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Wirus choroby Aujeszkyego wykazywal wiasci-
wosci hemaglutynacyjne jedynie w temperatu-
rze 4°C, natomiast wirus opryszczki aglutyno-
wal krwinki réowniez w temperaturze pokojo-
wej i w 37°C, jednakze uzyskane miana byly
od 2 do 8-krotnie nizsze niz w 4°C. Zamraza-
nie i odmrazanie zakazonych komorek pozwa-
lalo na wykazanie wtasciwosci hemaglutyna-
cyjnyeh obu wirusow w znacznie krotszym
czasie po zakazeniu. Miana hemaglutynacyj-
ne szezepow wirusa choroby Aujeszkyego
i opryszezki zwyklej namnazanych w hodow-
lach komoérek réznych linii ciaglych, podda-
nych 3-krotnemu zamrazaniu i odmrazaniu W
momenecie zbioru, przedstawiono w tab. 1. Fu-
zjogenny szczep HSZP wirusa opryszczki row-
niez wykazywal wiasciwoscl hemaglutynacyjne
w preparatach pobranych w co najmniej 36 h
po zakazeniu komorek. Trépanier i wsp. () nie
stwierdzili wlasciwosci hemaglutynacyjnych u
szczepu Mayo 1814 wirusa opryszezki wobec
krwinek myszy C57BI/HPB. Réznice te tluma-
ezyé mozna odmiennym sposobem zhioru wi-
rusa, ktory w badaniach tych autoréw nie byt
uwalniany z komoérek przez zamrazanie i od-
mrazanie, lub tez uzyciem krwinek nieco inne-
go SzCzepu Mmyszy.

Specyficznosé reakeji hemaglutynacji
rowno u wirusa choroby Aujeszkyego,

za-
jak

i opryszezki zwykle] potwierdzono testem HI
(tab. 2). Tylko dodatnie surowice w fescie se-
roneutralizacji mialy zdolnos¢ do hamowania
hemaglutynacji.

Obecnie w Katedrze Mikrobiologii Wet. AR-T
w Olsztynie prowadzone s3 prace dotyczace
standaryzacji testu HI do wykrywania prze-
ciwcial dla wirusa choroby Aujeszkyego.
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Trybala E. — Haemagglutination Aujeszky’s disease
virus and herpes simplex virus type 1. A preliminary
report

Two strains (TK-000/4a and NIA-3) of Aujeszky’s
disease wvirus as well as two strains (McIntyre and
HSZP) and two clinical isolates of herpes simplex
virus type 1 were found to agglutinate C57B110/5u
mouse red blood cells. This haemagglutination was
inhibited by antisera that neutralize viral infectivity.
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Przydatnosé testéw SIA i AGID oraz badar ultrastrukturalnych
do wykrywania zakazehn wirusem enzootycznej biataczki bydia®)
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We wczesniejszym opracowaniu przedstawio-
no wyniki badan nad adaptacjg testu syncy-
tialnego (SIA — Syncitial Infeclivity Assay)
do wykrywania BLV (Bovine Leukemia Virus)
w limfocytach krwi obwodowej naturalnie za-
kazonego bydla (9). SIA wydaje sig¢ byt szcze-
golnie przydatnym do diagnostyki zakazen
BLV u cielat posiadajacych przeciwciala siaro-
we oraz u zwierzat zakazonych latentnie, u
ktérych brak jest reakcji serologicznych. Ma
to duze znaczenie epizootiologiczne, poniewaz
pozwala eliminowac ze stada zwierzeta reagu-
jace ujemnie w badaniach serologicznych, obni-
zajac w ten sposob ryzyko nowych zakazen.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki ba-
dann porownawczych nad wartoscia diagno-
styczng testu SIA, AGID oraz badan ultrastru-
kturalnych limfocytéw u cielgt i jalowek obje-
tych programem uwalniania od enzootyczne]
biataczki bydia (EBB).

*) Praca wykonana w ramach CPBR nr 10.4.
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Material i metody

Badania wykonano u 98 cielat i jalowek rasy nchb,
pochodzacych od krow ze stada, w ktérych odsetek
zakazenn BLV wynosil ponad 80%. Zwierzeta podzie-
lono na 6 grup wiekowych:
— grupa I — 10 cielgt w wieku 3—5 dni;
— grupa II — 9 cielat w wieku 7—14 dni;
— grupa III — 10 cielat w wieku 6—8 iygodni;
— grupa TV — 32 cieleta w wieku 5—F6 miesiecy;
— prupa V — 22 jalowki w wieku 16—I18 miesiecy;
— grupa VI — 20 jatowek w wieku 22—24 miesiecy

(7—8 miesigc ciazy).

