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Nosema ceranae in honeybee (Apis
mellifera) colonies
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Nosema ceranae is a new emergent protozoan parasite
of Apis mellifera, which seems to be more pathogenic
than Nosema apis. In Poland this parasite has been
present since, at least, 1995 and now is an agent of
very prevalent honeybee infection. It was found as
one of most probable causes of bee colonies collapse
world wide. OIE Terrestrial Manual describes a few
diagnostic metods: simple nonquantitative, standar-
ized quantitative, and a method which distinguishes
Nosema ceranae from Nosema gpis. Control of nose-
mosis in honeybee colonies in Europe mainly depends
on hygienic management practices.

Keywords: Nosema ceranae, Apis mellifera, nosemo-
sis, signs, diagnosis, control.

Nosemoza pszczol (nosemosis apium)
znana jest dobrze pszczelarzom,
a takze lekarzom weterynarii, jako choro-
ba pszczoly miodnej (Apis mellifera) po-
wodowana przez wewnatrzkomdérkowe
pasozyty gatunku Nosema apis (Eucary-
ota, Fungi, Microsporea). Obecnie znacz-
nie wiekszy problem w pasiekach europej-
skich stanowi nowy pasozyt z rodzaju No-
sema, tzn. Nosema ceranae.

Zarazenie pszczot przez Nosema apis

W srodowisku zewnetrznym Nosema apis
wystepuje w postaci spor, natomiast postac
wegetatywna wystepuje wylacznie w orga-
nizmie pszczoly. Pasozyty te atakuja zaréw-
no robotnice i trutnie, jak i matke (mat-
ka otrzymuje spory wraz z pokarmem od
karmicielek). Do zarazenia dochodzi per
0s, z pokarmem oraz woda zawierajacymi
spory. Warunki fizykochemiczne panuja-
ce w jelicie Srodkowym pszczoly pozwa-
laja sporom kietkowac. Wypuszczaja one
ni¢ biegunoway, przez ktéra do wnetrza
komorki nabtonka jelita $rodkowego wni-
ka postaé wegetatywna pasozyta (1). Tam
nastepuje namnazanie oraz dojrzewanie.
Nowo powstate spory po zniszczeniu ko-
morki nabtonka przedostaja sie do $wia-
tla jelita. Wraz z kalem wydalane sa na ze-
wnatrz. W jelicie srodkowym odbywa sie
trawienie i wchlanianie pokarmu, dlatego
zniszczenie komoérek nabtonka prowadzi
do uposledzenia tych proceséw. Dlugosé
zycia pszcz6t moze by¢ skrécona, ograni-
czone jest wytwarzanie mleczka gardzie-
lowego sluzacego do karmienia larw, pro-
dukcja wosku oraz miodu (2). Sila rodzi-
ny maleje. Uszkodzenia nablonka jelita
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czesto staja sie wrotami wnikania wiruséw
pszczelich, takich jak: wirus choroby czar-
nych matecznikéw, wirus Y pszczét i wi-
rus wiékienkowy. Pogarszaja one znacznie
przebieg choroby. Bardzo chore pszczo-
ty zamieraja wczesng wiosng, zanim wy-
chowaja nowe, mlode pszczoly, dlatego
w tym okresie dochodzi do giniecia ro-
dzin. Na wiosne mozna réwniez zaobser-
wowac¢ pobrudzenie katem plastréow lub
przedniej ciany ula, co okreslane jest jako
biegunka. Stabsze zarazenie rodzin powo-
duje jedynie ograniczenie produkcyjnosci.
W okresie pdznej wiosny i lata stopien za-
razenia spada. Bardziej szczegétowe infor-
macje dotyczace N. apis zostaly opisane
przez Topolska i Hartwig (3).

Zarazenie pszczot przez Nosema ceranae

W 2005 r. po raz pierwszy stwierdzono
u Apis mellifera naturalne zarazenie przez
Nosema ceranae. Wkrotce okazalo sie, ze
ten nowy pasozyt, pochodzacy od wyste-
pujacej w Azji pszczoly wschodniej (Apis
cerana) byl juz wczeéniej obecny w rodzi-
nach pszczoly miodnej (4), jednak zaraze-
nie nie bylo diagnozowane. W Polsce po
raz pierwszy zostal stwierdzony w 2006 r.,
ale badanie prébek zebranych w 1995 r. wy-
kazalo, ze juz wtedy wystepowal w rodzi-
nach pszczelich (5). Obecnie N. ceranae
jest bardziej rozpowszechniony w Euro-
pie niz N. apis.

