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Prezentul brevet se refera la definirea unor markeri biochimici si celulari aflati in com-
pozitia hemolimfei la albine, ca indicatori specifici ai starii de sanatate a acestora, si ca
markeri de monitorizare a diferitelor stari patologice si de stres aparute la nivelul coloniilor
de albine.

Hemolimfa la albine este componenta sistemului circulator analoga sangelui la
animalele vertebrate. Ea scalda organele interne gi joaca un rol important in nutritie si in
functiile de aparare ale albinei (imunitate). Componentele de baza din compozitia hemolimfei
sunt plasma si hemocitele (elementele figurate). Constituentii biochimici ai plasmei sunt de
natura anorganica (apa, potasiu, magneziu, clor) si organica (carbohidrati - trehaloza, zaha-
roza, fructoza, maltoza; compusi azotati - aminoacizi, enzime, proteine de tipul vitelogenului;
lipide - fosfolipide, acizi grasi liberi, steroli; hormoni - hormonul juvenil HJ-III).

Hemolimfa albinelor nu contine pigment respirator. Cantitatea de hemolimfa, precum
si gradul de incarcare cu diferitele componente anorganice si organice difera mult in functie
de varsta, de starea de nutritie si sanatate a albinelor, de activitatea pe care o desfasoara
ciclul biologic, precum si de mediul ambiant in care albinele vietuiesc. Pe langa aceste com-
ponente, valorile fizico-chimice, respectiv, pH-ul, presiunea osmotica, continutul in O,, CO,
si sistemele tampon au valori diferite atat in faza de activitate larvara si de metamorfoza, cat
si in cursul diferitelor activitati ale albinelor adulte.

Astfel, glucidele de tipul trehalozei variaza foarte mult in functie de stadiul de dezvol-
tare, starea de nutritie si de proprietatile cinetice ale glucidelor, dar in acelagi timp exista un
control endogen al glicemiei, similar cu cel de la mamifere.

Continutul in aminoacizi, ca si al proteinelor totale, este mai ridicat in stadiul larvar
decat la albinele adulte. in hemolimfa au fost identificati toti cei 22 de aminoacizi esentiali,
si in plus alti 10 aminoacizi non-proteici.

Enzimele sunt proteine cu structura complexa, activate de vitamine, oligo sau macro-
elemente, cu rol bine definit in metabolism, si cu importanta deosebita ca markeri biologici.

Vitelogenul este proteina specificd organismelor femele, si reprezinta 80% din
intreaga incarcatura proteica la matci si 35% la albinele doici.

Lipidele reprezentate de fosfolipide, acizi grasi liberi, steroli, difera cantitativ la adult
fata de larva. Astfel, la larvele aflate in ultima parte a dezvoltarii sunt de aproximativ 100 g/|
datorita dezintegrarii corpului gras in mici fragmente eliberate in hemolimfa.

Hormonii din compozitia hemolimfei sunt reprezentati de hormonul juvenil HJ-lll si de
Makysteron A. HJ-Ill are nivel ridicat |la stadiile larvare incipiente, scade apoi catre O la larve,
creste la prepupe si scade din nou catre 0 la pupe. El variaza, de asemenea, in diferite faze
de activitate, si influenteaza comportamentul albinelor lucratoare.

Elementele figurate - hemocitele - prezintd morfologie si functii diferite, fiind descrise
mai multe tipuri, cu denumiri ce variaza dupa diferiti autori [Chauvin R., 1968, Van
Steenkistes, 1988, I. Sorescu, 1998, Zakaria M.E., 2007].