Kontrole ujemna stanowilo 5 cielat w wieku 3—35 dni,
pochodzacych z obory uznanej za wolng od EBB.

Badania serologiczne testem AGID wykonano przy
uzyciu antygenu gp firmy .Hoechst”.

Do badan SIA uzyto limfocytéw krwi obwodowej
pobranej do sterylnych strzykawek z heparyna (10
im/lml krwi), izolowanych nastepnie przy uzyciu Fi-
eolu (Pharmacia) i Uropoliny o cigzarze wiasciwym
1,069 g/ml. Uklad wskaznikowy stanowila hodowla
komoérek CCB81 (Cat Cells 81 — fibroblasty kota
transformowane wirugem migsaka myszy). Macie-
rzysta hodowle komérek CCB81 prowadzono w butel-
kach o powierzehni wzrostu 75 cm® Po 72—96-go-
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dzinnym wzroscie hodowli wykonano kolejny pasaz
rozlewajac 1,5 ml zawiesiny komoérek CC81 o koncen-
tracji 2,5X10%/ml do probéwek Leightona ze szkielka-
mi nakrywkowymi o powierzchni wzrostu ok. 3 cm?
Plyn wzrostowy stanowil MEM Eagla (Minimum
Essential Medium Eagle) z dodatkiem 10% FCS (Fetal
Calf Serum — surowica plodu bydlecego) (Gibco) i
antybiotykéw (penicylina 100 jedn./ml, streptomycyna
100 mg/ml). Po 18—24 godz. (ok. 75% pokrycie szkielka
nakrywkowego hodowlg) zlewano plyn znad hodowli
i przemywano jg PBS, a nastepnie zakazono 0,3 ml
Swiezo wyizolowanych limfocytow o koncentracji
5X106/ml. Czas absorpcji wynosil 60 minut w tempe-
raturze 37°C, po czym probowki uzupelniano do 1,5
ml MEM Eagla zawierajgcych 10% FCS. Piyn w ho-
dowli zmieniano po raz pierwszy juz po 24 godz., wy-
plukujgc jednocze$nie dokladnie PBS mniezaadsorbo-
wane limfocyty, a nastepnie po 72 i 120 godzinach od
zalozenia hodowli. Szkietka nakrywkowe wyjmowane
z probéwek w 5 lub 7 dniu, plukano PBS, suszono
w temperaturze pokojowe], utrwalano 5 mmut W me-
tanolu, a mnastepnie barwiono hematoksyling-eozyna
i ogladano w mikroskopie §wietlnym pod powigksze-
niem 70-krotnym. Pod uwage brano te syncytia, ktore
zawieraly 5 i wiecej jader.

Do badan wultrastrukturalnych pobrano limfocyty
krwi obwodowe] od 3 cielat grupy kontrolnej, pocho-
dzgcych z obory wolnej od EBB oraz od cielat w
wieku 5—6 miesigey, u ktorych w badaniu testem
synecytialnym uzyskano dodatnie wyniki. Limfocyty
izolowano z uzyciem Ficolu (Pharmacia) z Uropolina
o ciezarze wtlasciwym 1,069 g/ml. Po plukaniu i odwi-
rowaniu limfocytéw uzyskano frakcje o koncentracji
komoérek ok. 5X10%/ml. Odwirowane limfocyty utrwa-
lano przez 2 godziny w 2,5% roztworze aldehydu glu-
tarowego w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,2—74
(1) z dodatkiem 7,5% sacharozy, oraz dodatkowo w 1%
czterotlenku osmu. Nastepnie plukano je oraz odwa-
dniano w szeregu alkoholowo-acetonowym i zatapia-
no w Eponie 812.

