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Artyku³ przegl¹dowy Review

Ekonomiczne znaczenie pszczo³y miodnej, jedynego
spo�ród owadów spo³ecznych z rodzaju Apis �udomo-
wionego� przez cz³owieka przedstawiciela stawonogów,
zaowocowa³o nie tylko poznaniem fizjologii rodziny
pszczelej i doborem najbardziej wydajnych pod wzglê-
dem produkcyjnym gatunków, ras, odmian, lecz tak¿e ba-
daniem zagro¿eñ ze strony patogenów ³atwo penetruj¹-
cych pasieki, stwarzaj¹ce sztuczne warunki dla ¿ycia tych
owadów. Pojedyncze osobniki i ca³e rodziny pszczó³ sta-
nowi¹ doskona³y cel dla wirusów, bakterii, grzybów, pier-
wotniaków, roztoczy. Zarazki te znajduj¹ wy�mienite
warunki rozwoju w zmasowanych skupiskach doros³ych
owadów i ich form rozwojowych (16, 18, 19).

Do zarazków wywieraj¹cych istotny wp³yw na gospo-
darkê pasieczn¹ nale¿y Paenibacillus larvae, patogen
bezwzglêdnie chorobotwórczy dla najm³odszych larw.
Bakteria ta, tworz¹ca endospory bardzo oporne na czyn-
niki �rodowiska, wystêpuje do�æ powszechnie w pasie-
kach i nale¿y do patogenów najgro�niejszych dla ¿ycia
rodziny pszczelej. Charakterystykê fenotypow¹ i zró¿ni-
cowanie genotypu P. larvae przedstawiono w odrêbnym
opracowaniu (3).

W warunkach naturalnych pszczo³y jako owady spo-
³eczne wypracowa³y mechanizmy i zachowania zdolne
do zniszczenia lub zahamowania destrukcyjnej dzia³al-

no�ci �znanego� patogena. Cz³owiek, ingeruj¹c w ¿ycie
tego owada w celu uzyskania najwiêkszych korzy�ci,
obok zamierzonych efektów wzrostu produkcji, przyczy-
ni³ siê jednocze�nie do transmisji �nowych� patogenów.
Kontakt z patogenem nieznanym rodzinie pszczelej, nie-
przystosowanej pierwotnie do jego zwalczania czêsto
przybiera w pasiekach rozmiary katastrofalne. Mo¿na
to obserwowaæ w przypadku Varroa destructor � rozto-
cza przeniesionego do gatunku Apis mellifera, a tak¿e
rozprzestrzenienia zaka¿eñ powodowanych przez bez-
wzglêdnego patogena P. larvae.

W naturalnych warunkach, w ewolucyjnym procesie
rozwoju pszczo³y wypracowa³y skuteczne mechanizmy
obrony behawioralnej. Jednym z nich, niew¹tpliwie naj-
bardziej skutecznym, jest niszczenie i usuwanie z rodzi-
ny zaka¿onych, chorych, niezdolnych do ¿ycia oraz obu-
mar³ych osobników. Wykorzystane s¹ bakteriobójcze
w³a�ciwo�ci pokarmu i antagonistycznej flory obecnej
w pokarmie, oporny na proces rozk³adu i o w³asno�ciach
mikrobobójczych materia³ u¿ywany do budowy gniazda
oraz ci¹g³a dba³o�æ o higienê. Ten typ odporno�ci beha-
wioralnej rodziny, powsta³y w ewolucyjnym rozwoju
gatunku, podlega tak¿e zmianom przystosowawczym,
rozwijanym w celu minimalizacji strat w przypadku za-
gro¿enia ze strony patogena (8, 18, 20).

