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Rezumat

Farmacodinamica acidului oxalic (AO) administrat prin picurare a fost examinata cu ajutorul metodelor radiochimice. Un sirop
de zahdr, continand AO marcat cu "“C, a fost picurat intr-o colonie, potrivit dozei si tehnicii utilizate in general in practica apicola. In
primele patru zile, contaminarea albinelor adulte a atins 118 p/g, dar a scézut la mai putin de 1/10 respectiv 1/60 la una respectiv doua
sdptdmani dupa tratament. Pe parcursul lunilor urméatoare a fost inregistratd o noud scadere. Niveluri considerabil mai joase au fost
mdsurate la puietul in vérsta de 8-9 zile, care, in mod aseméanator, a fost contaminat numai temporar. Radiografiile au scos in evidenta
prezenta AO in organele abdominale interne ale albinelor adulte.

In mierea proaspaét recoltata, cresterea OA a fost de 0,6 mg/kg sau mai putin. Aceasta reprezintd numai o fractie mica din
continutul natural de AO al mierii. Markerul radioactiv a fost gasit si in ceara adunata din fagurii recent claditi, dar nu este clar daca se
datora unei contamindri directe datoritd reactiilor chimice intre AO liber si ceara, sau datoritd prezentei metabolitilor produgi de albine
din AO absorbit.

Intr-un al doilea experiment cu aceeasi metodd de administrare, au fost luate in considerare si alte matrice. Markerul
radioactiv a fost prezent atat in hemolimfa albinei adulte cét si in mostrele de CO, prelevate din colonie. Acest fapt pare sa confirme
ipoteza metabolizarii AO de cétre albine.

Cuvinte cheie: Varroa / reziduuri / acid oxalic / distributie

Introducere

Picurarea unei solutii de zahar, la care s-a adaugat acid oxalic, in coloniile de albine (NANETTI si
STRADI, 1997) este o0 metoda de combatere a varroozei raspandita in multe tari europene. Au fost efectuate
numeroase experimente pentru verificarea eficientei si tolerabilitatii acestei metode in conditii tehnice si de
mediu diferite, adeseori ducand la metodologii locale (NANETTI, 2002).

Totusi, cunostintele noastre despre substanta activa sunt departe de a fi complete, mai ales, in ceea
ce priveste efectul acidului oxalic in interiorul coloniilor de albine si asupra albinelor individuale. Si tocmai
intelegerea acestui fenomen, pe langa interesul pur academic, este crucial pentru intelegerea efectelor
negative ale tratamentului si pentru imbunatatirea metodelor de aplicare. Putinele date disponibile privind
reziduurile din miere indica, de obicei, un risc redus in ce priveste autenticitatea mierii dupa tratament cu
acid oxalic (MUTINELLI et al., 1997; DEL NOZAL, et al., 2000; BERNARDINI, si GARDI, 2001; BOGDANOV
et al., 2002; NANETTI, et al., 2002). Tehnicile de analizad adoptate de obicei nu pot sa deosebeasca intre
contaminarea cu acid oxalic de cel care exista In mod natural Tn miere, fapt care depinde, in mare masura de
originea botanica a mierii (MUTINELLI et al., 1997; NANETTI et al., 2002).

Lucrarea de fata constituie o contributie la aceste cunogtinte. Pentru depasirea problemei pe care o
reprezintd prezenta naturald a acestei substante in diferite matrice ale coloniei de albine, s-a studiat
distributia acidului oxalic prin administrarea de solutii titrate cu C44 i prin alte analize radiochimice.

Material si metode

Experimentul a constat din doua replicari, efectuate in sezonul de vara din anii 1999 si 2002, in
apropierea orasului Bologna (ltalia) in timpul recoltarii de miere. A fost utilizatda pe an cate o colonie
adapostitd intr-un stup DB. in ambele colonii, albinele ocupau toti cei zece faguri disponibili, dintre care 6-7
contineau puiet.

in 19 iulie 1999 respectiv 28 iulie 2002, coloniile au fost tratate cu acid oxalic conform metodei
mentionate mai sus, a picurarii. Au fost utilizate 50 respectiv 41 ml de solutie apoasa, care continea 4,2%
acid oxalic si 60% zahar (greutate/volum), administrat cu ajutorul unei seringi. La solutii s-a adaugat, in
prealabil, acid oxalic cu C44 (Sigma N.31, 391-2), in cantitati corespunzand cu 12,1 MBq si 7,4 MBq.

