12

Alergia Astma Immunologia 2022, 27 (1): 12-22

Diagnostyka alergii na jad pszczoty miodnej

Diagnosis of allergy to honey bee venom
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Streszczenie

Pszczoly sa powszechnie hodowane przez ludzi w celu pozyskiwania
miodu, wosku oraz mleczka pszczelego. Owady te uczestnicza takze
w zapylaniu roslin dziko rosnacych oraz uprawnych. Koegzystencja ludzi
i pszczdt, wiaze sie z ryzykiem uzadlenia, co u oséb predysponowanych
moze prowadzi¢ do anafilaksji.

Zwykle w miejscu uzadlenia pojawia sie miejscowy rumien, ktéremu to-
warzyszy bdl oraz obrzek do 10 cm, utrzymuijacy sie do 24 godzin. Stano-
wi to fizjologiczna odpowiedz organizmu na jad.

Ciezkie reakcje ogdlnoustrojowe dotycza od 0,9% do 3,4% wszystkich
przypadkow uzadlen przez owady btonkoskrzydte u dorostych. Sa one
przyczyna 48,2% wszystkich Smierci wywotanych anafilaksja w tej grupie
wiekowej. U dzieci od 0,5% do 0,9% uzadlen konczy sie ciezkimi reak-
cjami ogolnoustrojowymi, ktére stanowia 20,2% wszystkich anafilaksji.

W jadzie pszczét zidentyfikowano ponad 103 substancje czynne, z czego
dwanascie zostato zaklasyfikowanych jako alergeny. Pie¢ sposréd nich
odpowiada za 95% wszystkich reakgji alergicznych. Do tej grupy naleza:
fosfolipaza A2 (Api m 1), hialuronidaza (Api m 2), kwasna fosfataza (Api
m 3), dipeptydylowa peptydaza IV (Api m 5) oraz ikarapina (Api m 10).

Obecnie dostepny jest szeroki panel metod diagnostycznych, ktoére
umozliwiaja diagnozowanie oraz leczenie pacjentéw z alergia na jad
pszczoty. Mozna réwniez przypuszczad, iz ciagte poszukiwanie coraz lep-
szych narzedzi diagnostycznych w przysztosci zaowocuje jeszcze lepszy-
mi testami.

Stowa kluczowe: pszczota miodna, jad, anafilaksja, diagnostyka
molekularna

Summary

Bees are commonly bred by humans to obtain honey, wax and royal
jelly. At the same time, it takes part in the pollination of wild and cul-
tivated plants. On the other hand, the coexistence of humans and
bees is associated with the risk of stings, and in people predisposed
to anaphylaxis.

Usually, local redness appears at the site of the sting’s injection, ac-
companied by pain, and swelling up to 10 cm, lasting up to 24 hours.
This is the body’s physiological response to the venom.

Severe systemic reactions account for 0.9% to 3.4% of all Hymenopte-
ra stings in adults. It is the most common cause of death from anaphy-
laxis in this age group, accounting for 48.2% of all cases. In child-
ren, from 0.5% to 0.9% of all stings end in a severe systemic reaction,
which accounts for 20.2% of all anaphylaxis episodes.

103 compounds were identified in bee venom, twelve of which were
classified as allergens. Five of them are responsible for 95% of allergic
reactions, they are: phospholipase A2 (Api m 1), hyaluronidase (Api m
2), acid phosphatase (Api m 3), dipeptidyl peptidase IV (Api m 5) and
icarapine (Api m 10).

We currently have a wide panel of diagnostic methods that allow us to
diagnose and treat patients with bee venom allergy, and the treatment
of patients allergic to bee venom, and still developing science and re-
search will likely result in even better tests in the future.
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Wstep

Btonkoskrzydte (Hymenoptera) stanowia liczny rzad
owadow, obejmujacy ponad 153000 aktualnie opisanych
gatunkéw i wydaje sie, ze lista ta pozostaje otwarta. Zaj-
muja szeroka nisze biologiczna, gdzie funkcjonuja jako pa-
razytoidy, drapiezniki oraz zapylacze. Odgrywaja zasadni-
cza role w praktycznie wszystkich ekosystemach ladowych
i maja duze znaczenie gospodarcze. Btonkoskrzydte dzieli
sie na dwa podrzedy: rosliniarek (Symphyta) oraz styli-
kowcow (Apocrita). W podrzedzie Apocrita wyodrebnia
sie infrarzad zadtéwki (Aculeata). Cecha charakterystycz-

na zadtowek jest przeksztatcenie poktadetka — zenskiego
narzadu rozrodczego, stuzacego do sktadania jaj, w zadto
potaczone z gruczotami jadowymi. Jady owadoéw bton-
koskrzydtych, stanowia niejednorodna mieszanine wielu
zwiazkéw, do ktérych mozna zaliczy¢ aminy biogenne,
peptydy, toksyny, enzymy oraz biatka o niskiej masie cza-
steczkowej. Owady wykorzystuja, je do paralizowania ofiar
oraz samoobrony. W infrarzedzie Aculeata mozna wyréz-
ni¢ rodziny Apidae, Vespidae oraz Formicidae. Przedstawi-
cielami rodziny Apidae sa pszczoty miodne oraz trzmiele.
Zwykle nie sa agresywne, zadla tylko gdy poczuja sie za-
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grozone lub zostana sprowokowane. Cecha szczegdlna
pszczét jest obecnosé haczykowatych zadet, ktére czesto
pozostaja w skérze po pojedynczym uzadleniu. U trzmieli,
zadto jest gtadkie i nie pozostaje w skérze. W sktad rodzi-
ny Vespidae wchodza osy oraz szerszenie. Wykazuja wiek-
szg agresje niz przedstawiciele Apidae, w dodatku zadta
osowatych pozbawione sa haczykéw. Rodzina Formicidae
obejmuje wszystkie gatunki mréwek. Wiekszos¢ z nich gry-
zie zuchwami w ksztatcie szczypiec, niektére jednak wyko-
rzystuja zadto obecne w odwioku [1-4]. W tabeli | przed-
stawiono systematyke pszczoty miodnej (Apis mellifera).

Jady zadtéwek charakteryzuja sie podobnymi wiasci-
wosciami. Sktadniki o niskiej masie czasteczkowej sa od-
powiedzialne za miejscowe reakcje zapalne, podczas gdy
sktadniki o duzej masie czasteczkowej najczesciej wywotu-
ja reakcje ogdlnoustrojowe [3].

Do uzadlen przez owady btonkoskrzydte dochodzi
w kazdej grupie wiekowej, bez wzgledu na pte¢. Najcze-
sciej w wyniku przypadkowego kontaktu z pojedynczym
osobnikiem lub w poblizu uszkodzonego gniazda [3].

W artykule zostaty omoéwione poznane dotychczas kom-
ponenty alergenowe pszczoty miodnej (A. mellifera), obja-
wy uczulenia oraz mozliwosci diagnostyczne alergii na jad
pszczoty.

Pszczota

Od lat pszczoty stanowity dla ludzi zrédto miodu, wo-
sku oraz mleczka pszczelego. Znane sa liczace ponad
7 tysiecy lat malowidta naskalne przedstawiajace zbieranie
miodu z gniazd pszczét. Zrédta historyczne podaja, ze juz
Egipcjanie, w okresie rzadéw faraonéw, posiadali swoje
wiasne pasieki. Owady te odgrywaja istotna role, w zapy-
laniu roslin, zaréwno dziko rosnacych jak i uprawianych
przez cztowieka. Jednak bliskie sasiedztwo z pszczotami,
wiaze sie z ryzykiem uzadlenia, ktére moze wywotac miej-
scowy rumien, obrzek, duzy miejscowy odczyn lub, u os6b
predysponowanych, moze by¢ przyczyna anafilaksji. Jad
pszczoty miodnej (Apis mellifera) jest mieszanina licznych
substancji aktywnych. Ostatnie badania wymieniaja co

Tabela | Systematyka [1,5]

Krélestwo Animalia
Typ Arthropoda
Podtyp Tracheata
Gromada Insecta
Rzad Hymenoptera
Podrzad Apocrita
Nadrodzina Apoidea
Rodzina Apidae
Podrodzina Apinae
Rodzaj Apis
Gatunek A. mellifera

najmniej 103 obecne tam zwiazki, sposrod ktérych 12 ma
udowodniona zdolnos$¢ do wywotywania uczulenia u czto-
wieka. Piec¢ z nich (fosfolipaza A2 (Api m 1), hialuronidaza
(Api m 2), kwasna fosfataza (Api m 3), dipeptydylowa pep-
tydaza IV (Api m 5) oraz ikarapina (Api m 10)) odpowiada
za blisko 95% wszystkich reakcji alergicznych [4,6,7]. Jad
pszczeli jest klarowna ciecza o gorzkim smaku, ostrym za-
pachu, ciezarze wtasciwym 1,13 i pH 4,5-5,5. W kontakcie
z powietrzem szybko krystalizuje, a wysuszony ma kolor
jasnozotty [8].