Odpowied� pszczo³y miodnej na infekcjê
powodowan¹ przez Paenibacillus larvae

KRZYSZTOF BUCZEK

Katedra Epizootiologii i Klinika Chorób Zaka�nych Zwierz¹t Wydzia³u Medycyny Weterynaryjnej UP,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Buczek K.
Response of the honey bee to Paenibacillus larvae

Summary
The paper characterizes and discusses the immune response mechanisms of the honey bee, mainly bee

larvae, to infection caused by Paenibacillus larvae, the absolute pathogen of honey bee larvae. A statistically
significant increase in abaecin was found in the youngest larvae during 24 h after infection that is during the
germination of P. larvae endospores and the penetration of vegetative cells into the gut epithelium. Moreover,
P. larvae stimulate the production of defensin � an immune protein of bee larvae. The comparative analysis
of social insects and solitary model insects Drosophila melanogaster and the mosquito Anopheles gambiae
revealed a significant differentiation in the number of genes and their products that play a significant role in
insects� protection against microorganisms. The comparison of the number of genes responsible for three
stages of immune defense: recognition of foreignness, information transfer and effector activity showed
71 genes in the honey bee, but 209 and 196 genes in the Anopheles gambiae and Drosophila melanogaster,
respectively. These tremendous differences in the number of immune genes between the discussed representa-
tives of insects could be explained by the development of behavioral protective mechanisms in the honey bee,
and probably also by the limited number of honey bee pathogens.

Keywords: Peanibacillus larvae, protective response of the honey bee larvae, behavioral immunity



Medycyna Wet. 2009, 65 (2) 93

Niezale¿nie od zachowañ rodziny jako jednego z³o¿o-
nego organizmu o wypracowanych systemach obrony
zbiorowej, poszczególny osobnik dysponuje indywidu-
alnymi mechanizmami odporno�ci wrodzonej. Jest ona
zwi¹zana i warunkowana budow¹ anatomiczn¹, sekrecj¹
substancji dzia³aj¹cych przeciw drobnoustrojom. Jak
wynika z wielu badañ, pszczo³y, a tak¿e inne owady, wy-
pracowa³y równie¿ mechanizmy odporno�ci nabytej jako
indywidualnej obrony przed wnikaj¹cym do organizmu
obcym tworem (non-self) � zarazkiem (13, 15, 21, 25).

W odniesieniu do gatunku Apis badania dotycz¹ce
odporno�ci nabytej, indukowanej przez patogeny, nabie-
raj¹ coraz wiêkszej roli. Poznanie poziomu ekspresji
odpowiedzi immunologicznej ma znaczenie nie tyko
poznawcze, ale równie¿ praktyczne dla ukierunkowa-
nej pracy selekcyjnej, zmierzaj¹cej do uzyskania linii
pszczó³ odpornych na czynniki infekcyjne. W przedsiê-
wziêciu tym bardzo pomocny okazuje siê ilo�ciowy test
reakcji ³añcuchowej polimerazy � PCR, wykorzystany
do oceny odporno�ci owada poprzez okre�lenie zmian
ilo�ciowych w produkcji transkryptów � peptydów i bia-
³ek hamuj¹cych rozwój oraz powoduj¹cych niszczenie
patogena. W procesie tym nastêpuje tak¿e identyfikacja
nowych genów i ich produktów zwi¹zanych z kontrol¹
procesu chorobowego oraz rozwojem reakcji obronnej.
Nie bez znaczenia jest tak¿e mo¿liwo�æ szybkiego roz-
poznania czynnika infekcyjnego (11, 12).

W do�wiadczeniach modelowych dotycz¹cych wystê-
powania u owadów odporno�ci nabytej wykazano, ¿e
w wyniku stymulacji bakteri¹ E. coli organizm pszczo³y
produkuje peptydy o dzia³aniu przeciwbakteryjnym. Ich
budowa okre�lona na podstawie sekwencji aminokwa-
sów odpowiada peptydom rozpoznanym tak¿e u muszki
owocowej � Drosophila melanogaster i u innych owa-
dów, co mo¿e wskazywaæ na uniwersalno�æ produkowa-
nych substancji obronnych w stosunku do naturalnych
patogenów. Peptydy te w badaniach in vitro wykazuj¹
aktywno�æ mikrobobójcz¹ w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich i Gram-ujemnych niekiedy i grzybów (5-7).

