ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA
LUBLIN - POLONIA

VOL. LXII (2) SECTIO DD 2007

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych
Akademii Rolniczej w Lublinie
ul. Gtgboka 30, 20-612 Lublin,
e-mail: marek.chmielewski@ar.lublin.pl

KATARZYNA OLES-BIZON, MARIA TERESA ZON

Wplyw immunostymulatoréw naturalnych
na odpornos¢ hemocytarng zimujacych pszczét robotnic,
Apis mellifera L. (Apidae)

The influence of immunestimulators of natural origin on haemocytic response
of wintering worker honey bees, Apis mellifera L. (Apidae)

Streszczenie. Chitozan i wyciag z jezéwki purpurowej (Echinacea purpurea), substancje pocho-
dzenia naturalnego, sa dobrymi stymulatorami odpowiedzi hemocytarnej u zimujacych robotnic
pszczoty miodnej. Zimujace rodziny podkarmiono jednorazowo 5 1 syropu cukrowego z dodat-
kiem 5 mg chitozanu/l lub 5 mg wyciagu jezéwki/l. Warto$¢ indeksu fagocytarnego w catym okre-
sie badan w kontroli wahala si¢ od 1,1 do 1,3 #0,3 komoérek bakteryjnych/hemocyt, u pszczét
eksponowanych na chitozan od 1,5 0,1 do 3,5 0,2, a u pszcz6t eksponowanych na wyciag je-
z6éwki od 1,3 0,6 do 3,1 +0,5 komérek bakteryjnych/hemocyt. Warto$¢ indeksu fagocytarnego
wzrosta statystycznie istotnie (p < 0,05) w okresie od 17 listopada do 2 lutego 2003 r. (grupa A,
okres 1-6) w poréwnaniu z grupa B (17 luty — 15 marca 2004) i grupy C (29 marca, okres 10).

Stowa kluczowe: pszczota miodna, zimowanie, indeks fagocytarny, chitozan, wyciag z jezowki

WSTEP

Stres, skazenie srodowiska, zakazenie, inwazja pasozytéw i drapiezcédw, oddziatuja-
ce na owady we wszystkich stadiach ich rozwoju osobniczego, wyksztalcily struktury i
efektywne mechanizmy umozliwiajace przywrdcenie zaburzonej homeostazy ustroju.
Wisréd tych mechanizméw istotna role odgrywa odporno$¢ przeciwzakazna, ktéra broni
organizm przed kolonizacja przez drobnoustroje i pasozyty [Dunn 1986, Glinski i Kostro
2001]. W odpornosci przeciwzakaznej decydujace znaczenie maja mechanizmy obronne,
zaréwno wrodzone jak i nabyte, likwidujace patogeny lub powodujace ich izolacje w
zakazonym organizmie.
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Na odpornos$¢ pszczoty miodnej supresyjnie wptywa skazenie srodowiska, niektére
chemioterapeutyki [Grzegorczyk 1995, Glinski i Grzegorczyk 1995, Glinski i in. 2003]
inwazje pasozytnicze, szczegdlnie Varroa destructor [Glinski i Kauko 2000, Glinski i
Jarosz 2001]. Skutkiem tego jest rozwdj posocznic bakteryjnych, bedacych przyczyna
masowego padania pszczét. Zakazenia wywotane przez Pseudomonas apisepticus [Pa-
padopoulou-Karabela i in. 1992], Hafnia alvei i Enterococcus faecalis [Kauko i Glinski
1994, Kauko i in. 1996] rozwijaja si¢ u pszcz6l poddanych dzialaniu silnego stresu, w
zatruciach chemicznych i w inwazjach pasozytéw.

W celu zmniejszenia podatnosci na infekcje, podejmuje sie¢ proby sterowania odpor-
noscia przeciwzakazna z uzyciem immunostymulatoréw syntetycznych i pochodzenia
naturalnego [Glinski i Wolski 1996, Oles-Bizon 2006]. Dzialaniem immunostymuluja-
cym cechuja si¢ niektére substancje pochodzenia naturalnego (chitozan, wyciag z jezOw-
ki purpurowej) i substancje chemiczne (klotrimazol, lewamizol) [Buczek 1998, Glinski i
Chmielewski 1996a, b, Glinski i in. 2000, 2001, Glinski 2001].

Jednym z czynnikéw stresogennych sa warunki hodowli oraz zmiany zachodzace w bio-
logii rodziny zwiazane z pora roku. Nasilenie odpornosci przeciwzakaznej pszcz6t robotnic w
okresie zimowania jest mniejsze niz przed i po zimowaniu [Pliszczynski i in. 2006].

