanie pasozytéw w komérkach nablonka uleglo przesunigciu w kie-
runku Swiatla jelita. W komoérkach centréw regeneracyjnych pasozyty
nie wystgpowaly i jedynie wierzchotkowe czesci komorek wydzielniczych
byly nimi wypelnione.

Pyroninofilnos¢ cytoplazmy komoérek wydzielniczych, wypeinionych
w wierzcholkowej czesci pasozytami, jest staba, podobnie jak u osobni-
kéw nieleczonych. Komoérki wydzielnicze zawierajace pasozyty sg bardzo
silnie wydiuzone w kierunku swiatla jelita podobnie jak u owadéw zdro-
wych. W tych znacznie wydluzonych czeSciach komérek wydzielniczych
widoczne sg pasozyty, intensywnie zabarwione pyroning.

Komérki wolne od pasozytéw, szczegdlnie w centrach regeneracyjnych,
wykazuja bardzo silng pyroninofilnosé. Intensywnosé ich zabarwienia
nie jest jednakowa. Cytoplazma czeSci wierzchotkowej komérek wykazuje
mocniejsze zabarwienie. Jadra komérek nablonka, zabarwione zielenig
metylows na niebiesko, zawieraja wewnatrz nukleoplazmy drobne zia-
renka intensywnie zabarwione pyroning, podobnie jak u osobnikéw zdro-
wych (Tablica 4, ryc. 19). :

. Aktywnoéé fosfatazy alkalicznej po 6 dniach leczenia chorych pszczol

na nozematoze jest nadal znacznie obnizona w poréwnaniu z aktywnoscia
tego enzymu u osobnikéw zdrowych. Znacznie wydluzone komérki wy-
-dzielnicze sg wypelnione w czesci wierzcholtkowej pasozytami. Aktywnosé¢
enzymu obserwowano jedynie w czesSci podstawowej komoérek, podobnie
jak u osobnikéw nieleczonych (Tablica 4, ryc. 21).

Fosfataza kwasna zlokalizowana jest w czesciach cytoplazmy wolnych
od pasozyléw. Obserwowano nadal znaczne obnizenie aktywnosci w po-
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réwnaniu z komoérkami nablonka jelita srodkowego pszczél zdrowych.
Nie stwierdzono zadnych réznic w otrzymanych obrazach lokalizacji en-
zymu pszcz6l leczonych i nieleczonych.

Esteraza niespecyficzna. Aktywnos¢ enzymu rozkladajgcego octan
5-bromoindoksylu jest znacznie obnizona w wydzielniczych komoérkach
nablonks; w poréwnaniu z komérkami wolnymi od pasozytéw. W przeci-
wienstwie jednak do fosfatazy alkalitznej i fosfatazy kwasnej, 5-bromo-
indoksyl esteraza wydaje sie, ze jest bardziej aktywna po 6-dniowym le-
czeniu Fumagilling pszczél zakazonych nosema, anizeli u pszczét niele-
czonych (Tablica 4, ryc. 23). '

Po 12 dniach podawania pszczotom chorym preparatu Fumagillin DCH,
wyglad jelita srodkowego jest zupelnie zblizony do wygladu jelite, sSrodko-
wego pszczoly zdrowej, cho¢ w niektérych przypadkach utrzymuje sie
nadal biale jego zabarwienie.

Przy stosowanej metodzie badania na obecnosé¢ biatek wedlug Mazi,
komorki nablonka jelita srodkowego pszczoly zakazonej nosema, przez
12 dni karmionej syropem z dodatkiem preparatu Fumagillin DCH, wy-
kazujg intensywniejsze zabarwienie anizeli obserwowano u osobnikéw
chorych. Tylko nieliczne komérki wydzielnicze, w ktérych w wierzchol-
kowej czesci cytoplazmy mozna dostrzec wyrazne zarysy zarodnikéw no-
semy, nie sg zabarwione.

W stosowanej metodzie barwienia zielenig metylowa z pyroning, po-
dobnie jak u pszcz6t zdrowych — zaréwno komorki wydzielnicze jak
i regeneracyjne wykazujg intensywna pyroninofilnos¢. Jezeli spotyka sie
jeszcze w nabtonku pojedyncze komérki o ostabionej pyroninofilnosci.
to z reguly w ich cytoplazmie widoczne sg liczne zarodniki nosemy, in-
tensywnie zabarwione pyroning (Tablica 4, ryc. 20).

Jadra komorek nablonka, zaré6wno przy barwieniu zielenig metylowg
jak i przy reakcji Feulgena, nie wykazujg réznic w barwieniu w poréw-
naniu z jgdrami komoérek zdrowych: zachowujg owalny ksztalt i cen-
tralne polozenie w komorce, a takze intensywnie zabarwione ziarenka
wewnatrz nukleoplazmy.

Stwierdzono znaczny wzrost aktywnosc1 badanych hydrolaz w ko-
moérkach nablonka jelita Srodkowego pszcz6l chorych, przez 12 dni
leczonych preparatem Fumagillin DCH, w porownaniu z aktywnoscig
komorek nablonka pszczét chorych nieleczonych.

Fosfataza alkaliczna. Wykazuje aktywnosé w calej cytoplazmie ko-
morek wydzielniczych, podobnie jak u osobnikéw zdrowych. Nie spot-
kano nawet pojedynczych komorek zakazonych pasozytami i wykazu-
jgcych wskutek tego obnizong aktywnos$é enzymu.