Nosema ceranae jest bardziej patogen-
ny dla A. mellifera niz N. apis. W Hiszpa-
nii stwierdzony byt jako gléwna przyczyna
zamierania rodzin pszczelich w komercyj-
nych pasiekach (6). Duza szkodliwos¢ pa-
sozyta dla pszczoly miodnej wynika z sze-
regu czynnikéw. Cykl rozwojowy N. cera-
nae trwa jedynie 3 dni (N. apis — 5 dni).
Aby doszlo do rozwoju choroby, wystar-
czy jedna zarazona komérka nablonka je-
lita, przy czym nie jest konieczne ciagle
pobieranie spor przez pszczole, wystar-
czy jednorazowa dawka spor.

Meana (7) donosi, iz z jednej zarazonej
komorki nablonka jelita srodkowego juz po
3 dniach inwazja potrafi si¢ rozprzestrze-
ni¢ na wszystkie pozostale komoérki na-
btonka. Namnazanie pasozyta zachodzi
nie tylko w komérkach nabtonka palisado-
wego, ale takze w komdrkach krypt rege-
neracyjnych, co uniemozliwia regeneracje

nablonka i prowadzi do nieodwracalnych
uszkodzen przewodu pokarmowego (8).
We wszystkich zarazonych komoérkach na-
btonka jelita pojawiaja si¢ zmiany patolo-
gicznie, zaznacza si¢ zwyrodnienie oraz
rozlegta liza komérek — w efekcie komér-
ki nabtonka sa uszkodzone lub obumarte.
Prowadzi to do wczesnej $mierci pszczo-
ty — juz ésmego dnia od zarazenia, pod-
czas gdy przy zarazeniu N. apis dlugo$¢
zycia pszczél moze by¢ skrécona o po-
fowe, a wedlug niektérych autoréw po-
zostaje niezmieniona. Smier¢ jest wyni-
kiem powstalego w organizmie stanu glodu
prowadzacego do stresu energetycznego.
Z gltodowaniem tym $cisle zwiazane jest
rozprzestrzenianie sie choroby wewnatrz
rodziny. Pszczoly glodne szukaja kontak-
tu z innymi osobnikami, ktére potencjalnie
podziela sie z nimi pokarmem. Kontakty
takie znacznie przyspieszaja rozprzestrze-
nianie si¢ spor miedzy pszczotami.

Najnowsze badania wykazuja (9), ze N.
ceranae wyksztalcila lepsze mechanizmy
adaptacji do temperatury otoczenia niz N.
apis. W skrajnych dla rozwoju tego paso-
zyta temperaturach (25 i 37°C) N. ceranae
potrafi zamkna¢ cykl zyciowy, podczas gdy
u N. apis zostaje on zahamowany. W tem-
peraturze optymalnej natomiast (33°C) N.
ceranae jest w stanie zniszczy¢ 2—3 razy
wiecej komorek niz N. apis, co jasno do-
wodzi wigkszej patogennosci tej pierwszej.
Jednoczesnie N. ceranae powoduje chorobe
trwajaca caly rok, natomiast choroba po-
wodowana przez N. apis zanika w cieptych
miesigcach. Przy zarazeniu N. ceranae nie
obserwuje sie jednak biegunki, ktéra wy-
stepuje przy zarazeniu N. apis, dlatego no-
semoza ta zwana jest ,suchg”

Oznaki choroby nie sa widoczne do-
poki matka jest w stanie wyréwnac stra-
ty pszczol poprzez intensywne skladanie
jaj — czerwienie. Po dlugim okresie bra-
ku objawéw choroby nastepuje gwaltow-
ny spadek liczebno$ci pszcz6t w rodzinie.
Pszczoly czesto gina poza ulem, co, jak
uwazaja naukowcy z USA, moze by¢ wy-
nikiem tego, ze pszczoly chore maja gor-
szg pamie¢ oraz podejmuja wieksze ryzy-
ko w poszukiwaniu pokarmu, poniewaz
odczuwaja gtéd (10). Udowodniono, ze
procent zarazonych pszczét w przypadku
N. ceranae jest znacznie wyzszy niz przy
nosemozie powodowanej przez N. apis.
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Tabela 1. Przebieg zarazenia N. ceranae w rodzinie pszczoty miodnej (4)

