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Aktywnosé¢ hemocytéw pszczét robotnic w przebiegu naturalnego

zorazenia Varroa jacobsoni Cud.

Instytut Chor6éb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Zaburzenia mechanizméw odpornosci obser-
wowane u czerwia i pszczdl w przebiegu in-
wazji Varroa jacobsoni, a zwlaszeza obnizenie
aktywnosei lizozymu hemolimfy u porazonych
owadéw (9) przynajmniej czesciowo wyjasniajg
wystepowanie u zarazonych pszczol zakazen
bakteryinyeh (11, 24) oraz indukcje i rozwdj
latentnych zakazen wywolanych przez wirus
ostrego paralizu pszezol (1, 2, 3). Inwazja V.
jacobsoni oprocz wplywu na humoralne ramie
odpornoscei oddzialywuje na mechanizmy odpor-
nosci komorkowej, powodujgc obnizenie og6l-
nej liczby elementéw komorkowych w hemo-
limfie (10, 26) oraz zmiany ich skladu odsetko-
wego (10), Jednakze u zarazonych pszczél ro-
botnie przesunieciom w obrazie odsetkowym
hemocytow hemolimfy nie towarzysza zmiany
w S$redniej liczhie eozynofiléw, neutrofilow i
leukocytéow normalnych, elementow komorko-
wych, ktorym przypisuje si¢ decydujaca role w
procesach obrony komorkowej prganizmu owa-
déw (23, 28). Stad tez badania nad sprawnoscia
yeh komorek u pszezol zarazonych powinny
dostarczyé nowych danych o wplywie inwaziji
V. jacobsoni na odpornost komoérkows oraz wy-
kazaé wystepowanie ewentualnych zaleznosci
miedzy nasileniem i czasem trwania inwazji a
stopniem zaburzen aktywnosci komoérek zaan-
gazowanych w procesach odpornosciowych u
pszczol.

U owaddw odpornos¢ uwarunkowana przez
komoérki krazgce w hemolimfie, a takze przez
komorki osiadle, stanowi pierwszg 1 gléwna
linie obrony przed zarazeniem (7, 8). Jest ona
realizowana przez fagocytoze, pinocytoze, in-
kapsulacje, aglomeracje i tworzenie guzkow. W
procesach obronnych decydujaca role odgrywa
fagocytoza (23). Reakecjom komérkowym u wie-
lu gatunkéw owadow towarzysza zmiany za-
réwno w ilosel krazacych hemocytow (4, 22, 23)
oraz w proporciach wzglednych miedzy hemo-
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cytami (22, 29). Mechanizmy i znaczenie tych
zmian w odpornosci przeciwzakaznej mie sa w
pelni wyjasnione. Efektywnos¢ fagocytozy u
réznych gatunkow owadow zalezy od typu ko-
morek zaangazowanych w tym procesie, cha-
rakteru fagocytowanych substancji, rozmiaru
czgsteczek, stadium rozwojowego i wieku owa-
dow, temperatury i wilgotnos$ci wzglednej $ro-
dowiska (17). Mozna przypuszczaé, ze U owa-
déw, podobnie jak i u kregowcow, poziom od-
porno$ci humoralnej wplywa na efektywnose
fagocytozy (18). .

Wprowadzenie w 1968 r. testu redukcji ble-
kitu nitrotetrazoliowego (NBT) do badan czyn-
no$ci komorek fagocytujacych, gtdwnie granu-
locytow cbojetnochlonnych ssakéow (13, 19, 21)
umozliwia dokonanie obiektywnej oceny zdol-
nosci bakteriobojezej tych komoérek w oparciu
o zdolno$é redukowania blekitu nitrotetrazolio-
wego do nierozpuszczalnego formazanu. Przyij-
muje sie, ze komérki metabolicznie czynne (ko-
morki formazanododatnie) sg aktywne w pro-
cesie fagocvtozy.