Ultracienkie skrawki kontrastowano 4% roztworem
octanu uranylu w 50% alkoholu etylowym i roztworze
cytrynianu otowiu (14), po czym material ten ana-

Tab. 1. Por6wnawcze wyniki badan diagnostycznych
w kierunku EBB przy uzyciu testu AGID i SIA

2 Wyniki badan T
Grupa | '§ =
i wiek | o & S|AGID +|AGID +|AGID —|AGID —
zwierzat gg'g SIA + [SIA — |SIA + |S1A —
HR.o
Cieleta I Ik:n- 0 0 0 ‘ 5
3—5 dni trola
Cieleta 10 I
35 dni| 20 9 aooey | 010
Cieleta 9
7—14dni| 2 2 (100%0) ‘ b 0
Cieleta 10 4 2 0 ‘ &
6—8 tye. (40%) | (20%) (40%o)
Ciglf-tg 32 5 = > 20
i (15,6%) | (3,1%) | (18,8%) | (82,5%0)
Jatdwki
8 2 1 fl g
}T‘fgsla 2| @64%) | (91%) | @5%) | G0%)
Jatowki |
. 4 6 1 9
;21?;34 20 (20%s) (30%/0) (5%0) 'I (45%0)

Objasnienia: — AGID + — wyn!.k dodatni w tescle AGID,

— AGID — — wynlk ujemny w

tescie

AGID, — SIA +

wynik dodatnl w tesicie SIA, — SIA — — wynik ujemny w

tescie SIA.

lizowano w mikroskopie elekironowym Phillips EM
3018S.
Wymniki i omdwienic

Wyniki poréwnawezych badan diagnostycz-
nych cielagt i jaldéwek testem AGID i 5IA w
kierunku EBB przedstawiono w tab. 1. Wska-
zujg one, ze u wszystkich cielat 3—5-dniowych
i 7—14-dniowych pojawily sie w surewicy
krwi przeciwciala siarowe (100% wynikéw do-
datnich w teécie AGID). U cielgt 6—8 tyg.
przeciwciala anty-BLV stwierdzono u 40%
zwierzat, a u cielat 5—G6-miesiecznych u 15,6%
zwierzat.

ke 4 il

w* \ * & 3 o
Ryc. 1. Limfocyt cielat grupy kontrolnej; N - jadro.
Pow. 27 000X

Ryc. 2. Limfoblast bydla zakazonego BLV; N — iadro,
nu — jaderko =» — wyrzucane fragmenty blon.
Pow. 30000

471



Nr 8

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XLV

Ryc. 3. Fragment limfoblastu bydlecego z przylega-
jacymi czgstkami BLV (=) oraz czastkami zawartymi
w cytoplazmie (v); N — jadro. Pow. 22 000X

Ryc. 4. Fragment limfoblastu bydlecego z zawartymi
w ,,woreczkach” czastkami BLV w obrebie cytoplazmy
(v); N — jadro. Pow. 42 500X

Pierwsze dodatnie wyniki w tescie SIA,
$wiadczgce o zakazeniu BLV zaobserwowano
u cielgt 6—38-tygodniowych — 40%, natomiast
u cielgt 5—6-miesiecznych — 34,4%, u jaléwek
16—18-miesiecznych — 40,9% i w grupie ja-
léwek 22—24-miesiecznych — 25%. Istotne wy-
dajg sie negatywne wyniki w tescie SIA u se-
rologicznie dodatnich cielgt. Wskazuja one na
aktualne zakazenie zwierzat wirusem BLV przy
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Ryc. 5. Fragment limfoblastu bydlecego z zawartymi
w ,woreczkach” czastkami BLV w obrebie cytoplazmy
(v); Pow. 40 000X

3

Ryc. 6. Fragmenty degenerujgcych limfoblastéw bydia
zakazonego BLV. 38 000X

braku wiremii. W grupie cielgt 5—6-miesiecz-
nych dotyczylo to 20% cielgt, w grupie 16—18-
miesigecznych jatowek odpowiednio 9,1% i w
grupie 22—24-miesiecznych jaléwek 30% zwie-
rzat. Z drugiej strony wykryto u zwierzat se-
rologicznie ujemnych obecnosé BLV u 18,8%
w grupie 5—6-miesiecznych cielgt, u 4,5% w
grupie 16—18-miesiecznych jatéwek i u 5% w
grupie 22—24-miesiecznych jaldwek.
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Ryc. 7. Fragment degenerujacego limfoblastu I.Jydl'a.
zakazonego BLV z licznymi obrazami wakuolizacji
cytoplazmy (vc). Pow. 49 000X