Pora roku
faza choroby

Zmiany w liczbie pszczot

Wiosna - wczesna jesien
faza bezobjawowa

pszczoty w normalnej iloci

Pézna jesien - zima
faza wyrownywania sity

pszczoty w normalnej ilosci

Kolejna wiosna - lato
fatszywe ozdrowienie

bardzo duzo pszczot

Prace pogladowe

Jesiei - wiosna
depopulacja

pozostaje garstka pszcz6t z matka

Zmiany w ilo$ci czerwiu

czerw w normalnej ilosci

zwiekszona ilo$¢ czerwiu
w stosunku do pory roku

prawie kazda ramka
petna czerwiu

obecna nieduza ilo$¢ czerwiu

mimo znacznej sity rodziny

Inne cechy choroby brak objawéw choroby matka czerwi w zimie B obecne zapasy pokarmu
pszczoty sie nie roja
Procent zarazonych zbieraczek <65% >65% <65% 265%
Procent zarazonych pszczot <40% <40% <40% =40%
wulu
105 esieni
Liczba spor na pszczote <108 >108 <108 10°jesienia

16-25 wiosng

Te sama prawidlowo$¢ zaobserwowano
w przypadku jednoczesnego zarazenia
pszczdt obu gatunkami Nosema.

Cztery fazy zarazenia N. ceranae

Naukowcy hiszpanscy, ktérzy pierwsi wy-
kryli obecno$¢ N. ceranae w Europie i do-
tychczas opublikowali najwiecej prac do-
tyczacych tego pasozyta, wyodrebnili czte-
ry fazy w przebiegu inwazji (6).

Faza 1 (tab. 1) jest bezobjawowa. Zarazo-
ne rodziny wygladaja podobnie jak zdrowe
(przynajmniej od wiosny do wczesnej je-
sieni). Liczba stwierdzanych spor nie prze-
kracza 10° na pszczole. Liczba zarazonych
pszczot zbieraczek nie przekracza 65%.

Faza 2 zostala nazwana faza wyréwny-
wania sily rodziny. Ma ona miejsce jesie-
nia i zimg, kiedy liczba czerwiu powinna
osiaga¢ minimum. Jednak w chorej rodzi-
nie matka, chcac wyréwnac straty pszczdt,
zaczyna intensywnie czerwic. Liczba czer-
wia jest podwyzszona w stosunku do pory
roku. Fakt, ze faza ta ma miejsce zima,
kiedy jest malo mlodych, niezarazonych
pszczol, moze tlumaczy¢, dlaczego licz-
ba spor na pszczole oraz procent zarazo-
nych zbieraczek jest zawsze wyzszy niz
w fazie 1 (>65%).

Faza 3 (falszywe ozdrowienie) zaczyna
sie z kolejna wiosna, kiedy liczba pszczot
w rodzinie szybko roénie, a matka za-
czerwia prawie kazdg ramke. Duza liczba
pszczdt sugerowalaby, ze dojdzie do ich
wyrojenia, jednak to nigdy nie nastepu-
je. Obraz mikroskopowy oraz procent za-
razonych zbieraczek przedstawia si¢ po-
dobnie jak w fazie 1, czyli poziom zaraze-
nia jest relatywnie niewielki.

Faza 4 — ,goraczka” czerwienia, ktéra
obserwujemy w fazie 3 koniczy sie nagle je-
sienia lub kolejna wiosng, kiedy chora ro-
dzina si¢ osypuje. W ulu pozostaje garstka
pszczdt z matka i prawie nietknietymi za-
pasami pokarmu. Jesli depopulacja nastg-
pi jesienig, wtedy, podobnie jak w fazie 2,
stopien zarazenia jest bardzo wysoki (=65%
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zbieraczek jest zarazonych, a liczba spor na
pszczole przekracza 10°), natomiast, jesli
dojdzie do tego wiosna, liczba spor oraz
procent zarazonych pszczét bedzie znacz-
nie nizszy (w zwiazku z duza liczba mto-
dych niezarazonych pszczét).

