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Monitorowanie odpornosci zimujqcych robotnic pszczoty miodnej,
Apis mellifera L.(Apidae), oparte na tescie dziatania ochronnego

Monitoring of immunity in wintering workers of the honey bee,
Apis mellifera L. (Apidae), by a protection test

STRESZCZENIE

Jednym z najwazniejszych celéw badan nad zapobieganiem i zwalczaniem choréb wywota-
nych przez drobnoustroje jest monitoring poziomu odpornosci naturalnej i nabytej. Wéréd réznych
testow test dziatania ochronnego nadaje si¢ do badan w patologii owadéw. Grupy nieimmunizo-
wanych robotnic pszczoty miodnej, Apis mellifera L., zimujacych (grupa C) w okresie pdznej
jesieni (grupa A) i wczesnej wiosny (grupa C) oraz pszczoty, ktérym podano w iniekcji zywe
komorki Escherichia coli D31 zakazono LDy, zywych komérek Pseudomonas aeruginosa i oce-
niono po 96 godz. procent zywych owadéw w kazdej grupie. NajniZszy poziom dziatania ochron-
nego stwierdzono u pszczét zimujacych nieindukowanych (5,0+£1,4%), indukowanych i zakazo-
nych (71,1+2,4%) oraz tylko poddanych indukcji (82,0+1,8%). U pszczdt z okresu p6znej jesieni
i wezesnej wiosny wartosci testu dziatania ochronnego byly istotnie wyzsze i wynosity odpowied-
nio: 74,3%2,5, 80,0£1,2, 91,240,9, oraz 74,2+1,9, 89,0£2,0, 90,0+1,8%.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, test dziatania ochronnego

WSTEP

Bariery anatomiczno-fizjologiczne okrywy ciata, przewodu pokarmowego i $rodowisko bio-
chemiczne jelita cienkiego owada skutecznie hamuja rozwdj wigkszosci zakazen [Glifiski i Jarosz
2001]. Drobnoustroje, ktére przedostaty si¢ do jamy ciala owada sa z reguty eliminowane przez
hemocytarne i humoralne odczyny obronne. Humoralny kompleks obronny (defense complex)
utworzony przez oligomer profenoloksydazy i czynnik o aktywnosci interleukiny 1 (IL-1 activity
factor) o masie okoto 20 kDa [Beck i in. 1996] dziata przeciwbakteryjnie. Wysoka aktywnos¢
lizozymu, bedaca efektem jego hipersyntezy w procesie zakazenia, skutecznie niszczy saprofitycz-
ne bakterie Gram-dodatnie [Mohrig i Messner 1968, 1968a; Glinski i Jarosz 1994], za$ apidycyny
niszczg wiele gatunkéw bakterii Gram-ujemnych i wspéidziataja w niszczeniu bakterii w procesie
fagocytozy [Casteels i in. 1989, 1990, 1993].
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Zaburzenie sprawnosci uktadu odpornosciowego na skutek dziatania réznorodnych streséw
powoduje wystapienie choréb, wywotanych nie tylko przez drobnoustroje bezwzglgdnie chorobo-
tworcze, ale takze przez warunkowo chorobotwércze. Skutkiem tego dziatania immunosupresyj-
nego jest rozwdj posocznic bakteryjnych, bedacych przyczyna masowego padania pszczoét. Zaka-
zenia wywolane przez Pseudomonas apisepticus [Papadopoulou-Karabela i in. 1992], Hafnia
alvei i Enterococcus faecalis [Kauko i in. 1994, 1996] rozwijaja si¢ u pszcz6t poddanych dziata-
niu silnego stresu, w zatruciach chemicznych, inwazjach pasozytéw. Enzymy proteolityczne pro-
dukowane przez bakterie wywotujace posocznicg hamuja hemocytarne odczyny obronne i powo-
duja rozktad enzymatyczny bialek odpornosciowych, ktére pojawiaja si¢ w hemolimfie w nastgp-
stwie zakazen. Aflatoksyny wytwarzane przez grzyby z rodzaju Aspergillus nie tylko uszkadzaja
osrodkowy uktad nerwowy pszczoty, ale zaburzaja mechanizmy obronne przez bezposredni wptyw
na bariery anatomiczno-fizjologiczne i hemocyty. Wptywaja tez posrednio na uktad odpornoscio-
wy, powodujac zaburzenia w systemie endokrynnym owada.