Uzadlenie przez pszczote miodna zwykle powodu-
je miejscowy rumien, obrzek <10 cm utrzymujacy sie do
24, ktéremu towarzyszy boél. Okreslane jest to jako fizjo-
logiczna reakcja po uzadleniu. U oséb uczulonych na jad
moze wystapi¢ duzy miejscowy odczyn, definiowany jako
obrzek, o srednicy >10 cm trwajacy powyzej 24h, ktdry nie
zagraza zyciu jezeli wystepuje w obrebie konczyn. Mozli-
wy jest takze zagrazajacy zyciu wstrzas anafilaktyczny.
W przypadku uzadlenia w okolicy szyi, gtowy, wewnatrz
jamy ustnej i jezyka lub, gdy owad zostat potkniety moze
dojs¢ do obrzeku gardta lub krtani, co moze skutkowac
Smiercia wskutek uduszenia [9,10]. Czestos¢ wystepowa-
nia reakcji ogodlnoustrojowych w europejskiej populacji
dorostych po uzadleniu przez owady btonkoskrzydte wy-
nosi 0,3-8,9%. Jest to najczestsza przyczyna anafilaksji
uos6b dorostych wynoszaca 48,2% wszystkich tych zdarzen.
U dzieci ogdlnoustrojowe reakcje po uzadleniu przez owa-
dy sa rzadsze. Wahaja sie od 0,9% do 3,4% w przypadku
tagodnych oraz 0,5-0,9% w przypadku ciezkich objawéw
ogolnoustrojowych. Stanowia one 20,2% wszystkich epi-
zodow anafilaksji u dzieci i mtodziezy, stanowiac druga
najwazniejsza ich przyczyne, tuz po anafilaksji na pokarmy
[11]. Szacowana liczba rocznych zgonéw z powodu ana-
filaksji wywotanej uzadleniem owadéw waha sie od 0,03
do 0,45 na milion mieszkancow. Wsrod pszczoét najczesciej
obserwowanym gatunkiem zadlacym, wywotujacym ogél-
noustrojowe odczyny po ukaszeniu, na terenie srodkowe;j
Europy jest pszczota miodna (Apis mellifera). Jest to jedyny
gatunek z rodziny pszczotowatych (Apidae) wystepujacy
w Polsce [9,12-14].

Alergeny pszczoty miodnej

Alergenami specyficznymi dla jadu pszczoty, ktére nie
wystepuja w jadach innych owadéw btonkoskrzydtych sa
fosfolipaza A2 (Api m 1), kwasna fosfataza (Api m 3), me-
lityna (Api m 4) i ikarapina (Api m 10). Ponadto wyréz-
ni¢ mozna trzy alergeny homologiczne, okreslane réwniez
jako reagujace krzyzowo, ktére wykazuja wysoka identycz-
nos¢ sekwencji miedzy jadem pszczoty i jadem osy. Sa to:
hialuronidazy (Api m 2 i Ves v 2), dipeptydylopeptydazy
IV (Api m 5 i Ves v 3) oraz witellogeniny (Api m 12 i Ves
v 6). Warto réwniez wspomnieé, ze wiekszos¢ alergenow
obecnych w jadzie pszczoty to glikoproteiny zawierajace
w swojej czasteczce reszte fukozy z wigzaniem a-1,3 na
rdzeniu N-glikanowym. Struktury te sa znane jako deter-
minanty weglowodanowe reagujace krzyzowo (CCD; ang.
cross-reacting carbohydrate determinants). Ze wzgledu na
powszechnos¢ ich wystepowania, sa one wysoce immuno-
gennymi epitopami, ktére moga prowokowaé produkcje
swoistego IgE (sIgE). Przeciwciata IgE anty-CCD z reguty
nie maja znaczenia klinicznego, moga jednak by¢ przyczy-
na fatszywie dodatnich wynikéw oznaczanie sIgE w testach
in vitro [15].
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Jad pszczoty zawiera wiele glikoprotein, ktére maja po-
tencjalne wtasciwosci alergenne. Dotychczas scharaktery-
zowano 12 z nich.

Apim 1

Fosfolipaza A2 (PLA2) jest biatkiem o masie czastecz-
kowej 13 kDa, stanowigcym okoto 12% suchej masy jadu
pszczoty [9,16]. Stanowi jego gtéwny alergen. Jako enzym
zdolny jest specyficznie rozpoznawac¢ oraz hydrolizowac
wiagzanie acylowe w pozycji 2-sn fosfolipidow. W pro-
cesie tym zostaje uwolniony kwas lizofosfatydowy oraz
kwas arachidonowy. Kwas arachidonowy stanowi prekur-
sor eikozanoidéw takich jak prostaglandyny i leukotrieny,
ktére uczestnicza w reakcji zapalnej [17-19]. Fosfolipazy
(PL) stanowia liczna grupe biatek, ktére dzieli sie na czte-
ry gtowne klasy A, B, C i D. Istnieja dwa typy fosfolipa-
zy A - PLA1 oraz PLA2. Podklase A2 mozna podzieli¢ na
16 grup na podstawie homologii struktury, zrédta i miejsca
wystepowania. Fosfolipaza jadu pszczoty klasyfikowana
jest jako sPLA 2 (wydzielnicza) w grupie Ill. Zdolna jest do
wywotywania reakgji alergicznych u ludzi. W swojej struk-
turze posiada od czterech od siedmiu wiagzan dwusiarcz-
kowych odpowiedzialnych za stabilnos¢ oraz konformacje
przestrzenna, dwie domeny katalityczne oraz trzy miejsca
wigzania wapnia, ktére sa niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania tego enzymu. Od ssaczego sPLA2 rozni
ja 130-aminokwasowe wydtuzenie domeny N-koncowe;j
i 219-aminokwasowe wydtuzenie domeny C-koncowej
oraz znacznie wieksza masa czasteczkowa, wynoszaca
55 kDa [20,21]. Fosfolipaza A2 zdolna jest do uszkadzania
tkanek oraz rozktadania kluczowych fosfolipidéw osocza,
co moze prowadzi¢ do zaburzenia wytwarzania trombiny
[22]. Dziatanie alergizujace Api m 1 jest wynikiem, zakto-
cania gtéwnej konformacji i wytwarzania lizofosfolipidéw
oraz dtugotancuchowych anionowych kwaséw ttuszczo-
wych [23]. Czutos¢ diagnostyczna, wykrywania alergii na
jad pszczoty, na podstawie oznaczania u pacjentow poje-
dynczej komponenty Api m 1 wynosi, w zaleznosci od do-
boru grupy badanej, od 58% do 80% [9].

