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Wpływ immunostymulatorów naturalnych  
na odporno�� hemocytarn� zimuj�cych pszczół 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 wyci�g z je�ówki purpurowej (Echinacea purpurea), substancje pocho-
dzenia naturalnego, s� dobrymi stymulatorami odpowiedzi hemocytarnej u zimuj�cych robotnic 
pszczoły miodnej. Zimuj�ce rodziny podkarmiono jednorazowo 5 l syropu cukrowego z dodat-
kiem 5 mg chitozanu/l lub 5 mg wyci�gu je�ówki/l. Warto�� indeksu fagocytarnego w całym okre-
sie bada	 w kontroli wahała si� od 1,1 do 1,3 ±0,3 komórek bakteryjnych/hemocyt, u pszczół 
eksponowanych na chitozan od 1,5 ±0,1 do 3,5 ±0,2, a u pszczół eksponowanych na wyci�g je-
�ówki od 1,3 ±0,6 do 3,1 ±0,5 komórek bakteryjnych/hemocyt. Warto�� indeksu fagocytarnego 
wzrosła statystycznie istotnie (p < 0,05) w okresie od 17 listopada do 2 lutego 2003 r. (grupa A, 
okres 1–6) w porównaniu z grup� B (17 luty – 15 marca 2004) i grupy C (29 marca, okres 10). 

 
Słowa kluczowe: pszczoła miodna, zimowanie, indeks fagocytarny, chitozan, wyci�g z je�ówki 
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Stres, ska�enie �rodowiska, zaka�enie, inwazja paso�ytów i drapie�ców, oddziałuj�-
ce na owady we wszystkich stadiach ich rozwoju osobniczego, wykształciły struktury i 
efektywne mechanizmy umo�liwiaj�ce przywrócenie zaburzonej homeostazy ustroju. 
W�ród tych mechanizmów istotn� rol� odgrywa odporno�� przeciwzaka�na, która broni 
organizm przed kolonizacj� przez drobnoustroje i paso�yty [Dunn 1986, Gli	ski i Kostro 
2001]. W odporno�ci przeciwzaka�nej decyduj�ce znaczenie maj� mechanizmy obronne, 
zarówno wrodzone jak i nabyte, likwiduj�ce patogeny lub powoduj�ce ich izolacj� w 
zaka�onym organizmie. 
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Na odporno�� pszczoły miodnej supresyjnie wpływa ska�enie �rodowiska, niektóre 
chemioterapeutyki [Grzegorczyk 1995, Gli	ski i Grzegorczyk 1995, Gli	ski i in. 2003] 
inwazje paso�ytnicze, szczególnie Varroa destructor [Gli	ski i Kauko 2000, Gli	ski i 
Jarosz 2001]. Skutkiem tego jest rozwój posocznic bakteryjnych, b�d�cych przyczyn� 
masowego padania pszczół. Zaka�enia wywołane przez Pseudomonas apisepticus [Pa-
padopoulou-Karabela i in. 1992], Hafnia alvei i Enterococcus faecalis [Kauko i Gli	ski 
1994, Kauko i in. 1996] rozwijaj� si� u pszczół poddanych działaniu silnego stresu, w 
zatruciach chemicznych i w inwazjach paso�ytów.  

W celu zmniejszenia podatno�ci na infekcje, podejmuje si� próby sterowania odpor-
no�ci� przeciwzaka�n� z u�yciem immunostymulatorów syntetycznych i pochodzenia 
naturalnego [Gli	ski i Wolski 1996, Ole�-Bizo	 2006]. Działaniem immunostymuluj�-
cym cechuj� si� niektóre substancje pochodzenia naturalnego (chitozan, wyci�g z je�ów-
ki purpurowej) i substancje chemiczne (klotrimazol, lewamizol) [Buczek 1998, Gli	ski i 
Chmielewski 1996a, b, Gli	ski i in. 2000, 2001, Gli	ski 2001]. 

Jednym z czynników stresogennych s� warunki hodowli oraz zmiany zachodz�ce w bio-
logii rodziny zwi�zane z por� roku. Nasilenie odporno�ci przeciwzaka�nej pszczół robotnic w 
okresie zimowania jest mniejsze ni� przed i po zimowaniu [Pliszczy	ski i in. 2006]. 