Celem badan byla stymulacja odpornosci robotnic zimujacych rodzin przy uzyciu
dwoch preparatéw pochodzenia naturalnego: chitozanu oraz wyciagu z jezéwki purpu-
rowej (Echinacea purpurea), oceniona wielkos$cia indeksu fagocytarnego.

MATERIAL IMETODY

Wplyw chitozanu i wyciagu z jezOwki purpurowej badano na robotnicach pszczoty
miodnej Apis mellifera L. pochodzacych z zimujacej pasieki. Kazdy z preparatéw badano
w 10 rodzinach; 10 rodzin nieeksponowanych na immunomodulator stanowilo kontrolg.
Probki pszcz6t robotnic, liczace od 50 do 100 osobnikéw/ul, pobierano do badan w odstg-
pach 2-tygodniowych w 2003 1 2004 r. w terminach podanych w tabeli 1.

Tabela 1. Okresy pobierania préb pszczot robotnic do badan z zimujacych rodzin
Table 1. Periods and data of sampling

Okres badania/Sampling period

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Data 17.11. 01.12. 17.12. 06.01. 19.01. 02.02. 17.02. 01.03. 15.03. 29.03
Data 03 03. 03 04 04 04 04 04 04 04

Okres zimowania
Wintering

W rodzinie zimujacej zastosowano: Chitosal Apis Liquid (Vet-Agro Sp.z o.0. Lu-
blin) o zawarto$ci 4 mg substancji czynnej/ml, w ktérym substancja czynna jest chitozan
— pochodna chityny, ztozona z 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukozy (GlcNAc) i 2-amino-
2-deoxy-B-D-glukopyranozy w 1% roztworze kwasu salicylowego — oraz wyciag z je-
zowki purpurowej (Extractum Echinaceae aqua siccum, Phytopharm).
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Preparaty stosowano jako dodatek do ostudzonego syropu cukrowego (1:1), ktérym
dokarmiono pszczoly w pierwszej dekadzie sierpnia i wrze$nia, jednorazowo w dawce 5 mg
substancji czynnej/ml. W 10 rodzinach zastosowano chitozan (grupa C), w 10 wyciag z
jezéwki purpurowej (grupa E), a 10 rodzin dokarmianych na zimg¢ tylko syropem stano-
wilo grupeg kontrolna (grupa K).

Warto$¢ indeksu fagocytarnego i dziatanie ochronne oznaczono w grupach liczacych
okoto 100 robotnic z 10 rodzin, dla kazdego preparatu, po 24-godzinnej aklimatyzacji.

W trakcie badan pszczoly utrzymywano w klateczkach w temperaturze 29°C i wil-
gotnosci wzglednej 85% i karmiono ciastem miodowo-cukrowym [Wiesner i in. 1998].
Hemolimf¢ pobierano z zatoki grzbietowej do probéwek Eppendorfa na tazni lodowe;j,
co zapobiegato melanizacji hemolimfy.

Wyniki poddano analizie statystycznej (test chi* przy p < 0,05) warto$¢ odchylenia
standardowego obliczono wg programu Microsoft Excel 7.0 a.

Hemolimfg pobrang w ilosci 10 ul z zatoki grzbietowej do silikonowanych probéwek
po aklimatyzacji lub po 48 i 72 godzinach po indukcji bakteryjnej mieszano z taka sama
iloscia 18-godzinnej zawiesiny hodowli bulionowej E. coli D31 (pH 7,2, inkubacja 32°C).
Mieszaning inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej, delikatnie wstrzasajac
co 10 minut. Z kazdej prébki wykonano na odtluszczonych szkietkach pig¢ rozmazéw krwi,
ktére po wybarwieniu odczynnikiem ogladano pod immersja w mikroskopie $wietlnym o
powigkszeniu 1250 razy. W preparatach z rozmazu hemolimfy liczono komérki bakteryjne
pochtonigte przez 50 fagocytéw. Z tych danych obliczono $rednia liczbg bakterii sfagocy-
towanych przez jeden hemocyt robotnicy pszczoty miodnej. W wynikach podano wartosci
$rednie i odchylenia standardowe dla danego okresu badania i dla badanego preparatu.

WYNIKI

Srednie warto$ci indeksu fagocytarnego u zimujacych robotnic pszczoty miodnej
w okresie zimowania zalezaty od eksponowania na chitozan lub na wyciag z jezowki.

