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Ocena efektywnosci immunostymulatoréw biologicznych
i syntetycznych u pszczoly miodnej na podstawie
testu dzialania ochronnego

Evaluation of the effectiveness of biological and synthetic immunostimmulators
for the honey bee by a protection test

Streszczenie. Test dziatania ochronnego jest cennym narzgdziem oceny u pszczoty miodnej (Apis
mellifera L.) skutecznosci immunostymulatoréw biologicznych i syntetycznych. Chitozan, wyciag
jezowki purpurowej, lewamizol i klotrimazol cechowaly si¢ dobrym dziataniem ochronnym
u pszczot robotnic niepoddanych indukcji bakteryjnej Escherichia coli D31 zakazonych aerozolem
Pseudomonas aeruginosa, ktory wyizolowano od pszczot z posocznica. Najlepsze efekty dziatania
ochronnego uzyskano w przypadku chitozanu (Chitosal — Apis Liquid, Vet-Agro Sp.z o0.0. Lublin)
i Extractum Echinacea aqua siccum (Phytopharm) u pszczét indukowanych Escherichia coli
i zakazonych aerozolowo zywymi komorkami Pseudomonas aeruginosa. Te dwa preparaty natu-
ralnego pochodzenia mozna stosowaé w rodzinach jako silne stymulatory i modulatory odpowie-
dzi immunologicznej.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, protekcja, chitozan, jezowka, lewamizol, klotrimazol

WSTEP

Wszystkie badania nad immunostymulatorami byly fragmentaryczne i dotyczyly
przede wszystkim mozliwosci ich aplikacji w profilaktyce chordb zakaznych i pasozyt-
niczych u pszczoty miodnej. Oceniano immunostymulujace wlasciwosci tylko nielicz-
nych preparatow stosowanych u ludzi i zwierzat domowych. Sposrod preparatow roslin-
nych badano furanokumaryny roslinnego pochodzenia, za§ sposrod syntetycznych
zwigzkOw o charakterze immunostymulatorow — lewamizol, klotrimazol i pochodne
imidazolu [Glinski i Chmielewski 1996a, b, Glinski i in. 2001], a z preparatow zwierzg-
cego pochodzenia — chitozan [Glinski i in. 2000]. Oceniono tez wplyw niektorych lekow
na odpornos$¢ pszczoty miodnej [Grzegorczyk 1995]. Immunostymulatory probowano
tez wykorzysta¢ do zmniejszenia niepozadanych skutkow stosowania warroacydow
w zwalczaniu inwazji Varroa destructor [Grzegorczyk 1995, Sokot 2003]. W przypadku
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supresyjnego wplywu lekow wydaje si¢ konieczne i w pelni uzasadnione stosowanie
w leczonych rodzinach immunostymulatoréw pochodzenia naturalnego [Glinski i Jarosz
1991]. Z reguly wplyw immunostymulatoré6w na uktad odpornosciowy jest wieloraki
i jego efektem jest zwigkszenie nasilenia odpornosci [Glinski i Jarosz 1995, Grzegorczyk
1995, Glinski 1 Wolski 1996, Sokot 2003].

W ocenie nasilenia odpornos$ci przeciwzakaznej coraz czgéciej (zwlaszcza w celach
utylitarnych) okre$la si¢ stopief dzialania ochronnego (protekcji) wobec zakazenia okre-
slonymi patogenami. Cenne sa zwlaszcza te badania, w ktorych uzywa si¢ do zakazenia
patogendéw izolowanych z przypadkow chorobowych od tego samego lub pokrewnego
gatunku owadoéw. W badaniach wilasnych do oceny stopnia przezycia, na podstawie
ktérego oblicza si¢ dziatanie ochronne, uzyto Pseudomonas aeruginosa, szczep 204.
Zostat on wyizolowany z pszczot padtych na posocznicg. Analiza sktadowych odporno-
sci komoérkowej (hemocytarnej) i humoralnej w potaczeniu z ocena dziatania ochronne-
go daje pelna informacjg o charakterze i nasileniu odpornosci.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na robotnicach pszczoty miodnej Apis mellifera L. pocho-
dzacych z pasieki Oddziatu Pszczelnictwa Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Pu-
tawach, wolnej od inwazji Varroa destructor, Nosema apis, zgnilca amerykanskiego
i zgnilca europejskiego.

Immunostymulatory

Odporno$¢ stymulowano nastgpujacymi preparatami: chitozan (pochodna chityny,
ztozona z 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukozy (GIcNAc) i 2-amino-2-deoxy-B-D-
-glukopy-ranozy w 1% roztworze kwasu salicylowego, Chitosal — Apis Liquid, Vet-
Agro Sp.z 0.0. Lublin) o zawarto$ci 4 mg substancji czynnej/ml, wyciag z jezowki pur-
purowej (Extractum Echinaceae aqua siccum — Phytopharm), lewamizol (Levamisole
HCL BP 98 Selectochemie AG, Zurich), klotrimazol — 2% alkoholowy roztwor czystej
substancji (Clotrimazole, GlaxoWellcome).