Do�wiadczenia z u¿yciem P. larvae i czerwiu pszczo-
³y zaka¿anego drog¹ naturaln¹ (per os) wykonane przez
Evansa (12), pozwoli³y na bezpo�rednie poznanie odpo-
wiedzi immunologicznej larwy na infekcjê powodowa-
n¹ tym zarazkiem. W do�wiadczeniu za³o¿ono oznacze-
nie poziomu transkrypcji czterech sk³adników peptydów
� abycyny (abaecin) i defenzyny (defensin) oraz bia³ka
receptora peptydoglikanu (peptidoglican receptor protein
PGRP-LD) i masquerade rozpoznanych po raz pierwszy
u muszki owocowej (Drosophila melanogaster) (10, 12,
24).

Badania wykaza³y istotny wzrost poziomu abycyny
u najm³odszych larw w czasie 24 godz. po zaka¿eniu, to
jest w okresie kie³kowania w jelicie endospor i wnikania
zarazka do komórek nab³onka jelita. Poziom abycyny nie
ulega³ zmianom w przypadku zaka¿eñ larw starszych, co
zdaje siê wskazywaæ, ¿e najistotniejsz¹ rolê odgrywa
oddzia³ywanie patogena na komórkê, a jest ono coraz
bardziej redukowane wraz z wiekiem larwy.

Wykazano jednocze�nie du¿e ró¿nice w produkcji tego
peptydu u larw kontrolnych, wskazuje to na zró¿nicowa-
nie alleli w�ród cz³onków kolonii, co mo¿na wi¹zaæ z ge-

nomem matki i zap³odnieniem przez wielu trutni w okre-
sie godowym. Ma to znaczenie w zró¿nicowanej wra¿li-
wo�ci czerwiu na infekcje P. larvae wynikaj¹ce ze zró¿-
nicowanej zdolno�ci generowania bakteriobójczych pep-
tydów. Podobnie wykazano stymuluj¹cy efekt patogenu
na produkcjê defenzyny drugiego peptydu o dzia³aniu
przeciwbakteryjnym. Badania te potwierdzaj¹, ¿e naj-
wiêksza produkcja peptydu nastêpuje w okresie najwiêk-
szej wra¿liwo�ci larw na zaka¿enie. Nie stwierdzono jed-
nak indukcji bia³ka receptorowego PGRP-LD, konstytu-
cyjnego bia³ka drozofili oraz bia³ka masquerade, co mo¿e
wskazywaæ u pszczo³y na utratê genów produkuj¹cych
te bia³ka lub wybór innej drogi odpowiedzi immunolo-
gicznej (12, 17, 22).

Oceniaj¹c wra¿liwo�æ linii genetycznych pszczo³y
w stosunku do infekcji wywo³anych przez P. larvae, prze-
analizowano mo¿liwo�æ wyst¹pienia wielu mechanizmów
obronnych, zwi¹zanych g³ównie z odporno�ci¹ behawio-
raln¹ dojrza³ego owada (20). W odniesieniu do mecha-
nizmów odporno�ci osobniczej badania homogenizatów
z larw wykaza³y, ¿e ju¿ w organizmie dwudniowej lar-
wy, a wiêc w okresie najwiêkszej wra¿liwo�ci na zaka-
¿enie, znajduj¹ siê substancje hamuj¹ce in vitro wzrost
patogenu. Na maksymalnym poziomie substancje te utrzy-
muj¹ siê do czwartego dnia, a u sze�ciodniowych zaskle-
pionych larw brak jest praktycznie efektu hamuj¹cego.
Wskazuje to, ¿e ju¿ w najwcze�niejszym okresie rozwo-
ju larwa (niezale¿nie od inhibitorów znajduj¹cych siê
w pokarmie) dysponuje w³asnym, czêsto skutecznym me-
chanizmem obrony humoralnej (23).