Fosfataza kwasna wykazuje intensywng aktywnosé w calej warstwie
komérek nablonka. Tylko nieliczne komérki opanowane nadal pasozy-
tami wykazujg, w czesci cytoplazmy zawierajgcej pasozyty, obnizenie
aktywnosci enzymu (Tablica 4, ryc. 22). Drobne krysztaly indyga, wy-
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kazujgce na aktywnos¢ 5-bromoindoksyl-esterazy, wystepuja w catej
cytoplazmie komérek wydzielniczych, nadajgc jej intensywne granatowe
zabarwienie. Na tym tle z latwoscia mozna zaobserwowaé nieliczne nie-
zabarwione komorki, wypelnione zarodnikami nosemy, w ktorych brak
aaktywnos$ci enzymu. Podobnie jak u osobnikéw zdrowych, w komorkach
regeneracyjnych i w warstwie miesniowej jelita nie ujawniono aktyw-
nosci esterazy niespecyficznej (Tablica 4, ryc. 24).

Na autoradiogramach otrzymanych w pierwszej serii doswiadczen
z preparalow przygotowanych z jelita pszczél zdrowych, karmionych
przez okres 60 minut roztworem 25% glukozy z dodatkiem znakowanej
Cl-urydyny, stwierdzono zaciemnianie blony fotograficznej, swiadczgce
o wbudowaniu znakowanego nukleozydu w komorki nablonka. Na pre-
paratach z jelita $rodkowego rozmieszczenie zaciemnien na blonie nie jest
jednakowe nad calg warslwg komoérek nablonka. Znakowanie widoczne
jest zar6wno w jadrach, jak i cytoplazmie komérek wydzielniczych, przy
czym w jadrach jest znacznie gestsze. Natomiast w cytoplazmie komorek
regeneracyjnych nagromadzenie pigtna jest tak duze, ze po trzech ty-
godniach ekspozycji, cale centra regeneracji tworzg niemal jednolite
owalne plamy (Tablica 4, ryc. 25).

Przy podawaniu Cl-urydyny pszczolom chorym na nozematoze,
otrzymano bardziej réwnomierne wbudowanie pigtnowanego nukleozydu
w calg cytoplazme komdrek nablonka wolnych od pasozytéw. Poza tym
w tej serii autoradiograméw wida¢ wyraznie zmniejszone whbudowanie
Ct-urydyny w komoérkach centrow regeneracyjnych. Zaciemnienie blony
w okolicy centr regeneracyjnych jest widoczne, jednak ilos¢ widocznych
zaciemnien blony fotograficznej jest znacznie mniejsza w poréwnaniu
z autoradiogramami przygotowanymi z jelita Srodkowego pszczét wol-
nych od nosemy (Tabl. 5, ryc. 27).

W seriach do$wiadczen, w ktérych chore pszczoly przed spozyciem
pietnowanej C*#-urydyny byly leczone syropem z preparatem Fumagillin
DCH, réwniez otrzymano wbudowanie pietnowanego nukleozydu w cyto-
plazme komorek nablonka i w komoérki pasozyta. Jednakze gestosé pietna
obserwowanego na autoradiogramach, $wiadczaca o intensywnosci wbu-
dowania, jest podobna jak u osobnikéw zdrowych (Tablica 5, ryec. 29).

W autoradiogramach przygotowanych w serii do§wiadczen, w ktérych
pszczoly zdrowe zerowaly przez 1 godzine na 25% syropie z glukozy
z dodatkiem H3-tymidyny, nie uzyskiwano wbudowania pietnowanego
nukleozydu ani w komoérki nablonka jelita srodkowego, ani w dalsze
odcinki przewodu pokarmowego. Natomiast widoczna jest wyraZna obec-
no$é podawanego nukleozydu w tresci pokarmowej w $wietle jelita cien-
kiego (Tablica 5, ryc. 26). Pozwala to sadzi¢, ze pszczoly pobieraly po-
dany pokarm z pietnowanym nukleozydem, a brak pietna w nablonku
spowodowany jest jedynie brakiem aktualnie zachodzacej syntezy kwasu
dezoksyrybonukleinowego w jadrach tych komoérek.
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Doswiadezenia, w ktéorych H3-tymidyna byla podawana pszczotom
chorym na nozematoze, w przygotowanych autoradiogramach otrzymano
intensywne wbudowania. Zaciemnienia na blonie autoradiogramu sg dos¢
duze i wystepuja w nieregularnie rozrzuconych skupieniach (Tabl. 5,
ryc. 28). W autoradiogramach barwionych zieleniag metylows z pyroning,
widaé, ze rozmieszczenie zaciemnien na autoradiogramie odpowiada cze-
Sciom cytoplazmy komoérek nablonka, opanowanym przez pasozyty, jed-
noczesnie widaé¢, ze znakowanie nie wystepuje nad wszystkimi komor-
kami pasozyta (Tablica 5, ryc. 30). Z obserwacji prowadzonych poprzed-
nio, kiedy badano rozmieszczenie kwaséw nukleinowych w komoérkach
nablonka jelita Srodkowego pszczél zakazonych nosematoza, wisdomo,
ze w zaatakowanych przez noseme komorkach znajdujg sie rozne stadia
rozwoju pasozyta. Mozna wigc uwazaé, ze wbudowanie pietnowanej ty-
midyny nastgpilo wiasnie w niektore stadia rozwojowe nosemy.