Jednym z czynnikéw stresogennych sa warunki hodowli oraz zmiany zachodzace w biologii
rodziny w kolejnych porach roku. Stad tez istnieje konieczno$¢ oceny nasilenie odpornosci natu-
ralnej rodziny. Temu celowi stuzy okreslenie stopnia dziatania ochronnego u zimujacych pszczot
robotnic niezakazonych oraz zakazonych do jamy ciata zywymi komérkami Escherichia coli D31.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na robotnicach pszczoly miodnej, Apis mellifera L., pochodzacych z pa-
sieki Oddziatu Pszczelnictwa Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Putawach. Pszczoly pobierano do
badan w odstgpach 2-tygodniowych w 2003 i 2004 r. Pszczoty zawiazaty kiab w okresie od 17 listopada
2003 r. do 15 marca 2004 r. (okres zimowania, grupa B). Badania wykonywano kazdorazowo na grupie
okoto 200 robotnic po 24-godzinnej aklimatyzacji. W trakcie badan pszczoly utrzymywano w klatecz-
kach w temperaturze 29°C i wilgotnosci wzglednej 85%, karmiono je ciastem miodowo-cukrowym.
Pszczoty pochodzily z rodzin zdrowych, wolnych od warrozy oraz od zgnilca amerykanskiego i zgnilca
europejskiego. W okresie zimowania osyp byl normalny.

Nasilenie dziatania ochronnego oznaczono u owad6éw niepoddanych stymulacji bakteryjnej
(grupa L, II) i u owadéw poddanych stymulacji przy uzyciu E. coli D31 (grupa III, IV) w stosunku
do szczepu Pseudomonas aeruginosa, produkujacego piocyjaning (szczep H5). Oznaczenia pro-
wadzono: na 2 tygodnie przed zimowaniem (A), w 8. tygodniu zimowania (B), 4 tygodnie po
zimowaniu (C). Szczep P. aeruginosa wyizolowano od pszcz6t padtych na posocznicg wywotang
przez ten zarazek. Grupy robotnic (I, III), liczace po 25-30 owaddéw, zakazano droga aerozolowa
w czasie 0, a wyniki odczytywano w 96 godz. po zakazZeniu. Dawka zakazna wynosita 5 ml zawie-
siny komorek P. aeruginosa z 18-godz. hodowli bulionowej w ptynie fizjologicznym dla owadow.
Odpowiadata ona 2 - 10% jtk /ml ptynu fizjologicznego. Ta dawka powodowata padnigcie wszyst-
kich owadéw w grupach kontrolnych (grupa I) po 96 godz. po zakazeniu aerozolowym (LDq).
Grupg kontrolna, liczaca w eksperymencie protekcji 25-30 sztuk robotnic, u ktérych nie induko-
wano odpornosci (grupa II) oraz u ktérych indukowano odpornos¢ (grupa IV), eksponowano na
taka sama objgtos¢ ptynu dla owadéw, niezawierajaca komoérek P. aeruginosa. Owady, u ktérych
indukowano odporno$¢ (grupa III) zakazono dawka P. aeruginosa, co spowodowato padnigcie
wszystkich owadéw w grupie I. Owady obserwowano przez 4 dni, liczac codziennie padle osobni-
ki [Glinski i Jarosz 1992]. Dziatanie ochronne obliczono dla 4. dnia (96 godz.) po zakazeniu dla
calej badanej grupy owadéw ze wzoru:

Protekcja (%) = 100 — odsetek $miertelnosci

Wszystkie badania powtérzono trzykrotnie, a w wynikach podano wartosci $rednie z 3 ozna-
czef. Celem zobiektywizowania wyniki poddano analizie statystycznej (test chi’ przy p<0,05)
warto$¢ odchylenia standardowego obliczono wg programu Microsoft Excel 7.0 a.
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WYNIKI

