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Streszczenie. Pszczoła miodna jest ci�gle nara�ona na atak ro�nych saprofitycznych i patogennych 
drobnoustrojów, paso�ytniczych pierwotniaków i wy�ej uorganizowanych paso�ytów oraz paso�y-
tuj�cych roztoczy. W odpowiedzi na zaka�enie i zranienie w jamie ciała pszczoły zostaj� urucho-
mione ró�norodne procesy w celu zniszczenia czynnika, który si� do niej przedostał. Po przełama-
niu zewn�trznych barier ochronnych inicjuje on odpowied� immunologiczn�. Odpowied� humo-
ralna obejmuje syntez� i uwalnianie do hemolimfy licznych białek o działaniu przeciwbakteryj-
nym, w�ród nich lizozymu i apidycyn o działaniu na bakterie Gram-dodatnie lub Gram-ujemne. 
Gwałtowny wzrost poziomu apidycyn stwierdzono u 4 linii pszczół. Jednak�e był on statystycznie 
istotnie wy�szy u pszczół robotnic linii augustowskiej i Asta. Tak�e aktywno�� bakteriolityczna 
typu lizozymu była wy�sza w hemolimfie tych dwóch linii pszczół w porównaniu z pszczołami 
linii północnej i norweskiej. 
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WST�P 

Humoralne odczyny obronne pszczoły miodnej (Apis mellifera L.) s� zwi�zane  
z obecno�ci� w hemolimfie polipeptydów o działaniu przeciwdrobnoustrojowym, głów-
nie przeciwbakteryjnym. Ró�ni� si� one czasem pojawienia oraz mechanizmem działa-
nia. Aktywno�� bakteriolityczna typu lizozymu wyst�puje zarówno w hemolimfie 
pszczoły niepobudzonej immunologicznie, jak równie� u pszczół zaka�onych. W hemo-
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limfie owada niezaka�onego nasilenie aktywno�ci bakteriolitycznej lizozymu jest niskie. 
Natomiast silnie wzrasta w nast�pstwie zaka�enia [Gli	ski i Jarosz 1995a, Gli	ski i Ko-
stro 2001]. 

Zaka�enie indukuje pojawienie si� w hemolimfie polipeptydów odporno�ciowych 
(immune proteins) typu apidycyn, abycyny i hymenoptecyny. Pojawiaj� si� one po kilku, 
kilkunastu godz. po zaka�eniu, osi�gaj�c maksymalny poziom po 24–48 godz., a nast�p-
nie ich aktywno�� zanika po około 96 godz. [Casteels i in. 1989, 1990, Boman 1998����

Spo�ród czynników humoralnych odporno�ci przeciwzaka�nej okre�lenie aktywno�ci 
bakteriolitycznej typu lizozymu oraz poziomu apidycyn znalazło zastosowanie w ocenie 
nasilenia odporno�ci przeciwzaka�nej pszczół i trzmieli [Gli	ski i Jarosz 1995a].  

Celem niniejszych bada	 było okre�lenie stanu odporno�ci przeciwzaka�nej linii 
pszczół hodowanych na okre�lonym terenie i obj�tych krajowymi programami hodowla-
nymi ochrony zasobów genetycznych lub krajowym programem doskonalenia genetycz-
nego. Uzyskane wyniki mo�na wykorzysta� przy wyborze linii pszczół do hodowli. 

MATERIAŁ  I METODY 

Pszczoły  
Charakter i nasilenie odporno�ci oceniono i porównano u 4 linii pszczoły miodnej na 

podstawie odpowiedzi humoralnej pszczół robotnic w okresie letnim. W ka�dym przy-
padku badano pszczoły pochodz�ce z 10 rodzin w 3 okresach badawczych w odst�pach 
2-tygodniowych (14–15 maja, 1–2 czerwca, 14–15 czerwca).  

