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Badanie ukiadu hemocytarnego pszczoty miodnej
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Naruszenie Srodowiska wewnetrznego owada aktywi-
zuje procesy obronne, ktorych celem jest eliminacja (od-
izolowanie) z organizmu substancji 1 ciat obcych, albo

ich zniszczenie. Przelamanie naturalnych barier ochron-

nych w postaci okrywy ciala oraz str uktur przewodu
pokarmowego i uktadu oddechowego ur uchamia mecha-
nizmy odpornosci wewngtrznej. Ob1 ong przeciwzakaz-
ng jamy clata stanowia wspotdzialajace ze sobg humo-
ralne 1 komoérkowe odczyny zachodzace w hemolimfie
owada (6, 7).

Uktad hemocytarny owada tworza komarki pochodze-
nia mezodermalnego, ktore kraza swobodnie w hemo-
limfie (hemocyty wedrowne), przejsciowo osiadaja na
powierzchni narzadow wewngtrznych lub sa z nimi $ci-
$le zwigzane (hemocyty osiadle). Obecnos$¢ hemocytow
ma podstawowe znaczenie w aktywnym utrzymaniu ho-
meostazy owada. Komorki te uczestniczg w rozprowa-
dzaniu i gromadzeniu substancji pokarmowych, maga-
zynowaniu i detoksykacji produktéw metabolizmu oraz
trucizn, a takze sa aktywne w procesach przeobrazenia i
w regulacji wzrostu owada.

Jedng z podstawowych funkeji hemocytow jest udzial w
procesach obrony przeciwzakaznej. wsrod ktorych wio-
dace znaczenie maja komorkowe reakcje odpornoscio-
we: fagocytoza, nodulacja, inkapsulacja i melanizacja.

Fagocytoza uwazana jest przez wielu badaczy za naj-
starszy filogenetycznie 1 najwazniejszy komérkowy od-
czyn immunologiczny. Nodulacja polega na tworzeniu
otoczki hemocytarnej w formie guzka wokot fagocytow
zawierajacych pochlonigte drobnoustroje. Inkapsulacja
prowadzi do odizolowania duzych skupisk bakterii lub
obiektow o wymiarach ponad 10 pm kilkoma warstwa-
mi hemocytéw. Melanizacja otoczek utworzonych przez
hemocyty zwigksza szczelno$¢ $ciany otoczki i prowa-
dzi do zniszczenia znajdujacych si¢ wewnatrz zywych
patogenow.

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie praktycz-
nym wykorzystaniem obserwacji zachowania si¢ mecha-
nizmow wewnetrznej odpornosci przeciwzakaznej u psz-
czoty miodnej. Obok oceny humoralnej odpowiedzi im-
munologicznej owadoéw analizowane jest zachowanie
clementow morfotycznych hemolimfy. Celem tych ba-
dan jest okreslenie parametréw ukladu hemocytarnego,
charakteryzujacego sprawno$¢ komorkowych reakeji
przeciwzakaznych, a posrednio obrazujacych stan sro-
dowiska wewngtrznego owada.

Obserwacje elementéw morfotycznych hemolimfy
mozna wykorzysta¢ do przedstawienia zjawisk zacho-
dzacych w uktadzie odpornosciowym typu komorkowe-
go w stanach patologicznych u pszczoty modnej. Glifi-
ski (2) opisat zachowanie si¢ hemocytow u owadow za-
razonych sporowcem pszczelim N. apis. Glinski 1 Kli-
mont (3, 4) stwierdzili, ze patogenne dziatanie roztoczy
V. jacobsoni powoduje, m.in. zmniejszenie liczby cat-