Celem badan jest okreslenie u pszczol robot-
nic zarazonych V. jacobsoni na drodze natural-
nej odsetka hemocytéw zdolnych do fagocyto-
zy w oparciu o okreslenie czynnosci metabolicz-
nej hemocytéw hemolimfy przy uzyciu testu
NBT oraz konfrontacja uzyskanych wynikéow
z 0g6lng liczba hemocytow i ich skiadem jakos-
ciowym. :

Materiat i metody

Do badan uzyto pszezil robotnic, Apis mellifera L.
(25 sztulk) w wieku 20—21 dni zarazonych na drodze
naturalnej V. jacobsoni oraz pszczol w tym samym
wieku (25 sztuk) pochodzacych z rodziny wolnej od
choroh zakaznych i zarailiwych (grupa kontroln_a).

Test redukeji blekitu nitrotetrazoliowego (NBT)
wykonano metoda Parka i wsp. (20) dodajac do 2,0 pl
hemolimty pobranej z zatoki grzbietowej qdwlol::a fea-
kg samg chjgfos¢ mieszaniny inkubacyinej (0,2% roz-
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Tab. 1. Elementy komorkowe hemolifmy oraz wartogé testu NBT i indeksu NBT u pszczot robotnic zara-
zonych V. jacobsoni

QOgblna liczba Skiad odsetkowy

Grupa hemocytow — 7 Indeks NBT
nle" = {mm?) Eozynofile lLeutkocytyn Neutrofile ‘Hyalin\c\'cyty Test NBT
Pszczoly l

zarazone 2615,51+112,3a 31,210,4 17,8144 17,411,0 31,7£4,1 6,011+1,092 0,06110,011a
Pszczoly

zdrowe ‘ 2974,9+133,5P 28,116,5 15,4+5,4 9,91+2.8 45,4431 6,710,422 0,06810,0042

Objasnienie: a, b — wartosci oznaczone réznymi literamil réznig sie istotnie przy <0,01.

twor NBT w 0,85% NaCl; 0,15 M bufor fosforanowy
o pH 7.4; 1:1, v/v) i inkubowano w plastykowych sili-
konowanyceh mikroprobowkach w 37°C przez 15 minut
delikatnie obracajac probowki co pewien czas. Na-
stepnie sporzadzano rozmaz na szkielku podstawo-
wym, barwiono po wysuszeniu metoda May-Grun-
walda-Giemzy i okreslano w preparacie ogladanym
pod mikroskopem z imersja odsetek komorek forma-
zanododatnich, W celu zobiektywizowania wynikow
okreslono indeks NBT, ktory wyraza stosunek sred-
niej ilosci komorek formazanododatnich przypadaja-
eych na 100 hemocytow do srednie] ilosci eo-zy-nofilowz
leukoeytow normalnych i neutrofilow przypadajgce]
na 100 elementéw upoestaciowionyth hemolimiy,

Ogodlng liczbe hemocytow okreslono w hemolimfie
pobranej z zatoki grzhietowej odwioka metoda he-
macytemetryczng, Hemolimfe rozeiehczano plynem
Tiirka w stosunku 1:10. W tab. 1. podano wartosci
érednie | odchylenie standardowe dla phydwu ba-
danvch grup owadow.

Obraz jakosciowy hemocytow 0ZHNaczono w prepara-
tacn mazanych hemolimfy utrwalonych po WYsUsze-
niy przez 2 minuty alkoholem etylowym absolutnym
i wybarwionych metoda Glemzy (27). Czas harwienia
wynosil 30 minut. Poszezegolne typy hemocytow iden-
tylikowano wg Gilliam i Shimanuki (6. W tabeli po-
dano wartosei Srednie i sdchylenia standardowe dla
poszezegolnych typow krwinek.