Natomiast w serii doswiadczen, kiedy pszczoly chore przed podaniem
H3-tymidyny Zerowaly przez 60 minut na 25%, roztworze glukozy z pre-
paratem Fumagillin DCH, wbudowania nukleozydu w ogoéle nie otrzy-
mano. Obserwowana w przewodach pokarmowych tych pszczél obecno$é
podawanej H3-tymidyny w tresci pokarmowej w Swietle jelita pozwala
przypuszczaé, ze pszczoly istotnie pobieraly podawany roztwér glukozy
z H3-tymidyng a brak pietna w nablonku spowodowany byl zahamowa-
niem wbudowania obserwowanego uprzednio u pszcz6l chorych, niele-
czonych (Tablica 5, ryc. 31).

DYSKUSJA

Badania histologiczne przeprowadzone przez Hertiga (1923), Zd a-
nowa (1960) i BaEhrmanna (1965) stwierdzily, ze komorki nablonka
jelita $rodkowego zakazonych pszczét znacznie zwiekszyly swojg obje-
to$¢, przy czym ogromna ilo$é pasozytéw wystepujagca w komoérce czesto
zupelnie przystaniala jgdro. Nasze obserwacje pokrywaja sie¢ z obserwa-
cjami wymienionych autoré6w. W zakazonych komérkach nablonka stwier-
dziliSmy wyraznie zmniejszenie pyroninofilnosci cytoplazmy komérek na-
blonka przy jednoczesnej intensywnej pyroninofilnosci komérek pasozyta.

Otrzymana reakcja barwna oparta jest na péwinowactwie barwnikéw
zasadowych (do ktérych nalezy pyronina) do nukleotydéw komorki. Wy-
nik negatywny barwienia, otrzymany po wytrawieniu materialu bada-
nego enzymem rybonukleazg, swiadczy o obecnosci w komérce kwasu
rybonukleinowego. Zwigzek ten, jek wiadomo, jest konieczny do syntezy
biatek. Dlatego tez, na podstawie zmniejszonej pyroninofilnosci cyto-
plazmy komérek w nablonku . jelita srodkowego pszczoly, mozna przy-
jaé, ze wystepowanie pasozytéws w cytoplazmie powoduje obnizenie
ilosci RNA, a zatem i zmniejszenie zdolnosci komérek do syntetyzowania
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bialek. Przypuszczenie to potwierdzaja badania aktywnosci i lokalizacji
niektérych enzyméw z grupy hydrolaz, jak fosfataza alkaliczna, fosfataza
kwasna i 5-bromoindoksyl-esteraza. Wszystkie badane enzymy wykazaly
wyraznie obnizong aktywnos¢ w poréwnaniu z widocznymi w prepara-
tach. Oczywiscie przy ocenie tych obrazéw nalezy pamietaé, ze zaatako-
wane komorki majg znacznie wiekszg objetosé i byé moze obserwowane
roznice w rzeczywistosci sg3 mniej jaskrawe niz to wida¢ na prepara-
tach. Zagadnienie zwiekszonego czy zmniejszonego natezenia aktywnosci
enzymoéw nalezaloby zasadniczo badaé¢ metodami ilosciowymi, a nie jako-
Sciowymi, do ktérych nalezg zastosowane metody cytochemiczne. Z dru-
giej strony jednak zastosowanie metodyki biochemicznej, wymagajgcej
homogenizacji badanych komérek, w danym przypadku nie wydaje sie
celowe. W materiale zhomogenizowanym, obok fragmentéw komoérek
przewodu pokarmowego pszczoly wystepowstyby bowiem komérki pa-
sozyta znajdujacego sie w rozmaitych stadiach rozwojowych, od planon-
t6w, poprzez meronty, sporonty, sporoblasty i mlode spory az do zupeinie
dojrzalych zarodnikéw. Aktywnosci enzymatycznej takiego homogenatu
zatem nie mozna by poréwnywaé¢ z aktywmnosScig enzymatyczng homoge-
natu z jelita pszczoly zdrowej. Przed tym nalezaloby pozby¢ sie przy po-
mocy techniki frakcjonowanego wirowania wystepujacych w nim paso-
zytéw, co ze wzgledu na wspomniang réznorodno$¢ wystepujacych obok
siebie form tych ostatnich, jest sprawg bardzo trudna. Dlatego tez metody
cytochemiczne, ktére pozwalajg na odréznienie aktywnosci enzymatycznej
cytoplazmy komérki — gospodarza od aktywnosci wystepujgcej w komor-
kach pasozyta, wydaja sie mimo wszystko bardziej uzyteczne.

Przy podawaniu zakazonym pszczolom preparatu Fumagillin DCH
juz po 6 dniach obserwowano pewne zwigkszenie pyroninofilnosci cyto-
plazmy zakazonych komoérek. Wyrazny powrét do stanu fizjologicznego,
podobnego do tego, jaki obserwowano u pszczél kontrolnych, zdrowych,
w ogromnej wiekszosci komorék nablonka nastgpit po 12 dniach stosowa-
nia preparatu Fumagillin DCH. W sporadycznie spotykanych na prepa-
ratach komoérkach nadal opanowanych przez pasozyty widoczne byly je-
dynie stadia zarodnikowe. Swiadczy to wyraZnie o leczniczym dzialaniu
podawanego preparatu. Mozna przypuszczaé, ze calkowite wyleczenie
nastapitoby po jeszcze dluzszym okresie podawania antybiotyku, co jest
zgodne z zaleceniami Bailey’a (1953). W zwigzku z tym zalecenie
firmy produkujacej antybiotyk, aby przy tak zwanym szybkim leczeniu
opryskaé¢ jedynie dwukrotnie chore pszczoly roztworem sacharozy o ste-
zeniu 30 mg antybiotyku na 1 litr roztworu sacharozy, nie wydaja sie
stuszne. W omoéwionych ‘wlasnych doswiadczeniach stosowano wlasnie
takie stezenie antybietyku i pomimo to jeszcze po 12 dniach stwierdzono
zakazenie komoérek nablonka.