W efekcie czesto sie zdarza, ze rodziny,
ktére rozwijaja sie wedtug pszczelarza nor-
malnie i s3 wrecz silne, zupelnie niespo-
dziewanie stabna i zamieraja. Wymienione
objawy, towarzyszace utracie rodzin, sa ta-
kie jak przy zespole giniecia rodzin pszcze-
lich (colony collapse disorder — CCD), kt6-
ry byl bardzo czesto obserwowany w USA,
gdzie w ostatnich 3 latach co roku gineto
30-36% rodzin pszczelich.

Przebieg zarazenia N. ceranae w pasiece

Zdrowe rodziny przebywajace w poblizu
chorych moga fatwo zosta¢ zarazone. Précz
tradycyjnych drég transmisji pasozyta (ska-
zone plastry, rabunki, miéd, syrop, pytek,
pierzga, bladzenie pszczél, matki z zarazo-
nych hodowli) moze on by¢ réwniez roz-
przestrzeniany przez samego pszczelarza
pomiedzy ulami na nieodkazonym sprze-
cie oraz przez nieprzemyslane przenosze-
nie plastréw itp. Materiat genetyczny N. ce-
ranae stwierdzono w gruczolach gardzie-
lowych pszczoly, w ktérych wytwarzane
jest mleczko pszczele stuzace do karmie-
nia larw oraz wydzielina zawierajaca enzy-
my biorace udzial w powstawaniu miodu
z nektaru. By¢ moze stwarza to dodatko-
we drogi transmisji pasozyta z wydzieling
tychze gruczoléw.

Przebieg nosemozy powodowanej przez
N. ceranae nie wszedzie jest réwnie dra-
styczny. W niektoérych krajach Europy cho-
roba ta przebiega lagodnie i nie powoduje
tak ogromnych strat rodzin pszczelich, jak
w Hiszpanii (11). Jest to prawdopodobnie
spowodowane odmiennymi warunkami
klimatycznymi w réznych czesciach kon-
tynentu. W Polsce jednak pasozyt ten po-
woduje znaczne straty pszczét (9), tak jak
na przyktad zima 2007/2008 roku, kiedy

w kraju zgineto okoto 15,3% rodzin pszcze-
lich. Woéwczas w 32% badanych pasiek,
z ktérych nadeslano do badania pszczo-
ty z zamartych rodzin, stwierdzono sil-
ne i bardzo silne zarazenie Nosema spp.,
przy czym gléwnie byl to pasozyt N. cera-
nae. Zima 2008/2009 r., upadki byly juz
znacznie mniejsze (8,7%), jednak wciaz
N. ceranae pozostawal jedna z gléwnych
ich przyczyn. W 60% pasiek stwierdzono
woéwczas ciezkie zarazenie przez Nosema
spp., z czego w 87% pasiek odnotowano
obecno$é N. ceranae (12).

Diagnostyka zarazenia Nosema spp.

Opis metod diagnostycznych wydany, przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia Zwierzat
— OIE (13) w celu réznicowania zarazenia
N. ceranae i N. apis, zaleca lancuchowa
reakcje polimerazy (PCR). W celu przy-
gotowania préobki do badania nalezy roze-
trze¢ 10—20 odwlokéw starszych pszczot
z 10 ml wody destylowanej (PCR grade).
Zawiesine filtruje sie i odwirowuje w 800 g
przez 6 minut. Aby mozliwa byta ekstrak-
cja DNA, nalezy wywota¢ kietkowanie spor
w 200 pl $wiezo przygotowanego buforu
(0,5M NaCl i 0,5M NaHCO, o pH 6 osia-
gnietym przez dodanie kwasu ortofosfo-
rowego). Mieszanine nalezy inkubowaé
w 37°C przez 15 minut. Ekstrakcje DNA
mozna z fatwoscia przeprowadzi¢, uzywa-
jac rutynowych procedur lub komercyjnych
zestawow do tego przeznaczonych, takich
jak High Pure Template Preparation Kit (nr
kat. 1796828, Roche Diagnostic).
Multiplex PCR przeprowadza sie w 50 pl
mieszaniny reakcyjnej zwierajacej: 5 pl ba-
danego DNA, 25 pl High Fidelity PCR
Master Mixture (nr kat.: 12140314001,
Roche Diagnostic), 0,4 uM kazdego pri-
mera, 0,4 mM kazdego dNTP, 3 mM chlor-
ku magnezu, 0,2 mg/ml albuminy suro-
wicy bydlecej, 0,1% Tritonu X-100. Wa-
runki, w jakich przebiega amplifikacja sa
nastepujace: wstepny krok aktywujacy
w 94°C przez 2 minuty, nastepnie 10 cykli
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Ryc. 1. Obraz mikroskopowy preparatéw sporzadzonych z probek pszczot zarazonych (A) Nosema apis
i (B) Nosema ceranae (pow. 1000x%)