Badania przeprowadzono z 3 liniami pszczół Apis mellifera mellifera L. obj�tymi 
krajowymi programami hodowlanymi ochrony zasobów genetycznych: augustowska, 
północna, Asta, oraz z lini� norwesk�, dla której realizowany jest krajowy program do-
skonalenia genetycznego. 

 
Indukcja odporno�ci  

Odporno�� nabyt� indukowano �ywymi komórkami E. coli D31 z 18 godz. hodowli 
bulionowej. Komórki bakteryjne po zawieszeniu w płynie fizjologicznym wprowadzano 
mikrostrzykawk� Hamiltona do jamy ciała przez błon� pomi�dzy 3. i 4. segmentem od-
włoka robotnicy w ilo�ci 15 ⋅ 103 komórek E. coli D31 w obj�to�ci 2 
l płynu dla Lepi-
doptera. Owady nieimmunizowane oraz owady po immunizacji były utrzymywane 
w identycznych warunkach. 

 
Aktywno�� bakteriolityczna typu lizozymu  

Aktywno�� bakteriolityczn� typu lizozymu oznaczono dla ka�dej linii pszczół nie-
poddanych indukcji (zaka�eniu) oraz zaka�onych Escherichia coli D31 po 24 godz. 
aklimatyzacji (czas 0). Poziom aktywno�ci bakteriolitycznej lizozymu w hemolimfie 
pszczół robotnic oznaczono metod� basenikowo-dyfuzyjn� wg Mohriga i Messnera 
[1968]. Szalka Petriego do ilo�ciowego oznaczania aktywno�ci lizozymu zawierała 10 ml 
0,066 M buforu Sörensena, 100 mg agarozy (Sigma) i liofilizat komórek Micrococcus 
luteus (Sigma) w ilo�ci 0,75 mg/ml jako substrat działania lizozymu. W celu zahamowa-
nia wzrostu bakterii pochodz�cych z otoczenia, do podło�a dodano 30 
g oksytetracykli-
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ny/ml. W podło�u agarozowym wycinano baseniki o �rednicy 2,7 mm, które wypełniano 
hemolimf� w ilo�ci 5,0 
l. Strefy bakteriolizy oceniano po 24 godz. inkubacji w 28oC. 

St��enie lizozymu w badanej hemolimfie obliczono z krzywej kalibracyjnej: y = 
exp(a + bx), sporz�dzonej dla nast�puj�cych st��e	 lizozymu białka jaja kurzego (EWL): 
125,0, 62,5, 31,25, 15,625, 7,81, 3,9, 1,95, 0,98, 0,49 
g/ml i wyra�ono w 
g/ml hemo-
limfy w przeliczeniu na aktywno�� lizozymu białka jaja kurzego (EWL; EC.3.2.1.17). Na 
osi odci�tych odkładano logarytm st��enia lizozymu standardowego, a na osi rz�dnych 
�rednic� w mm strefy bakteriolizy. Dla ka�dej serii oznacze	 aktywno�ci lizozymu spo-
rz�dzono krzyw� kalibracyjn� ze �wie�o przygotowanych rozcie	cze	 lizozymu białka 
jaja kurzego (EWL). W wynikach podano �rednie z odchyleniami standardowymi 
z wykonanych oznacze	. 