Sapcaliu Agripina, Cauia Eliza, Guresoaie lon, Condur Dan, Radoi lon, “Valorile
de referinta ale principalilor parametri biochimici din hemolimfa albinelor (A. M.
Carpatica) din zona de sud-est a Romaniei”, publicat in buletinul de Lucrari Stiintifice
Zootehnie si Biotehnologii, vol 40(2), 2007, se refera la analizele biochimice din hemolimfa
de albine (examen paraclinic), pentru investigarea si stabilirea valorilor de referinta din
hemolimfa la albinele sanatoase din sp. Apis mellifera. Familile de albine (Lotul experi-
mental) au provenit din Biobaza I.C.D.A. - Bucuresti, de la care s-au recoltat probe de albine
in vederea stabilirii starii de sdnatate a familiei respective. In acest mod au fost inlaturate
probele ce proveneau din familiile de albine bolnave, si au fost folosite numai familiile puter-
nice, de la care s-au recoltat probe de albine sanatoase, in vederea recoltarii hemolimfei. Au
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fost recoltate, prin metode speciale, probe de hemolimfa (300 pl/proba) de la un numar de
aproximativ 50 albine/proba, in sezonul activ (primavara-vara) si in sezonul inactiv
(toamna-iarna). Numarul total de probe de hemolimfa nediluata au fost de 50, iar cele de
albine au fost de aproximativ 2500. Au fost determinati urmatorii 22 de parametri biochimici:
GLU (mg/dl), HDL-c (mg/dl), ALP (Ul/), Hb (g/dl), T-cho (mg/dl), Tprot (mg/dl), Alb. (g/dl),
BUN (mg/dl), LDH (UI/), CPK (Ul/l), Mg (mg/dl), FRA (um/l), IP (mg/dl), GGT (Ul/l), GOT
(Ui, GPT (Ul/), Ca (mg/dl), Cre (mg/dl), Amy (Ul/l), T-BIL (mg/dl), TG (mg/dl), acid uric
(mg/dl). Analizele au fost efectuate dupa recoltarea si prelucrarea probelor cu ajutorul
aparatului SPOTCHEM EZ SP4430, folosind kituri uscate, respectiv, tehnica slide-urilor.
in Sapcaliu Agripina, Radoi I., Condur D., Siceanu A., Cauia Eliza, Pavel
Crenguta “Evolutia unor parametri biochimici din hemolimfa albinei melifere (a. M.
carpatica) in sezonul inactiv”, publicat in buletinul de Lucrari Stiintifice Zootehnie si
Biotehnologii, vol 41(2), 2008, se prezinta analizele biochimice ale hemolimfei albinelor,
care ar putea fi utilizate Tn monitorizarea starii de sanatate a coloniilor de albine. Cercetarile
au fost efectuate pe probe colectate de la 5 colonii de albine, de la stupina de reproducere
a Institutului de Cercetare si Dezvoltare in Apicultura din Bucuresti. S-au efectuat analizele
biochimice, constand din 50 de albine pe proba (10 albine/colonie), care au fost colectate la
intamplare si la diferite intervale de timp, in sezonul inactiv (toamné&-iarn&). In total, s-au
colectat 250 de probe de hemolimfa intr-un interval de 2 ani, si au fost analizati urmatorii 21
de parametri biochimici: GLU, HDL-c, ALP, T-cho, Tprot, Alb, BUN, LDH, CPK, Mg, IP, GGT,
GOT, GPT, Ca, Cre, Amy, T-BIL, TG, UA. Testul a fost efectuat dupa colectarea si prelucra-
rea probelor, utilizdnd SPOTCHEM EZg;,,5,, folosind kituri uscate. Pe parcursul celui de-al
2-lea sezon inactiv, valorile majoritatii parametrilor biochimici cresc in diferite proportii, nive-
lurile lor fiind mentinute, de asemenea, in prima parte a sezonului activ (aprilie, mai, iunie).

Rolul functional diferit face ca, pe parcursul activitatilor specifice, elementele figurate
sa se modifice si sa conduca la aparitia unor varietati morfologice in cadrul fiecarui grup
functional.

Asocierea unor markeri biochimici ai hemolimfei (plasmei), altii decat cei enumerati
(cationi, carbohidrati, compusi proteici, hormoni), cu un profil citologic complex (elementele
figurate Tn dinamica), ofera o mai mare acuratete in stabilirea starii de sanatate si in diagnos-
ticul unor stari patologice aparute in interiorul coloniilor de albine. Aceasta abordare face
obiectul prezentului brevet.

Plecand de la metodele paraclinice si clinice redate anterior, se contureaza urmatoa-
rele dezavantaje ale acestora:

- nu permit monitorizarea in dinamica a familiilor de albine;

- surprind numai starile patologice ireversibile;

- nu sunt metode gi de preventie.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unei metode de evaluare
a starii de sanatate a coloniilor de albine, precum gi semnalizarea prezentei sau absentei
mecanismelor de aparare imunologica a albinelor.

Metoda de evaluare a starii de sanatate a coloniilor de albine, conform inventiei,
consta in recoltarea hemolimfei cu ajutorul unui tub capilar in conditii de igiena, si se deter-
mina valorile a 13 markeri biochimici care au valorile de referinta incadrate intre urmatoarele
limite: GLU = 47,2..572,9 mg/dl; ALP = 0,7..178 Ul/l;, GPT = 3...404 Ul/l; GOT =
=12...496 Ul/l; Ca = 0,1...16,28 mg/dl; CPK = 6,9...544 Ul/l; Cre = 0,1...76 mg/dl; GGT =
= 0,9...135 Ul/l; Mg = 0,1...4,1 mg/dl; Tpro = 4,0...5,51 mg/dl; TG = 10...317 mg/dl; UA =
=1,1...26 mg/dl; BUN = 2...49,2 mg/d|, parametri care definesc starea de sanatate a coloniei
de albine la momentul respectiv, precum gi semnalizarea prezentei sau absentei mecanis-
melor de aparare imunologica a albinelor.

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

RO 127755 B1

Prin aplicarea metodei se obtin avantaje ale optimizarii examenului clinic prin utiliza-
rea unor markeri biologici din hemolimfa, prezentate in continuare.

Plecand de la aceste considerente, actualul brevet defineste o noua viziune asupra
abordarii patologiei familiilor de albine, respectiv, optimizarea algoritmului de diagnostic prin
integrarea unor noi parametri biochimici ai hemolimfei, si analiza citomorfologica a popula-
tiilor de hemocite.