Celem bada	 była stymulacja odporno�ci robotnic zimuj�cych rodzin przy u�yciu 
dwóch preparatów pochodzenia naturalnego: chitozanu oraz wyci�gu z je�ówki purpu-
rowej (Echinacea purpurea), oceniona wielko�ci� indeksu fagocytarnego. 

 MATERIAŁ I METODY 

Wpływ chitozanu i wyci�gu z je�ówki purpurowej badano na robotnicach pszczoły 
miodnej Apis mellifera L. pochodz�cych z zimuj�cej pasieki. Ka�dy z preparatów badano 
w 10 rodzinach; 10 rodzin nieeksponowanych na immunomodulator stanowiło kontrol�. 
Próbki pszczół robotnic, licz�ce od 50 do 100 osobników/µl, pobierano do bada	 w odst�-
pach 2-tygodniowych w 2003 i 2004 r. w terminach podanych w tabeli 1. 

 
Tabela 1. Okresy pobierania prób pszczół robotnic do bada	 z zimuj�cych rodzin 

Table 1. Periods and data of sampling 
 

Okres badania/Sampling period  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Data 

Data 

17.11. 

03 

01.12. 

03. 

17.12. 

03 

06.01. 

04 

19.01. 

04 

02.02. 

04 

17.02. 

04 

01.03. 

04 

15.03. 

04 

29.03 

04  
Okres zimowania 

Wintering 

 
W rodzinie zimuj�cej zastosowano: Chitosal Apis Liquid (Vet-Agro Sp.z o.o. Lu-

blin) o zawarto�ci 4 mg substancji czynnej/ml, w którym substancj� czynna jest chitozan 
– pochodna chityny, zło�ona z 2-acetamido-2-deoxy-β-D-glukozy (GlcNAc) i 2-amino-
2-deoxy-β-D-glukopyranozy w 1% roztworze kwasu salicylowego – oraz wyci�g z je-
�ówki purpurowej (Extractum Echinaceae aqua siccum, Phytopharm).  
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Preparaty stosowano jako dodatek do ostudzonego syropu cukrowego (1:1), którym 
dokarmiono pszczoły w pierwszej dekadzie sierpnia i wrze�nia, jednorazowo w dawce 5 mg 
substancji czynnej/ml. W 10 rodzinach zastosowano chitozan (grupa C), w 10 wyci�g z 
je�ówki purpurowej (grupa E), a 10 rodzin dokarmianych na zim� tylko syropem stano-
wiło grup� kontroln� (grupa K). 

Warto�� indeksu fagocytarnego i działanie ochronne oznaczono w grupach licz�cych 
około 100 robotnic z 10 rodzin, dla ka�dego preparatu, po 24-godzinnej aklimatyzacji.  

W trakcie bada	 pszczoły utrzymywano w klateczkach w temperaturze 29°C i wil-
gotno�ci wzgl�dnej 85% i karmiono ciastem miodowo-cukrowym [Wiesner i in. 1998]. 
Hemolimf� pobierano z zatoki grzbietowej do probówek Eppendorfa na ła�ni lodowej, 
co zapobiegało melanizacji hemolimfy. 

Wyniki poddano analizie statystycznej (test chi2 przy p � 0,05) warto�� odchylenia 
standardowego obliczono wg programu Microsoft Excel 7.0 a. 

Hemolimf� pobran� w ilo�ci 10 µl z zatoki grzbietowej do silikonowanych probówek 
po aklimatyzacji lub po 48 i 72 godzinach po indukcji bakteryjnej mieszano z tak� sam� 
ilo�ci� 18-godzinnej zawiesiny hodowli bulionowej E. coli D31 (pH 7,2, inkubacja 32oC). 
Mieszanin� inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej, delikatnie wstrz�saj�c 
co 10 minut. Z ka�dej próbki wykonano na odtłuszczonych szkiełkach pi�� rozmazów krwi, 
które po wybarwieniu odczynnikiem ogl�dano pod immersj� w mikroskopie �wietlnym o 
powi�kszeniu 1250 razy. W preparatach z rozmazu hemolimfy liczono komórki bakteryjne 
pochłoni�te przez 50 fagocytów. Z tych danych obliczono �rednia liczb� bakterii sfagocy-
towanych przez jeden hemocyt robotnicy pszczoły miodnej. W wynikach podano warto�ci 
�rednie i odchylenia standardowe dla danego okresu badania i dla badanego preparatu. 