Apim 2

Hialuronidaza jest to enzym hydrolityczny (endo-N-ace-
tylo-D-heksozoaminidaza) o masie 45 kDa, bogaty w kwas
asparaginowy i glutaminowy. Stanowi 1-3% suchej masy
jadu [16,24-26]. Jest alergenem gtéwnym, wykrywanym
u 71% o0s6b ze stwierdzona alergia na jad pszczoty [26].
Bierze udziat w rozczepianiu liniowego polimeru sktada-
jacego sie z prostych powtoérzen disacharydu ztozonego
z kwasu D-glukuronowego (GlcA) potaczonego wiazania-
mi B-1,4 a N-acetylo-glukozaminy (GIcNAc). W procesie
tym powstaje tetrasacharyd GlcA-GIcNAc-GIlcA-GIcNAC
[25]. Kwas hialuronowy wystepuje w prawie wszystkich
tkankach ustrojowych, a w szczegdlnosci w tkance tacz-
nej chrzastki, mazi stawowej oraz ciele szklistym oka. Na-
tomiast w macierzy zewnatrzkomérkowej jest sktadnikiem
substancji podstawowej, ktora faczy widkna biatkowe,
widkna kolagenowe i komérki tkanki tacznej [26]. Hialuro-
nidaza wstepuje powszechnie w przyrodzie i mozna ja zna-
lez¢ u takich zwierzat jak: weze, osy, pszczoty, skorpiony,
pajaki, ptaszczki stodkowodne, szerszenie, ryby jak réwniez
w organizmie ludzkim. U wyzszych kregowcdéw hialuroni-
daza zwiazana jest z szerokim zakresem proceséw fizjolo-
gicznych i patologicznych, takich jak zaptodnienie, rozwdj

embrionalny, gojenie sie ran czy angiogeneza. Ze wzgledu
na pochodzenie oraz pozycje rozszczepianego wigzania
hialuronidazy mozna podzieli¢ na trzy grupy. W pierwszej
(EC 3.2.1.35), nastepuje rozczepienie wigzania (1—4)- mie-
dzy N-acetyloglukozamina i glukuronianem. W drugiej hia-
luronoglukuronidazy (EC 3.2.1.36), rozszczepiaja wiazania
(1—3) miedzy resztami beta-D-glukuronianu i N-acetylo-
-D-glukozaminy. Ponadto mozna wskaza¢ bakteryjne liazy
hialuronowe (EC 4.2.2.1) rozcinajace tancuchy hialuronia-
nu w miejscu wigzaniu beta-D-GIcNAc-(1—4)-beta-D-GIcA,
w procesie tym powstaja polisacharydy 3-(4-deoksy-beta-
-D-gluc-4-enuronozylo)-N -acetylo-D-glukozamina [27].
Aktywnos¢ hialuronidazy moze by¢ modulowana przez
rézne aktywatory (jak np. adrenalina, histamina i fosfata-
za kwasna) oraz inhibitory (np. leki przeciwhistaminowe,
salicylany, heparyna, dikumaryna, witamina C i flawono-
idy) [20]. Hialuronidaza jadu pszczoty, poprzez degradacje
kwasu hialuronowego w macierzy zewnatrzkomérkowe;j
skéry, utatwia jego przenikanie w gtab tkanek. Dzieki dzia-
taniu tego enzymu szybkos¢ penetracji tkanek zwieksza sie
nawet 20-krotnie dla czasteczek o Srednicy ponizej 200 nm
[26].

Apim 3

Kwasna fosfataza (fosfohydrolaza monoestru ortofos-
forowego, EC 3.1.3.2) jest to glikoproteina o masie cza-
steczkowej 43,9 kDa. Stanowi okoto 1% suchej masy jadu.
Hydrolizuje wiazanie monoestrowe kwasu fosforowego,
tworzac jony fosforanowe oraz biatka. Proces ten odbywa
sie poprzez fosforylowanie reszty histydyny w miejscu ak-
tywnym enzymu. Kwasna fosfataza jadu pszczoty miodnej
jest glikoproteing sktadajaca sie z 4 potencjalnych miejsc
glikozylacji. Stanowi gtéwny alergen jadu pszczoty. Zawie-
ra wiele epitopéw oddziatujacych z ludzkim IgE, za sprawa
ktérych dochodzi do uwolnienia histaminy z uczulonych
bazofilow. Przektada sie to na zdolno$¢ do natychmia-
stowego wytworzenia babla oraz zaczerwienienia skoéry
w miejscu uzadlenia, a w ciezszych przypadkach wstrzasu
anafilaktycznego [20,28-31]. Badania z uzyciem oczyszczo-
nego natywnego Api m 3 wykazaty obecnos¢ przeciwciat
slgE przeciwko temu sktadnikowi jadu w 60% surowic pa-
cjentéw z alergia na jad pszczoty [30].

Apim4

Melityna to zasadowy peptyd sktadajacy sie z 26 amino-
kwasow, o masie czasteczkowej wynoszacej 2,84 kDa. Uwa-
zany jest za drugorzedny alergen, zwiazany z niska aler-
gennoscia. Stanowi okoto 50% suchej masy jadu pszczoty.
W worku jadowym jest magazynowana jako tetramer, ale
po uwolnieniu i rozpuszczeniu dysocjuje do formy mono-
merycznej [19,23,32,33]. Koniec aminowy melityny sktada
sie gtéwnie z aminokwaséw hydrofobowych, podczas gdy
na koncu karboksylowym znajduje sie odcinek hydrofilowy,
nadajacy jej charakter amfifilowy. Cecha ta sprawia, ze me-
lityna tatwo taczy sie z innymi strukturami amfifilowymi,
takimi jak dwuwarstwy lipidowe bton komoérkowych [34].
Uwaza sie, ze melityna wptywa na przepuszczalno$¢ bton
przez indukowanie tworzenia w nich poréw. Zdolna jest
wywotac lize wielu réznych komorek, takich jak komorki
miesniowe, leukocyty i komorki tuczne, co moze prowa-
dzi¢ na przyktad do uwalniania, do otaczajacych tkanek,
histaminy i innych sktadnikéw wewnatrzkomérkowych
w procesie IgE niezaleznym [32]. Melityna ma rézne dziata-
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nia biologiczne, farmakologiczne i toksykologiczne, w tym
silne dziatanie powierzchniowe na btony lipidowe komo-
rek, hemolizujace, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze.
Przypuszcza sie, iz substancja ta ma witasciwosci przeciw-
nowotworowe [35]. Melityna dziata synergistycznie z Api
m 1. Wytworzone, za sprawa Api m 4, pory w btonie ko-
morkowej, odstaniaja katalityczne miejsca czasteczek fos-
folipidéw, umozliwiajac ich hydrolize przez Api m 1 [23].
Dostepne badania sugeruja, ze melityna odpowiedzialna
jest za depolaryzacje nerwéw, co przektada sie na inten-
sywny bol w miejscu uzadlenia przez pszczote [23]. Okres
pottrwania melityny w osoczu wynosi okoto 30 minut.
Substancja ta jest szybko sekwestrowana w ptucach, sle-
dzionie, watrobie i erytrocytach [24].

Apim5

Peptydaza dwupeptydylowa VI okreslana jest rowniez
jako alergen C. Jest to enzym o wysokiej masie czasteczko-
wej wynoszacej 100 kDa. Nalezy do gtéwnych alergenéw
jadu pszczoty, jednak zawartos¢ jego w suchej masie jadu
wynosi jedynie ok 1%. Przektada sie to na wprowadzenie
w pojedynczym uzadleniu od 50 do 150 ug tego biatka
[36]. U 60% os6b z potwierdzong alergia na jad pszczoty,
stwierdza sie dodatnie wyniki dla Api m 5 [37]. Pszczela
peptydaza dwupeptydylowa VI wykazuje wysoki stopien
homologii do Ves v 3 (dwupeptydylopeptydaza IV) obecnej
w jadzie osy. Oba biatka maja takze sekwencje identycz-
ne z ludzka dwupeptydylopeptydaza VI (CD26) [36]. Rola
jaka odgrywa Api m 5 w jadzie pszczoty, nie jest jeszcze
doktadnie znana. Przypuszcza sie, ze moze brac¢ udziat
w przeksztatcaniu sktadnikéw jadu w ich aktywne formy
w gruczole jadowym oraz wptywac na aktywnos¢ chemo-
taktyczna komorek odpornosciowych po uzadleniu przez
owada [38]. Ludzka dwupeptydylopeptydaza VI jest zdolna
do odcinania dwupeptydéw od polipeptydow, w ktérych
w przedostatniej pozycji tancucha znajduje sie prolina lub
alanina. Bierze udziat w regulacji odpowiedzi zapalnych
i immunologicznych, transdukcji sygnatu, apoptozie, de-
gradacji substancji fizjologicznych, takich jak gonadotro-
pina kosmoéwkowa i substancja P, TNF-q, IL-2, chemokiny,
w tym CCL5 (RANTES) [36].