Utilizarea markerilor citologici permite, prin caracterizarea etapelor de transformare
a hemocitelor pe parcursul unor stari patologice, semnalarea prezentei sau absentei
mecanismelor de aparare, fiind un element de prognostic in evolutia bolii.

Utilizarea markerilor biochimici si citologici, in asociere cu metodele standardizate de
diagnostic pentru diferitele boli ce afecteaza coloniile de albine, permite, de asemenea,
stabilirea mai corecta a etiologiei stadiului bolii.

Prezentul brevet defineste o noua viziune, respectiv, noi markeri biochimici de
diagnostic, ce vizeaza analiza biochimica de finete si citomorfologica a hemolimfei.

S-a definit o noua linie de dezvoltare din doua motive: un prim motiv este legat de
faptul ca albinele constituie o comunitate de insecte cu totul particulara, la care existenta
este conditionata dublu, de legile vietii sociale si de homeostazia indivizilor componenti,
homeostazie care se leaga strans de compozitia si functiile hemolimfei, astfel incat studiul
biochimiei si citomorfologiei hemolimfei poate oferi un instrument eficient in completarea
diagnosticului.

Astfel, s-a putut permite stabilirea unor limite de referinta pentru parametrii biochimici
din hemolimfa albinelor sanatoase, care ar putea fi utile in examenele de diagnostic in stari
patologice, intoxicatii i in stabilirea unor tulburari de metabolism, si reprezinta un obiectiv
important al analizelor de laborator din hemolimfa.

Cel de-al doilea motiv este legat de lipsa pana la acest moment a unor observatii in
dinamica ale variatiilor din compozitia hemolimfei la albine, atat in conditii patologice, céat si
in conditii normale (variatii sezoniere, variatii in conditii de stres, variatii in conditii induse-
controlate), si a datelor privind implicarea acesteia in mecanismele imune de aparare. La
albine, ca la majoritatea nevertebratelor, sistemul imunitar implicat in aparare este sistemul
fnnascut - un sistem de aparare rapida si eficace, care intervine prin doua tipuri de raspun-
suri: un raspuns umoral si un raspuns celular. La albine, hemocitele (elementele figurate ale
hemolimfei) indeplinesc rolul primordial in cele doua tipuri de raspunsuri.

Au fost descrise in hemolimfa albinelor, in decursul anilor, mai multe tipuri de
hemocite, clasificarile furnizate de diferiti autori fiind destul de confuze si stufoase. Am cautat
sa reevaluam, dupa criterii morfologice si functionale, elementele figurate, si sa le integram
intr-un sistem mult mai simplu, care sa ajute medicul practician in caracterizarea starii de
sanatate a albinelor. Am avut in atentie grupele functionale implicate in mecanismele de
aparare, si posibilele variante fenotipice pe parcursul acestor procese, cu modularea morfo-
citometrica.

Dincolo de gradul de noutate, prezentul brevet, prin abordarea unor markeri de
diagnostic, permite o evaluare in dinamica sezoniera si in conditii modulate (crestere libera,
crestere stimulata in Apiclimator) a familiilor de albine si a starii de boala.

Un alt avantaj pe care il confera utilizarea acestor markeri in monitorizarea coloniilor
de albine este legat de posibilitatea depistarii starilor de stres gi a celor carentiale ce apar
in diferite perioade de viata in coloniile de albine, i corectarea la timp a acestora, pentru a
preveni pierderile economice, vizand astfel rolul profilactic in evaluarea sanatatii albinelor.

Prezentul brevet defineste ca markeri specifici 13 constante biochimice ale hemolim-
fei: fosfataza alcalina ALP (Ul/l), alanin amino transferaza GPT/ALT (Ul/l), aspartat amino
transferaza GOT/AST (UI/l), calciul total Ca (mg/dl), creatininfosfokinaza CPK (Ul/),
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creatinina Cre (mg/dl), gamma glutamil transpeptidaza GGT (Ul/l), glucoza GLU (mg/dl),
magneziu Mg (mg/dl), proteine totale T-Pro (g/dl), trigliceride TG (mg/dl), acid uric UA
(mg/dl), uree (nitrogen ureic) BUN (mg/dl) si 2 grupe morfofunctionale de hemocite (granulo-
cite si hialinocite).

Valorile de referintda pentru GLU din hemolimfa sunt cuprinse in intervalul
300,72...700,97 mg/dl, nivelul ridicat demonstrand faptul ca GLU din hemolimfa este princi-
palul parametru al hemolimfei albinelor, si 0 oglindd a metabolismului glucidic, alaturi de
trehaloza, ce reprezinta glucidul de rezerva.

Valorile de referinta pentru activitatea enzimei fosfataza alcalina (ALP) se plaseaza
intre limitele 1...90 U/l si prezinta o evolutie relativ constanta in sezonul activ, si o crestere
la final de sezon activ, ceea ce sugereaza ca activitatea fosfatazei alcaline (ALP) din hemo-
limfa reprezinta o exprimare a homeostaziei organismului albinei.