Preparaty stosowano jako dodatek do ciasta miodowo-cukrowego, ktérym podkar-
miano przez 48 godz. grupy 50 robotnic. Kazdy eksperyment powtorzono z trzema gru-
pami pszczo6t robotnic. Stgzenie preparatow wynosito w przypadku wyciagu jezowki
0,01 mg/g ciasta, chitozanu 0,035, lewamizolu 0,94, klotrimazolu 0,2.

Ocena dzialania ochronnego

Nasilenie dziatania ochronnego okreslono po 96 godz. po zakazeniu aerozolowym
szczepem 204 Pseudomonas aeruginosa w grupach robotnic, ktore nie poddano dziata-
niu induktora bakteryjnego (grupy Cz — chitozan, Ez — wyciag z immunostymulatorami
jezowki, Lz — lewamizol, Kz — klotrimazol), oraz w grupach (Clz, Elz, LIz i Klz),
w ktorych zastosowano induktor bakteryjny — Escherichia coli D31. Pszczoty zakazono
w 72 godz. badan, tak wigc nasilenie dziatania protekcyjnego odczytano po 168 godz.
obserwacji.

Jako induktor odpornosci stosowano zywe komorki Escherichia coli D31 z 18-godz.
hodowli bulionowej. Komorki bakteryjne po zawieszeniu w plynie fizjologicznym
wprowadzano mikrostrzykawka Hamiltona do jamy ciala owada w ilosci 15 - 10° komo-
rek w objetosci 2 ul ptynu dla Lepidoptera. Miejscem iniekcji byta btona migdzyseg-
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mentalna pomigdzy 3. i 4. segmentem odwloka robotnicy pszczoty. Owady, ktore pod-
dano immunizacji oraz owady nieimmunizowane stanowiace grupe kontrolna byty
utrzymywane w identycznych warunkach do§wiadczalnych, w grupach liczacych od 50
do 100 robotnic. Owady przetrzymywano w klateczkach w 29°C, 85% RH, pokarm
stanowito ciasto miodowo-cukrowe [Wiesner i in. 1998].

Hemolimfg pobierano z zatoki grzbietowej strzykawka Hamiltona do probowek
Eppendorfa na tazni lodowej. Wyniki poddano analizie statystycznej (testem chi’ przy
p<0,05 oraz testem U Manna-Whitneya przy p<0,05, warto$¢ odchylenia standardowego
obliczono wg programu Microsoft Excel 7.0 a).

WYNIKI

Dziatanie ochronne czterech immunomodulatoréw odpornosci u pszczoét robotnic
niepoddanych indukcji bakteryjnej (nieimmunizowanych) oraz po indukcji bakteryjnej

Tabela 1. Dziatanie protekcyjne preparatow
Table 1. Protective effect of preparates

Immunomodulacja Protekcja (%)
Preparat Grupa Immunomodulation PO 96 h
Preparate Group Indukcja Immunostymulacja Protection
Induction Immunostimulation (%) after 96 h
Chitozan
+
Chitosan Cz 2 84,2 £1,8
Wyciag jezéwki
Extr. Echinaceae Ez v 82443,3
Lewamizol Lz Y 89,5 +1,4
Levamisole
Klotr}mazol Kz y 56.042.3
Clotrimazole
Kontrola
Control Konl 0
Chitozan
+

Chitosan Clz ¢ { 98,1 1,6
Wyciag jezéwki Elz 0 i 94,2 +1,6
Extr. Echinaceae
Lewamizol Liz 0 v 98,1 +3,3
Levamisole
Klotrimazol Klz 0 Y 92,3 42,1
Clotrimazole
Kontrola Kon2 0 243422
Control
Kontrola Kon3 0
Control

Legenda: ¢ — indukcja do jamy ciata E. coli D31; induction into haemocoel of E. coli D31
4 — immunostymulator (chitozan, wyciag z jezowki, lewamizol lub klotrimazol); immunostimula-
tor (chitosan, extr. Echinaceae, levamisole, clotrimazole)