o nastepujacych parametrach — 15 s w 94'C,
30sw61,8°Cid5sw72°C. Kolejne 20 cy-
Kkli przebiega w nastepujacych warunkach:
15 sw 94°C, 30 s w 61,8°C oraz 50 s (plus
pieciosekundowe przedluzenie dla kazdego
kolejnego cyklu) w 72°C. Koricowe wydlu-
zanie produktéw odbywa sie w 72°C przez
7 min. Nalezy zawsze pamietac o kontroli
negatywnej dla kazdego badania. Elektro-
foreze produktéw PCR przeprowadza sie
w 2% zelu agarozowym z dodatkiem TAE
(Tris-Acetate EDTA) oraz bromku etydyny
w standardowym buforze TAE. Do prze-
prowadzenia reakcji PCR potrzebne sa na-
stepujace startery: dla N. ceranae — 218MI-
TOCFOR (5-CGGCGACGATGTGATAT-
GAAA-ATATTAA-3’) oraz 218MITOC
REV (5-CCCGGTCATTCTCAAACA-
AAA-AACCG-3) amplifikujace produkt
o dlugosci 218-219 bp, a dla N. apis —
321APIS FOR (5-GGGGGCATGTCTT-
TGACGTACTATGTA-3’) oraz 321APIS
REV (5-GGGGGGCGTTTAAAATGT-
GAAACAACTATG-3’) amplifikujace pro-
dukt o dlugosci 321 bp.

W celu wykrycia zarazenia Nosema
spp. wystarczy metoda jako$ciowa. Ma-
teriatem do badania sa réwniez pszczo-
ty zbieraczki powracajace do ula. Pszczo-
ty nalezy utrwali¢ w 4% formalinie lub
70% spirytusie przemystowym, ewentu-
alnie zamrozi¢. Odwtloki 60 pszczé! roz-
ciera si¢ w mozdzierzu z 2-3 ml wody
(podana ilo$¢ wody wydaje sie zbyt mata
w przypadku pszczét zamrozonych?). Na-
stepnie nalezy nanies$¢ 3 krople zawiesi-
ny na szkielko podstawowe i przykry¢

1 Uwaga autorki.

nakrywkowym. Preparat oglada¢ nalezy
pod powiekszeniem 400 razy. Spory N.
apis sa dlugosci 5-7 pum i szerokosci 3—4
um. Spory N. ceranae s3 nieco mniejsze
i delikatniejsze, maja cygarowaty ksztalt
i ciefiszg $ciane (ryc. 1). Réznice miedzy
sporami obu gatunkéw sa widoczne, jed-
nak tylko dla os6b bardzo wprawnych
w badaniu, i nie daja pewno$ci prawidto-
wego rozpoznania. Dlatego w celu rézni-
cowania gatunkéw zalecana jest jednak
metoda PCR.

Do oceny stopnia zarazenia sporami
Nosema spp. zalecana jest standaryzowa-
na metoda ilosciowa. 10 odwlokéw star-
szych zbieraczek (powracajacych do ula)
nalezy rozetrze¢ w mozdzierzu z piecio-
ma mililitrami wody. Zawiesine nastepnie
filtruje sie przez 2 warstwy muslinu ba-
welnianego. Mozdzierz oraz tluczek na-
lezy przeptuka¢ kolejnymi piecioma mili-
litrami wody, a poptuczyny przefiltrowac
przez ten sam material. Uzyskany filtrat
wiruje si¢ przez 6 min w 800 g. Po zlaniu
supernatantu do pozostalego osadu do-
daje 10 ml wody. Za pomoca pipety Pa-
steura nalezy rozprowadzi¢ osad w wo-
dzie az do ujednolicenia barwy roztworu.
2-3 krople zawiesiny nanosi si¢ na hemo-
cytometr, przykrywa szkietkiem nakryw-
kowym i oglada pod powigkszeniem 400
razy. Spory liczy¢ nalezy w kazdym kwa-
dracie. Jedna spora w duzym kwadracie
(przy uzyciu hemocytometru 25x16 kwa-
dratéw) odpowiada 10 000 spor w pszczo-
le. Obecnie przewaza poglad, ze licz-
ba pszcz6t pobierana do badania w tej