Valorile de referinta pentru activitatea glutamat alaninaminotransferazei (GPT) se
situeaza in intervalul 5...600 Ul/l, prezentand scaderi in perioada de maxima activitate, cu
minime catre sfargitul sezonului activ, si mentinand valori mici in ultima parte a sezonului activ.

Valorile de referinta pentru activitatea GOT (aspartataminotransferazei) se situeaza
inintervalul 10...593 Ul/I, valorilor ridicate de la inceputul sezonului activ urmandu-le o curba
descendenta, cu o scadere importanta in timpul sezonului activ, pana la un minimum de
14 Ul/11n perioada de sfarsit de sezon activ, iar dupa un varf de activitate de 300 Ul/I, valorile
scad semnificativ, sub 40 Ul/I.

Exista un paralelism intre graficele activitatii enzimatice pentru principalele enzime
investigate GOT, GPT, CPK, ceea ce evidentiaza o stare normala a functiilor metabolice, in
principal a celor hepatice, si starea de sanatate a coloniilor de albine.

Valorile de referinta ale calciului (Ca) din hemolimfa se situeaza intre 7,64 si
16,28 mg/dl, cele mai mici valori inregistrandu-se in sezonul inactiv, care se continua la
sfarsitul acestuia cu un maximum. Pe ansamblu, homeostazia calciului se caracterizeaza
prin existenta unor oscilatii relativ modeste fata de medie in perioada de activitate maxima,
fara caderi ale calciului din hemolimfa.

Valorile de referintd pentru CPK (creatinfosfokinazei) sunt cuprinse intre 68 Ul/l si
40 Ul/1, cu oscilatii >400 Ul/I in plin sezon activ. La sfargitul sezonului activ se constata o
scadere semnificativa <40 ori.

Analiza variatiei concentratiei creatininei (Cre) din hemolimfa arata valori intre
10,98 mg/dl si 45,95 mg/dI.

Analiza variatiei concentratiei GGT (gammaglutamiltranspeptidaza) infatiseaza valori
cuprinse intre 1,56 Ul/I si 24,65 Ul/I Activitatea enzimei GGT se stabilizeaza la valori relativ
mici, 5,45...15,58 Ul/I, osciland in jurul mediei, fiind prezente si cateva exceptii, 2,72 Ul/l i,
respectiv, 23,62 Ul/l, acestea fiind dependente de cantitatea si calitatea hranei.

Valorile de referinta pentru magneziu (Mg) se gasesc intre limitele 0,30 mg/dl si
16,30 mg/dl. Cu exceptia unor oscilatii legate de calitatea hranei (4,47...4,79 mg/dl), in
sezonul activ valorile magneziului se gasesc aproape de medie, 7...12 mg/dl, ceea ce
demonstreaza dependenta acestuia de modul de hranire.

Parametrul biochimic proteine totale (Tpro) prezinta valori de referinta cuprinse intre
1,70 mg/dl si 6,51 mg/dl. Aceste valori prezintda o constantd remarcabila, de
2,50...5,87 mg/dl, ceea ce arata clar caracterul homeostazic al proteinelor totale din hemol-
imfa albinelor.

Evolutia valorilor de referinta pentru trigliceride (TG) este intre limitele de 61,78 mg/dl
si 423,89 mg/dl, aratand o evolutie simetrica in prima si ultima parte a sezonului activ,
crescand usor de la 93,80 mg/dl catre 317,70 mg/dl. In perioada de activitate maxima,
valorile se abat usor, in plus sau minus de la media sezoniera, fapt ce demonstreaza rolul
homeostazic al acestui parametru.
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Variatia concentratiei acidului uric (UA) din hemolimfa se desfagoara intre limitele de
1,86 mg/dl si 18,13 mg/dI, acesta fiind un parametru hemolimfatic relativ constant, legat de
homeostazia proteinelor, de gradul de uzura al organismului in perioada de cules, si de
eficienta aparatului excretor.

Limitele pentru valorile de referinta ale ureei (BUN) din hemolimfa sunt cuprinse intre
2,41 mg/dl si 49 mg/dl. Eliminand varfurile accidentale, constatam o evolutie a ureei din
hemolimfa intre 4,21 mg/dl si 16,86 mg/dl, legata de gradul de hidratare si de eficienta
aparatului excretor, dar si cu implicatii in homeostazia albinelor.

Pentru evaluarea makerilor biochimici, s-a recoltat hemolimfa de la 10 pana la
100 indivizi/familie de albine Tn sezon activ si sezon inactiv, la diferite intervale de timp.
Analiza s-a realizat prin 2 metode de laborator cele de biochimie uscata si biochimie umeda.
Pentru fiecare determinare prin biochimie uscata din hemolimfa au fost necesari
200...800 ul/proba analizata/determinare si, respectiv, 800...1200 pl/proba analizata/deter-
minare, prin biochimie umeda.