WYNIKI 

�rednie warto�ci indeksu fagocytarnego u zimuj�cych robotnic pszczoły miodnej 
w okresie zimowania zale�ały od eksponowania na chitozan lub na wyci�g z je�ówki. 

  
 Tabela 2. Warto�� indeksu fagocytarnego (komórki bakteryjne/hemocyt; x ±SD) 

u zimuj�cych robotnic Apis mellifera L. eksponowanych na chitozan i wyci�g z je�ówki 
Table 2. Phagocytic index (bacteria cells/haemocyte; x ±SD)  

in wintering worker bees, Apis mellifera L., exposed to chitosan and Echinaceae extract  
Okres badania/Sampling period Preparat 

Preparation 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Chitozan (c) 
Chitosan 

3,2 
±0,3 

3,3 
±0,4 

3,5 
±0,2 

3,2 
±0,5 

3,3 
±0,2 

2,4 
±0,2 

1,9 
±0,3 

1,6 
±0,5 

1,4 
±0,1 

1,5 
±0,1 

Wyci�g je�ówki  
Echinaceae extract (e) 

3,0 
±0,1 

2,9 
±0,4 

3,0 
±0,2 

3,1 
±0,5 

3,0 
±0,1 

2,4 
±0,1 

2,0 
±0,5 

1,6 
±0,2 

1,4 
±0,1 

1,3 
±0,6 

Kontrola (k) 
Control 

1,0 
±0,0 

1,1 
±0,2 

1,1 
±0,1 

1,2 
±0,2 

1,3 
±0,3 

1,1 
±0,2 

1,3 
±0,2 

1,1 
±0,1 

1,2 
±0,2 

1,2 
±0,2 

 
Ró�nice statystycznie istotne (p � 0,05) pomi�dzy grup� C, E a K w okresie 1–6. 
Ró�nice statystycznie istotne (p � 0,05) pomi�dzy C, E w okresie 1–6 w porównaniu 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 wahały si� od 1,0 ±0,0 do 1,3 ±0,3 komórek bakteryjnych/hemocyt, pod-
czas gdy u pszczół eksponowanych na chitozan od 1,5 ±0,1 do 3,5 ±0,2, a u eksponowa-
nych na wyci�g z je�ówki od 1,3 ±0,6 do 3,1 ±0,5 (tab. 2, rys. 1).  

Ró�nice statystycznie istotne (p � 0,05) wyst�powały pomi�dzy warto�ciami indeksu 
fagocytarnego u pszczół eksponowanych na badane preparaty i grupy kontrolnej. �rednie 
warto�ci indeksu fagocytarnego obliczone dla okresu 1–6 (grupa A), okresu 7–9 (grupa 
B) i okresu 10 (grupa C, zako	czenie zimowania) ró�niły si� w sposób istotny. W ka�-
dym przypadku najwy�sze warto�ci notowano u pszczół eksponowanych na badane pre-
paraty w okresie 1–6 (grupa A), tj. od 17 listopada 2004 do 2 lutego 2005 r. (rys. 2). 

Wyra�ne obni�enie warto�ci �redniej indeksu fagocytarnego wyst�piło od 5 okresu 
badania, było ono statystycznie istotne w okresach 7–9 w odniesieniu do okresów 1–6 u 
pszczół eksponowanych zarówno na chitozan, jak i na wyci�g z je�ówki. W okresie 10 
obserwacji zarówno warto�ci indeksu fagocytarnego w grupach do�wiadczalnych, jak i w 
kontroli nie ró�niły si� istotnie. Wynosiły dla chitozanu 1,5 ±0,1, dla wyci�gu z je�ówki 
1,3 ±0,6 i dla grupy kontrolnej 1,2 ±0,2 komórek bakteryjnych/hemocyt (tab. 1). 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Spo�ród całej gamy znanych i powszechnie stosowanych stymulatorów i modulatorów 
odporno�ci wykorzystywanych u człowieka i zwierz�t gospodarskich, tylko nieliczne wyko-
rzystano w badaniach u pszczoły miodnej. Dotychczas badano furanokumaryny ro�linnego 
pochodzenia i wyci�gi z je�ówki [Chełmi	ski 2007], za� spo�ród syntetycznych zwi�zków 
o charakterze immunostymulatorów – lewamizol, klotrimazol i pochodne imidazolu [Gli	-
ski i Chmielewski 1996a, b, 2001], a z preparatów zwierz�cego pochodzenia – chitozan 
[Gli	ski i in. 2000]. Wszystkie badania nad immunostymulatorami dotyczyły przede 
wszystkim mo�liwo�ci ich aplikacji w profilaktyce chorób zaka�nych i paso�ytniczych 
pszczoły miodnej. Wynikało to z zapotrzebowania pszczelarzy oraz z małej liczby o�rod-
ków naukowych prowadz�cych tego typu badania na �wiecie. Immunostymulatory próbo-
wano te� wykorzysta� do zmniejszenia niepo��danych skutków stosowania warroacydów w 
zwalczaniu inwazji Varroa destructor [Grzegorczyk 1966, Sokół 2003].  