Dziatanie ochronne w 96 godz. eksperymentu przedstawia tabela 1. W podgrupach I
grup A, B, C, w ktérych nie indukowano odpornosci, wszystkie owady padly po zakaze-
niu P. aeruginosa. Dawke zarazka, ktéra spowodowata padnigcie wszystkich pszczét
robotnic w tych grupach zastosowano w dalszym eksperymencie. Ta dawka (LD,qy) wy-
nosita 2 - 10° jtk/ml/23-30 pszczdt robotnic przy zakazeniu aerozolowym. W grupie A, B
i C najwyzsza protekcjg notowano u pszczoét robotnic, u ktérych indukowano odpornos¢ i
ktére nie zakazano (grupy A IV, B IV i C IV), nastgpnie w grupach pszczél, u ktérych
nie indukowano odpornosci i niezakazanych (grupy A II, B I i C II). Réwniez wysokie
dziatanie ochronne uzyskano we wszystkich grupach pszczét przed zimowla (grupa A
IV), w trakcie zimowania (grupa B IV) i po zimowaniu (grupa CIV), w ktérych owady po
stymulowaniu odporno$ci zakazono P. aeruginosa. Statystycznie znamiennie nizsze

Tabela 1. Dziatanie ochronne u pszczét robotnic Apis mellifera L.: grupa A — przed zimowaniem,
grupa B — zimowanie, grupa C — po zimowaniu
Table 1. Protection of the worker honey bee, Apis mellifera L.: group A — before wintering,
group B — wintering, group C — post wintering period

Grupa Podgrupa | Indukcja odpornosci Zakazenie Protekcja (%) po 96 h
Group Subgroup Induction Infection Protection (%) after 96 h
1 - A 0
A II - - 74,3t2,5*
I A A 80,0-%1,2
Y A - 91,20,9
I - A 0
B I - - 65,011,4ab*
I A A 71,1+2,4 B
v A - 82,0+1,8 A"
1 - A 0
C II - - 74,21 ,9*
I A A 89,0+2,0
v A - 90,01,8"

a — réznice statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy grupa B i A

b — réznice statystycznie istotne (p<0,05) pomigdzy grupa B i C

“réznice statystycznie istotne (p<0,05) pomiedzy podgrupami Il i IV i podgrupa Il w danej grupie

a — differences statistically significant (p<0.05) between B and A

b — differences statistically significant (p<0.05) between B and C

“differences statistically significant (p<0.05) between subgroups Il and IV and subgroup II for each group

wartosci (p<0,05) protekcji wystgpowaly w grupie pszcz6t zimujacych (grupa B) i doty-
czyly podgrup I1 i IV w poréwnaniu z pszczotami przed zimowla (grupa A) oraz podgrup
IT i I w poréwnaniu z pszczotami po zimowaniu (grupa C). W kazdej grupie réznice
statystycznie istotne (p<0,05) wystgpowaty pomiedzy wartosciami dziatania ochronnego
stwierdzonego w podgrupach Il i IV w odniesieniu do podgrupy II (tab. 1).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Przebieg zimowania w znacznym stopniu decyduje o wiosennym rozwoju rodziny,
a w konsekwencji wptywa tez na jej wyniki produkcyjne nastgpnym sezonie. Na przebieg
zimowania i stan po jego zakonczeniu wptywa wiele czynnikéw. Wazne znaczenie od-
grywaja warunki klimatyczne podczas zimowania i w okresie przejsciowym, dlugos¢
ich trwania, sposéb przygotowania rodziny do zimowania, na co duzy wplyw ma
pszczelarz, ilo$¢, charakter i jako$¢ zapasow, wielkos¢ osypu zimowego. Wystepowa-
nie choréb w rodzinie zimujacej oraz istnienie czynnikéw usposobiajacych do zacho-
rowania w istotny sposéb wplywaja zaréwno na przebieg zimowania, jak i na stan
rodziny po zimowaniu. O predyspozycji do zachorowan na choroby zakazne w znacz-
nym stopniu decyduje stan odpornos$ci rodziny [Stark i Glinski 1996, Glinski i Kostro
2001, Glinski i in. 2004].