Graficul recoltarilor de probe de hemolimfa si metode de analiza

Parametrii biochimici ai hemolimfei Analiza C|to-m.orfolog|ca a
hemocitelor
Metoda de analiza Metoda de Metoda de M.etod'e (.je Metoda de , .
o s biochimie L Tehnica Tehnica
biochimie biochimie .. biochimie L A
< . uscata si . frotiului frotiului
uscata umeda N umeda
umeda
. activ-inactiv activ- . . . . inactiv-
Tip sezon . ) . activ-albine | activ- albine .
albine albine Apiclimator L. albine
L L. bolnave sanatoase L
sanatoase sanatoase sanatoase
Nr. probe recoltate 110 60 20 10 30 30
Cantitate hemolimfa 15-60 15-60
800-1200 ul | 200-600 ul | 200-600 pl | 200-600 pl
recoltata/proba H W H H l/proba l/proba
Nr. familii de albine 5 5 5 5 5 5
Nr. albine/proba 5-80 5-80 5-80 5-80 5 5
(activ/inactiv)
Total probe 200 probe biochimie uscat'é + gmedé, sezon activ + 180 frotiuri (3 frotiuri/proba)
sezon inactiv

Pentru evaluarea elementelor figurate s-a utilizat metoda frotiului si analiza citomorfo-
logica. S-au utilizat 15...20 yl de hemolimfa/proba/sezon activ sau 45...80 ul/proba/sezon
inactiv, prelevata de la 5...80 albine/lot, prelucrata in paralel prin 3 metode:

- fractii de 15...60 pl de la 5...80 albine/lot s-au diluat si colorat cu albastru de tripan,
din care s-au facut apoi aprecieri in camera Malassez si la microscopul inversat (stereo-
microscop), in scopul evaluarii numarului si viabilitatii elementelor figurate (hemocite);

- fractii de 15...60 pl de hemolimfa s-au etalat direct pe lame de sticla degresate, fiind
realizate frotiuri (preparate fixe) colorate prin metoda Giemsa modificata;

- hemolimfa recoltata de la 5...80 albine a fost prelevata intr-o solutie anticoagulanta,
iar hemocitele au fost separate de plasma prin centrifugare si apoi spalate cu sol MAS si
centrifugate din nou, in aceleasi conditii. Din sedimentul obtinut s-au prelevat fractii de
5...18 ul, ce s-au etalat pe lama, fiind realizate frotiuri colorate dupa tehnica Giemsa modifi-
cata (preparate fixe).
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In ceea ce priveste clasificarea hemocitelor, exista la ora actual& o mare ambiguitate,
toate clasificarile existente orientandu-se indeosebi dupa aspectul morfologic, fara a face o
corelare cu semnificatia functionala. Tinand cont de aspectul morfologic general al hemo-
citelor (aspectul citoplasmei, al nucleului, prezenta granulatiilor), precum si de implicarea lor
functionala, hemocitele au fost grupate astfel:

I. granulocite - caracterizate prin: prezenta citoplasmei in cantitate mare, si a unor
granulatii rotunde, de talie relativ omogena, nucleul rotund, colorat puternic in rogu, situat cel
mai adesea central, rareori excentric. Tindnd cont de afinitatea granulatiilor, am subimpartit
acest grup in mai multe subtipuri:

- granulocite bazofile (cu granulatii numeroase, colorate in albastru pal);

- granulocite acidofile (granulatii mai putine, rosu intens, de talie mica);

- granulocite neutrofile (granulatii mai rare, roz-bej);

- granulocite cu granule optic-vide;

II. hialinocite - celule de talie variata, cu citoplasma bozofila, divizate in 5 subtipuri:

- hialinocite de talie mare, cu citoplasma hialina;

- hialinocite de talie mica, cu citoplasma hialina, nucleu voluminos, rosu-violet, situat
central, cu o liziera de citoplasma bleu;

- hialinocite de talie mare, cu 1 sau 2 nuclei, ce dezvolta pseudopode lungi, fine;

- hialinocite cu aspect de plasmodium, cu mai multi nuclei (pana la 9) picnotici, situati
central, cu activitate de fagocitoza bine exprimatad (prezenta de material fagocitat in
vezicule);

- hialinocite de forma neregulata, cu citoplasma heterogena, determinata de prezenta
lizozomilor de talie mare, cu valuri citoplasmatice periferice, pseudopode fine.

Pe langa aceste 2 tipuri de hemocite, au putut fi frecvent observate si celule cu
aspect imbatranit (nucleu lobat), si celule aflate in apoptoza (cu nucleu impins la periferie,
cu vacuole sau chiar in kariorexis).

Am incercat sa identificam si alte tipuri de leucocite, conform clasificarilor existente
in literatura. Astfel, Tn grupa granulocitelor am descris 3 tipuri morfofunctionale: GH,, GH, si
GH,, iar in grupa celor negranulare sau hialinocite am descris: prohemocite, plasmocite si
oenocite.

Hemocite granulare (GH,) - prezinta un aspect polimorf: cu digitatii i vezicule picno-
tice; incluziuni omogene; incluziuni heterogene, dense; incluziuni cu vezicule (fagozomi).