Wcze�niejsze badania wykazały, �e �rodki pot�guj�ce lub koryguj�ce reaktywno�� 
immunologiczn� owadów działaj� w sposób specyficzny lub niespecyficzny na układ 
odporno�ciowy owada, wzmagaj�c w konsekwencji komórkowe i/lub humoralne odczyny 
obronne. Zwi�kszenie fagocytozy uzyskano poprzez aktywacj� układu oksydazy polife-
nolowej przy u�yciu laminaryny [Gli	ski i Jarosz 1995]. Wyci�g z arcydzi�gla lekarskie-
go (Archangelica officinalis Hoffm.) stymulował w warunkach eksperymentalnych za-
równo naturaln�, jak i indukowan� odpowied� komórkow� i humoraln� pszczoły [Gli	ski 
i Wolski 1996]. Klotrimazol zwi�kszał warto�� indeksu fagocytarnego oraz aktywno�� 
bakteriolityczn� typu lizozymu w hemolimfie [Gli	ski i Chmielewski 1996a, b]. Apiwa-
rol AS i Fluwarol aktywowały komórkowe odczyny obronne i zwi�kszały nasilenie natu-
ralnej i indukowanej odporno�ci humoralnej owada [Grzegorczyk 1996]. Sokół [2003] 
obserwował u robotnic z rodzin, w których stosowano lewamizol wzrost odsetka immu-
nocytów w hemolimfie, poziomu białka całkowitego i lipidów. Chitozan wywiera działa-
nie immunostymuluj�ce u robotnic Bombus terrestris oraz u pszczoły miodnej [Gli	ski i 
in. 2000, 2001, 2003, Swoboda-Danilkiewicz 2003].  
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Badania nad immunostymulatorami, w których całe rodziny s� eksponowane na ich 
działanie maj� charakter bada	 klinicznych. Dotyczy to równie� zimuj�cych rodzin eks-
ponowanych na działanie chitozanu i wyci�gu z je�ówki purpurowej. Badanie wpływu 
tych preparatów na robotnice pochodz�ce z rodzin eksponowanych na ich działanie,  
a nast�pnie zaka�onych przez bakterie symuluje sytuacje spotykane w rodzinach zaka�o-
nych drog� naturaln�.  
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Rys. 1. Warto�ci indeksu fagocytarnego u zimuj�cych pszczół robotnic eksponowanych  

na Chitozan (C) i wyci�g z je�ówki (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. Warto�ci indeksu fagocytarnego u zimuj�cych pszczół robotnic eksponowanych  

na chitozan (C), wyci�g z je�ówki (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 

 
Zarówno chitozan, jak i wyci�g z je�ówki cechowały si� działaniem immunostymu-

luj�cym, a tak�e immunomoduluj�cym na odporno�� hemocytarn� zimuj�cych robotnic z 
rodzin eksponowanych na ich działanie. Na silne działanie stymuluj�ce wskazuje wzrost 
warto�ci indeksu fagocytarnego (rys. 1). W komórkowych odczynach obronnych uczest-
nicz� immunocyty, a najwa�niejszym mechanizmem oczyszczania jamy ciała z zarazków  

OKRES BADANIA 

OKRES BADANIA 
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u owadów jest fagocytoza. Uzyskane wyniki odno�nie wpływu chitozanu na warto�ci indek-
su fagocytarnego znajduj� potwierdzenie w badaniach Gli	skiego i in. [2000]. Chitozan 
stymulował odporno�� naturaln� pszczół robotnic, zwi�kszaj�c aktywno�� fagocytozy. 