W ocenie stanu immunologicznego organizmu sa wykorzystywane réznorodne tech-
niki i procedury, okre$lajace sprawno$¢ gtéwnych komponentéw odpowiedzi immunolo-
gicznej, uktadu hemocytarnego oraz sktadnikéw humoralnych odporno$ci naturalnej
[Grzegorczyk 1996, Buczek 1998, Mtynarska 1999]. Duza role przypisuje si¢ ocenie
dziatania ochronnego na zakazenie patogenami, ktére sa przyczyna chordb i $mierci
okreslonych gatunkéw owadéw. W badaniach uzyto Pseudomonas aeruginosa wyizolo-
wany od pszczo6t robotnic padtych na posocznicg. Na przydatno$¢ testu protekcji w oce-
nie odpornosci wskazuja m.in. badania Fiotka [2005]. W badaniach prowadzonych na
poczwarkach Galleria mellonella, immunizowanych i zakazonych Pseudomonas aerugi-
nosa, przezywalno$¢ po 48 godz. wynosila 65%, za§ u owadéw traktowanych silnym
immunosupresorem, jakim jest aktynomycyna D, obnizyla si¢ do 15%. Obnizeniu dziata-
nia ochronnego towarzyszyt drastyczny spadek aktywnosci peptydéw przeciwbakteryj-
nych w hemolimfie.

Nizsza protekcja obserwowana u owadéw natywnych i jej niewielki wzrost po induk-
cji bakteryjnej przy uzyciu patogennego dla pszczét szczepu Pseudomonas aeruginosa
jednoznacznie wskazuja na mniejsza sprawnos¢ uktadu odpornosci przeciwbakteryjnej
pszczét w okresie zimowania w poréwnaniu z pdzna jesienia i wczesng wiosna. Jakkol-
wiek byta ona najnizsza w poréwnaniu z protekcja stwierdzana u pszczét pdzna jesienia
i wczesna wiosng, to jednak réznice u pszczoét niepoddanych indukcji bakteryjnej nie
byty bardzo duze. Mozna przypuszczaé, ze podczas zimowania obniza si¢ sprawnos¢
odpowiedzi przeciwzakaznej robotnic. Jednym z czynnikéw, ktéry na to wptywa jest
Z pewnoscig starzenie si¢ pszczél. Wezesna wiosng i p6zna jesienia w rodzinie dominuja
mlode robotnice, co wigze si¢ z przygotowaniem pszczét do zimowania, na wiosng zas
z wymiang na mtode robotnice pszczét, ktére zimowaty.

WNIOSKI

1. Test dziatania ochronnego mozna stosowa¢ do oceny stanu odpornos$ci naturalnej
i indukowanej (nabytej) pszczoty miodne;.

2. Nasilenie odpornosci przeciwzakaznej pszczét robotnic w okresie zimowania,
ocenione na podstawie nasilenia dziatania ochronnego (protekcji), jest mniejsze w po-
réwnaniu z pszczotami robotnicami przed i po zimowaniu.
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SUMMARY

One of the most remarkable and important research objectives in prevention and control
of microbial diseases is to monitor the level of natural and induced immune response. Among the
different tests, a protection test is suitable for insect pathology. Groups of non immunized worker
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bees, Apis mellifera L., wintering (group B), late autumn (group A) and early spring (group C)
bees and bees injected with live cells of Escherichia coli D31 were infected with an LD, dose of
viable Pseudomonas aeruginosa, and the percent survival in each group was calculated 96 h post
challenge. The lowest level of protection was found in wintering non induced (65.0+1.4%), in-
duced and infected (71.1£2.4%) and only induced (82.0+1.8%) bees. In the late autumn bees and
in the early spring bees the values of the protection test were significantly higher: 74.3%2.5,
80.0+1.2, 91.2+0.9, and 74.2+1.9, 89.0£2.0, 90.0£1.8, respectively.

Key words: honey bee, protection test