In cazul ambelor replicate, au fost prelevate mostre pre-tratament din matricele de mai jos. Mostrele
post-tratament au fost, initial, prelevate o data (1999) sau de doua ori pe zi (7 AM si 8 PM in 2002), dar, mai
tarziu, ele au fost prelevate la intervale mai indelungate.

n 1999 au fost luate in considerare urmétoarele matrice:

¢ albine melifere adulte de pe fagurii laterali;

e puiet in varsta de 8-9 zile;
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® miere necapacita;

e ceara, din peretii celulelor nou cladite (s-a folosit un fagure artificial).

In 2002, au fost prelevate mostre de:

¢ albine melifere adulte de pe fagurii laterali;

e CO, din aerul din interiorul coloniei;

e ceara din fagurii nou claditi;

e miere proaspata, depozitata in faguri noi.

Cu ajutorul pipetelor capilare Pasteur (FLURI et al., 1981) au fost prelevate in tuburi Eppendorf
mostre de hemolimfa toracica de la albine colectate in vara lui 2002. Aripile anterioare ale fiecarei albine au
fost taiate si fixate pe portlamele, cu fata exterioara in sus, lasdndu-le pe cele din dreapta asa cum erau si
spalandu-le pe cele din stanga cu apa distilata din abundenta.

Intestinele altor albine au fost extrase, extragand acul cu grija cu ajutorul unei pensete. Ulterior,
acestea au fost montate pe portlamele si depozitate pana la utilizare la cca. 40°C, pentru a obtine o uscare
inceata.

Pentru ca matca sa aiba mai mult spatiu pentru ponta, in 2002 in ziua a 5-a a experimentului un
fagure de miere lateral a fost inlaturat si nlocuit cu unul gol. Tnaintea tratamentului, numai partea superioara
a fagurelui inlocuit fusese umpluta cu miere. Dupa aceea, el a fost completat treptat, pana catre centru,
unde, in momentul Tnlaturarii mai ramasese o zona de celule de miere necapacite.

Pentru colectarea de mostre de CO, din colonie, s-a montat un tub de plastic, al carui capat extern
era astupat cu un dop, iar celalalt capat se afla in mijlocul cuibului de puiet. Au fost luate masuri de precautie
pentru a evita intrarea accidentala a albinelor si a picaturilor de solutie in tub. Patru litri de aer extrasi prin
dopul exterior au fost lasati sa barboteze lent intr-un alt tub care contiea 5 ml de hidroxid de hiamina 10-X (1
M in metanol; catalog Packard nr. 6003005).

Toate mostrele cu exceptia aripilor, intestinelor si a fagurilor de miere au fost congelate (la cca.
-25°C), pana in momentul analizei.

Au fost facute auto-radiografii ale aripilor spalate si nespalate, ale intestinelor uscate si fagurilor de
miere inlaturati in ziua a 5-a. Expunerea a durat 33 respectiv 23 de zile pentru primele trei matrice respectiv
faguri. Pentru a intensifica aderarea la film, fagurele a fost culcat pe una din laturile sale. Scurgerea de miere
a fost evitata prin efectuarea auto-radiografiei la cca. -25°C. Mostrele au fost invelite cu o pelicula de politen
(cca. 10 um), pentru a se evita contactul direct cu emulsia fotosensibila. Au fost utilizate filme Kodak Biomax
MR1, care au fost prelucrate potrivit indicatiilor producatorului.

Maésurarea radioactivitatii (instrumente si pregétirea mostrelor)

Toate masuratorile radioactivitatii au fost efectuate prin scintilatie lichida (LSC) intr-un contor
Quantulus 1220 (LKB, Suedia). S-au utilizat fiole de polietilena de 20 ml, acoperite de teflon. S-a folosit un
amestec de scintilatie Ultima Gold (Packard Canberra, SUA).

Cinci albine liofilizate au fost exact cantarite, macinate si suspendate intr-un anumit volum de acid
oxalic rece. Suspensia a fost supusa undelor sonore timp de 10 min., incalzita la 70-80°C si centrifugata. Un
mililitru de supernatant a fost adaugat la 18 ml de amestec scintilant, care se afla intr-o fiola de 20 ml.

O alicota de miere, (cca. 0,2 g), a fost masurata exact, intr-o fiola de scintilatie, fiind apoi diluata cu
apa (cca. 1 ml) si adaugata la 18 ml amestec de scintilatie.

Cca. 0,1 g (masurat exact) de ceara a fost dizolvat in 25 ml ciclohexan si supus unui tratament cu
unde sonore. Un mililitru din solutie a fost adaugat la 18 ml amestec de scintilatie intr-o fiold de
20 ml.

O mostra exact masurata de puiet in varsta de 8-9 zile a fost suspendata in 5 ml acid oxalic rece,
tratata cu unde sonore timp de 10 min., incalzita timp de 10 min. la 60°C si centrifugata. Trei picaturi de acid
tricloracetic au fost adaugate pentru limpezirea solutiei. Dupa o a doua centrifugare, 1 ml de supernatant a
fost adaugat la 18 ml amestec de scintilatie intr-o fiola de 20 ml.