U zimuj�cych pszczół robotnic z rodzin eksponowanych na wyci�g z je�ówki wzra-
stały, podobnie jak w przypadku chitozanu, warto�ci indeksu fagocytarnego (rys. 1). 
Działanie pobudzaj�ce układ odporno�ci naturalnej przez badane preparaty jest efektem 
aktywacji plazmatocytów i granulocytów do fagocytozy oraz pobudzenia ciała tłuszczo-
wego i hemocytów do produkcji i uwalniania lizozymu do hemolimfy. 

Mechanizm pobudzenia hemocytarnych odczynów obronnych owadów przez immu-
nostymulatory nie jest znany. Mo�na tylko przypuszcza�, �e wpływaj� one na jedn� lub 
na obydwie znane kaskady przenoszenia sygnałów, Toll i Imd, i w sposób po�redni do-
chodzi do zwi�kszonej aktywno�ci immunocytów, czego skutkiem jest wzrost indeksu 
fagocytarnego [De Gregoire i in. 2002, Zheng i in. 2005]. Zmiany w parametrach charak-
teryzuj�cych odporno�� komórkow� zachodz�ce pod wpływem chitozanu i aktywnych 
biologicznie substancji wyst�puj�cych w wyci�gu z je�ówki mog� by� te� nast�pstwem 
działania tych preparatów na układ oksydazy polifenolowej b�d� bezpo�rednio na hemo-
cyty. Układ oksydazy polifenolowej jest zaanga�owany w rozpoznawaniu immunolo-
gicznym, ułatwia fagocytoz�, uczestniczy w melanizacji guzków i otoczek oraz w inkap-
sulacji melanotycznej [Gli	ski i Jarosz 1995]. Jego pobudzenie aktywizuje komórkowe 
odczyny obronne owada. Nie mo�na te� wykluczy� bezpo�redniego wpływu chitozanu i 
wyci�gu z je�ówki purpurowej na tempo przemian białkowych w immunocytach, a co si� 
z tym wi��e – na zwi�kszon� ich aktywno�� w fagocytozie. 

Chitozan i wyci�g z je�ówki zwi�kszaj�c nasilenie odporno�ci naturalnej wykazały 
typowe wła�ciwo�ci immunostymulatorów. W tym działaniu zachowywały si� podobnie.  

Zaobserwowano wyra�ne ró�nice w wielko�ci badanych parametrów odporno�ci u 
pszczół z rodzin poddanych działaniu chitozanu i wyci�gu z je�ówki w zale�no�ci od 
pory zimowania (okres 1–6, 7–9 i 10, rys. 2). Mo�na wi�c przypuszcza�, �e wyst�powa-
nie silniejszej odpowiedzi na badane preparatów w czasie od 17 listopada 2 do lutego 
(okres bada	 1–6) było zwi�zane z wiekiem pszczół robotnic. Zimowano silne rodziny z 
młodymi pszczołami. Wraz z upływem czasu wyst�pił „syndrom starzenia”, znany z 
immunologii kr�gowców, polegaj�cy na osłabieniu odpowiedzi immunologicznej wraz z 
wiekiem. Wzgl�dnie niska warto�� odpowiedzi w okresie 10 była prawdopodobnie spo-
wodowana jeszcze du�� liczb� starych pszczół, mimo trwaj�cej wymiany na nowe robot-
nice. Alternatywnym tłumaczeniem jest post�puj�cy wraz z czasem zimowania spadek w 
pokarmie ilo�ci chitozanu i wyci�gu z je�ówki, co znajduje odbicie w mniejszym ich 
działaniu na układ odporno�ciowy pszczół. 

WNIOSKI 

1. Chitozan i wyci�g z je�ówki purpurowej (Echinacea purpurea) s� stymulatorami 
odporno�ci hemocytarnej u robotnic pszczoły miodnej, Apis mellifera L., w rodzinach 
eksponowanych na te preparaty w czasie zimowania. Na działanie immunostymuluj�ce 
wskazuje wzrost warto�ci indeksu fagocytarnego. 

2. Lepsze efekty immunostymulacji wyst�puj� w pierwszej połowie okresu zimowa-
nia pszczół eksponowanych na chitozan lub wyci�g z je�ówki 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 l of sugar syrup with an addition of 5 mg of 
chitosan or purple coneflower extract /l. 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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