Hemocite granulare (GH,) - sunt ovoide sau sferoide, cu citoplasma omogena si
suprafata neteda, rar cu digitatii i vezicule picnotice de dimensiuni foarte mici. Prezinta
vezicule cu microincluziuni refringente si fenomenul de fagocitoza.

Hemocite granulare (GH;) - sunt polimorfe, cu digitatii si vezicule picnotice,
citoplasma cu corpi hialini (granule limpezi); numeroase expansiuni foarte active in hemocel.

GH, - sunt similare cu ,coagulocitele", deoarece sufera un proces rapid si puternic
de transformare pe parcursul regenerarii hemolimfei; sunt caracterizate prin trei tipuri de
granulatii.

GH, - participa la incapsulare prin fagocitoza (plasmocite granulare). Este posibila
legatura intre GH, si GH,, cu transformarea dintr-o forma pura in alta.

Hemocitele negranulare - prohemocite (PRO), sunt mici, cu raport nucleo-citoplas-
matic crescut, stratul redus de citoplasma ce inconjoara nucleul este bazofil si slab reactiv
la testele citochimice.

Deoarece au aparut In numar mic si au un index mitotic ridicat, pot fi considerate
celule stem pentru celelalte hemocite. Ele apar mai rar dupa perturbarea hemocitogramei,
ceea ce pare corelat cu lansarea din organele hemocitopoetice.
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Plasmocitele (PL) sunt mai mari ca PRO, si cu raport nucleo-citoplasmatic crescut.
Sunt de obicei cu forma perfecta, foarte rar cu mici expansiuni. Uneori au fost alungite. Cito-
plasma are incluziuni mari (largi) - lamelocite. Ele formeaza capsule in jurul corpilor de inclu-
zie (corpi straini), judecand rolul celulelor GH,. Ele apar in numar crescut cand lipsesc GH,.

Oenocitele (OE) sunt celule mari, cu forma regulata, rotunda sau ovala, cu citoplasma
omogena. Nucleul este de obicei excentric, cu nucleol mare, evident. Prezinta in citoplasma
incluziuni cristal-like, de aceea sunt denumite si ,celule cristaloide".

Caracterele morfologice ale categoriilor si tipurilor de hemocite identificate pe frotiurile
prelevate au fost analizate pe baza datelor de morfometrie arhivate. Pentru fiecare proba s-
au evaluat trei frotiuri si s-a efectuat o medie a celularitatii. Pe baza studiilor de morfometrie
s-au descris subtipuri in cadrul tipurilor majore:

- celulele PL1 (plasmocit rotund-prohemocit) sunt celule mici (4...11 ym diametru),
rotunde sau ovale, cu nucleul dens, omogen, rotund, colorat in rogu inchis, pozitionat central,
mare (3,5...6 um diametru) in raport cu dimensiunile celulei. Citoplasma este transparenta,
omogena, incolora sau slab colorata in roz, rareori in violet si foarte rar in albastru; de cele
mai multe ori alcatuieste un inel ingust (0,5...2 ym distantd intre marginea nucleului si
membrana citoplasmatica) in jurul nucleului. Membrana citoplasmatica poate fi mai mult sau
mai putin evidenta;

- celulele PL2 (plasmocitul intermediar) au de regula forma intermediara intre PL1 si
PL3, dimensiuni mai mari decat PL1 (6...16/5...13 ym), nucleul dens, rotund sau oval, pozitio-
nat central sau excentric, si mai mic in raport cu dimensiunile celulei decét cel al celulelor
PL1, avand, insa, aproximativ aceleasi dimensiuni ca si acestea. Citoplasma are aceleasi
caractere ca la PL1, dar se gaseste in cantitate mult mai mare. La fel, membrana citoplas-
matica poate fi mai mult sau mai putin evidenta;

- celulele PL3 (plasmocitul intermediar/plasmocitul oval) au dimensiuni mari
(6...18/5...14 um) si forma ovala sau, mairar, rotunda. Nucleul este dens sau granulat cu gra-
nule poliedrice de cromatina, de 0,5...1/0,1...0,5 ym, colorate intens in rosu sau violet, rotund,
oval sau chiar foarte alungit, cu dimensiuni de 4...9/4...7 uym, dispus central in celula. Cito-
plasma este in cantitate mai mare sau mai mica, transparenta, omogena, foarte colorata in
roz, violet sau rareori in albastru. De regula, membrana citoplasmatica este bine evidentiata;

- celulele PL4 (plasmocitul fusiform) au forma alungita, de fus, frecvent ascutita la
capete, cu dimensiuni cuprinse intre 11...19/3,5...7 um. Nucleul este intotdeauna granulat
si oval, iar citoplasma prezinta intotdeauna granule rotunde sau poliedrice
(0,2...0,7/0,1...5 pym), colorate in rosu intens, violet sau rar in albastru. Restul citoplasmei
este transparent si slab colorat in roz sau violet. De regula, membrana citoplasmatica este
bine evidentiata;