O mostra cantarita de polen a fost suspendata in 5 ml acid oxalic rece, tratatd cu unde sonore timp
de 10 min., incalzita timp de alte 10 min. la 80°C si centrifugata. Supernatantul a fost filtrat printr-un
microfiltru de 0,1 ypm. Un mililitru din solutia rezultata a fost adaugat la 18 ml amestec de scintilatie Tntr-o fiola
de 20 ml.

O cantitate de 1 ml hidroxid de hiamina 10-X, colectata din capcana de CO, mai sus descrisa, a fost
adaugata la 18 ml amestec de scintilatie intr-o fiold de 20 ml.

Hemolimfa a fost cantaritda exact si transferatd complet, in cantitati succesive de amestec de
scintilatie pana la atingerea unui volum total de 3 ml. Transferul s-a efectuat intr-o fiola de 20 ml, care
continea 16 ml de amestec de scintilatie.
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Cromatografie TLC a cerii

O mostra de ceara, colectata in momentul maxim al radioactivitatii, a fost dizolvata in ciclohexan si
analizata prin TLC (silicagel, Merck). Dupa eluare cu acetat de etil, a fost stabilita distributia radioactivitatii cu
ajutorul unui radioscaner (scaner linear TLC, Berthold, Germania).

Rezultate si discutii

Albine melifere adulte si puietul

Figura 1 ilustreaza ca in 24 de ore dupa tratamentul din 1999 a fost detectata o contaminare
remarcabila a albinelor adulte. O zi mai tarziu, varful a atins un maxim de 118 ug/g, in schimb in zilele a 7-a
si a 11-a, au avut loc scaderi remarcabile cand au fost identificate continuturi de 10,8 respectiv 2,0 pg/g.
Daca greutatea medie a unei albine (cca. 100 mg) este luata ca termen de referinta, contaminarea cu acid

oxalic s-a situat in jur de 12 ug, 1 pg respectiv 0,2 ug. Alte scaderi treptate au intervenit in cursul lunilor
urmatoare.

Figure 1. Contaminating oxalic acid in adult honey bees and in 8-9 day old brood
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Figura 1 - Contaminarea cu acid oxalic la albinele adulte si puietul de 8-9 zile
-¢- albine adulte; -0- puiet de 8-9 zile

O contaminare mai redusa a fost constatata la larvele mai in varsta necapacite, valoarea maxima
find de 60 pg/g. Ca si la albinele adulte, varful a fost Tnregistrat la 24 de ore dupa tratament. Totusi,
scaderea a inceput mult mai devreme, daca o comparam cu cea a albinelor, stabilizdndu-se la niveluri mai
joase.

in cel de-al doilea replicat a putut fi demonstrata prezenta acidului oxalic C14 Tn hemolimfa albinelor
melifere. Valoarea cea mai ridicatd (10 ng/mg) a fost inregistrata la 12 ore dupa tratament, insa, ulterior a
intervenit o scadere brusca de pana la o concentratie de 1,1 ng/mg in cea de-a 84-a ora. Radioactivitatea a
disparut aproape complet la aproximativ o luna dupa tratament (Figura 2).

Mici diferente, daca au existat, au fost evidentiate in auto-radiografiile aripilor nespalate si ale aripilor
din care acidul oxalic a fost Tnlaturat printr-o spalare riguroasa. Ambele categorii au lasat pe film urme clare
ale nervaturilor lor. Acest fapt indica o contaminare exterioara scazuta a albinelor si o contaminare cu acid
oxalic a hemolimfei care umple nervaturile aripilor.

Ipoteza metabolizarii acidului oxalic de catre albine este sustinutd de detectarea de CO; radioactiv in
aerul prelevat din interiorul coloniei (Fig. 2), al carui varf de concentratie a fost mai intarziat in comparatie cu
cel Tnregistrat pentru hemolimfa. A avut loc o scadere brusca, de ciclicitate zilnica, cu varfuri pozitive la aerul
prelevat seara si reduse la cel de dimineatd devreme. Desi nu existd nici o explicatie certd pentru acest
fenomen, s-ar putea ca nivelul diferit de activitate a coloniei ziua si noaptea sa fi avut vreo influenta.
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Figure 2. Contaminating oxalic acid in honey bee haemolymph (left) and in CO2 (right)
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Figura 2 - Contaminarea cu acid oxalic in hemolimfa albinelor (stanga) si in CO, (dreapta)
- ¢ - hemolimfa; -0- CO,