Hofirek i wsp. (6) badajac 9 serologicznie do-
datnich jaléwek otrzymali pozytywne wyniki
w tedcie SIA u 8 zwierzat (88,9%), przy czym
stwierdzili oni obecno$¢ przeciwcial anty-BLV
testem Zavady $rednio po 25,78 dniach od eks-
perymentalnego zakazenia, w teScie ELISA od-
powiednio po 27,78 dniach, w tescie AGID po
43,56 dniach, natomiast w tescie SIA BLV wy-
kazano po 70—406 dniach. Liebermann i wsp.
(10) badajgc 12 sztuk bydla serolegicznie do-
datniego wykryli BLV w terScie SIA u 10 zwie-
rzat (83,3%), podezas gdy w grupie 38 szt_uk_
bydla serologicznie ujemnego dodatnie wyniki
w tedcie SIA otrzymali u 2 zwierzat (5.3%).
Onuma i wsp. (13) stwierdzili obecno$é BLV
testem SIA u 89% serologicznie dodatnich zwie-
rzat. Podobne wyniki uzyskali Kaaden i Fren-
zel (8) oraz Wittman i wsp. (16).

Wysoka wykrywalnosé wirusa EBB w tescie
SIA potwierdzaja takze wyniki badan ultra-
strukturalnych limfocytéw krwi obwodowej na-
turalnie zakazonego bydta. :

W obrazie ultrastrukturalnym obserwowano
“u 5—6-miesiecznych cielagt z dodatnim wyni-
kiem testu SIA trzy grupy limfoblastéw. Jedng
stanowily proliferujace limfoblasty pozbawione
czastek wirusa (ryc. 2). Sa to komorki z duzym
jadrem zawierajacym 2—3 jaderka; heterochro-
matyna skupiona jest przy blonie jadrowej w
postaci pasm i skupien. Podobne zmiany obser-
wowano w toku rozwijajgcej sie bialaczki u my-
szy (12). Druga grupe stanowig proliferujace
limfoblasty zawierajace czastki wirusa. W stre-
fie ich bezposredniego sgsiedztwa stwierdza sie
réwniez czgstki wirusa. Sg one pojedyncze lub
tez zawarte w strukturach oblonionych tzw.
,,woreczkach” (ryc. 3), przylegajac i oplaszczajac
limfoblasty lub tez wystepujac w tzw. worecz-
kach w cytoplazmie w strefie okolojgdrowej
(ryc. 3, 4, 5). Oplaszczanie czastkami wirusa
oraz ich obecno$é w cytoplazmie limfoblastow
obserwowali Machmud (11) oraz Weber 1 wsp.
(15). Obok takich proliferujgcych limfoblastéw
spotykano formy degenerujace z obrazami wa-

kuolizacji cytoplazmy (ryc. 6 i 7). Wsrod za-
chowanych jeszeze blon si zki cytoplazma-
tycznej dostrzega sie pojedyn

e czastki wirusa.
7 badan wilasnych, jak 1 innych autorow (2,
4.6, 9, 10) wynika, ze ze wzgledu na swoja wy-
soka swoistnse i czulosé odezyn SIA jest przy-
datny do referencyjnej diagnostyki enzootyez-
nej bialaczki bydia. Pozwala on z jednej stro-
ny wykazywa¢ brak BLV u zwierzgt serologicz-
nie dodatnich, i ktoryeh obecnodé przeeiweial
anty-BLV $wia jedynie o weczesniejszym
lzontakcie zwierzecia z wirusem EBB. Nato-
miast z drugiej strony pozwala on wykrywac
zwierzeta zakazone BLV, a nie wykazujgce
przeciwcial w badaniach serologicznych, co ma
ogromne znaczenie epizooticlogiczne.
Obserwacje wlasne wskazuja na szczegélng
przydatnosé testu SIA do diagnostyki EBB u
nastepujacych grup wiekowych:
— cielgt 5—8-miesiecznyech przed wyjsciem
z cieletnika do jatownika;
— jalowek 16—18-miesiecznych przed pokry-
ciem oraz
— 22—24-miesiecznych wysoko cielnych jald-
wek przed wprowadzeniem do obory kréw
mlecznych.
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Kanmeutoeckuit C., Ilasencka ., Kypemnko g, —
IIpuronuocts TectoB SIA m AGID, a TakXe yianTpa-
CTDYKTYDHBIX WCCHIENOBaHUi K OOHADYRUBAHMIO UH-
cdexnuit BHPYCOM SH300THIECKOTO JIeiK03a CEOTa