 
Aktywno�� apidycyn 

Aktywno�� bakteriobójcz� hemolimfy pszczół robotnic uwarunkowan� obecno�ci� 
apidycyn oceniono metod� basenikowo-dyfuzyjn� w warstwie agaru od�ywczego wobec 
Escherichia coli D31, jako drobnoustroju indykatorowego opornego na streptomycyn� 
[Jarosz 1994]. Hodowl� E. coli D31 w bulionie od�ywczym z fazy wzrostu logarytmicz-
nego zawieszono w agarze w ilo�ci 3 ⋅ 105 komórek bakteryjnych na 10 ml podło�a.  
W celu zahamowania wzrostu obcej mikroflory, do podło�a dodano 100 
g/ml siarczanu 
streptomycyny. Przygotowane w ten sposób podło�e w ilo�ci 8 ml wylewano do szalek 
Petriego o �rednicy 10 cm. Po zastygni�ciu agaru wycinano baseniki o �rednicy 3 mm, 
które nast�pnie wypełniano badan� hemolimf� w ilo�ci 5 
l i inkubowano w 28°C przez 
24 godz. St��enie apidycyn w hemolimfie wyra�ono w stosunku do syntetycznej cekro-
piny A Hyalophora cekropia z wykre�lonej krzywej kalibracyjnej dla st��e	: 100, 50, 
25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,78 
g/ml, podaj�c na osi x st��enie cekropiny, za� na osi y 
wielko�� strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju indykatorowego wyra�onej w mm 
[Gli	ski i Jarosz, 1992]. Wyniki poddano analizie statystycznej testem chi2 przy p  0,05 
oraz programem Statistica. 

WYNIKI 

Natywny (czas 0) poziom aktywno�ci lizozymu w hemolimfie linii augustowskiej, 
północnej, Asta i norweskiej wahał si� w granicach 8,9 ±0,1 
g EWL/ml (B i D) do 11,2 
±0,3 
g EWL/ml (C). Warto�ci aktywno�ci lizozymu dla poszczególnych linii w czasie 0 
nie ró�niły si� istotnie statystycznie (rys. 1).  

Immunizacja jamy ciała pszczół robotnic zainicjowała hipersyntez� lizozymu. Wy-
st�pił statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost aktywno�ci lizozymu w okresie 24–72 godz. 
w porównaniu z okresem 0 oraz 96 godz. dla ka�dej linii pszczół.  

Aktywno�� lizozymu hemolimfy osi�gała warto�� maksymaln� 43,4 ±0,2 
g 
EWL/ml w 48 godz. po immunizacji dla linii augustowskiej, 40,7 ±0,2 
g EWL/ml dla 
okresu 48 godz. dla linii Asta, 30,2 ±0,3 
g EWL/ml dla okresu 36 godz. dla linii pół-
nocnej i 31,0 ±0,2 
g EWL/ml dla okresu 48 godz. dla linii norweskiej. 

Warto�ci aktywno�ci lizozymu dla okresu 36 i 48 godz. dla linii augustowskiej (A) 
ró�ni� si� statystycznie istotnie (p < 0,05) od analogicznych okresów dla linii północnej 
(B) i norweskiej (D). Nie ró�ni� si� natomiast od warto�ci uzyskanych dla linii Asta (C) 
dla tych samych okresów badania. 
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Rys. 1. Aktywno�� bakteriolityczna typu lizozymu hemolimfy pszczół robotnic nieimmunizowa-

nych (czas 0) oraz immunizowanych do jamy ciała �ywymi komórkami E. coli D31  
(czas 24–96 godz.); linia augustowska (A), północna (B), Asta (C), norweska (D) 

Fig. 1. Bacteriolytic activity of haemolymph lysozyme (
g EWL/ml) in non-immunized (0) 
 and immunized worker bees with a suspension of live cells E. coli D31 (24–96 h); augustowska 

(A), northern (B), Asta (C), and norwegian (D) lineages 
 
 
 

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450

µg
 c

ek
ro

p/
m

l

0 24 36 48 72 96 h

A

B

C

D

 
Rys. 2. Poziom apidycyn w hemolimfie pszczół nieimmunizowanych (czas 0) i immunizowanych 

(czas 24–96 godz.) linii augustowskiej (A), północnej (B), Asta (C) i norweskiej (D) 
Fig. 1. Level of apidaecins (
g cekropin A Hyalophora cekropia/ml) in non-immunized (0)  

and immunized worker bees with a suspension of live cells 
 E. coli D31 (24–96 h), augustowska (A), northern (B), Asta (C), and norwegian (D) lineages 
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Warto�ci dla okresu 36 i 48 godz. dla linii Asta (C) ró�ni� si� statystycznie istotnie 
(p < 0,05) od warto�ci dla tych samych okresów badania dla linii północnej (B) i norwe-
skiej (D) – rys.1. 