kowitej hemocytéw i zmiany w ich skladzie odsetko-
wym u pszczoly miodnej. Weinberg i Madel (17) wyka-
zali upo$ledzenie fagocytozy w nastgpstwie supresyjne-
go wplywu egzoprotein zawartych w wydzielinie V. ja-
cobsoni. Upogledzenie w ten sposéb odpornosci prze-
ciwzakaznej w przebiegu warrozy zwigksza podatnose
pszczol na wtorne zakazenia wirusowe, bakteryjne i grzy-
bicze. Depresja uktadu odpornosciowego owadow moze
by¢ takze spowodowana przenikaniem do hemolimfy
obeych substancji chemicznych, np. lekoéw stosowanych
w terapii chorob pszezol. Z tego wzgledu podejmowane
sa prace nad immunomodulujacym oddziatywaniem che-
mioterapeutykéw, w tym na uktad odpornosciowy typu
komoérkowego. Glinski i Chmielewski (8) wykazali im-
munostymulujace dzialanie pochodnych imidazolowych
(m.in. klotrimazolu) na hemocyty, wyrazajace si¢ wzro-
stem indeksu fagocytarnego. W badaniach wlasnych (9)
okreslono wplyw akarycydow warroabojezych: kuma-
fosu, kumarynylowego analogu kumafosu i fluwalinatu
na elementy komorkowe hemolimfy pszczot robotnic.

Jednym z podstawowych wskaznikow sprawnosci
komorkowego uktadu odpornosciowego pszczoly miod-
nej jest liczba ogo6lna elementow morfotycznych w he-
molimfie (THC — total haemocyte count). Liczba hemo-
cytow krazacych zmienia si¢ w zaleznosci od stadium
rozwojowego i stanu fizjologicznego owada oraz warun-
kow srodowiska zewngtrznego. Juz dos¢ dawno temu
ustalono, ze warto$¢ tego wskaznika zmniejsza si¢ wraz
z wiekiem pszczo6t robotnic (12, 16). W badaniach wia-
snych potwierdzono kierunek tych zmian (11) oraz wy-
kazano znaczacy wptyw diety (10) oraz sezonowosci
pokolen pszczot robotnic (11) na liczbg caﬂ<0w1tat ko-
morek hemolimfy. Przeniknigcie substancji i ciat obcych
do jamy ciala owada z reguly powoduje wzrost liczby
catkowitej hemocytow (14). W dalszych etapach procesu
obronnego liczba komorek hemolimfy moze zmniejszac
sig (1).

Kolejnym parametrem charakteryzujacym zachowa-
nie si¢ uktadu hemocytarnego jest sktad odsetkowy he-
mocytéw (formuta hemocytarna — obraz hemolimfy),
czyli procentowy udzial poszczegolnych typéw hemo-
cytow krazacych. Oceniany jest takze odsetek hemocy-
tow aktywnych metabolicznie — redukujacych blekit ni-
trotetrazoliowy do formazanu (test NBT), ilustrujacy
czynnos¢ komorek fagocytujacych. Sprawnos¢ fagocy-
tarna hemocytow okreslana jest indeksem fagocytarnym
Wright'a oraz liczbg Hamburgera. Ponadto, zdolnos¢
regeneracji i mobilizacji uktadu hemocytarnego charak-
teryzowana jest indeksem mitotycznym.

Pomimo, Ze badania nad hemocytami pszczoly miod-
nej prowadzone sa od kilkudziesigciu lat, istnieje znacz-
na dowolno$¢ w interpretacji wynikow doswiadczen i
réznorodnos$é uzyskiwanych rezultatow. Tym samym,
wydaje sig, ze wartosci charakteryzujace uktad hemocy-
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tarny gatunku Apis mellifera nie sa dostatecznie pozna-
ne i jednoznacznie okreslone. Trudno$ci w ocenie za-
chowania si¢ elementow morfotycznych hemolimty
wynikaja m.in. ze specyficznej fizjologii i behawioru
pszczoly miodnej. Postaci rozwojowe tego gatunku, po-
jawiajace sig w ztozonym rozwoju osobniczym, odzna-
czaja sie odmienna budowa uktadu hemocytarnego. Na
sklad i budowe hemolimfy rzutuje takze zréznicowanie
funkcji pszczot robotnic i ich przynaleznos¢ do réznych
kast. W badaniach wlasnych wykazano odmienne cechy
komorek hemolimfy u pokoleni pszczo6l robotnic: wio-
senno-letniego i jesienno-zimowego (11). Duzym utrud-
nieniem jest brak jednolitej metodyki badan w hemato-
logii A. mellifera i wynikajace stad odmienne wyniki
doswiadczen.