UccnenoBaumna SIA u AGID srimomuum v 108 rendr
¥ TeNOK HY-II MOPOABI OT KOPOB M3 CTAada, B KOTODPOM
nponent uudexrimit BLV coctannan ceeinue 80%. SKu-
BOTHBIX pa3fenuay Ha 6 Bo3pacrTuwnix rpynn. B Tecte
AGID y Bcex 3—5-mueBHBIX U T—I14-THEBHEIX TeJST
OTMETMIN IOJORUTENBUBIE DE3YJILTATH! (MOJIO3UBHBIE
npotuBoTena), ¥ 6—8-HemenanLHLIX TENAT IPOTUROTEINA
au™n-BLV orMernim y 40% RUBOTHBIX, a y 5—B-Me-
essaupix — 15,6%. Tlepsnie TIOMOKUTENBHBIE DE3VIb-
taTel B TecTe STA otmerunu y 6—S8-HenenbHBIX TeNAT
(40%), 3aTem B rpymme 5—6-MecAawHBIX Teaar (34,4%),
y 16—18-mecaunnix remox (40,9%) u » rpynme 22—24-
-MeCAYHBIX TeNnoK (25%). Y ceposorm¥ecKy MOJICKM-
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TeNbHbIX TedAT B Tecre AGID, orpuuatensHeie pe-
3ynbpTaThl B Tece SIA monyumiu y 20% 5—6-mecsu-
HBIX XKUBOTHBIX, ¥ 9,1% 16—18-mecauubrx Tenox u 30%
22—~24-mecavHBIX TedoK., C ZApYyroit cTOpoOmbl, y Cepo-
JOTUYECKY OTPHULUATENLHEIX HMBOTHRIX Halnuumue BLV
obnapyxumu y 18,8% B rpymme 5—6-MecauHEIX TeAT,
vy 45% B rpynme 16—I1B8-Mecaunnix Teqmok M y 5% B
rpynne 22—24-MecAYHBIX TENOK, KpoMe TOTO, y U3-
fpamHprx 6 5—6-MeCAYHBIX TENAT C TOJOKUTENHHLIM
pe3yabTaToM Tecta SIA orMmermim Hammuue BLV B
YABTPACTPYKTYDHOM MCCIENOBAHIIA, ’

Klimentowski S., Paweska J., Kuryszko J. — The
usefulness of the syncitial infectivity assay (SIA), the
agar double giffusion test (AGID) and ultrastructural
examinations in the diagnosis of bovine enzootic leu-
kosis (BEL)

The studies were performed on 108 calves and
heifers of Lowland breed coming from the herd of
cows in which the percentage of BEL was over 80.

MARIAN JELINSKI

The animals were divided into 6 groups acc. to the
age. The AGID test revealed in all calves, aged 3—5
days and 7—14 days, the presence of specific anti-
bodies (colostral antibodies). In 6—8 weks old calves
the antibodies were found in 40% of animals an in
5—6 monthos old in 15.6%. The first positive titers
using SIA were demonstrated in 6—8 weeks old
calves (40%), the in the group of 5—6 months old
animals (34.4%); in the group of 16—18 months heifers
40.9% of animals possessed positive titers and 22—24
months old — 25%. Twenty per cent of animals 5—6
months old, 9.1% of 16—18 months old and 30% 22—34
months old heifers with positive results in the AGID
test gave negative results in the SIA. On the other
hand in seronegative animals the presence of BLV
was discovered in 18.8% of calves 5—6 months old, in
4.5% of 16—18 months old and in 5% in the group
of 22—24 months old heifers. In addition, in selected
animals, aged 5—6 months, with the positive findings
of STA the presence of BLV was confirmed by ultra-
structural studies.