Podobne badania wykaza³y, ¿e komórki jelita �rodko-
wego dojrza³ego owada produkuj¹ substancje hamuj¹ce
bardzo aktywnie in vitro wzrost oraz sporulacjê zarazka.
Substancje te (lub substancja) niewra¿liwe na tempera-
turê nie s¹ indukowane w wyniku zaka¿enia P. larvae,
gdy¿ wystêpuj¹ w jelicie pszczó³ nie maj¹cych kontaktu
z tym patogenem i s¹ obecne nawet u pszczó³ g³odzo-
nych. Ich struktura chemiczna nie zosta³a jednak dotych-
czas okre�lona (9).

Niezale¿nie od substancji o w³asno�ciach bakteriobój-
czych, produkowanych przez komórki przewodu pokar-
mowego o dzia³aniu miejscowym, w ekstraktach z g³o-
wy i tu³owia doros³ych owadów oraz w pokarmie produ-
kowanym dla larw matek (royal jelly), metod¹ analizy
w ¿elu poliakrylamidowym, zidentyfikowano substancje
hamuj¹ce wzrost P. larvae, a tak¿e innych Gram-dodat-
nich laseczek. Badania wykaza³y, ¿e s¹ to dwa peptydy
z których ten o wiêkszej masie cz¹steczkowej identyfi-
kowany jako rojalizyna (royalisin) wykazuje silne w³a�-
ciwo�ci hamuj¹ce wzrost bakterii Gram-dodatnich. Pep-
tyd o mniejszej masie cz¹steczkowej, o s³abszych w³as-
no�ciach przeciwbakteryjnych by³ dotychczas nieidenty-
fikowany. Badania rojalizyny in vitro wykaza³y, ¿e pep-
tyd ten w ci¹gu 5 minut niszczy ca³kowicie wegetatywn¹
postaæ P. larvae, co w warunkach in vivo w stosunku do
tego patogena i innych Gram-dodatnich bakterii mo¿e
przebiegaæ natychmiastowo. Oceniaj¹c aktywno�æ sub-
stancji zawartych w pokarmie dla matek oraz w pokar-
mie dla pokolenia robotnic, w stosunku do P. larvae wy-
kazano, ¿e jest ona silniej wyra¿ona w pokarmie dla czer-
wiu matki, nie zidentyfikowano wprawdzie substancji
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czynnej, ale, jak sugeruj¹ autorzy, jest to tak¿e bakterio-
bójcza rojalizyna. Wykryto, ¿e ilo�æ produkowanych pep-
tydów antybakteryjnych wydaje siê wynikaæ ze zró¿ni-
cowania genetycznego pszczó³, a tak¿e okaza³a siê ona
zawsze wy¿sza w rodzinach zaka¿onych P. larvae (1, 4,
9, 14, 25).

Rojalizyna, antybakteryjny peptyd nale¿¹cy do grupy
defenzyn, podobnie jak inne peptydy o w³a�ciwo�ciach
antybiotycznych produkowane przez dobrze rozwiniêty
uk³ad obronny pszczo³y, apidycyny (apideacins), abycy-
ny (abaecin), hymenoptaecin wystêpuj¹ce w hemolim-
fie, wykazuj¹ ró¿n¹ aktywno�æ w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Jednak poza pepty-
dami zawartymi w pokarmie produkowanym dla matek,
w którym zidentyfikowano peptyd rojalizynê i okre�lo-
no jej dzia³anie na P. larvae, poznanie aktywno�ci in-
nych polipeptydów odporno�ciowych w stosunku do tego
patogena wymaga dalszych badañ (1, 2, 4).

Identyfikacja genów proteazy serynowej i ich homo-
logów w organizmie pszczo³y, koduj¹cych, miêdzy in-
nymi, bia³ka wydzielnicze pozwoli³a na okre�lenie, ¿e
w wyniku stymulacji larwy przez P. larvae, w 48 godzin
po zaka¿eniu nastêpuje istotny wzrost poziomu transkryp-
tu SP41 i SP6 oraz spadek SP1, SP3, SP19 i serpiny-5.
Zaka¿anie larw E. coli lub iniekcja p³ynu fizjologiczne-
go nie powodowa³a widocznej reakcji ze strony larwy.
Wynik ten jest o tyle interesuj¹cy, ¿e wskazuje kierunek
do badañ roli tych bia³ek w rozwoju embrionalnym lar-
wy i odpowiedzi immunologicznej Apis mellifera (26).