Klasyfikacja hemocytéw pszczoly miodnej stwarza
wiele problemow, zwiazanych przede wszystkim z od-
miennymi kryteriami identyfikacji tych komaérek i zroz-
nicowanym nazewnictwem, uniemozliwiajacym przyjg-
cie jednolitej systematyki elementéw morfotycznych
hemolimfy 4. mellifera. Dotycheczas opracowano kilka-
nascie metod podziatu hemocytow na podstawie obrazu
mikroskopowego hemolimfy, z ktérych najnowsze obej-
muja 7 typdw komérek (18), 5 typow i 18 podtypow (15)
oraz 6 typoéw hemocytow (13).

Znaczne rozbieznosci dotycza wynikow badan liczby
hemocytow w hemolimfie pszcz6l robotnic w réznym
wieku. Siskin (16), obserwujac liczbg ogdlng hemocy-
tow w mm’ hemolimfy pszczol dorostych stwierdzil Sred-
nio od 21 950 komorek u owaddéw nowo wygryzionych
do 12 025 hemocytéw u pszczol 9-dniowych. Podobne
wyniki uzyskat Kostecki (12): srednio w mm’ hemolimfy
od 20 914 komarek u pszczot 1-dniowych do 12 987 he-
mocytow u owadow w wieku 20 dni. Obydwaj autorzy
stosowali hemolimfe nie rozcienczona. W badaniach wia-
snych, z zastosowaniem podobnej metodyki, wykazano
w mm' hemolimfy $rednio: od 16 565 komorek u psz-
cz6t nowo wygryzionych do 5782 hemocytow u pszczol
30-dniowych pokolenia wiosenno-letniego 1 od 22 254
komoérek u owadow nowo wygryzionych do 2748 he-
mocytow u pszczol w wieku 30 dni w pokoleniu jesien-
no-zimowym (11). Odmienne wyniki badan uzyskali
Glinski i Klimont, obserwujac hemolimfg pszczdt ro-
botnic w wieku 20-21 dni, rozcienczona w stosunku 1:10.
Autorzy ci stwierdzili w mm?® hemolimfy $rednio 2206 i
2763 (3) lub 2975 komorek (4). Istotny wptyw na liczbe
elementéw morfotycznych hemolimfy ma rowniez tem-
peratura otoczenia owadow. Siskin i Kostecki badali
komorki hemolimfy u pszczot pochodzacych z rodzin
pszczelich. Podobnie postgpowano w badaniach wia-
snych. Glinski i Klimont obserwowali hemocyty pszczot
przebywajacych w temperaturze 20°C.

Wiek pszczot i temperatura ich otoczenia moga mie¢
duze znaczenie takze dla okreslenia aktywnosci meta-
bolicznej hemocytow. Glifiski i Klimont (4) ustalili od-
setek komorek redukujacych NBT u pszczot robotnic w
wieku 20-21 dni, przetrzymywanych w temperaturze
20°C, na 6,7%. W badaniach wlasnych, u owadow z ro-
dzin pszczelich, obserwowano zmiane tego wskaznika
od 4,3% u pszczdt nowo wygryzionych do 0,5% u owa-
déw 30-dniowych pokolenia wiosenno-letniego i od 1,9%
u pszczot nowo wygryzionych do 0,8% u owaddéw w

wieku 15 dni pokolenia jesienno-zimowego (11). U owa-
déw 1-3 dniowych, inkubowanych w temperaturze 33°C,
stwierdzono testem NBT 4,6% hemocytow aktywnych
metabolicznie (9).