Wyniki badan poddano analizie statyst}tczr}ej w tes-
¢ie t-Studenta przy zatozonej istotnogel roznic a<l0,01.
Wyniki i omobéwienie

Badania przeprowadzone na pszezolach 10-
hotnicach pochodzacych z rodziny zarazonej na
drodze naturalnej warroza. na ktoryeh stwier-
dzano w momencie pobierania hetjl-oh-mw clq
badan co najmniej jedng samice V. jacobsoni
wykazaly, ze inwazja roztocza wplywa zarow-
no na ogolna liczbe hemoeytow hemolimty, jak
i na obraz jakosciowy hemocytow (tab. 1). Za-
razenie powoduje istotny spadek liezhy hemo-
eytow 1 wezrost odsetkowego skladu eozynofi-
low, leukoeytiow normalnyeh i neutrofilow przy
réwnoczesnym obnizeniu liczby hyalinoeytow
hemolim{y. W analizie skladu jakosciowego he-
mocytow nie uwzgledniono hazofildw 1 pykno-
leukocytéw, poniewaz te elementy upostacio-

! ; et ;
wione hemolimfy wystepuja u mniej Niz 3%
rohotnice i stanowia niewielki odsetek hemocy-
téw krwi (ponizej 2%).

Przy silhie zaznaczonych zmianach w ogdlnej
liczbie krwinek oraz przy przesunigciu obrazu
jakosciowego hemocytow, aktywnose metabo-
liczna krwinek zaréwne u pszczol zdrowych,
jak i u pszezol robotnic porazonych przez V.
jacobsoni jest bardzo zblizoma. Odsetek hemo-

cytéow redukujgcych blekit nitrotetrazoliowy do
formazanu waha sie w granicach 6—7% (tab. 1).

W celu zobiektywizowania danych dotyczg-
cych aktywnosci fagoeytarnej hemocytow i po-
wigzania jej ze zmianami w skladzie elemen-
téw komoérkowych hemolify zaangazowanych w
procesach odpornosci komorkowej obliczono in-
deks NBT. Wartos¢ tego indeksu w obydwu
badanych grupach robotnic (pszczoly robotnice
zarazone V. jacobsoni i pszezoly zdrowe) jest
bardzo podobna (tab. 1).

Jakkolwiek rola poszczegélnych typow he-
moeytow | wzajemne ich wspotdzialanie w ob-
ronie organizmu owadow poddanych dzialaniu
stresu. a zwlaszeza zakazen bakteryinych i wi-
].ru‘s:o.wy‘ch, zostala przynajmniej w czesci wy-
jasniona (15), nadal brak wyczerpujacych in-
formaciji o wplywie pasozytow zewnetrznych
owadow na ksztaltowanie sie mechanizméw od-
pornosci komorkowej. Bardzo czesto istniejgce
dane ze wzgledu na stosowanie przez roznych
autor6ow odmiennych kryteriow klasyfikacii he-
moeytow i réznych metod oceny ich aktywnos-
ci nie sa porownywalne, Duze utrudnienie spra~-
wia tez fakt, ze rézne typy komérek moga spel-
nia¢ w organizmie te same funkeje oraz, Ze
jeden typ hemocytéw moze spelniac kilka funk-
cii w zaleznosei od stadium rozwojowego i sta-
nu czynnosciowego organizmu owada (3, 15, 23,
29). W przypadku pasozytow zewnetrznych na-
lezy uwzglednié tez odezyn komirkowy zwia-
zany z hamowaniem ubytkow hemolimfy w
procesie krzepniecia i reparacji uszkodzen spo-
wodowanych przez pasozyty uszkadzajace cigg-
los¢é powlok zewnetrznych owada (18).

Pod wplywem normalnego stresu hormonal-
nego indukujacego rozwoj, w nastepstwie
uszkodzefi mechanicznych, dzialania czynnikow
chemicznych i zakazen ma miejsce aktywacja
hemocytow, ktéra polega na ilodciowych zmia-
nach w ogolnej liczbie hemocytow hemolimfy
(4, 22, 29) i ich skladzie jakosciowym (16, 22,
29). Z reguly w poczatkowym ockresie dziatania
induktora wzrasta ogolna liczba hemocytow (14)
i zwieksza sie w hemolimiie odsetek leukocy-
téw normalnych (plazmatocytow), ltomérek ce-
chujacyeh sie najwyzszg aktywnoscig fagocy-
tarna. W dalszych etapach, zwlaszcza W Ppre-
biegu zakazen bakteryjnyeh i wirusowych, licz-
ba hemocytow obniza sie. W zakazeniach wiru-
sowych 1 riketsjowych, ten spadek jest czesto
nastepstwem bezposredniego dzialania uszka-
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dzajacego patogena na komorki zaangazowane
w procesie fagocytozy.