Apim 6

Inhibitor proteazy serynowej to czasteczka o niskiegj
masie czasteczkowej wynoszacej okoto 8 kDa. Sktada sie
z domeny bogatej w cysteine podobnej do inhibitora tryp-
syny, co jest typowa cecha inhibitoréw proteaz serynowych
[39,40]. Mostki dwusiarczkowe znacznie zwiekszaja sztyw-
nos¢ tego enzymu, czyniac Api m 6 odporna na fagodne
warunki redukujace i denaturujace [41]. Po raz pierwszy
Api m 6 zostata scharakteryzowana i opisana w 2001 roku
przez Kettnera i wsp. [41], ktorzy stwierdzili, ze alergen ten
wiaze przeciwciata IgE u okoto 42% pacjentéw z nadwraz-
liwoscig na jad pszczeli, co czyni ja alergenem mniejszym
[41]. W suchej masie jadu pszczelego stanowi od 1% do
2%. Pozbawiona jest potencjalnych miejsc N-glikozylacji,
dzieki czemu Api m 6 natywnego pochodzenia nie wcho-
dzi w reaktywnos¢ krzyzowa z przeciwciatami anty-CCD
[39]. W jadzie pszczoly zidentyfikowano cztery izoformy
tej proteazy (Api m 6.01, Api m 6.02, Api m 6.03, Api m
6.04) o zblizonej alergennosci [23]. Wszystkie wykazuja
podobienstwo w rdzeniu czasteczki, obejmujacym 67 ami-
nokwasow. Réznice dotycza nie wiecej niz 6 aminokwaséw

umiejscowionych na koncu aminowym i karboksylowym
[42]. Api m 6.01 oraz Api m 6.03 z piecioma mostkami
dwusiarczkowymi, maja mase czasteczkowa 7,2 i 7,6 kDa.
Izoformy Api m 6.02 i 6.04 posiadaja dwa dodatkowe ami-
nokwasy na koncu karboksylowym, a ich masy czastecz-
kowe wynosza odpowiednio 7,4 i 7,8 kDa [23]. Obecnie
funkcja jaka petni Api m 6 u pszczoty miodnej nie zostata
jednoznacznie okreslona. Biorac pod uwage, ze inhibitory
proteazy serynowej jadu pszczelego maja rézne dziatania
biologiczne, w tym przeciw fibrynolityczne, przeciw ela-
stolityczne i przeciw drobnoustrojowe przypuszcza sie, ze
Api m 6 moze réwniez wykazywac dziatania biologiczne
podobne do inhibitora proteazy serynowej o matej masie
czasteczkowej [40].

Apim 7

Proteaza serynowa CUB jest biatkiem o masie 39 kDa
i aktywnosci proteolitycznej. W budowie jej czasteczki
mozna wyrézni¢ domene podobna do proteinazy sery-
nowej (SPL) ktérej przypisuje sie udziat w aktywacji zy-
mogendw poprzez rozszczepienie wigzan peptydowych,
domene CUB (proteaza CUB), oddziatujacej z naturalnymi
substratami oraz spajajacym je peptydem tfacznikowym.
Api m 7 wykazuje podobienstwo strukturalne i funkcjonal-
ne do enzymoéw rodziny PPAF-II (czynnik aktywujacy profe-
noloksydaze 2; ang. prophenoloxidase activation factor).
PPAF-II aktywuje profenoloksydaze (ProPO) w osoczu krwi
do fenoloksydazy (PO), co stanowi jeden sposrod mecha-
nizméw odpowiedzi immunologicznej u stawonogdw.
Fenoloksydaza katalizuje utlenianie monofenoli do o-di-
fenoli, a nastepnie do o-chinonéw. Chinony biora udziat
w tworzeniu melaniny, cytotoksycznych nadtlenkéw i rod-
nikdéw hydroksylowych. Domena CUB jest motywem struk-
turalnym wystepujacym w sktadowych uktadu dopetnia-
cza, gdzie bierze udziat m.in. w aktywacji komplementu,
w procesach naprawy tkanek, hemostazie oraz procesach
zapalnych [43]. Api m 7 sktada sie z 245 aminokwaséw
zawiera cztery potencjalne miejsca N-glikozylacji, z ktérych
co najmniej jedno jest glikozylowane [44]. Doktadna funk-
cja oraz substraty dla proteazy serynowej CUB u pszczoty,
nie zostaty jeszcze w petni poznane [43].

Apim 8

Karboksyloesteraza (EC: 3.1.1.1) nalezaca do rodziny
karboksyloesterazy typu B o masie czasteczkowej 70 kDa.
Zbudowana jest z 536 aminokwaséw, a w jej czastecz-
ce znajduja sie cztery miejsca glikozylowane, stanowiace
potencjalne miejsca reakcji krzyzowych opartych na CCD.
Api m 8 stanowi mniej niz 1% suchej masy jadu pszczo-
ty. Funkcja tej molekuty nie jest do konca wyjasniona [45].
U pszczét miodnych karboksyloesterazy najprawdopo-
dobniej biora udziat w regulacji stresu oksydacyjnego,
detoksykacji lub metabolizmie insektycydéw opartych
na nikotynie. Ze wzgledu na stosowanie zwiazkéw do
ochrony upraw rolnych, zaréwno w nektarze kwiatéw jak
i w pytku mozna znalez¢ $ladowe ilosci nikotyny. Zwiazek
ten jest wysoce toksycznym alkaloidem, nasladujacym ace-
tylocholine w ztaczu nerwowo-miesniowym. U ssakow,
w zaleznosci od dawki, moze spowodowac drzenie, konwul-
sje, a nawet Smier¢. Dawka Smiertelna dla cztowieka wynosi
1-1,5 mg/kg. U owaddw identyczny mechanizm obserwuje
sie w zwojach osrodkowego uktadu nerwowego. W nie-
wielkich dawkach moze powodowa¢ zaburzenia latania
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i zerowania. W wiekszych stezeniach prowadzi¢ moze do
porazenia oraz $mierci owadoéw [46].

Apim 9

Karboksypeptydaza serynowa (EC: 3.4.16.5) jest to, en-
zym o masie 60 kDa i aktywnosci proteolitycznej, hydroli-
zujacy wigzanie peptydowe od C-konca biatka lub pepty-
du. W swojej czasteczce zawiera 449 aminokwaséw oraz
5 miejsc N-glikozylacji [44]. Karboksypeptydazy serynowe
posiadaja w swojej strukturze charakterystyczna dla nich
triade katalityczng Ser-Asp-His. W organizmie cztowieka
wystepuja jako enzymy trawienne oraz uczestnicza w mo-
dyfikacji potranslacyjnej poprzez usuwanie aminokwaséw
z C-konca polipeptydéw. Doktadna rola jaka petni Api m 9
u pszczoty miodnej, nie jest jednak poznana. Przypisuje jej
sie degradacje czasteczki melityny w roztworach wodnych
[47].