W serii doswiadczenn autoradiograficznych z podaniem pietnowanej
Cl-urydyny, nukleozydu charakterystycznego dla kwasu rybonukleino-
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wego i H3-tynﬁdyny, nukleozydu wystepujacego w kwasie dezoksyrybo-
nukleinowym, stwierdzono wyrazne réznice wbudowania tych dwédch
zwigzkéw. W przypadku Cl-urydyny otrzymano intensywne wbudowa-
nie nukleozydu w cytoplazme komorek, zarowno pzsozyta jak i gospoda-
rza. Jedynie w komérkach centréw regeneracyjnych pszczét chorych
stwierdzono mniej intensywne wbudowanie Cl4-urydyny anizeli u osob-
nikéw zdrowych.

W serii eksperymentow, w ktérych pszczoly zakazone, przed podaniem
pietnowanego nukleozydu otrzymatly roztwoér glukozy z dodatkiem pre-
paratu Fumagillin DCH, wynik wbudowania C*-urydyny byl raczej po-
dobny do tego, jeki obserwowano u osobnikdéw zdrowych. Nalezy zazna-
czy¢, ze ocena obrazéw mikroskopowych w obu seriach doswiadczeni byla
bardzo trudna, gdyz obecnos¢ pietna wykazywaly zaréwno komoérki na-
btonka, jak i komorki pasozyta. Do tego jeszcze niewielkie wymiary tych
ostatnich utrudnialy ustalenie réznicy w stopniu wbudowania CM-ury-
dyny, ktéra niewatpliwie wystepowala po podaniu leku. Na podstawie
rozmieszczenia pietna uzyskanego w powyzszych do$wiadczeniach, jak
rowniez na podstawie obnizonej pyroninofilno$ci komérek nablonka opa-
nowanych przez pasozyly, mozna powiedzie¢, ze u pszczél zarazonych
nosemg nastepuje znaczne obnizenie zdolnosci syntezy RNA w komoér-
kach nablonka jelita $rodkowego, natomiast leczenie Fumagilling zdol-
no$¢ te przywraca. Szczegélnie wyrainie zjawisko to wystepuje w ko-
moérkach regeneracyjnych.

Powyzsze obserwacje sg zgodne z poprzednio oméwionymi wynikami
naszych badan, dotyczacych aktywnosci niektérych hydrolaz w nablonku
jelita $rodkowego pszczél chorych na nozematoze i leczonych Fuma-
gilling. Nalezy przypuszczaé¢, Ze obnizenie aktywnos$ci badanych enzy-
ra¢w w jelitach érodkowych pszczét zarazonych moglo by¢ spowodowane
zmniejszeniem stopnia syntezy tych enzyméw. Prawdopodobnie bylo to
wynikiem obserwowanej przez nas cbnizonej intensywnosci syntezy RNA
w tych komérkach. Pod wplywem leczniczego dzialania Fumegilliny stop-
niowo zostaje przywrdcona zdolnosé komérek do intensywnej syntezy RNA,
w wyniku czego moze byé przywrécony poziom syntezy bialek enzyma-
tycznych, wilasciwy komoérkom przewodu pokarmowego pszcz6l zdro-
wych. Oczywiscie sluszno$¢é tego przypuszczenia nalezaloby zweryfiko-
waé dalszymi badaniami, na przyklad drogg bezposredniego sledzenia
syntezy bialek w komorkach pszczét zdrowych, chorych i leczonych Fu-
magilling przy zastosowaniu pigtnowanych aminokwaséw.

W oméwionych wynikach badan przedstawiono efekty cytologiczne
leczenia Fumagilling pszczét chorych na nozematoze. Nie pozwalajg one
jednak na wyciggniecie wnioskéw czy sugestii dotyczacych przypuszczal-,
nego mechanizmu dzialania tego antybiotyku. Sugestie takie nasuwajg
si¢ nam z analizy wynikéw uzyskanych w doswiadczeniach, w ktorych
dledzono synteze DNA przy zastosowaniu pietnowanej H’-tymidyny. Ty-
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midyna stanowi charakterystyczny skladnik kwasu dezoksyrybonukleino-
wego. Synteza, czyli tak zwana replikacja DNA nastepuje w komodrkach
przygotowujacych sie do podzialu w.SciSle okreslonym odcinku czaso-
wym tak zwanej fazie S (Taylor 1963). Autoradiogramy otrzymane
z jelita srodkowego pszczél zdrowych, ktérym podawano H3-tymidyne
przez okres 60 minut, nie wykazaly wbudowania nukleozydu. Swiadczy
to o tym, ze w przeciggu tego kroétkiego czasu zadna z komérek nablonka
nie znajdowala sie¢ w fazie S. Natomiast po podaniu H3-tymidyny pszczo-
tom chorym, obserwowano wbudowanie nukleozydu w niektére komorki
pasozyta. Z badan prowadzonych metodami pozwalajacymi na doklad-
niejsze zréznicowanie struktur cytologicznych wiadomo, ze komorki te
stanowig populacje wysoce niejednorodng na skutek ich niezsychronizo-
wanego rozwoju. Zatem przy duzym nagromadzeniu réznych form rozwo-
jowych szybko rozmnazajgcej sie nosemy wystepujg i takie, ktére aktual-
nie przechodzg przez okres replikacji DNA poprzedzajacy ich dalsze po-
dzialy. H3-tymidyna podawana zatem pszczolom zakazonym ulega nie-
watpliwie wbudowaniu w DNA tych stadiéw rozwojowych nosemy, ktére
aktualnie znajdujg sie w fazie S — fazie syntezy tego zwigzku.