U pszezdl robotnic porazonych V. jacobsoni
w przeciwienstwie do owaddéw,. u ktéryeh roz-
wiajajg sie zakazenia bakteryine, wystepuie
spadek ogoélnej liczby hemocytéow (6, 12, 26)
przy wyraznym braku zmian w $redniej liczbie
komorek o potencjalnych zdolnosciach obron-
nych (10). Wzrost liczby tych komorek u larw
Manduca sexta zakazonych do hemocelu zawie-
sing komorek Escherichia coli w pierwszych go-
dzinach po zakazeniu obejmuje gltéwnie granu-
locyty i sferulocyty. Wyjasnia on obserwowang
maty podatnosé ggsienic tego owada na zaka-
zenia bakteryjne.

Brak zmian w Sredniej ilo$ci komorek hemo-
limfy, ktére posiadajg potencjalne zdolnosei fa-
gocytarne, a takze zaobserwowany w przepro-
wadzonych badaniach brak réznic w ilosci ko-
mérek formazanododatnich, a wiec komorek
metabolicznie czynnych aktywnych w proce-
sach fagocytozy u pszczol zarazonych V. jacob-
soni na drodze naturalnej i u pszczédt zdrowych
wskazuje na brak dilugotrwaleso wplywu in-
wazji, zwlaszeza o niewielkim natezeniu, na ra-
mie komoérkowe odpornosci pszez6t. Mozna
przypuszczac, ze po uszkodzeniu blon mie-
dzysegmentalnych przez Zerujgce samice roz-
foeza wystepuje przejsciowy spadek elemen-
tow komorkowych w hemolimfie zaangazowa-
nych w procesach obrony, w tym tez w fago-
cytezie, a takze elementow komorkowych ak-
tywnych w procesie krzepniecia, po ktéorym na-
stepuje kompensacja zwigzana z odczynem
obronnym owada na pasozytowanie. Wydaje
sie, ze w tym poczatkowym okresie w ktorym
oprocz odpornosci komorkowej ulega wyrazne-
mu i trwalemu obnizeniu poziom lizozymu (10)
istniejg sprzyjajace warunki do indukecji zaka-
zenn wirusowych 1 rozwoju zakazen bakteryj-
nych, uwazanych przez niektérych autoréw za
zejScie warrozy 1 gléwng przyczyne padania
czerwia i pszezoét (1, 2, 3, 14). Badania przepro-
wadzcne w pierwszych godzinach po zarazeniu
robotnic roztoczami, zwlaszeza wickszg ich iloé-
cia, oraz poréwnanie uzyskanych wynikéw do-
tyczacych aktywnesei hemocytéw z ich aktyw-
noscig u pszczol, u ktérych ciaglose powlok
ulega mechanicznemu uszkodzeniu powinno daé
cdpowiedz co do przyczyn wystepujacych' za-
burzen w ukladzie komérek hemolimfy oraz
dostarczy¢ danych o mechanizmach kompensa-
cji. By¢ moze ten sam czynnik, ktéremu przy-
pisuje sie role w selektywnym uszkadzaniu
niskoczasteczkowych hiatek hemolimfy (10) i
cbnizaniu poziomu lizozymu w hemolimfie
wptywa tez modyfikujgco na elementy komér-
kowe hemolimfy. Istnieje sugestia, ze V. jacob-
soni wydziela w trakcie zerowania blizej nie-
okreslong substancje, lub ze proteazy obecne w
slinie pasozyta poprzez porazenie ramienia hu-
moralnego odpornosci utatwiaja rozwoj zaka-
zen bakteryjnych i wirusowych zainicjowanych
bezposrednio lub posrednio przez pasozytuiace
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roztocze, Wystepowanie u pasozyta tzw. syste-
mu przelamania obrony gospodarza potwierdza-
ja badania Tewarsona (25) nad enzymami pro-
teolitycznymi V. jacobsoni i ich interakcja z
bialkami hemolimfy pszczoly miodnej, Dalsze
badania nad fagocytozg hemocytow w pierw-
szych godzinach po zarazeniu V. jacobsoni, a
takze nad wplywem ekstraktow narzadow ge-
bowyeh roztoczs na pszezoly przeprowadzane
w kontrolowanyeh warunkach powinny przy-
czyni¢ sie do wyjasnienia sposohow oddzialy-
wa—.lmja pasozyta na gospodarza oraz mechaniz-
mow komérkowych uaktywnianych w proecssie
zarazenia, regulujacych homeostaze, zwlaszeza
W zal;resie obrony komérkowej w zarazonym
organizmie pszczoly. ”