- celulele OE (oenocitul) sunt celule in general mari (7...20/6...20 ym, foarte rar cu
dimensiuni mai mari, de pana la 26 ym), rotunde sau usor ovoidale, cu nucleul rotund,
excentric, dens, intens colorat n rosu, in general relativ mic (5...8 ym diametru) fata de
diametrul celulei. Citoplasma este foarte intens colorata in violet (mult mai intens colorata
decét citoplasma plasmocitelor), opaca, densa, fara vacuole sau cu mai multe vacuole
(avand tendinta de a "umple" citoplasma) ori mai putine, mai mari (2...5 ym diametru) sau
mai mici (1...2 um) (foto nr. 5);

- celulele CO (coagulocitul) sunt celule foarte labile, prezentand, de cele mai multe
ori, citoplasma in diferite faze de dezagregare (plina, cu mari si numeroase vacuole) sau de
dispersie, pana la a se observa doar nucleul (mic, rotund) fara niciun rest citoplasmatic.
Citoplasma este mai slab colorata decét cea a OE.
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In continuare se prezintd un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu

1.1. Diagnosticul de laborator al bolilor la albine

Diagnosticul clinic al unor maladii la albine, de tipul celor inscrise in lista B a O.1.E.,
este completat de diagnosticul paraclinic si diferential. in ciuda rezultatelor inregistrate de
metodele paraclinice in medicina veterinara, domeniul Apiculturii Tn Roméania se bazeaza
inca pe metode traditionale. Diagnosticul clinic reprezinta, cel mai adesea, un diagnostic de
suspiciune. Diagnosticul de certitudine, inclusiv cel diferential, se definitiveaza in laborator
pe baza metodelor de microscopie elementara, a testelor serologice si a culturilor pe medii
selective. Stabilirea diagnosticului de laborator se pune pe baza semnelor clinice sia exame-
nelor de laborator standardizate (RENAR). Recoltarea probelor in vederea diagnosticarii
bolilor la albine (agentul etiologic) se efectueaza dupa urmatoarea schema:

- boli bacteriene: se recolteaza probe constituite din fagure cu puiet, capacit si/sau
necapacit (10/15 cm); Clasificarea bolilor bacteriene: LOCA AMERICANA/Paenibacillus larvae
larvae, LOCA EUROPEANA/Mellisococcus plutonius, Enterococcus faecalis, Paenibacillus
alvei, Bacterium eurydice, SALMONELOZA SAU PARATIFOZA ALBINELOR/Salmonella
shotmulleri var. Alvei (Handuroy) sau B. Paratyphi alvei Bahr, SEPTICEMIA/Pseudomonas
aeruginosa, SPIROPLASMOZA/Spiroplasma apis;

- boli micotice: se recolteaza probe constituite din faguri cu puiet (10/15 cm) si larve
moarte si eliminate de albine pe fundul stupilor sau in afara acestora (reziduuri); Clasificarea
bolilor micotice: ASCOSFEROZA/Ascosfera apis, ASPERGILOZA/Aspergillus spp.,
MELANOZA/Melanosella mors apis.

- boli parazitare externe: se recolteaza probe constituite din albine vii, albine ce se
tarasc prin fata stupului (50...100) si faguri cu puiet capacit, mai ales cu puiet de trantor (10/15
cm); Clasificarea bolilor parazitare externe: VARROOZA/Varroa distructor, Gandacul mic de
stup/Aethina tumida, BRAULOZA/Braula ceccae, TRIUNGULINOZA/Meloe variegatus si Meloe
proscarabeus, SENOTAINIOZA/Senotainia tricuspis, TROPILAELAPSOZA/ Tropilaelaps spp.;

- boli parazitare interne: se recolteaza probe constituite din albine vii sau muribunde
(50...100), iar la sfarsitul iernarii se recolteaza si albine de pe fundul stupului; Clasificarea
bolilor parazitare interne: AMOEBIOZA/Malpighamoeba mellificae, NOSEMOZA/Nosema sp,
ACARAPIOZA/Acarapis woodi,

- suspiciuni de intoxicatii (cu substante chimice, medicamente sau alimente): se recol-
teaza albine vii, moarte sau muribunde (200...300), fagure cu puiet, precum gi bucati de
faguri ce vor contine polen si miere; pentru intoxicatia cronica se recolteaza albine, faguri ce
contin polen si miere recent introdusa in faguri; Clasificarea intoxicatiilor: medicamentoase,
alimentare (de cules) si chimice;

- suspiciuni de boli virotice: se recolteaza albine vii i bucati de fagure cu puiet afectat
si neafectat. Diagnosticul se stabileste din proba reprezentata de fagure cu puiet capacit cu
semne clinice de boala.