Apim 10

Ikarpina jest biatkiem o masie 50-55 kDa i czasteczce
liczacej 204 aminokwasow z potencjalnymi 2-4 miejscami
N-glikozylacji. W jadzie stanowi okoto 1% suchej masy.
Funkcja Api m 10 jest obecnie nieznana. Wiadomo jednak,
ze stanowi wazny, gtéwny alergen jadu pszczoty [48,49].
W zaleznosci od badan, procent oséb uczulonych na Api m
10 wsrod wszystkich oséb z alergia na jad pszczoty wynosit
od 49 do 70 [50]. Ikarpina jest réwniez alergenem marke-
rowym, ktéry umozliwia odréznienie u oséb z podwdjnie
dodatnimi wynikami testéw, dla ekstraktu dla jadu pszczo-
ty oraz osy, prawdziwego uczulenia na jad pszczoty [48].
Alergia na Api m 10 wiaze sie z wyzszym ryzykiem niepo-
wodzenia podczas immunoterapii (AIT). Zwiazane jest to
ze staba reprezentacja lub nawet brakiem tej czasteczki
w preparatach uzywanych do AIT [48]. Jest to spowodo-
wane m.in. tatwoscia z jaka Api m 10 ulega degradagji
w roztworach wodnych [48]. Badania nad ta czasteczka
dowiodty, ze stosowanie rozcienczalnikéw zawierajacych
albumine surowicy ludzkiej oraz fenol stabilizuje na jej
strukture [51]. lkarpina jest kodowana przez pojedynczy
gen, zawierajacy 4 eksony. Obecnie zidentyfikowano je-
denascie réznych wariantéw transkrypcyjnych Api m 10
co moze mie¢ wazne konsekwencje w diagnostyce. Dwa
pierwsze warianty réznia sie od siebie 12 parami zasad,
pozostate dziewie¢ jest krotszych. Powstaja one bowiem
przez taczenie eksonéw z dwéch lub wiecej réoznych tran-
skryptéw gendw, co moze prowadzi¢ do przesuniecia ramki
odczytu i przedwczesnego powstania kodonu stop, gene-
rujacego skrécone wersje biatka [49,50,52]. Na podstawie
zdolnosci do reagowania tych wariantéw Api m 10 z suro-
wicami pacjentéw, z potwierdzona alergia na jad pszczo-
ty, wyrézniono trzy grupy. Do pierwszej naleza warianty
od 1 do 4 rozpoznawane sa przez wiekszos¢ surowic pa-
cjentéw. Do drugiej grupy zaliczono warianty 5 do 8 roz-
poznawane przez mniej niz potowe badanych surowic.
Do ostatniej naleza warianty od 9 do 11, ktére nie reagu-
ja z surowicami oséb o udowodnionym uczuleniu na jad
pszczeli. Wedtug Vaerenbergha M. i wsp [52] wariant 2 wy-
daje sie by¢ najlepszym biomarkerem do rozpoznawania
IgE skierowanych przeciwko Api m 10. Natomiast warianty
3 i 4 moga miec szcegdlne znaczenie dla rozpoznawania
alergii na jad pszczoty u pacjentéw, ktérzy nie reaguja na
wariant 2 [52].

Apim 11

Gtowne biatko mleczka pszczelego (MRJP ang. major
royal jelly protein), jest wysoce homologiczna grupa biatek,
wystepujaca tylko w rodzaju Apis. Biatka te stanowia oko-
to 90% wszystkich biatek zawartych w mleczku pszczelim.
U pszczoty zidentyfikowano dwie izoformy: MRIP 8 (Api
m 11.0101a) o masie czasteczkowej 65 kDa i MRJP 9 (Api
m 11.0201a) o masie czasteczkowej 60 kDa [45]. Mlecz-
ko pszczele (RJ) stanowi zo6ttawobiata, kremowa, kwasna
wydzieline o lekko ostrym zapachu i smaku wytwarzana
przez gruczoty dolnego gardta i zuchwy robotnic pszczot
miodnych na wczesnych etapach ich rozwoju. Sktada sie
w 60-70% z wody, 12-15% biatka, 10-16% weglowo-
dandéw, 3-6% lipidéw oraz z niewielkigj ilosci witamin
i wolnych aminokwasoéw [53,54]. Dla pszcz6t stanowi po-
zywienie ich larw przez trzy pierwsze dni zycia. Krélowa
natomiast, zywi sie mleczkiem pszczelim przez cate swoje
zycie [55,56]. Oprécz roli odzywczej MRIP jest kluczowym
czynnikiem odpowiedzialnym za rozwéj pszczét miodnych.
Odgrywa wazna role w funkcjach moézgu pszczét, takich
jak uczenie sie, pamie¢ i zachowania spoteczne. Ludzie
wykorzystuja RJ jako zdrowa zywnosc¢ i suplement diety.
Przypisuje mu sie role w redukgji stresu oksydacyjnego,
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, neurohormonalne,
przeciwnowotworowe i insulinopodobne. Sktadniki ak-
tywne mleczka pszczelego uczestnicza w rozszerzaniu na-
czyn co przektada sie na obnizenie cisnienia krwi [55,57].
Gtoéwne biatko mleczka pszczelego wystepuje rowniez jako
dominujace biatko w miodzie (catkowita zawartos¢ waha
sie od 1% do 2%) [58,59]. MRJP 8 i MRIJP 9 zostaty ziden-
tyfikowane takze jako sktadniki jadu pszczoty, co podkre-
sla wielofunkcyjna role MRJP w catym organizmie pszczo-
ty miodnej, wykraczajaca poza sama funkcje zywieniowa
[60]. Pomimo matej liczby przypadkéw alergii RJ i miéd
alergiczna reakcja krzyzowa jadu i produktéw odzywczych
pochodzacych z pszczét jest mozliwa i powinna by¢ brana
pod uwage w niektoérych przypadkach uczulenia [60].

Apim 12

Witellogenina (Vg) to monomeryczne biatko wolne od
CCD. W jego budowie mozna wyréznic trzy konserwatyw-
ne domeny: N-koncowa (ND), domene o nieznanej funkgcji
1943 (DUF1943) i domene czynnika von Willebranda (VWF)
typu D. U pszczét miodnych w ND wyrdznia sie dwie pod-
kategorie strukturalne, domene B-beczkowa i a-helikalna,
z silnie nieuporzadkowanym regionem poliseryny tacza-
cym te dwie domeny [61,62]. U owadow syntezowana jest
w komorkach ttuszczowych gdzie jest magazynowana
i rozszczepiana na fragmenty o masie 40 i 150 kDa. Na-
stepnie jest uwalniana do hemolimfy gdzie stanowi gtéw-
nym sktadnik biatkowy [61,62,63]. Wykazuje szeroki zakres
funkcji. U wiekszosci zwierzat, zaréwno bezkregowcow,
jak i kregowcédw, witellogenina bierze udziat w tworzeniu
z6ttka podczas oogenezy, chroni rowniez komorki przed
uszkodzeniem oksydacyjnym. Witellogenina odgrywa
istotna role w sygnalizacji hormonalnej w przejsciu pszczo6t
pielegniarek, ktére maja wysokie stezenie witellogeniny, do
pszczét robotnic, ktére maja nizsze stezenie witellogeniny.
Pszczoty pielegniarki to kilkudniowe pszczoty, nie w petni
rozwiniete fizjologicznie. Ich zadaniem jest oczyszczanie ko-
morek legowych, karmienie krélowej oraz larw wytworzo-
nym w aparacie gebowym mleczkiem pszczelim. Pszczoty
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robotnice stanowia w petni rozwiniete pszczoty, traca zdol-
nos$¢ produkcji mleczka pszczelego, odpowiedzialne sa za
zbieranie nektaru i produkcje wosku do budowy plastréw
[64]. U bezkregowcow brak jest pamieci immunologicznej
opartej na przeciwciatach. Wystepuje jednak miedzypoko-
leniowe pobudzanie odpornosci, w procesie przenoszenia
przez samice, potknietych fragmentéw patogendéw do
rozwijajacych sie jaj, gdzie wywotuja odpowiedZ immu-
nologiczng w rozwijajacym sie zarodku. W procesie tym
posredniczy witellogenina, ktéra transportuje aktywatory
odpornosciowe do rozwijajacych sie jaj oraz zdolna jest
wigzac¢ wzorce molekularne zwigzane z patogenami PAMP
[64]. Podwyzszone stezenie Vg u pszczoét robotnic zapew-
nia ochrone przed stresem oksydacyjnym. Wynika to z wta-
sciwosci przeciwutleniajacych biatka, ktére moze neutrali-
zowac wolne rodniki [61]. Witellogenina obecna w jadzie
pszczoty jest syntezowana w gruczole jadowym, skad na-
stepuje wydzielane do jadu poprzez endocytoze za posred-
nictwem receptoréw. Wystepuje 40% podobienstwo struk-
turalne miedzy witellogening pszczoty miodnej (Api m 12)
i witellogening osy (Ves v 6), co moze odpowiadac za reak-
tywnos¢ krzyzowa u niektérych pacjentow [4, 45,58].