W hemolimfie pszczół natywnych (czas 0 godz.) wszystkich czterech linii nie 
stwierdzono aktywno�ci apidycyn. Zaka�enie jamy ciała �ywymi komórkami E. coli D31 
zainicjowało syntez� apidycyn. Maksymalne miana pojawiły si� w 72 godz. badania i 
wynosiły odpowiednio u pszczół linii augustowskiej 420,1 ±1,4, północnej 155,2 ±3,2, 
Asta 391,1 ±2,2 i norweskiej 147,0 ±4,4 
g cekropiny A Hyalophora cekropia/ml. Na-
tomiast w 96 godz. poziom apidycyn w hemolimfie był bardzo niski i wahał si� od 0,9 
±0,1 (linia B) do 1,3 ±0,1 (linia C). 

W przypadku wszystkich czterech badanych linii pszczół wyst�powały ró�nice istot-
nie statystycznie (p < 0,05) pomi�dzy poziomem apidycyn w okresie 24–72 godz. i okre-
sem 96 godz. (rys. 2). 

Poziom apidycyn dla pszczół robotnic z linii augustowskiej (420,1 ±1,4) i linii Asta 
(391,1 ±2,2) dla 72 godz. nie ró�niły si� statystycznie istotnie. Był on natomiast istotnie 
wy�szy (p < 0,05) w porównaniu z warto�ciami stwierdzonymi w analogicznym okresie 
dla linii północnej (155,2 ±3,2) i norweskiej (147,0  ± 4,4) – rys. 2. 

W poszczególnych liniach pszczół dla okresu 36–73 godz. był istotnie wy�szy w po-
równaniu z okresem 24 godz. 

Statystycznie wy�szy poziom (p < 0,05) apidycyn wyst�pował tak�e pomi�dzy okre-
sem 48 godz. (77,8  ±1,4 oraz 94,2  ±2,3), a okresem 24 i 36 i 96 godz. dla linii północ-
nej (B) oraz dla linii norweskiej (D) – rys. 2. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

W kraju du�o uwagi po�wi�ca si� doskonaleniu pszczół i ich przystosowaniu do ró�-
nych warunków zimowania oraz do lepszego wykorzystania warunków klimatyczno-
rozwojowych do wiosennego rozwoju rodziny. Działania hodowlane szły w kierunku 
uzyskania pszczół zdolnych do utrzymania dobrej kondycji w zmieniaj�cym si� �rodowi-
sku. I tak np. w tym celu dwie linie augustowsk� i kampinosk� zachowano w pierwotnej 
formie w rejonach naturalnego ich wyst�powania, za� lini� północn� i Asta udoskonalo-
no, zachowuj�c najcenniejsze cechy pszczół rodzimych. 

Zastosowanie w badaniach własnych dwóch modeli eksperymentalnych – jednego o 
niepobudzonym układzie odporno�ciowym (pszczoły natywne) oraz drugiego o układzie 
odporno�ciowym pobudzonym zaka�eniem jamy ciała robotnic przez �ywe komórki 
Escherichia coli D31 umo�liwiło ocen� nasilenia i porównanie odpowiedzi humoralnej 
wrodzonej i nabytej pszczół w stanie zdrowia i w infekcji [Boman i Hultmark 1987, 
Gli	ski i Jarosz, 1990a, Gli	ski i Jarosz 1995, Dustman 1999].  