Wnioski

P I : 1 . .
1. Zakazenie naturalne V., jacobsoni powodu-
je obnizenie ogélnej liczhy hemocytéw w he-
molimfie pszczél robotnic, nie wplywajace na

aktywnosé fagocytarna elementow komarko-
wych hemolimfy.
2. Brak zmian w aktvwnosci fagocytarnej

hemocytow mierzonej testem NBT u psizezol
zarazonych V. jacobsoni w odniesieniu do
pszezdl zdrowyeh moze wskazywaé badz na
brak oddzialywania pasozyta na komérkowe ra-
mig edpornosci, badz na wystepowanie mecha-
nizmow kompensacy jnych przywracajgeyeh ho-
meostaze komérek hemolimfy aktywnyeh w
precegie obreny owada przed zskazeniem.,
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Tanapegmin 3., KaumonT C. — AXTHBHOCTS IeMONATORB
pafoumx m4es B Xoje HATypadpHOi uHderunu Varroa
jacobsoni Oud.

Harypanbuasa undexnmusa pabounx mues, Apis melli-
fera L., Varrca jacobsoni Oud. BbI3BIBAET CYUIECTBEH-
HOEe MOoHIIKeHue CpPeAHero 4Yucjia TeMOLMTOB TeMOJUM-
@bl ¥ M3MeHelMs MNPOIEHTHOr0 COCTaBa I'eMONMTOB, HE
BIMSA Ha AKTUBHOCTE IEMOIMTOB, ONPEeAeIAeMyI KpPU-
TepMeM DEIYKLMN HMTPOTETPAa’0JeBOM CHIiN (KpuTEpUi
NBT) u na Bemmumuy wuHpekca NBT. Oreyrternue
u3MeHeHuit (PAroUTAPHON aKTUBHOCTY MOZKET OLITE
ah@eKTCM OTCYTCTEME BIMAHMA [IapasuTa Ha KJETOH-
Hoe [nedYo mMMMylinrteTra Jamubo MOXKeT CBUASTENIECTBO-
BATL O NPUBEAEHUM B JBUKEHME KOMIICHCHDYIOIIUX
MeXaHU3MOB, BCCCTAHABIMBAKLMX TOMECcCTas B Iipe-
Jerax CuCTeMbl KJETOK, aKTUMBHBLIX B [Ipoleccax 3a-
IIMTBI HacekomMoro. MozkHe IIpeanosiaraTe, 4To aro-

UMTO3 BMECTE € SH3MMATUUECKON CUCTeMOV, TOPMO3i-
el aKTUBHOCTb IIPOTea3 Iapas3ura, COCTABJAET IJlaB-
HBIA MedaHu3M MMMYHMTeTa, IPUBOAMMEINA B [BUIKEHNE
B MiIPUIMPOBAHHOM OPpraHm3me.

Glinski Z., Klimont S. — Activity of haemocytes in
the worker honey bees in the course of a natural
invasion of Varroa jacobsoni Oud.