Diagnostyka

Pierwszym etapem w procesie diagnozowania pacjen-
ta z historia niepozadanych objawoéw po uzadleniu przez
owady btonkoskrzydte, jest staranne zebranie wywiadu.
Ma to na celu prébe ustalenia owada sprawczego, co ma
zasadnicze znaczenie z punktu widzenia planowania dia-
gnostyki. Pacjent nie zawsze jest w stanie jednoznacznie
i poprawnie zidentyfikowa¢ owada [65]. Jakob T. i wsp
[15] podaja, ze nawet co trzeci badany moze miec pro-
blem z rozpoznaniem osy, a co dziesiaty btednie klasyfikuje
pszczote. Uwaza sie, ze cecha charakterystyczna uzadlen
przez pszczote jest pozostawianie w miejscu w wktucia za-
dta. Czasami moze to prowadzi¢ do btednego rozpoznania
owada sprawczego. Zdarza sie bowiem, ze przez tekstu-
re skéry lub co jest bardziej prawdopodobne, gdy pacjent

straci ose w chwili wktucia, zadto zostaje odtamane i pozo-
staje w skorze. Z punktu widzenia przysztych incydentéw
i ryzyka anafilaksji, istotnie jest, aby zapyta¢ pacjenta czy
byto to pierwsze uzadlenie, a jezeli nie, to kiedy doszto do
poprzednich oraz czy obecna reakcja jest stabsza (wyga-
szanie uczulenia) czy silniejsza (narastanie uczulenia) od
wczesniejszych [65].

Diagnostyka in vivo

Punktowe testy skorne (PTS) oraz testy srédskorne (IDT)
stanowia szybka, tania i prosta metode diagnostyczna.
W handlu dostepne sa standaryzowane preparaty jadowe,
pozbawione substancji o niskiej masie czasteczkowej, ta-
kich jak aminy biogenne, ktére mogtyby powodowac reak-
cje niespecyficzne. Pomimo niskiego ryzyka reakcji ogélno-
ustrojowych, zaleca sie stopniowe (zaczynajac od nizszych
stezen, konczac na wyzszych) wykonywanie testéw skor-
nych u pacjentéw z ciezka anafilaksja w wywiadzie. Aby
okresli¢ prég wyzwalania reakcji, mozna zastosowac ste-
zenia jadu 1,0 ug/ml, 10 ug/ml, 100 ug/ml oraz jezeli to
konieczne, 300 ug/ml. Ze wzgledu na ryzyko wystapienia
ciezkich reakcji ogdlnoustrojowych po wykonaniu $rod-
skdérnych testéw skdérnych, zaleca sie poprzedzi¢ je testami
punktowymi. Jesli wynik PTS jest ujemny, mozna po nim
wykona¢ badanie $rédskérne z maksymalnym stezeniem
jadu 1,0 pug/ml. Mozliwe jest réwniez wykonanie tylko IDT,
przy uzyciu stezen jadu 0,001 ug/ml 0,01 pug/ml, 0,1 ug/ml
i 1,0 ug/ml [15, 65].

Nalezy unika¢ wykonywania testéw skoérnych bezpo-
srednio po zdarzeniu, poniewaz efekt wzmocnienia jest
nadal niewystarczajacy, co moze skutkowaé fatszywie
ujemnymi wynikami. Uwaza sie, ze najlepszy przedziat cza-
sowy do wykonania testéow skornych wynosi od jednego
do szesciu tygodni po uzadleniu. Wraz z uptywem czasu
od uzadlenia, pacjenci traca wrazliwos¢ do odpowiedzi na
jad owadoéw btonkoskrzydtych w testach skérnych. Sza-
cuje sie, ze utrata reaktywnosci wynosi ok 12% rocznie,
przy czym 33% testéw skérnych jest ujemnych po uptywie

Tabela Il Wykaz lekéw hamujacych testy skdrne oraz czas na jaki trzeba je odstawi¢ przed badaniem [15,65]

Grupa lekow

Stopien hamowania Okres odstawienia

Antyhistamina H1 pierwszej generacji
Antyhistamina H1 nowej generacji
Antyhistamina H2

Ketotifen

Miejscowe glikokortykosteroidy (GCS) w obszarze testowym

>4 tygodnie
<10 mg prednizolon
>10 mg prednizolonu
Benzodiazepiny
Omalizumab
Tréjpierscieniowe leki przeciwdepresyjne

Prometazyna

+++ > 3 dni
+++ > 7 dni
-/+ 2 dni
+++ > 5 dni
+ > 1 tygodnia
- 0
-/+ > 3 tygodnie
+++ > 7 dni
+++ 4-8 tygodnie
+++ > 14 dni
++ > 5dni

Stopien hamowania w tescie skornym: ,,-" brak interakgji, ,,0” brak dowodéw, ,,+" niski, ,,++" umiarkowane, ,,+++" wysoki.
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2,5 roku [15]. Stosowanie lekow takich jak kortykosteroidy,
leki przeciwhistaminowe i leki przeciwpsychotyczne dziata-
jace przez receptory histaminowe, moze hamowa¢ odpo-
wiedz w testach skérnych i dawac wyniki fatszywie ujemne
[41]. W tabeli Il zestawiono wptyw lekdw na wyniki testow
skérnych oraz zalecany czas odstawienia lekéw przed wy-
konaniem badania.

Diagnostyka in vitro

Aktualnie dostepnych jest wiele testow diagnostycz-
nych, zaréwno single- jak i multipleksowych, umozliwiaja-
cych wykrywanie sIgE przeciwko ekstraktowi jadu pszczoty
oraz pieciu pojedynczych jego komponent (Api m 1, Api
m 2, Api m 3, Api m 5 oraz Api m 10). Oznaczenie slgE
dla jadu pszczoty u pacjentéw uczulonych charakteryzuje
sie wysoka czutoscia (98-100%) [15]. W tabeli Ill przedsta-
wiono zestawienie dostepnych testow laboratoryjnych do
diagnostyki alergii na jad pszczoty.

Przeciwciata slgE dla jadu pszczoty najlepiej oznaczac
miedzy 1 a 6 tygodniem po uzadleniu. Zbyt dtugi okres
od incydentu, nawet u pacjentow z przekonujaca historig
anafilaksji, moze skutkowad niewykryciem we krwi prze-
ciwciat. Z danych przedstawionych przez Jakob T. i wsp.
[15] wynika, ze stezenie slgE zmniejsza sie w czasie od
roku do czterech lat po anafilaksji wywotanej uzadleniem
i moze w tym czasie spas¢ ponizej stezenia mozliwego do
wykrycia komercyjnie dostepnymi testami [15].

Oznaczenie sIgk dla jadu owadéw, stanowi jedna
z gtéwnych metod diagnostyki alergii na jad pszczoty,
jednak pozwala jedynie na wykrycie obecnosci lub braku
uczulenia IgE-zaleznego. Rozpoznanie alergii zawsze wy-
maga zweryfikowania otrzymanych wynikéw z historia kli-
niczna pacjenta [15].

Obecnie diagnostyka molekularna z wykorzystaniem re-
kombinowanych, wolnych od CCD, alergenéw jadu pszczo-
ty ma niezwykty potencjat do rozrézniania fatszywie dodat-
nich wynikéw, zwiazanych z wystepowaniem nieistotnych
klinicznie przeciwciat anty-CDD. Ponadto zastosowanie
alergenéw swoistych dla gatunku, wolnych od CCD, uta-
twia wykluczenie reaktywnosci krzyzowej wynikajacej
z obecnosci homologicznych epitopéw biatkowych zaréw-
no w jadzie pszczoty jak i jadzie osy [9].