W serii rownolegle przeprowadzonych doswiadczen, w ktérych chore
pszczoly przed otrzymaniem H3-tymidyny byly przez 60 minut zywione
roztworem glukozy z Fumagilling, nigdy nie stwierdzono wbudowania
podawanego nukleozydu. Otrzymany wynik, w poréwnaniu z poprzed-
nim, pozwala przypuszczaé, ze podawany antybiotyk Fumagillin powoduje
zahamowanie replikacji kwasu dezoksyrybonukleinowego w komorkach
pasozyta i w ten sposéb hamuje jego rozwéj. Poniewaz cykle rozwojowe
pasozyta nie sg synchronizowane i odbywajg sie zupelnie niezaleznie
w poszczegblnych komoérkach nablonka, skutecznosé leczniczego dzia-
lania Fumagilliny zalezy od czasu podawania chorym pszczolom tego
zwigzku. Czas ten powinien by¢ dostatecznie dlugi, zeby wszystkie ko-
mérki pasozyta znajdujgcego sie w przewodzie pokarmowym pszczoly
doszlty w swym cyklu zyciowym do fazy S, okresu syntezy DNA, w kto-
rej dopiero moze ulec zablokowaniu ich dalszy rozwdéj. Otrzymane przez
nas i innych badaczy efekty lecznicze dzialania Fumagilliny przy diugo-
trwalym, 2—3-tygodniowym stosowaniu tego leku, potwierdzajg wysu-
nieta powyzej hipoteze.

W dostepnej literaturze nie znaleziono danych o mechanizmie dzia-
lania Fumagilliny. Jedynie przytoczona praca Millsa (1955) na temat
hamowania przez Fumagilline namnazania sie bakteriofagéw przy jedno-
czesnym braku dzialania tego zwigzku na fagi wolne, pozwala posrednio
przyjaé, ze Fumagillina nie dopuszcza do replikacji DNA, ktéry jest
jednym z proceséw zachodzgcych w czasie namnazania sie faga.

Obecnie znanych jest w lecznictwie wedlug Szemiakina (1961)
okolo 1200 réznych antybiotykéw, to jednak mechanizm dzialania usta-
lono zaledwie dla kilku z nich. Antybiotyki otrzymane najczesciej droga
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biosyntezy nalezg do grup bardzo réinych pod wzgledem chemicznym.
Drogg syntezy chemicznej uzyskano jedynie nieliczne, co naturalnie
utrudnia ustalenie mechanizmu ich dzialania. I tak na przyktad wiadom®,
Ze penicylina wstrzymuje rozwodj bakterii, blokujgc wytwarzanie blon
bakteryjnych: streptomycyna blokuje przylaczenie mRNA/RNA przeno-
szgcego informacje genetyczne z jadra do cytoplazmy (do ribosoméw),
chloramfenikol, jeden z nielicznych antybiotykéw otrzymanych synte-
tycznie, hemuje przenoszenie aktywnych aminckwaséw z sRNA.(RNA
rozpuszczalnego) do ribosomdéw, a tym samym synteze biatek: aktyno-
mycyna tworzy polaczenia kompleksowe z DNA,” przez co uniemozliwia
synteze 'mRNA, puromycyna specyficznie hamuje synteze bialek przy
zachowanej syntezie RNA i DNA (Galasinski, 1966). Obserwacje wy-
nikajace z naszych doswiadczen pozwalajg przypuszcza¢, ze Fumagillin
DCH dziala blokujgco na replikacje DNA. Podana sugestia, dotyczaca
tego rodzaju mechanizmu dzialania Fumagilliny, wymaga jeszcze szer-
szego opracowania, chociaz otrzymane przez nas wyniki uprawniajg do
wysuniecia takiej hipotezy.

Wyniki badann autoradiograficznych otrzymanych przy podawaniu
H3-tymidyny pszczolom zakazonym nosema, oraz pszczolom zakazonym
zywionym uprzednio w ciagu 60 minut roztworem glukozy z Fumagilling,
pozwalajg przypuszczaé, ze metoda ta moze mie¢ takze zastosowanie
praktyczne. Wydaje si¢ mianowicie, ze mozna jg zastosowa¢ do spraw-
dzenia aktywnos$ci importowanych serii antybiotyku Fumagillin DCH.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Badano metodami cytochemicznymi i autoradiograficznymi jelito srod-
kowe pszczétl zdrowych, zakaZonych pasozytami nosema apis Zander
i poddanych leczeniu preparatem Fumagillin DCH.