Figura 3 reprezinta distribuirea radioactivitatii de-a lungul intestinelor albinelor. La 12 ore dupa
tratament tot tractul, intre gusa de miere si rect, a evidentiat prezenta marcatorului, dar ulterior prezenta
marcatorului radioactiv a fost depistatd doar ocazional in interiorul gusei de miere. In general, contaminarea
s-a redus in timp; intestinele prelevate in zilele a 22-a si a 31-a nu erau contaminate cu cantitati detectabile.
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Figura 3 - Radioactivitatea in intestinele albinelor melifere (zonele colorate)
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Ceara si fagurii

Figura 4 reprezinti radioactivitatea u detectatd in mostrele de ceard din 1999. in comaratie cu
albinele adulte si cu puietul varful este intarziat cu o zi. in pofida proprietatii hidrofile a acidului oxalic,
prezenta marcatorului radioactiv (C44) a fost detectatéd pe termen lung. Din analizele cromatografice TLC
efectuate pentru unele din aceste mostre, reiese ca fractia radioactiva a cerii ar putea fi formata din mai mult
decét un singur compus. De aici ar putea rezulta ca dupa tratament nu numai cristalele de acid oxalic ar
putea ajunge pe faguri, ci si ca acidul ar putea reactiona cu ceara si/sau ca metabolitii acidului oxalic pot
urma calea care duce la sinteza unui anumit compus al cerii in albinele care secreta ceara.

Figure 4. B-activity in new wax collected from pre-existing combs
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Figura 4 - Activitatea S din ceara noud, colectata din fagurii deja existenti.

In mod logic, radioactivitatea din 2002 a fost detectats tot pe termen lung in mostrele de ceara
proaspaté. In Fig. 5, toate semnalele inregistrate sunt convertite in concentratii ale acidului oxalic, dar si in
acest caz, ar putea fi prezente cantitati necunoscute de compusi proveniti din reactiile chimice si/sau
metabolizare, ceea ce poate duce la o apreciere mai mult sau mai putin corectd a contaminarii. [poteza dupa
care albinele ar efectua metabolizarea acidului oxalic se bazeaza pe existenta concomitenta a varfurilor
inregistrate la ceara si la CO,.

Figure 5 Contaminating oxalic acid in wax (see text) and honey
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Figura 5 - Contaminarea cu acid oxalic a cerii (vezi textul) si a mierii
-/\- ceara din fagurii nou claditi; - A - miere proaspata
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Autoradiografia efectuata cu fagurele de miere (Fig. 6) arata ca marcatorul radioactiv s-a imprastiat
pe suprafata fagurelui (un fagure necontaminat nu lasa nici o urma pe film). Zona inchisa la culoare din
partea de sus, se gaseste in apropierea locului de administrare. In celulele de miere necapacite
contaminarea pare mai ridicata pe marginile celulei decat in mierea insasi.

Figura 6 - Autoradiografia unui fagure de miere. Cele cateva puncte inchise la culoare provin de la unelte.
Sagetile indica miere capacita, miere necapacita, puiet de trantor

Reziduurile din miere

Dupa tratamentul din 1999, continutul de acid oxalic al mierii necapacite, colectata din corpurile de
miere, a crescut pana la 0,59 mg/kg, valoare atinsa in ziua a 4-a. incepand cu ziua a 8-a, contaminarea a
fost sub 0,1 mg/kg. Mostrele prelevate din rezervele de miere in timpul toamnei urmatoare continuau sa
contina 0,07-0,1 mg/kg. Aceste valori sunt reduse in comparatie cu continutul natural de acid oxalic al mierii,
care se inscrie intre 3 si 760 mg/kg Tn functie de originea botanica (NANETTI et al., 2002) si se incadreaza
in gama naturala de variabilitate. Cele de mai sus indica un risc redus de contaminare al mierii destinate
extragerii.

in 2002 mierea a fost colectata din fagurii claditi de albine in perioada dintre dou& prelevari
succesive de mostre, ceea ce a redus o posibila influentd a unei mieri necontaminate deja existente. Astfel
datele relevante devin reprezentative pentru transferul real de la albine la miere. In acest caz, nivelul maxim
de 54,2 mg/kg a fost inregistrat la 12 ore dupa tratament (Fig. 5), dar a urmat o scadere abrupta in primele
1-12 zile dupé tratament, ducand la valori variind intre 6 si 13,8 mg/kg. inregistrarile ulterioare s-au situat sub
1 mg/kg.

Multumiri

Autorii tin sa-si manifeste recunostinta fata de Prof. Maria Adelaide VECCHI, de la Universitatea din
Bologna, si Prof. Adriano PODESTA, de la Universitatea din Pisa, pentru discutiile rodnice si sugestiile lor
valoroase.
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