Prowokacja zywym owadem

W niektorych krajach celowa prowokacja uzadlenia jest
uwzgledniana w diagnostyce pacjentéw z podejrzeniem

alergii na jad pszczoty. Wystapienie reakcji ogélnoustrojo-
wej, po indukowanym uzadleniu, jednoznacznie potwier-
dza kliniczne znaczenie uczulenia. Jednak metoda ta moze
prowadzi¢ do bardzo ciezkich reakcji przez co wzbudza
silne kontrowersje. Halteren H i wsp. [72] badali ujemna
wartos¢ predykcyjna prowokacji zywym owadem, prowa-
dzonej w warunkach szpitalnych. U 327 oséb, u ktérych
préba prowokacji byta negatywna lub nie przekraczajaca
drugiego stopnia w klasyfikacji Millera i jednoczesnie nie
zostata podjeta immunoterapia swoista na jad zostat na-
stepnie zebrany wywiad obejmujacy okres od 4 do 14 lat
od proby prowokacji. Miat ona na celu ustalenie czy wy-
stapito w tym okresie uzadlenie oraz stopien reakgji na jad,
w przypadku wystapienia uzadlenia. Ustalono, ze 129 os6b
z tej grupy doszto do ponownego uzadlenia. Sposréd nich
tylko 6 miato reakcje ogdlnoustrojowa. Badacze stwierdzili,
ze w przypadku pozostatych 123 pacjentéw, co stanowi-
to 95% tej grupy ujemny wynik testu prowokacji owadem
stanowit skuteczny marker pozwalajacy przewidzie¢ to-
lerancje na kolejne przypadkowe uzadlenie [72]. Jakob T.
i wsp. [15] czutos¢ testu prowokacji zywym owadem do
potwierdzenia klinicznego uczulenia na jad btonkoskrzyd-
tych oszacowali na 83%. Badacze ci cytuja réwniez inne
badanie, z ktérego wynika, iz 21% pacjentéw tolerujacych
poczatkowa prowokacje owadem, rozwija jednak anafilak-
sje po drugiej prowokacji zywa pszczota. Jakob T i wsp.
[15] zauwazaja, iz w wielu przypadkach ryzyko zwiazane
z ta metoda diagnostyki, przewyzsza potencjalne korzysci
jakie mozna dzieki niej osiagna¢.

BAT

Konwencjonalne metody in vivo i in vitro moga dawac
fatszywie ujemne wyniki u 6 — 20% badanych. Ponad-
to uzyskane dane sa czesto niejednoznaczne, poniewaz
u tego samego pacjenta moga by¢ wykrywane zaréwno
IgE specyficzne dla jadu pszczoty, jak i jadu osy. Test ak-
tywacji bazofiléw, oparte na analizie ekspresji markerow
powierzchniowych komérek bazofilbw CD63 i/lub CD203c
wykazuja obiecujace wyniki kliniczne w badaniach doro-
stych pacjentéw z alergia na jad owadéw [73].

Ott H. i wsp. [73] oceniali przydatnos¢ badania BAT
u 15 dzieci w wieku 13 = 3,5 lat, ktérzy zgtosili sie do
przychodzi z podejrzeniem alergii na jad pszczoty lub osy.
U badanych przeprowadzono dla jadéw pszczoty oraz osy:
test aktywacji bazofili, punktowe testy skérne oraz zmie-
rzono stezenia swoistych przeciwciat IgE. Uzyskane wyniki
sq przedstawione w tabeli IV. W badaniach tych czutosc¢

Tabela Ill Zestawienie dostepnosci testow alergenowych, pomocnych w diagnostyce alergii na jad pszczoty [66-71]

ALEX? ImmunoCAP BioHrT'\(c:egiFial SIEMENS EUROIMMUN
Jad pszczeli E E E E E
Apim 1 N R R
Apim 2 R R
Apim 3 R
Apim5 R
Apim 10 R R

Legenda: E - ekstrakt, N - komponenta natywna, R - komponenta rekombinowana



Kowalczyk W i wsp.

Diagnostyka alergii na jad pszczoty miodnej

19

testu BAT w diagnostyce alergii na jad pszczoty wyniosta
67% i byfa nizsza niz czuto$¢ testow skornych (89%) oraz
czutos¢ oznaczenie swoistych przeciwciat IgE (100%). Po-
dobna analize przeprowadzono u oséb z alergia na jad
osy. W tym przypadku czutos¢ testu BAT wyniosta 75% przy
100% czutosci oszacowanej dla punktowe testy skorne
oraz oznaczania swoistych dla jadu IgE. Autorzy ci wyliczy-
li, ze wewnetrzna swoistos¢ testu BAT dla konkretnego pa-
cjenta z alergia na jad pojedynczego owada, potwierdzona
przy pomocy punktowych testéw skérnych oraz oznacza-
nia swoistych przeciwciat IgE wyniosta 100%. Niestety brak
grupy kontrolnej uniemozliwia ocene globalnej swoistosci
testu BAT w tym badaniu [73].

Takze Scherer K. i wsp. [74] ocenili przydatnosc¢ testu
aktywadji bazofilii u pacjentéw z alergia na owady bton-
koskrzydte. W tym celu poréwnali otrzymane wynik BAT

z wynikami punktowych testow skérnych oraz swoistego
IgE dlajadéw owaddéw u 134 pacjentéw w wieku 39 + 17 lat
oraz 44 oso6b grupy kontrolnej w wieku 39 = 11 lat. Pa-
cjenci zostali wybrani sposréd oséb zgtaszajacych ogdlno-
ustrojowe reakcje po uzadleniu i hospitalizowanych z tego.
U pacjentow wykonano test aktywacji bazofilii, punktowe
testy skérne oraz oznaczenie stezenia slgE dla ekstraktu
z jadu pszczoty oraz osy. Na podstawie wynikéw oraz wy-
wiadu postawiono rozpoznanie alergii na jad pszczoty
u 67 badanych oraz alergii na jad osy u 78 os6b z tej gru-
py. W tabeli V zestawiono uzyskane wartosci czutosci oraz
swoistosci dal testu BAT, punktowych testow skérnych oraz
oznaczeni stezenia swoistego IgE. Wedtug Scherer K. i wsp.
[74] u oséb z alergia na jady owadow czutos¢ i swoistos¢
wszystkich testow in vitro byty niezmiennie wysokie. Kom-
binacja wszystkich testow (testy skérne, sIgE, testy komor-

Tabela IV Wyniki testu aktywacji bazofiléw (BAT), punktowych testéw skérnych (PTS) oraz alergenowo-swoistych przeciwciat IgE (sIgE) w badaniu

Ott H. i wsp. [73].
BAT kontrola . BAT BAT BAT PTS PTS slgE sIgk
Nr kontrola jad jad . . jad jad
pacjenta neogatywna pozytywna  pszczoty osy jad I jad pszczoty osy
[%CD63]  “lo.cD63]  [%CD63]  [%CD63]  PSEZol osy [Klasa]  [Klasa]

1 47 21.8 44 4.0 ; + 0 2

2 0,9 41,9 3,5 37.0 + + 3 3

3 13 98.2 2.3 58,2 ] + 2 3

4 6.3 82,8 45 10,6 + + 0 2

5 0.4 71,9 1,2 24.7 + + 2 4

6 3.4 55,3 44 37.4 ; + 6 4

7 3.8 69,3 6,9 2.2 + ; 3 1

8 2,5 15,5 6,7 0,9 ] ; 3 0

9 4.4 74.7 48 0,9 + + 2 0

10 9,1 81.0 755 2.3 + ] 3 2

11 2.4 18,4 10,2 5,0 + + 2 2

12 4.9 90,7 87.0 5,3 + ; 4 3

13 2.6 61,9 385 3.4 + ; 3 2

14 0.3 10,6 31,9 27.6 + + 3 3

15 5,1 20,7 5,8 46 + + 2 2

Legenda: Klasa 0: < 0.35 kU /I, Klasa 1: 0.35 - 0.70 kU /I, Klasa 2: 0.70 - 3.50 kU /I, Klasa 3: 3.50 — 17.50 kU /I, Klasa 4: 17.50 — 50.00 kU

/I, Klasa 5: 50.00 — 100 kU /I, Klasa 6: > 100 kU /I

Tabela V Wartosci czutosci oraz swoistosci uzyskane w badaniu Scherer K. i wsp. [74].