W komérkach nablonka jelita srodkowego pszczol zdrowych stwier-
dzono intensywng pyroninofilno$¢ cytoplazmy. Wykazano, ze fosfataza
alkaliczna i esteraza 5-bromoindoksylu przejawiajg aktywnos¢ w komér-
kach wydzielniczych jelita, natomiast nie wykrywa sie ich aktywnosci
w komoérkach regeneracyjnych i w jgdrach komérek nablonka. Fosfataze
kwaséng wykrywano zaréwno w cytoplazmie komérek wydzielniczych, jak
i w regeneracyjnych. U pszczol zakazonych obserwowano obnizenie
pyroninofilnosci cytoplazmy komérek opanowanych przez noseme przy .
jednoczeénie stwierdzanej intensywnej pyroninofilnosci komérek paso-
zyta, Aktywnos¢ badanych enzyméw byla obnizona, a nawet w czeéci
cytoplazmy, opanowanej przez pasozyty, obserwowano zupelny brak
aktywnosci.

U pszeczét chorych poddanych leczeniu preparatem Fumagillin. DCH
po 6 dniach podawania leku, obserwowano pewne zwigkszenie pyronino-
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filnosci cytoplazmy zakazonych komoérek nablonka. Wyrazne zmniejszenie
stopnia zakazenia stwierdzono po 12 dniach podawania leku. W nie-
licznie wystepujgcych jeszcze, zakazonych komoérkach nadal jednak
obserwowano obnizong pyroninofilno$é¢ i obnizenie aktywno$ci badanych
hydrolaz.  Pozostale komoérki nablonka wolne od pasozytéw nie wyka-
zywaly zadnych réznic w pyroninofilnosci eytoplazmy i aktywnosci ba-
danych enzyméw w poréwnaniu z komérkami nablonka pszczét zdrowych.

W badaniach autoradiograficznych stwierdzono w przypadku pszczoi
zdrowych intensywne wbudowanie Cl4-urydyny w cytoplazme komoérek
nablonka. Szczegdlnie intensywne wbudowanie obserwowano w komér-
kach centréw regeneracyjnych, nie obserwowano wbudowania H3-tymi-
dyny. Natomiast podawanie tych samych nukleozydéw pszczotom chorym
wykazalo réwniez wbudowanie Cl4-urydyny w cytoplazme komoérek na-
bionka, jak i w komérki pasozyta. Przy pordéwnaniu. z pszczolami zdro-
wymi nie zaobserwowano zwiekszonego wbudowania podawansgo nu-
kleozydu -w komérkach centréw regeneracyjnych. Przy podawaniu
H3-tymidyny otrzymano wbudowanie w niektére stadia rozwojowe paso-
zyta. W tych seriach doswiadczen, w ktdrych pszczoly przed podaniem
pietnowanych zwigzkéw otrzymaly przez okres 60 minut preparat Fuma-
gillin DCH. W przypadku Cl*-urydyny wyniki byly zblizone do wyni-
kow uzyskanych uprzednio, natomiast nie zaobserwowano wbudowania
po podaniu H3-tymidyny.

Otrzymane wyniki pozwalajg na wysuniecie nastepujacych wnioskow:

1. opanowanie przez noseme komoérek nablonka jelita srodkowego
pszczoly powoduje zmniejszenie lub nawet brak wykrywanej metodami
cytochemicznymi aktywnosci fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasnej
i esterazy 5-bromoindoksylu, co wskazuje na obnizenie aktywnosci fizjo-
logicznej tych komorek;

2. obnizenie stopnia pyroninofilnosci komérek opanowanych przez pa-
sozyta nasuwa przypuszczenie, ze nastgpilo obnizenie syntezy RNA w tych
komoérkach. Wyniki uzyskane w badaniach autoradiograficznych z zasto-
sowaniem Cl-urydyny potwierdzaja to przypuszczenie, zwlaszcza od-
' nosénie komoérek centréw regeneracyjnych;

3. podawanie preparatu Fumagillin DCH pszczolom chorym powoduje
stopniowy powroét do stanu fizjologicznego; zaréwno stopien pyroninofil-
nosci jak i aktywno$¢ badanych enzyméw wraca do poziomu obserwo-
wanego w komorkach pszcz6l zdrowych;

4. leczenie preparatem Fumagillin DCH nalezy stosowaé w okresie
dluzszym anizeli 12 dni;

5. przypuszczalne dzialanie lecznicze Fumagilliny polega na hamo-
waniu rozwoju pasozyta przez blokowanie w jego komoérkach replikacji
DNA.

104.



LITERATURA

Bidhrmann R. (1965) — Vergleichend-histopatologische Untersuchungen an no-
semakranken Honigbienen. Angew. Parasitol. 1—24.

Bailey L. (1953) — The Treatment of nosema disease with Fumagillin, Bee World
7, 136. .

Bailey L. (1952b) — The transmission of nosema disease, Bee World 9, 171.

Bailey L. (1955) — The infection of the ventiriculus of the adult honey bee by
Nosema apis (Zander). Parasitology 45, 86—94.

Bailey L. (1959) — The natural mechanism of suppression of Nosema apis
Zander in Enzootically Infected Colonies of the honey bee Apis mellifera Lin-
naeus, J. of Insect Pathol. 1, 347—350.

Bielanska-Osuchowska Z (1960) — Histochemical studies on insect tele-
trophic ovaries. Zool. Polonige 10, 131—163.

Danitko A. M. (1961) — Riezultaty opyta letzerija nosematoza pézel. Pézetowodstiwo
1, 29—30.