Analiza porównawcza mechanizmów obronnych Apis
mellifera jako przedstawiciela owadów spo³ecznych oraz
modelowych owadów ¿yj¹cych samodzielnie � muszki
owocowej Drosophila melanogaster i komara Anophe-
les gambiae � wykaza³y istotne zró¿nicowane w ilo�ci
genów i produktów odgrywaj¹cych znacz¹c¹ rolê w obro-
nie organizmu. W zestawieniu ilo�ciowym liczba genów
odpowiedzialnych za wszystkie 3 etapy procesu obron-
nego rozpoznania, przekazania informacji i dzia³ania efek-
torowego u Apis mellifera wynosi 71, podczas gdy u Ano-
pheles gambiae i Drosophila melanogaster, odpowied-
nio, 209 i 196 genów, koduj¹cych odpowiednie substra-
ty. Odnosz¹c swoje spostrze¿enia do Apis mellifera, tak
olbrzymi stan zró¿nicowania w liczbie genów odporno-
�ciowych autorzy usi³uj¹ t³umaczyæ rozwojem behawio-
ralnych mechanizmów obrony u tego gatunku, a tak¿e,
jak siê wydaje, ograniczon¹ liczb¹ patogenów. Potwier-
dzenie tych przypuszczeñ mog¹ przynie�æ badania innych
grup owadów spo³ecznych, jak: osy, mrówki i termity
¿yj¹cych w naturalnych �rodowiskach (13).

Prowadzone w ostatnim dziesiêcioleciu badania me-
chanizmów obronnych stawonogów ¿yj¹cych zarówno
samotnie, jak i w zorganizowanych rodzinach przynosz¹
nowe dane dotycz¹ce ich funkcji na poziomie reakcji
molekularnych. Poznanie genomu poprzez okre�lenie
sekwencji DNA owadów coraz bardziej przybli¿a zro-
zumienie istoty reakcji oraz drogi ewolucyjnej przebytej
przez poszczególne gatunki. W odniesieniu do rodzaju
Apis badania te maj¹ nie tylko znaczenie poznawcze, ale
tak¿e mog¹ byæ wykorzystane do pracy selekcyjnej zmie-
rzaj¹cej do uzyskania odmian pszczó³ najbardziej korzyst-
nych z punktu widzenia gospodarczego.

Pi�miennictwo
1.Bachanová K., Klaudiny J., Kopernicky J., �imúth J.: Identification of honey-

bee peptide active against Paenibacillus larvae larvae through bacterial growth-
-inhibition assay on polyacrylamide gel. Apidologie 2002, 33, 259-269.

2.Biliková K., Gusui W., �imúth J.: Isolation of a peptide fraction honeybee royal
jelly as potential antifoulbrood factor. Apidologie 2001, 32, 275-283.

3.Buczek K.: Charakterystyka biochemiczna, patogenno�æ i genotypowanie
Paenibacillus larvae, patogen pszczo³y miodnej Apis mellifera. Medycyna Wet.
(w druku).

4.Bulet P., Hetru C., Dimarcq J. L., Hoffman D.: Antimicrobial peptides in
insects; structure and function. Dev. Comp. Immunol. 1999, 23, 256-259.

5.Casteels P., Ampe C., Jacobs F., Vaeck M., Tempst P.: Apidaecins antibacterial
peptides from honeybees. EMBO Eur. Mol. Biol. Org. J. 1989, 8, 2387-2392.

6.Casteels P., Temps P.: Apidaecin-type peptide antibiotics function through
a non-poreformnig mechanism involving stereospecificity. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 1994, 199, 330-345.

7.Casteels-Josson K., Zhang W., Capaci T., Casteels P., Tempst P.: Acute trans-
criptional response of the honeybee peptide-antibiotics gene repertoire and
required post-transcriptional conversion of the precursor structures. J. Biol.
Chem. 1994, 269, 28569-28575.

8.Christe P., Oppliger A., Bancalà F., Castella G., Chapuisat M.: Evidence for
collective medication in ants. Ecol. Lett. 2003, 6, 19-22.