Ocena efektywnosci immunostymulatoréw biologicznych... 17

(immunizowanych) po 96 godz. po zakazeniu zjadliwym szczepem Pseudomonas aeru-
ginosa przedstawiono w tabeli 1 i na rys. 1. W grupach kontrolnych (Konl i Kon3)
wszystkie owady padly po 96 godz. po zakazeniu, podczas gdy w grupie kontrolnej,
w ktorej zastosowano indukcj¢ bakteryjna (Kon2) zakazenie przezylo ok. 25% robotnic.
Wszystkie cztery badane immunomodulatory wykazaly dziatanie ochronne zaréwno
u owadow niepoddanych indukcji bakteryjnej (grupy Cz, Ez, Lz, Kz), jak i u owadoéw
immunizowanych (grupy Clz, Elz, Elz i KIz). W grupach pszczo6t robotnic statystycznie
znamienne réznice wystgpowaly pomigdzy trzema immunomoduulatorami: chitozanem,
wyciagiem z jezowki i lewamizolem a klotrimazolem (grupy Cz, Ez, Lz, Kz). Natomiast
u owadow poddanych indukcji bakteryjnej nie stwierdzono rdznic statystycznie istot-
nych w dzialaniu ochronnym czterech badanych immunomodulatoré6w. Immunizacja
zwigkszata odsetek owadow poddanych immunostymulacji, ktore przezyly zakazenie
zjadliwym szczepem entomogennej bakterii. Jednakze statystycznie istotnie zwigkszenie
dziatania ochronnego immunizacji dotyczylo tylko klotrimazolu (grupa Kz 56,0 +2,3
1K1z 92,3 +2,1).

DZIALANIE OCHRONNE

aoc
HE
oL
oK
HEKon2

GRUPA

Rys. 1. Dziatanie ochronne chitozanu (C), wyciagu jezowki (E), lewamizolu (L) i klotrimazolu (K)
Fig. 1. Proteciton of chitozan (C), extr. Echinaceae (E), levamisole (L), clotrimazole (K)

OMOWIENIE WYNIKOW

W badaniach wlasnych poréwnano skuteczno$é¢ dwoch preparatéw naturalnych: chi-
tozanu i wyciagu z jezowki purpurowej (Echinacea purpurea E.) z immunostymulato-
rami syntetycznymi: lewamizolem i klotrimazolem. Te dwa immunostymulatory synte-
tyczne, ktorych wiasciwosci immunostymulujace sa dobrze znane u ssakow i byly
przedmiotem badan u owadéw, poshuzyty jako substancje referencyjne do oceny immu-
nostymulatorow pochodzenia naturalnego [Grzegorczyk 1995, Buczek 1998, Buczek
iin. 1998, Glinski i in. 2004a, b]. Nie powinno si¢ jednak stosowaé lewamizolu i klotri-
mazolu u pszczol, ze wzgledu na mozliwos¢ zanieczyszczenia produktéw pszczelich, co
stanowi zagrozenie dla czlowieka — konsumenta tych produktow.
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W badaniach wykorzystano dwa modele eksperymentalne. Jednym modelem byly
pszczoty robotnice (4pis mellifera L.) poddane dzialaniu badanych immunostymulato-
réw. W drugim modelu pszczoly poddane immunostymulacji immunizowano zywymi
komoérkami E. coli D31. Dzigki zastosowaniu drugiego modelu badania nie tylko indu-
kowano apidycyny — polipeptydy odpornosciowe pszczoty miodnej odpowiedzialne za
odporno$¢ humoralng nabyta [Stark i Glinski 1996], ale tez uzyskano kontrolowane
zakazenie, co pozwolilo oceni¢ dzialania ochronne badanych immunostymulatoréw na
zakazony organizm pszcz6t robotnic.

Analiza efektow dzialania ochronnego badanych preparatow u pszczot robotnic za-
kazonych eksperymentalnie zjadliwym szczepem Pseudomonas aeruginosa w pehi
potwierdzita przydatno$¢ chitozanu i wyciagu z jezowki do immunostymulacji i modula-
cji przeciwzakaznej odpowiedzi immunologicznej robotnic pszczoly miodnej. Aktywa-
cja immunologiczna, w ktorej wyniku nastapita hipersynteza lizozymu wzglgdnie synte-
za de novo apidycyn, abycyny i hymenoptecyny u pszczoly miodnej obejmuje, wspot-
dziatanie hemocytéw z miejscami syntezy polipeptydow i bialek odpornosciowych,
glownie z cialem tluszczowym, oraz regulacj¢ mechanizmoéw odpornosci humoralnej
i komorkowej za posrednictwem biatek sygnatowych, jakimi sa hemokiny [Casteels i in.
1994, Boman 1995].

Ze wzgledu na pochodzenie naturalne, a takze duza skuteczno$¢ w matych dawkach,
ich stosowanie w rodzinie pszczelej nie spowoduje skazenia produktow pszczelich przez
substancje uznane za szkodliwe i niebezpieczne dla zdrowia czlowieka. Wedtug wyma-
gan Unii Europejskiej produkty pszczelarskie przeznaczone do konsumpcji przez czlo-
wieka musza by¢ wolne od zanieczyszczen lekami, srodkami ochrony roslin, metalami
ciezkimi.