Day M. F. (1949) — The distribution of alkalines phosphatase in Insect. Aust.
J. Sci. res. 2, 31—42,

Doull K. M. (1962) — A theory the causes of development of epizooties of nosema
disease of the honey bee. J. econ. ent. 55, 3, 313—316.

Furgala B. (1962) — Residual Fumagillin activity in sugar syrup stored by
wintering honey bee colon’es. J. apic. Res. 1, 35—37.

Galasinski W. (1966) — Aktinomycyny i ich antymetaboliczne dzialanie. Postepy
Biochem'i 12, 1, 127—153.

Gontarski V. H, Mebs D. (1964) — Eiweissfiitterung und Nosemaentwicklung.
Z. Bienenforschg. 7, 53—61.

Hassenein M. W. (1¢61) — The effects of infection with nosema apis of the
pharyngeal salvary glands of the worker honey bee. Bee World 53, 171.

Hertig M. (1923) — The normal and pathological histology of the ventriculus of
the honey bee with special to infection with Nosema apis. J. Parasitol. 9, 3,
109—140. :

Jefree E. P. and Allen M. Dellia (1956) — The influence of colony size and
in nosema disease on the of rate population loss in honey bee colonies in winter.
J. Econ. Entomol. 49, 831—824.

Kalinowski J. (1964) — Zjadanie koszulek i odchodéw larw przez pszczoly do-
rosle. Pszczelarstwo 4, 4—6.

Katznelson H.and Jamieson C. A. (1952) — Control of Nosema disease of
honey bees with Fumagillin. Sc'ence 115, 2977, 70—71.

Kirkor S. (1962) — Zagadnienie choroby zarodnikowcowej. Med. Wet. 18, 2, 68—T71.

Kulikow N. S. (1961) — Leczefije pczet Fumagillinom ot nosematozy. Pézeio-
wodstwo 5, 43.

Kulikow N. S. (1960) — Letzefije nosematoza pézel fumagllinom. Pézelowodstwo
2, 43—46. :

Kunst Lj. i Tomasec I (1¢65) — O djelowaniu nakih lijokowa na mikrospo-
ridiju Nosema apis. Vet. Arhiv. 36, 35—40.

Mills R. F. N. (19¢5) — The action of Fumagillin on a bakteriophage of Staphylo-
coccus aureus, J. gen. Mikrobiol. 12, 39-—44.

Mommers J. (1957) — Treatment of nosema disease with Nosemack and Fumi-
dil B. Bee World. 3, 67—70.

Niemczuk W. (1964) — Ocena wartoéci preparatu Fumidil B. stosowanego lgcznie
z podkarmianiem na z'me pszcz6! chorych na nosematoze (Nosematosis opis).
Wiad. Parazytol. 10, 11, 51—57. )

105



Ordési Pdl Z. (1966) — Die Wirkung des Weiselfuttersaften auf die Nosema Ent-
wicklung. Z. Bienenforschg. 8, 5, 178—180.

Pearse A. (1960) — Histochemistry Theoretical and Applied. London, Churchil.

Poltiew W. I. (1957) — Poiski letzebnych S$redstw protiw nosematoza. Pézeto-
wodstwo 4, 44—47.

Poteikina E. A, (1960) — Fizjologitzeskoje sostojanije ptzel osiefiju i prodoi-
Zytielnost ich z'zni pri nosematozie. Pézelowodstwo. 37, 9, 18—19,

Przetecka A. (1963) — Cytochemical Investigation on Lip.d Assimilation by the
Caterpillars Galleria mellonella E. Folia Biol. 11, 3.

Przelecka A, Dutkowski A. (1965) — Autoradiographic Investigation of
Incorporation of Fatty Acids into the Lipids of Insect Ovarioles. Bull. Acad.
Pol. Sci. biol. 13, 10, 573—575.

Przelecka A. (1966) — Nucleic Acid Metabolism and Cell Interaction in the
Ovariole of Galleria mellonella. Fol. Histochem. Cytochem. 4, 3, 223—236.

Schulz Langer E. (1958) — Uber das Vorkommen hoher Korpertemperaturen
bei der Hon'gbiene mit entwicklungshemmender Wirkung auf den Parasiten
Nosema apis Zander, Z. Bienenforschg. 4, 67—86.

Steche V. W. (1961) — Die Eiweisshaushalt des Bienenvolkes und die Nosematose
der Honigb’ene. Z. Bienenforschg. 5, 145—176.

Steche V. W. (1965) — Zur Ontegonie von Nosema apis Zander in Mitteldarm
der Arbeitsbiene. Bulletin Apicole 8, 2, 181—212.

Taylor J. A. (1963) — Molecular genetics, Academic Press, New York 65—111,

IIUTOXMMMNYECKUE UCCIENOBAHUA CPENHEN KUIIKM ITIEJ
' PABOTHHAI]