Przedstawione przyktady wskazuja na scisty zwiazek
doboru metodyki doswiadczen z osiaganymi rezultata-
mi badan nad zachowaniem sie hemocytow pszczoly
miodnej. Wynika z nich jednoznacznie koniecznosc okre-
$lenia optymalnych warunkéw do$wiadczalnych i ujed-
nolicenia metodyki prac w hematologii A. mellifera. Stan-
daryzacja metod badan nad hemocytami umozliwilaby
praktyczna diagnostyke stanu fizjologicznego rodziny
pszczelej, a zwlaszeza komérkowej odpornosci przeciw-
zakazne] owadow na podstawie analizy ukladu hemocy-
tarnego w probee pszczol robotnic. W tym celu niezbed-
ne jest przede wszystkim ustalenie wartosci prawidio-
wych ukladu hemocytarnego pszczoty miodnej. ktore
moglyby stanowi¢ odniesienie dla uzyskiwanych wyni-
kow badan. W pracy wlasnej podjeto prébe zdefiniowa-
nia wartosci prawidtowych wybranych wskaznikow, cha-
rakteryzujacych uktad hemocytarny imago pszczol ro-
botnic gatunku 4. mellifera, z uwzglednieniem wieku i
sezonowosci pokolen owadow (11). Uzupelnieniem ba-
dan sg prace nad ustaleniem wplywu warunkow labora-
toryjnych, w tym sktadu pokarmu (10) 1 temperatury oto-
czenia owadow na hemocyty pszczoty miodnej. Zakla-
da sie kontynuacje prac, zmierzajacych do okreslenia
warto$ci prawidlowych elementéw morfotycznych w
stadiach rozwojowych A. mellifera i okreslenie wpltywu
réznic miedzyrasowych na zachowanie si¢ ukladu he-
mocytarnego pszczoly miodne;.

Wydaje sig, ze w obserwacji hemocytow pszczoly
miodnej, niezaleznie od najnowszych trendéw nauko-
wych i metod badawczych, wykorzystujacych mikrosko-
pie¢ elektronowa, skaningowa, immunocytochemiczne i
immunoradiochemiczne markery, nadal znajdzie uzna-
nie mikroskopia §wietlna, odznaczajaca si¢ tatwa dostep-
noscia, niewielkim kosztem badani i szybka obrobka
materiatu doswiadczalnego.

PiSmiennictwo

1.Gagen S. J., Ratcliffe N. A.: 1. Invert. Path, 28, 17, 1976.
2.Glinski Z.: Medycyna Wet. 25, 72, 1968.
3.Glinski Z., Klimont S.. Medycyna Wet. 43, 546, 1987.
4 Glinski Z., Klimont S.: Medycyna Wet. 43, 664, 1987,
5.Glinski Z., Stark J. A.: Medycyna Wet. 47, 10, 1991.
6.Glinski Z., Jarosz J.: Bee World 76, 110, 1995.
7.Glivski Z., Jarosz J.: Bee World 76, 195, 1995,
8.Glinski Z., Chmielewski M.: XXXII Nauk. Konf. Pszczel., Putawy 12-13
marca 1996.
9.Jedruszuk A.: Przydaino§¢ krajowych preparatéw ukladowych do zwalcza-
nia roztoczy Varroa jacobsoni u pszczol. Praca dokt., PTWet. 1996.
10.Jedruszuk A., Szymas B.: XXXV Nauk. Konf. Pszczel., Putawy 11-12 marca
1998, s. 27.
11.Jedruszuk A.: XIV Nauk. Konf. ,,Warroza pszcz6t i gospodarka pasieczna”,
Olsztyn 11 maja 1998.
12 Kostecki R.: J. Apic, Res. 4, 49, 1965.
13.Papadopoulou-Karabela K., Iliadis N., Liakos V:: Apidologie 24, 81, 1993.
14 Ryan M., Nicolas W. L.: ]. Tnvert. Path. 28, 17, 1976.
15.Steenkiste van D.: De hemocyten van de honigbij (apis mellifera L.): typolo-
gie, bloedbeeld en cellulaire verdegingsreacties. Praca dokt., Uniw. Gent,
Belgia, 1988.
16.Siskin B. A.: Ucenye zapiski B.G.P.J. 11, XV, 1958.
17. Weinberg K. P., Madel G.: Apidologie 16, 421, 1985.
18. Wienands A., Strick H., Madel G.: Zentbl. Bakt. 265, 489, 1987.

Adres autora: dr Andrzej Jedruszuk, ul. Poznafska 35, 62-020 Swarzedz