9.Crailsheim K., Reissberger-Gallé U.: Honeybee age-dependent resistance
against American foulbrood. Apidologie 2001, 32, 91-103.

10.De Gregorio E., Spellman P. T., Robin G. M., Lemaitre B.: Genome-wide
analysis of the Drosophila immune response by Rusing oligonucleotide micro-
arrays. Proc. Natl Acad. Sci. USA 2001, 28, 12590-12595.

11.Evans J. D.: Beepath: An ordered quanitative-PCR array for exploring honey
bee immunity and disease. J. Invertebr. Path. 2006, 93, 135-139.

12.Evans J. D.: Transcriptional immune responses by honey bee larvae during
invasion by the bacterial pathogen, Paenibacillus larvae. J. Invertebr. Pathol.
2004, 85, 105-111.

13.Evans J. D., Aronstein K., Chen V. P., Hetru C., Limier J., Jiang H., Kanost M.,
Thompson G. J., Zou Z., Hultmark D.: Immune pathways and defence mecha-
nisms in honey bees Apis mellifera. Insect Molecular Biol. 2006, 15, 645-656.

14.Hornitzky M. A. Z.: The pathogenicity of Paenibacillus larvae subsp. larvae
spores and vegetative cells to honey bee (Apis mellifera) colonies and their
susceptibility to royal jelly. J. Apic. Res. 1998, 37, 268-271.

15.Lowenberger C. A., Kamal S., Chile J., Paskewitz S., Bulet P., Hoffmann J. A.,
Christensen B. P.: Mosquito-Plasmodiom interactions in response to immune
activation of the vector. Exp. Parasitol. 1999, 91, 59-69.

16.Morse R. A., Flottum K.: Honey Bee Pest, Predators, and Diseases. Root A. I.,
Medina, Ohio 1997, 718.

17.Palmer K. A., Oldroyd B. P.: Evidence for intra-colonial genetic variance
in resistance to American foulbrood of honey bees (Apis mellifera): further
support for parasite/pathogen hypothesis for the evolution of polyandry. Natur-
wissenschaften 2003, 90, 265-268.

18.Schmid-Hampel P.: Parasites in Social Insects. Princeton University Press,
Princeton NJ 1998.

19.Shimanuki H.: Bacteria, [w:] Morse R. A., Flottum K.: Honey Bee Pests
Predators, and Diseases. Root A. I. Medina, Ohio 1997, 33-54.

20.Spivak M., Gilliam M.: Hygienic behaviour of honeybees and its application
for control of brood diseases and varroa. Part I. Hygienic behaviour and resi-
stance to American foulbrood. Bee World 1998, 79, 124-134.

21.Spivak M., Reuter G. S.: Resistance to American foulbrood disease by honey
bee colonies Apis mellifera bred for hygienic behavior. Apidologie 2001, 32,
555-565.

22.Tarpy D. R.: Genetic diversity within honey bee colonies prevents severe
infections and promotes colony growth. Proc. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 2003,
270, 99-103.

23.Wedenig M., Riessberger-Galley U., Crailsheim K.: A substance in honey bee
larvae inhibits the growth of Paenibacillus larvae larvae. Apidologie 2003, 34,
43-51.

24.Werner T., Liu G., Kang D., Ekengren S., Steiner H., Hultmark D.: A family of
peptidoglycan recognition proteins in the fruit fly Drosophila melanogaster.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 2000, 97, 13772-13777.

25.Yatsunami K., Echigo T.: Antibacterial action of royal jelly. Bull. Fac. Agric.
Tamagawa Univ. 1985, 25, 13-22.

26.Zou Z., Lopez D. L., Kanost R., Evans J. D., Jiang H.: Comparative analysis of
serine protease-related genes in embryonic development and innate immunity.
Insect Molecular Biol. 2006, 15, 603-614.

Adres autora: dr Krzysztof Buczek, ul. Romanowskiego 1, 20-707 Lublin;
e-mail: krzysztof.buczek@up.lublin.pl