A TaprBur

Pesiome

HUTOXVMMMUYECKMMI ¥ aBTOPAAMOrpahmMuecKuMy METOZaMM VCCIEAOBAHO CPEAHIOI
KUIIKY 370POBLIX, ITYEJ 3apaikeHHbIX mnapasmuToM Nosema apis Zander u 3apameHHBIX
JedyeHHbIX PymarmnauHom AT (aymuurIorekcaH). B smuresnmalbHBIX KIETKax cpeg-
Hell KMIIKY 3/0POBbIX IMYeJ KOHCTATMPOBAHO MHTEHCHBHYIO NVPOHMHOMMILHOCTD HUi-
TOILIa3Mbl, JIOKazaHO, YTO OCHOBHaA ¢ocdaraza M screpa3a 5-OpOMOMHAOKCHMIIA IIPO-
ABJAIOT aKTMBHOCT B BLIZENATENBHBIX KJIeTKaX KMIIKM, TOKAa KaK aKTMBHOCTM UX HE
00HapysXeHO B PEereHepaTMBHBIX KJIETKaX M B AAPaxX KIETOK smurenusa. Kucaywo doc-
dara3zy o0HApy:KeHO B IMTOIIa3Me M BbIZCAWUTENBLHBLIX ¥M pPEreHepaTUMBHBLIX KJICTOK.
Y 3apakKeHHBIX Im4es HabJofaeTcsa CHMIKEeHME NMUMPOHMHOMMIBHOCTY IMTOILIA3Mbl Kiae- -
TOK IIOPaZKEeHHBIX HO3eMOM. OTHOBPEMEHHO OOHAPYKEHO MHTEHCHUBHYIO IVPOHMHO-
(bMABHOCTL KIETOK Iapazmra. AKTMBHOCTbL MUCCIENYEMbLIX 9H3VIMOB ObliIa IOHMIKEHHON
@ B TOJM YaCTM LUTOILNIA3MbI, Ile HaXOAMJIMCH [IapasUTLI OHA COBCEM McUe3ala.

VY GONBHBIX MuYeJI, JedeHHBIX PYMarnJIMHOM B TedeHMM 6 fHeir HaGJI0ZaHO HERO-
TOpOe yBeJMUeHNEe NMPOHMHOMUILHOCTM LIMTOIIA3MbI 3aPaskKeHHbBIX KJETOK SINTENMA.
ITocye 12 pHeit moxaBaHMsA IIperiapaTa KOHCTAHTMPOBAHO SBCTBEHHOE IIOHMIKEHHUE CTe-
nenn 3apakemms. OAHAKO PEAKO yxKe IONAafAIUMXCH KJEeTKaX C IIapa3uToM HaGuro-
JaJioch €llle CHMIKEHMe aKTMBHOCTM TUAPOJIa3. B OCTaNbHBIX 3MUTENMANHBIX KJIETKaX
6e3 mapa3mToB NMPOHMHOMMILHOCTL IUTOINIA3MBI M AKTMBHOCTE MCIILITYEMBIX 9H3bI~
MUB GbINIM Takye Ke KakK B KJEeTKaX SIMTENNs 3A0POBbIX NUel.

IIpn aBTOpazuorpachuyecKux MCCIeHOBAHMAX KOHCTAHTHMPOBAHO WHTCHCUBHOE
BXO3kienMe aToMoB 1[4 — ypuamHA B COCTaB LMTOILIA3MbI KJIETOK SMMUTENNUA 3A0POBBLIX
myen. OcoGeHHO MHTEHCMBHO 9TO IPOMCXOAMJIO B KJIETKAaX PEreHePaTMBHBIX KDWUOT;
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BXOXAenne xe IM-TumuauHa He Habmoganocb. IIpy MoOaBaHMIO TEX Ke HYKJIEO3W-
70B OONBLHBIM ITYEJIOM IIOKa3aHO BXoxpAeHye I[4-ypuamHa ¥ B IMTOIIA3MY KJIETOK
SUUTENNA ¥ B KJIETKYM rapa3ura. IIpy CpaBHEHMM C 30OPOBbIMM Nuejamyu Gonee o6uab-
HOEe BXOXKJEHUE HYKJEO3bII0B B KJETKY pereHepaTMBHLIX KpUNT He OblIO 3aMedeHo.
IIpu nopjaBaHuio I'-TuMmauHA HACTYNAJNO BXOXKJAEHME €r0 B HEKOTOpPhLIE CTajuu pas-
BUTHS Tlapa3uTa. IlocTaBiieHO Tak f[a CEPUM ONBITOB, B KOTOPBIX HYeJbI epes moaa-
HMEM MM MEYEHBIX COeAuHeHMiI B TedeHme 60 MuuHyT nonywanm DymarmaauH. IIprn
nogaBanum I ypuamHa pesyiibTarbl GBIAM CXOXM C DPaHee NONYyYEHHBIMHU, B Ciy'iae
Xe nogaBaHma I TMMMAMHA €ro NPUCBOEHMA He HabJI0NaJIoCh.

CYTOCHEMICAL INVESTIGATIONS ON THE MIDGUT OF HONEY BEE WORKER
A. Hartwig
Summary

Cytochemical and autoradiophical methods have been used for testing mid-
~-intestine of healthy bees which were infected by spores of Nosema Apis Zander
and then treated with Fumagillin DCH. In the epithelical cells of mid-intestine of
healthy bees were found intensive pyroninophility of cytoplasme and activity of
alkaline phosphatase and 5-bromoindoxyl esterase are active in intestine cells,
but there were not active in regeneration cells and in the nuclei of epithelical cells.
Acid phosphatase was found in the cytoplasme of excretory cells as well as in the
regeneration cells.

Infected bees had lower activity of cytoplasme pyroninophility but hjgher
pyroninophilic activity of parasite cells. Activity of tested enzymes were lowered
and in the part of cytoplasme which was havily infected by parasite were not active.

Treating of sick bees during 12 days with Fumagillin DCH increased pyronino-
philic activity of cytoplasme of infected epithelical cells.