Diagnosticul clasic (bacterioscopic, bacteriologic, micologic) si examenul microscopic
direct al albinelor (conform O.1.E) implica pregatirea probelor pe etape prin tehnici de lucru
variate, si anume: Tehnica de disectie a matcilor, Tehnica de disectie a albinelor. Tehnica
de macerare a albinelor, Tehnica de trituare si centrifugare a albinelor, Tehnica de colorare
a albinelor, Tehnica frotiului intestinului mijlociu al albinelor adulte, Examenul bacterioscopic,
Examenul bacteriologic, Examenul histopatologic pentru diagnosticarea paraliziei cronice,
Metode imunologice: Metoda flotatiei, Metoda spalarii, Examinarea cu ajutorul foliei
lipicioase, Examinarea fundului stupului prin utilizarea capcanelor, Tehnici de analiza cito-
morfologica a hemolimfei, Tehnica frotiului (Metoda Gram), Tehnica frotiului (Metoda de
colorare cu verde de Malachit) si Tehnica frotiului (Metoda Giemsa).
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Am considerat clasificarea lui Van Steenkiste's (1988) mai potrivita decat altele
pentru specia Apis mellifera carpatica (raspandita in sud-estul Europei). Conform acestui
sistem de clasificare, examinarea frotiurilor din hemolimfa, colorate Giemsa, a evidentiat
prezenta diferitelor tipuri de hemocite (mai ales PL1 si PL3), precum si elemente de corp
gras (uneori chiar intrepatrunzandu-se). In structura acestor fragmente de corp gras (probabil
antrenate in hemolimfa prin manopera de extragere a acesteia) am observat structuri sferice
mari (30...50 ym diametru), colorate in rosu sau in violet palid, in interiorul carora s-au
evidentiat "insule" mai dense si mai intens colorate. Acestea seamana cu nucleul celulelor
grase din corpul gras, dar, spre deosebire de acestea, sunt libere de citoplasma si prezinta
"insule", aspect descris si de Sorescu (1998), care a emis ipoteza ca acestea ar constitui
"centre de formare a hemocitelor".

De asemenea, am constatat ca GR + OE se multiplica (si) prin diviziune mitotica (au
fost observate celule cu doi nuclei situati la poli, dar si cate doua celule foarte apropiate, cu
forma complementara, de semicerc, si cu nuclei aflati la marginile apropiate ale celulelor),
in timp ce PL3 par a se multiplica prin diviziune amitotica (prin "strangulare" mediana).

1.2. Alte metode utilizate in evaluarea starii de sanatate a familiei de albine

Evaluarea starii de sanatate a familiilor de albine se realizeaza in mod curentin baza
unor metode clinice si paraclinice care vizeaza descrierea unor modificari in aspectul
stupului si structura familiei de albine, precum si decelarea agentului patogen si stabilirea
gradului de afectare a coloniilor de albine in cazul situatiilor patologice.

Albinele pot fi tinta a numeroase maladii infectioase, parazitare sau toxice. Unele
dintre acestea sunt responsabile de decimari in masa ale familiilor de albine, si figureaza la
Oficiul International al Epizootiilor (O.I.E) pe lista B. Francezii le-au denumit si maladii
contagioase renumite (MRC), si au initiat un sistem de vigilenta in programele de profilaxie.

Diagnosticul clinic al unor afectiuni de tipul celor inscrise in lista B a O.L.E. este
completat de diagnosticul paraclinic si diferential. Diagnosticul clinic reprezinta cel mai
adesea un diagnostic de suspiciune. Diagnosticul de certitudine, inclusiv cel diferential, se
definitiveaza in laborator pe baza metodelor de microscopie elementara, a testelor serologice
si culturilor bacteriene si fungice pe medii selective (PLA, MYPGP agar, BHIT agar, CSA,
Bailey si Collins agar).

in Anglia, Laboratorul Central de Cercetari din Cadrul Unitatii Nationale a Mierii a
initiat un Program de Cercetare in domeniul dezvoltarii unor noi tehnici de diagnostic,
denumit "Studii preliminare asupra unor noi metode de depistare a agentilor patogeni ai
albinelor melifere". Prezentul brevet se inscrie ih aceasta linie de dezvoltare.
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Revendicare

Metoda de evaluare a starii de sanatate a coloniilor de albine, caracterizata prin
aceea ca se recolteaza hemolimfa cu ajutorul unui tub capilar, in conditii de igiena, si se
determina valorile a 13 markeri biochimici, care au valorile de referintd incadrate intre
urmatoarele limite: GLU =47,2...572,9 mg/dl; ALP =0,7...178 Ul/l; GPT = 3...404 Ul/l; GOT =
=12...496 Ul/l; Ca = 0,1...16,28 mg/dl; CPK = 6,9...544 Ul/l; Cre = 0,1...76 mg/dl; GGT =
=0,9...135 Ul/l; Mg = 0,1...4,1 mg/dl; Tpro = 4,0...5,51 mg/dl; TG = 10...317 mg/dl; UA =
=1,1...26 mg/dl; BUN = 2...49,2 mg/dl, parametri care definesc starea de sanatate a coloniei
de albine la momentul respectiv, precum gi semnalizarea prezentei sau absentei mecanis-
melor de aparare imunologica a albinelor.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
sub comanda nr. 587/2017
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