Tabela 2. Warto$¢ indeksu fagocytarnego (komorki bakteryjne/hemocyt; x +SD)
u zimujacych robotnic Apis mellifera L. eksponowanych na chitozan i wyciag z jezowki
Table 2. Phagocytic index (bacteria cells’haemocyte; x +SD)
in wintering worker bees, Apis mellifera L., exposed to chitosan and Echinaceae extract

Preparat Okres badania/Sampling period

Preparation 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Chitozan (c) 32 33 35 32 33 24 1.9 1,6 14 1.5
Chitosan H3 | 04 | #02 | #05 | 02 | 02 | H03 | H0,5 | #0,1 | 0,1
Wyciag jezowki 30 | 29 30 31 30 24 20 1,6 14 1.3
Echinaceae extract (e) 0,1 | 04 | 202 | 20,5 | 20,1 | #0,1 | 05 | 02 | #0,1 | H0,6
Kontrola (k) 1,0 1,1 L1 12 1,3 1,1 1,3 L1 12 12
Control H,0 | 02 | #0,1 | 202 | 03 | 02 | 02 | H0,1 | #02 | #02

Réznice statystycznie istotne (p < 0,05) pomigdzy grupa C, E a K w okresie 1-6.

Roéznice statystycznie istotne (p < 0,05) pomigdzy C, E w okresie 1-6 w poréwnaniu z okresami
7-9 i 10/Differences statistically significant (p < 0.05) between group C, E and K in the period 1-6.
Differences statistically significant (p < 0.05) between group C, E in the period 1-6 versus period
7-9 and 10.
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W kontroli wahaty si¢ od 1,0 £0,0 do 1,3 +0,3 komérek bakteryjnych/hemocyt, pod-
czas gdy u pszczoét eksponowanych na chitozan od 1,5 +0,1 do 3,5 £0,2, a u eksponowa-
nych na wyciag z jezéwki od 1,3 £0,6 do 3,1 £0,5 (tab. 2, rys. 1).

Réznice statystycznie istotne (p < 0,05) wystgpowaly pomiedzy warto$ciami indeksu
fagocytarnego u pszcz6t eksponowanych na badane preparaty i grupy kontrolnej. Srednie
wartosci indeksu fagocytarnego obliczone dla okresu 1-6 (grupa A), okresu 7-9 (grupa
B) i okresu 10 (grupa C, zakonczenie zimowania) réznity si¢ w sposéb istotny. W kaz-
dym przypadku najwyzsze warto$ci notowano u pszczét eksponowanych na badane pre-
paraty w okresie 1-6 (grupa A), tj. od 17 listopada 2004 do 2 lutego 2005 r. (rys. 2).

Wyrazne obnizenie wartosci $redniej indeksu fagocytarnego wystapito od 5 okresu
badania, byto ono statystycznie istotne w okresach 7-9 w odniesieniu do okreséw 1-6 u
pszczét eksponowanych zaréwno na chitozan, jak i na wyciag z jezowki. W okresie 10
obserwacji zaréwno warto$ci indeksu fagocytarnego w grupach do§wiadczalnych, jak i w
kontroli nie réznity sig istotnie. Wynosity dla chitozanu 1,5 +0,1, dla wyciagu z jezowki
1,3 £0,6 i dla grupy kontrolnej 1,2 +0,2 komérek bakteryjnych/hemocyt (tab. 1).

OMOWIENIE WYNIKOW

Sposrdd catej gamy znanych i powszechnie stosowanych stymulatoréw i modulatoréw
odpornosci wykorzystywanych u cztowieka i zwierzat gospodarskich, tylko nieliczne wyko-
rzystano w badaniach u pszczoly miodnej. Dotychczas badano furanokumaryny roslinnego
pochodzenia i wyciagi z jezéwki [Chetminski 2007], za$ sposrdd syntetycznych zwiazkéw
o charakterze immunostymulatoréw — lewamizol, klotrimazol i pochodne imidazolu [Glin-
ski i Chmielewski 1996a, b, 2001], a z preparatéw zwierzecego pochodzenia — chitozan
[Glinski i in. 2000]. Wszystkie badania nad immunostymulatorami dotyczyly przede
wszystkim mozliwosci ich aplikacji w profilaktyce choréb zakaznych i pasozytniczych
pszczoty miodnej. Wynikato to z zapotrzebowania pszczelarzy oraz z matej liczby o$rod-
kéw naukowych prowadzacych tego typu badania na $wiecie. Immunostymulatory prébo-
wano tez wykorzysta¢ do zmniejszenia niepozadanych skutkéw stosowania warroacydéw w
zwalczaniu inwazji Varroa destructor [Grzegorczyk 1966, Sokét 2003].