Dotychczas prowadzono tylko nieliczne badania nad przydatnos$cia lewamizolu jako
preparatu wplywajacego na stan ukladu odpornosciowego pszczoty miodnej. Sokot
[2003] ocenit wptyw lewamizolu na wybrane wskazniki immunologiczne i biochemicz-
ne hemolimfy robotnic i trutni pszczoly miodnej z rodzin dotknigtych inwazja Varroa
destructor. Wykazal, ze lewamizol ma dzialanie immunostymulujace na mechanizmy
odpornosci hemocytarnej. To dzialanie, jezeli uwzgledni sig, ze w wyniku warrozy roz-
wijaja sig tez czgsto wtorne infekcje wirusowe i bakteryjne, odgrywa wazna rolg w profi-
laktyce zdrowia rodziny porazonej przez Varroa destructor.

W badaniach uzyto lewamizolu i klotrimazolu jako syntetycznych immunostymula-
torow, ktore byly punktem odniesienia do oceny immunostymulator6w pochodzenia
biologicznego. W przypadku klotrimazolu w duzym stopniu znany jest jego mechanizm
dzialania na organizm owadow.

Chitozan u cztowieka i zwierzat wyzszych jest aktywatorem uktadu immunologicz-
nego, odgrywajac rolg silnego immunostymulatora [Shepherd 1997]. Dzialanie immuno-
stymulujace chitozanu nie tylko u czlowieka, ale u robotnic Bombus terrestris zainicjo-
wato badania nad jego przydatnoscia jako ,,bezpiecznego” immunstymulatora u pszczoly
miodnej [Glinski i Kauko 2000, 2001, Swoboda-Danilkiewicz 2003].

Sktadniki olejku eterycznego i flawonoidy zawarte w wyciagu jezowki dzialaja
przeciwzapalnie [Barrett 2003]. Silnie wzrasta indeks fagocytarny.

Znane jest dzialanie immunostymulujace klotrimazolu na organizm pszczoly miod-
nej i trzmiela [Grzegorczyk 1995, Swoboda-Danilkiewicz 2003]. Klotrimazol, indukujac
w ciele tluszczowym pszczoét robotnic (Apis mellifera L.) i gasienic barciaka wigkszego
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(Galleria mellonella) hipersynteze lizozymu i jego sekrecj¢ do hemolimfy, pelni funkcje
stymulatora naturalnej odpornosci humoralnej tych owadow [Buczek 1998]. U pszczoty
miodnej pod jego wplywem zwigkszala si¢ warto§¢ indeksu fagocytarnego. Klotrimazol
zwigkszat nasilenie odpowiedzi hemocytarnej i humoralnej robotnic Bombus terrestris
pobudznych immunologicznie, a takze po jego stosowaniu obserwowano silny wzrost
dzialania ochronnego na zakazenie zjadliwym szczepem Pseudomonas aeruginosa
[Swoboda-Danilkiewicz 2003]. Ze wzgledu na przejsciowe zaburzenia w syntezie apidy-
cyn, u pszczoty miodnej nie spetnia w pelni wymogoéow stawianych stymulatorom humo-
ralnej odpornosci.

WNIOSKI

Chitozan, wyciag z jezowki purpurowej, lewamizol i klotrimazol wykazuja dziatanie
ochronne u pszczot robotnic nieeksponowanych na zakazenie bakteryjne. Najlepsze
efekty daje chitozan i wyciag z jezowki purpurowe;j.

Analiza efektow dziatania ochronnego badanych preparatow u pszczét robotnic
z indukowana odpornos$cia przy uzyciu Escherichia coli D31 i zakazonych eksperymen-
talnie zjadliwym szczepem Pseudomonas aeruginosa w petni potwierdzita przydatnosé
chitozanu i1 wyciagu z jezowki do immunostymulacji przeciwzakaznej odpowiedzi im-
munologicznej robotnic pszczoty miodne;.
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Summary. Protection test is a very valuable tool for evaluation of the effectiveness of biological
and synthetic immunostimmulators for the honey bee (Apis mellifera L.). Chitosan, extract of
Echinacea purpurea, levamisole and clotrimazole protected Escherichia coli D31 non-induced
worker bees well against aerosol infection of Pseudomonas aeruginosa isolated from septicaemic
bees. The best protective effects were noted for chitosan (Chitosal — Apis Liquid, Vet-Agro Sp.z
0.0. Lublin) and for the Extractum Echinacea aqua siccum (Phytopharm) in Escherichia coli D31
induced bees exposed to live cells of Pseudomonas aeruginosa in an aerosol. These two prepara-
tion of natural origin, may be used in the honey bee colonies as potent stimulators and modulators
of immune response.

Key words: honey bee, protection, chitosan, Echinaceae, levamisole, clotrimazole
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