Polipeptydy i białka odporno�ciowe pszczołowatych, które s� warunkiem istnienia 
humoralnej naturalnej (lizozym) i nabytej (apidycyny) odporno�ci cechuj� si� ró�norod-
no�ci�. Jednak�e efekt ich działania jest w zasadzie dwupłaszczyznowy [Casteels-Josson 
i in. 1993]. Obejmuje zahamowanie wzrostu, wzgl�dnie działanie bójcze na bakterie. 
Aktywacja immunologiczna, której nast�pstwem jest hipersynteza lizozymu oraz synteza 
de novo apidycyn, abycyny i hymenoptecyny u pszczoły miodnej obejmuje współdziała-
nie hemocytów z komórkami produkuj�cymi polipeptydy i białka odporno�ciowe, głów-
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nie z komórkami ciała tłuszczowego, oraz regulacj� tych mechanizmów na poziomie 
komórkowym przy u�yciu białek szlaków sygnałowych, jakimi s� hemokiny, oraz na 
poziomie molekularnym – na etapie transkrypcji [Casteels i in. 1993, Gli	ski i Jarosz 
2001]. Hemokiny, b�d�ce odpowiednikami cytokin kr�gowców, bior� udział w wi�kszo-
�ci procesów biologicznych w organizmie owadów��

Badane parametry odporno�ci humoralnej u pszczół natywnych wszystkich czterech 
linii nie ró�niły si� istotnie. Zaka�enie jamy ciała pszczół robotnic przez bakterie induku-
je, oprócz hipersyntezy lizozymu, syntez� apidycyn z nast�powym ich uwalnianiem do 
hemolimfy owada. W komórkach ciała tłuszczowego pojawia si� immune RNA [Gli	ski i 
Jarosz 1992].  

W badaniach wyra�ne ró�nice dotyczyły aktywno�ci bakteriolitycznej lizozymu u 
robotnic o pobudzonym układzie immunologicznym, o czym �wiadczy zarówno staty-
stycznie istotny (p  0,05) wzrost aktywno�ci bakteriolitycznej typu lizozymu, jak i po-
ziomu apidycyn w hemolimfie robotnic z linii augustowskiej i Asta . 

Z bada	 własnych wynika, �e w charakterystyce linii pszczoły �rodkowoeuropej- 
skiej powinna by� uwzgl�dniona ocena stanu odporno�ci przeciwzaka�nej jamy ciała, 
która jest jednym z fragmentów odporno�ci przeciwzaka�nej. Ta ocena powinna 
uwzgl�dni�, oprócz warto�ci indeksu fagocytarnego i liczby Wrighta, aktywno�� bakte-
riolityczn� hemolimfy typu lizozymu oraz poziom apidycyn.  

WNIOSKI 

1. Aktywno�� bakteriolityczna hemolimfy typu lizozymu natywnych pszczół robotnic 
linii augustowskiej, północnej, Asta i norweskiej, rasy �rodkowoeuropejskiej nie ró�ni 
si� w sposób istotny. 

2. Pobudzone immunologicznie pszczoły robotnice linii augustowskiej i Asta cechu-
je wy�sza aktywno�� bakteriolityczna hemolimfy typu lizozymu i wy�szy poziom apidy-
cyn ani�eli pszczół robotnic linii północnej i norweskiej. 
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Summary. The honey bee during its life is subject to a nearly continual challenge by different 
saprophytic and pathogenic microorganisms, protozoan and metazoan parasites and parasitic 
mites. In response to infection and injury a variety of immune processes have evolved to suppress 
invaders that have succeeded in reaching the haemocoel. When the outer protective barriers are 
broken the invader encounters the internal immune responses active in the coelomic cavity of the 
bee. Cell-free immune responses involve synthesis and release of several antibacterial immune 
proteins, among them lysozyme and apidaecins capable of killing Gram-negative or Gram-positive 
bacteria. A sharp increase of the levels of apidaecin occurred in the four lineages of the bees. 
However, a statistically significantly higher level of apidaecins was noted in the augustowska and 
Asta worker bees. Also, the antibacterial level of haemolymph lysozyme was significantly higher 
in these two lineages of bees after infection in comparison to northern and norwegian worker bees. 
 
Key words: hone bee, immunity, lysozyme, apidaecins 

 