Weczesniejsze badania wykazaty, ze $rodki potegujace lub korygujace reaktywnosé
immunologiczng owadéw dziataja w sposéb specyficzny lub niespecyficzny na uklad
odpornosciowy owada, wzmagajac w konsekwencji komérkowe i/lub humoralne odczyny
obronne. Zwigkszenie fagocytozy uzyskano poprzez aktywacje uktadu oksydazy polife-
nolowej przy uzyciu laminaryny [Glifiski i Jarosz 1995]. Wyciag z arcydziggla lekarskie-
go (Archangelica officinalis Hoffm.) stymulowal w warunkach eksperymentalnych za-
réwno naturalna, jak i indukowana odpowiedz komérkowa i humoralna pszczoty [Glinski
i Wolski 1996]. Klotrimazol zwigkszal warto§¢ indeksu fagocytarnego oraz aktywnos¢
bakteriolityczng typu lizozymu w hemolimfie [Glinski i Chmielewski 1996a, b]. Apiwa-
rol AS i Fluwarol aktywowaty komérkowe odczyny obronne i zwigkszaty nasilenie natu-
ralnej i indukowanej odpornosci humoralnej owada [Grzegorczyk 1996]. Sokét [2003]
obserwowal u robotnic z rodzin, w ktérych stosowano lewamizol wzrost odsetka immu-
nocytéw w hemolimfie, poziomu biatka catkowitego i lipidow. Chitozan wywiera dziata-
nie immunostymulujace u robotnic Bombus terrestris oraz u pszczoty miodnej [Glinski i
in. 2000, 2001, 2003, Swoboda-Danilkiewicz 2003].
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Badania nad immunostymulatorami, w ktérych cale rodziny sa eksponowane na ich
dziatanie maja charakter badan klinicznych. Dotyczy to réwniez zimujacych rodzin eks-
ponowanych na dziatanie chitozanu i wyciagu z jezowki purpurowej. Badanie wptywu
tych preparatéw na robotnice pochodzace z rodzin eksponowanych na ich dzialanie,
a nastgpnie zakazonych przez bakterie symuluje sytuacje spotykane w rodzinach zakazo-
nych droga naturalna.

KOM. BAKT/HEM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
OKRES BADANIA

Rys. 1. Wartosci indeksu fagocytarnego u zimujacych pszczoét robotnic eksponowanych
na Chitozan (C) i wyciag z jezéwki (E); kontrola (K)
Fig. 1. Phagocytic index in wintering worker bees exposed to chitosan (C) and Echinaceae
extract (E); control (K)
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Rys. 2. Wartosci indeksu fagocytarnego u zimujacych pszczo6t robotnic eksponowanych
na chitozan (C), wyciag z jezowki (E); K — kontrola, A — okres badania 1-6, B — okres badania
7-9, C — okres badania 10
Fig. 2. Phagocytic index in wintering worker bees exposed to chitosan (C) and Echinaceae extract (E);
control (K); A — period 1-6, B — period 7-9, C—period 10

Zaréwno chitozan, jak i wyciag z jezowki cechowaty si¢ dziataniem immunostymu-
lujacym, a takze immunomodulujacym na odpornos¢ hemocytarna zimujacych robotnic z
rodzin eksponowanych na ich dzialanie. Na silne dzialanie stymulujace wskazuje wzrost
wartos$ci indeksu fagocytarnego (rys. 1). W komérkowych odczynach obronnych uczest-
nicza immunocyty, a najwazniejszym mechanizmem oczyszczania jamy ciata z zarazkéw
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u owadow jest fagocytoza. Uzyskane wyniki odno$nie wptywu chitozanu na wartosci indek-
su fagocytarnego znajduja potwierdzenie w badaniach Glifiskiego i in. [2000]. Chitozan
stymulowat odporno$¢ naturalng pszcz6t robotnic, zwigkszajac aktywno$¢ fagocytozy.

U zimujacych pszcz6t robotnic z rodzin eksponowanych na wyciag z jezéwki wzra-
staty, podobnie jak w przypadku chitozanu, wartosci indeksu fagocytarnego (rys. 1).
Dziatanie pobudzajace uktad odpornos$ci naturalnej przez badane preparaty jest efektem
aktywacji plazmatocytéw i granulocytéw do fagocytozy oraz pobudzenia ciata ttuszczo-
wego i hemocytéw do produkcji i uwalniania lizozymu do hemolimfy.