Natural invasion cf Varroa jacobsoni Oud. in the
worker honey bees, Apis mellifera L., acouses a signi-
ficant decrease of a total haemocyte count and the
differential haemocyte count but it does not affect
phagocytic activity of haemocytes in the NBT test
and the NBT index. Lack of changes in phagocytic
activity of haemocytes may be a result of unaffected
cellular protective mechanisms of bees by the para-
sitic mites or it may point to induction of some com-
pensative mechanisms restauring homecstasis in the
cellular branch of immunity. It can be assumed that
phagocytosis together with enzymes destroying pro-
teases of the mite form a fundamental mechanism of
protection cperating in the infested bee host.
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Proby biologiczne, przeprowadzane na zwie-
rzetach laboratoryjnych i doswiadezalnych,
znajduja szerokie zastosowanie w mikologii, w
tym réwniez w badaniach dotyczacych derma-
tofitow.

Fksperymentalng inokulacje wykonuje sie w
celu okreslenia patogennosei i wirulentnosci
szezepow (23), ustalenia stopnia niewrazliwosci
zwierzat po naturalnym badz sztucznym zaka-
zeniu (33), po profilaktycznym stosowaniu pre-
paratéw przeciwgrzybowych (21), a takze dla
wykazania efektywnosci lekow antygrzyvbowych
na modelu doswiadezalnie zakazonych zwierzat
(25). Stosunkowo czesto wykorzystuje sig ba-
danie biologiczne przy ocenie wartosci ochron-
nej szezepionek (2, 11, 24, 35). Niewrazliwosc
immunizowanych zwierzat w stosunku do usta-
lonej dawki zjadliwego zarazka $wiadczy o
stopniu nabytej odpornosci.

Okresélenie zarowno dawki infekeyjnej, uzy-
wanej do proby ,challenge”, jak i metody
eksperymentalnego zakazania zwierzat nie spra-
wia na 0g6l powazniejszych trudnosci, jezell
inokulum zawiera bakterie, wirusy, ewentual-
nie grzyby wywolujace endemykozy. Znacznie
trudniej wystandaryzowaé warunki zakazania
zwierzat dermatofitami, NajczeSciej zawiesing
badanego grzyba weiera sie w wygolong i ska-
ryfikowana skore (1, 5, 9, 21, 33). Mozna row-

*) Badania finansowane w ramach programu RR-1I-24.

niez inokulowa¢ zarazek ma skore nieskaryfi-
kowang (13, 17, 22) lub tez — w celu lepszego
przylegania grzyba i zabezpieczenia-odpowied-
niej wilgotnecsci skéry — stosowac specjalng
tasme okrywajaca (6, 16), wzglednie zawlesing
zarazka zmieszang z micdem (28). W ten spo-
s6b uzyskUje sie na podstawie efektu patogen-
nego informacje ogdlne natury jakosciowej, do-

tyczace chorobotwoérezo$ei badanego szczepu
lub stanu niewrazliwosci zwierzecia.
Porownanie wirulentnosci kilku szczepow,

podobnie jak okreélenie metodg biologiczng
immunogennosci poszezegdlnych biopreparatow,
wymaga stosowania wystandaryzowanych da-
wek zakazajacych. Takg prébe standaryzacji
inokulum grzyba stanowi metoda komor poli-
etylenowych Weigla (32), w ktérych jednak wa-
runki rozwoju grzyba roéznig sie w znacznym
stopniu od istniejacych przy naturalnym proce-
sia infekeji, Standaryzacja winna uwszglednic
nie tvlko liczbe Zywych elementow grzybowych
worowadzanych na powierzchnie skory, ale
rowniez forme morfologiczng zarazka, rzutuja-
ca niekiedy w znacznym stopniu na zjadliwosc
szezepu (7, 30).

Celem badan bylo okreslenie patogennosci
szczepow odpowiedzialnych najczesciej za grzy-
bice skérne zwierzat i ustalenie minimalnych
dawek infekeyjnych dla ich formy zarodniko-
wej w zaleznosci od metody zakazamnia.
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