Nosemoza w Wielkopolsce w latach 1970—-1987

Zaklad Badania Chordéb Owadoéw Uzytkowych Instytutu Weterynarii,
ul. Poznanska 35, 62-020 Swarzedz

Nosemoza jest -bardzo rozpowszechniona w
Polsce i wywoluje znaczne straty w gospodar-
ce pasieczne]j (11). Byla ona najczesciej notowa-
ng chorobg pszczét w woj. 16dzkim w latach
1964-—1971 (12). Powazny problem stanowi no-
semoza w Rzeszowskiem. W latach 1970—1974
na terenie tego wojewodztwa pasozyta Nosema
apis Zander wykryto w 32,4—51% otrzymanych
prob (13). Na innych terenach wskaznik ten byt
nizszy i w latach 1965—1973 wynosit 6,3—24,2%
w Gdanskiem (4). Podobnie bylo w Warszaw-
skiem. W latach 1963—1969 wykryto N. apis w
11,7—24,3% otrzymanych z tego terenu prob (7).

Niewiele jest prac dotyczgeych wystepowa-
nia tego pasozyla na terenie Wielkopolski. Ce-
lem pracy jest wypelnienie tej luki.

Materiat i metody

Material do pracy stanowily préby pszczol badane
w Pracowni Choréb Pszcz6t! w Swarzedzu ZHW w

' Poznaniu. Pasozyty N. apis wykrywano podczas badan

mikroskopowych. W latach 1970 — 1987 wykonano
294 260 badan w kierunku nosemozy. Liczbe otrzyma-
nych proéb w poszczegblnych latach oraz wyniki ba-
dan przedstawia tab. 1.

Wyniki i omowienie

Analiza wynikéw za lata 1970—1978 (tab. 1)
wykazala w 18,4% badanych préb wystepowa-
nie spor N. apis. Wskaznik ten dla woj. 16dz-
kiego wynosit 18,1% (12). Najwiecej préb z N.
apis stwierdzono w 1975 r. Podobny odsetek
zanotowano wtedy w Czechoslowacji — 36,0%
(17). Wiecej prob z N. apis stwierdzono w 1975 r.
w ZHW w Rzeszowie — 52% (13) i Gorzowie
Wlkp. — 47% (20). Dodaé nalezy, ze w pierw-
szym przypadku byl to najwyzszy odsetek w
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latach 1970—1979 (13), a w drugim okresie
1974—1984 (20).

W roku 1975 wiele rodzin pszczelich zginelo,
niektérzy autorzy wiazg to z trudnymi warun-
kami zimowli 1974/75 (21). Zjawisko to stwier-
dzono nie tylko w Polsce, ale takie w innych
krajach Europy (10). Zapewne nosemoza byla
jedng z przyczyn znacznych strat wérod pszczoét
w 1975 r. Nie byl to jednak jedyny powdd.
Trzeba doda¢, ze w sezonie 1974 r. pszczoly w
Polsce zgromadzily najmniej miodu w latach
1962—1985. Wedlug oceny Oddzialu Pszczel-
nictwa ISiK (1) bylo go wtedy 4,8 kg/pien
(tab. 1). W roku 1974 notowano chlody i desz-
cze (6). Przytoczone dane wskazujg na wplyw
pozytku na zdrowotno$¢ pszczél. Powtarzajace
sie okresy pogody deszczowe] i chlodnej wigza
si¢ z przerwami w pozytku i w lotach robot-
nic. Skutki tego odczuwa sie nie tylko w roku
biezgcym, ale i w nastepnym (3). Sezon w
1980 r. uwaza sie za niekorzystny w pszcze-
larstwie (18). Nastepstwa tego w postaci znacz-
nego odsetka (32,4%) prob z N. apis stwierdzo-
no w roku 1981. Wskaznik ten byl wysoki row-
niez na terenie dzialalnosci ZHW w Gorzowie
Wilkp. — 42,1% (20) i w Suwalkach — 35% (8).
Dane z rejonu Polski pétnocno-wschodniej o se-
zonie 1981 r. mozna odnie§¢ do woj. suwalskie-
go (16). Wskazujg one, ze na tym terenie po
dobrym pozytku z rzepaku ozimego w roku w
roku 1980 nastapily okresowe ochtodzenia.
Glodne pszczoly jeszcze latem zjadly zupelnie
pierzge z plastrow i nie bylo wlasciwego czer-
wienia. Wiosna 1981 r. byla niekorzystna dla
pszezol i wiele rodzin pszezelich zginelo (16)
W kwietniu tego roku nie bylo doptywu nekta-