Mechanizm pobudzenia hemocytarnych odczynéw obronnych owadéw przez immu-
nostymulatory nie jest znany. Mozna tylko przypuszczaé, ze wplywaja one na jedng lub
na obydwie znane kaskady przenoszenia sygnatéw, Toll i Imd, i w sposéb posredni do-
chodzi do zwigkszonej aktywnosci immunocytéw, czego skutkiem jest wzrost indeksu
fagocytarnego [De Gregoire i in. 2002, Zheng i in. 2005]. Zmiany w parametrach charak-
teryzujacych odpornos¢ komérkowa zachodzace pod wptywem chitozanu i aktywnych
biologicznie substancji wystgpujacych w wyciagu z jezowki moga by¢ tez nastgpstwem
dziatania tych preparatéw na uklad oksydazy polifenolowej badz bezposrednio na hemo-
cyty. Uklad oksydazy polifenolowej jest zaangazowany w rozpoznawaniu immunolo-
gicznym, ulatwia fagocytoze, uczestniczy w melanizacji guzkéw i otoczek oraz w inkap-
sulacji melanotycznej [Glinski i Jarosz 1995]. Jego pobudzenie aktywizuje komérkowe
odczyny obronne owada. Nie mozna tez wykluczy¢ bezposredniego wptywu chitozanu i
wyciagu z jezOwki purpurowej na tempo przemian biatkowych w immunocytach, a co si¢
z tym wiaze — na zwigkszona ich aktywno$¢ w fagocytozie.

Chitozan i wyciag z jezowki zwigkszajac nasilenie odpornosci naturalnej wykazaty
typowe wlasciwosci immunostymulatoréw. W tym dzialaniu zachowywaly si¢ podobnie.

Zaobserwowano wyrazne réznice w wielkosci badanych parametréw odpornosci u
pszczét z rodzin poddanych dziataniu chitozanu i wyciagu z jezéwki w zalezno$ci od
pory zimowania (okres 1-6, 7-9 i 10, rys. 2). Mozna wigc przypuszczaé, ze wystgpowa-
nie silniejszej odpowiedzi na badane preparatéw w czasie od 17 listopada 2 do lutego
(okres badan 1-6) byto zwiazane z wiekiem pszczét robotnic. Zimowano silne rodziny z
mlodymi pszczotami. Wraz z uptywem czasu wystapit ,,syndrom starzenia”, znany z
immunologii krggowcdw, polegajacy na ostabieniu odpowiedzi immunologicznej wraz z
wiekiem. Wzglednie niska warto$¢ odpowiedzi w okresie 10 byla prawdopodobnie spo-
wodowana jeszcze duza liczba starych pszczo6l, mimo trwajacej wymiany na nowe robot-
nice. Alternatywnym ttumaczeniem jest postgpujacy wraz z czasem zimowania spadek w
pokarmie ilosci chitozanu i wyciagu z jezéwki, co znajduje odbicie w mniejszym ich
dziataniu na uklad odporno$ciowy pszczoét.

WNIOSKI

1. Chitozan i wyciag z jezOwki purpurowej (Echinacea purpurea) sa stymulatorami
odpornosci hemocytarnej u robotnic pszczoty miodnej, Apis mellifera L., w rodzinach
eksponowanych na te preparaty w czasie zimowania. Na dzialanie immunostymulujace
wskazuje wzrost warto$ci indeksu fagocytarnego.

2. Lepsze efekty immunostymulacji wystgpuja w pierwszej potowie okresu zimowa-
nia pszcz6t eksponowanych na chitozan lub wyciag z jezowki purpurowej.
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Summary. Two substances of natural origin, chitosan and purple coneflower (Echinacea pur-
purea) extract appeared to be potent stimulators of hemocytic response in the worker honey bees
in wintering colonies. The wintering bees fed once 5 1 of sugar syrup with an addition of 5 mg of
chitosan or purple coneflower extract /1. The values of phagocytic index in control bees during the
whole period of studies ranged from 1.1 +0.0 do 1.3 £0.3 bacterial cells/hemocyte, in bees ex-
posed to chitosan the ranged from 1.5 0,1 to 3.5 +0.2 bacterial cells/hemocyte and in bees ex-
posed to purple coneflower extract they ranged from 1.3 £0.6 to 3.1 +0.5 bacterial cells/hemocyte.
The value of phagocytic index increased significantly (p<0.05) in the period of 17 November—
2 February 2003 (group A, period 1-6) comparing to bees from group B (17 February—15 March,
period 7-9) and group C (29 March, period 10, Fig. 2).
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