metodzie jest zbyt niska. Hiszpanscy ba-
dacze zalecajg, aby do oceny stopnia za-
razenia przez N. ceranae pobieraé¢ okoto
godziny 12. 30 pszcz6! zbieraczek powra-
cajacych do ula.

Najnowsze badania wykazaly, ze stopient
zarazenia przez N. ceranae nie moze by¢
wiarygodnie okreslony na podstawie bada-
nia liczby spor przypadajacych na pszczole,
poniewaz badanie to nie uwzglednia form
rozwojowych pasozyta, ktére w bardzo du-
zej iloéci wystepuja w komérkach nablon-
ka jelitowego (6). Dlatego bardziej wska-
zane jest okreslenie udzialu zarazonych
pszczbét w prébee zlozonej z przynajmniej
30 pszcz6t zbieraczek (na podstawie bada-
nia indywidualnego pszczét).

Zwalczanie zarazenia

Przez kilka dziesiecioleci do zwalczania
nosemozy u pszczot stosowano prepara-
ty antybiotyczne oparte na fumagilinie.
Od kilku lat w Europie obowiazuje catko-
wity zakaz stosowania fumagiliny. Jest to
spowodowane faktem, ze brak ustalonych
warto$ci MRL dla pozostalosci fumagili-
ny w produktach pszczelich. Fumagilina
hamuje rozwo6j pasozytéw z rodzaju No-
sema. Liczba spor N. ceranae w pszczo-
tach z leczonych rodzin spada o okolo
70%. jednak po kilku miesigcach wraca
do poziomu wyj$ciowego (14, 15). Jeszcze
w ubieglym roku fumagilina byla stosowa-
na w Hiszpanii.

Metody zwalczania zarazenia N. cera-
nae, podobnie jak przy zarazeniu przez
N. apis, opieraja si¢ gtéwnie na zabiegach
higieniczno-hodowlanych (3). Wiosna na-
lezy przesiedli¢ pszczoly do czystego, zde-
zynfekowanego, wyraznie oznakowane-
go ula (co ogranicza bladzenie pszczo?).
W ciggu sezonu pszczelarskiego natomiast
nalezy wymienia¢ stopniowo wszystkie pla-
stry tak, aby jesienia nie bylo w ulu zad-
nych plastréw z poprzedniej zimy. Nalezy
tez bezwzglednie pamietaé o tym, ze nie
wolno przenosi¢ plastréw z rodzin cho-
rych do zdrowych oraz nalezy dezynfe-
kowac¢ sprzet pszczelarski uzywany w ro-
dzinie zarazonej (3). Inne polecane zabie-
gi wspomagajace zdrowienie rodziny to
wymiana na mtodg i zdrowa matke, usta-
wienie ula w nastonecznionym i ostonie-
tym od wiatru miejscu.

Na polskim rynku ukazaly si¢ dwa nie-
bedace lekami preparaty wspomagajace
zdrowie pszczél. Wedlug niektérych do-
niesien (14, 16, 17) w przypadku zastoso-
wania w rodzinach z N. ceranae ich sku-
teczno$¢ w ograniczaniu zarazenia jest
poréwnywalna (nieco mniejsza) ze skutecz-
noscia fumagiliny. Sa to: Api Herb (Biofak-
tor) — preparat ziotowy i Nozevit (Nozevit
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International) — preparat na bazie wycig-
g6w z kory drzew. W podsumowaniu na-
lezy dodad, ze jak na razie walka z zaraze-
niem jest trudna i czesto nie daje oczeki-
wanych efektow.

Badacze wloscy (18) zainteresowali sie
zastosowaniem tymolu przy zwalczaniu
nosemozy. Z dotychczasowych badan wy-
nika, ze pomaga on ograniczac zarazenie,
jednak, aby uzyska¢ bardziej precyzyjne
dane, potrzebne sa dalsze badania.
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