BAT Punktowe testy skérne Swoiste IgE
Pacjenci z alergia na jad Czuto$¢ 89,5% 93,7% 92,5%
pszczoty Swoistoé¢ 94,9% 97,6% 83,7%
Pacjenci 7 alergia) na jad Czutos¢ 88,5%) 97,4°/o 92,40/0
osy Swoistosé¢ 100% 92,4% 93%
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kowe) data pozytywna wartos¢ predykcyjna 100% dla obu
jadu, jesli wszystkie 3 byty pozytywne, i negatywna wartosc¢
predykcyjna 100%, jesli przynajmniej 1 test byt pozytyw-
ny. Swoistosci wzgledne dla testéw BAT wynosity 85,7%
dla jadu pszczoty miodnej oraz 92,1% dla jadu osy. Wazna
obserwacje stanowi fakt, iz testy te pozwalaty na wykry-
cie owada sprawcy u pacjentéw ze wspodtreaktywnoscia
na oba owady. Co ciekawe badacze ci nie zaobserwowali
korelacji miedzy ciezkoscia reakgji klinicznej a wynikami te-
stu BAT. Wedtug nich testy BAT sa cennymi dodatkowymi
narzedziami diagnostycznymi do ustalenia rzeczywistego
owada uczulajacego u pacjentéw z niejasna historia kli-
niczna lub u pacjentéw podwdjnie uczulonych [74].

Podsumowanie

Alergia na jad owaddéw btonkoskrzydtych, w tym
pszczoty jest istotnym problem w populacji ogolnej, sta-

PiSmiennictwo

1. Peters RS., Krogmann L., Mayer Ci wsp.: Evolutionary History of the
Hymenoptera. Current Biology, 2017; 27: 1013-1018

2. Zoologia: Stawonogi. Szczekoczutkopodobne, skorupiaki. T. 2, cz.
1.. Red. nauk. Czestaw Btaszak. Warszawa: Wydawnictwo Nauko-
we PWN, 2011

3. Arif F, Williams M., Hymenoptera Stings. StatPearls, 2021

Tomsitz D., Brockow K., Component Resolved Diagnosis in Hyme-
noptera Anaphylaxis. Curr Allergy Asthma Rep, 2017; 17: 38

5. https://wwuw.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=T-
SN&search_value=154396#null 17.01.2022

6. Pucca MB., Cerni FA., Oliveira IS i wsp.: Bee Updated: Current
Knowledge on Bee Venom and Bee Envenoming Therapy. Front Im-
munol. 2019; 10: 2090

7. Whitfield CH., Behura SK., Berlocher SH i wsp.: Thrice Out of Africa:
Ancient and Recent Expansions of the Honey Bee, Apis mellifera.
SCIENCE, 2006; 314: 642-645

8. Khalil A., Elesawy BH., Ali MT i wsp.: Bee Venom: From Venom to
Drug, Molecules 2021; 26(16): 4941

9. Ollert M., Blank S., Anaphylaxis to Insect Venom Allergens: Role of
Molecular Diagnostics. Curr Allergy Asthma Rep. 2015; 15(5): 26

10. Matysiak J., Matysiak J., Breborowicz A., The correlation between
anti phospholipase A2 specific IgE and clinical symptoms after
a bee sting in beekeepers, Postepy Dermatol Alergol. 2016; 33(3):
206-10

11.  Bilo MB., Tontini C., Martini M i wsp.: Clinical aspects of hymenop-
tera venom allergy and venom immunotherapy. Eur Ann Allergy
Clin Immunol, 2019; 51: 244-257

12. Blank S., Grosch J., Ollert M i wsp.: Precision Medicine in Hyme-
noptera Venom Allergy: Diagnostics, Biomarkers, and Therapy of
Different Endotypes and Phenotypes. Front Immunol. 2020; 11

13.  Fauna Polski — charakterystyka i wykaz gatunkéw. Bogdanowicz W.,
Chudzicka E., Pilipiuk 1. i Skibinska E. (red.). T. . Warszawa: Muzeum
i Instytut Zoologii PAN, 2004

14. Gorska L., Chelminska M., Kuziemski K., Analysis of Safety, Risk Fac-
tors and Pretreatment Methods during Rush Hymenoptera Venom
Immunotherapy. Int Arch Allergy Immunol 2008; 147: 241-245

15. Jakob T., Rafei-Shamsabadi D., Spillner E i wsp., Diagnostics in Hy-
menoptera venom allergy: current concepts and developments
with special focus on molecular allergy diagnostics, Allergo J Int.
2017; 26(3): 93-105.

16. Hirata H., Sato K., Ogasawara T., Sensitization to Api m 1, Apim 2,
and Api m 4 in Japanese beekeepers who had experienced systemic
reactions to honeybee stings. Allergology International, 2019; 68:
261-263

nowi najczestsza przyczyna anafilaksji u dorostych oraz
druga u dzieci i mtodziezy. Duzy problem stanowi dla cho-
rych, préba unikania narazenia na uzadlenie, zwtaszcza
w wiosna i latem na ktére przypada aktywnos¢ tego owa-
da. Obecnie posiadamy szeroki panel metod umozliwiaja-
cych diagnozowanie pacjentéw po uzadleniu. Diagnostyka
molekularna oparta na rekombinowanych wolnych od CCD
alergenach gatunkowych umozliwia odréznienie prawdzi-
wej sensytyzacji od reaktywnosci krzyzowej, a tym samym
u wielu pacjentéw poprawia wybor odpowiedniej immu-
noterapii jadem lub niepotrzebna terapie wieloma jadami
zamiast wiasciwym. Rozwdj technik i dalsze badania nad
potencjalnymi alergenami w jadzie pszczoty, by¢ moze
w przysztosci przyczynia sie do jeszcze lepszej mozliwosci
diagnozowania oraz leczenia pacjentéw z alergia na jad
pszczoty.

17. Hirata, H., Sato, K., Ogasawara, T i wsp.: Sensitization to Api m 1,
Apim 2, and Api m 4 in Japanese beekeepers who had experienced
systemic reactions to honeybee stings, Allergology International
2019; 68: 261-263

18.  Yaacoub C., Rifl M., EI-Obeid D., The Cytotoxic Effect of Apis mel-
lifera Venom with a Synergistic Potential of Its Two Main Compo-
nents—Melittin and PLA2—On Colon Cancer HCT116 Cell Lines,
Molecules. 2021; 26(8): 2264

19. Frangieh J., Salma Y., Haddad K i wsp.: First Characterization of The
Venom from Apis mellifera syriaca, A Honeybee from The Middle
East, Toxins (Basel). 2019; 11(4): 191

20. Hossen SM., Shapla MU., Gan HS i wsp.: Impact of Bee Venom En-
zymes on Diseases and Immune Responses, Molecules. 2017; 22(1):
25.

21.  Shen L:R., Ding M-H., Zhang LW i wsp.: Expression of a bee venom
phospholipase A2 from Apis cerana cerana in the baculovirus-in-
sect cell, J Zhejiang Univ Sci B. 2010; 11(5): 342-349

22. Niensen VG., The anticoagulant efect of Apis mellifera phospholi-
pase A2 is inhibited by CORM-2 via a carbon monoxide-indepen-
dent mechanism. Journal of Thrombosis and Thrombolysis, 2020:
49:100-107

23. Francese F, Lambardi D., Mastrobuoni G. i wsp.: Detection of Ho-
neybee Venom in Envenomed Tissues by Direct MALDI MSI, J Am
Soc Mass Spectrom, 2009; 20: 112-123

24. Teixeira-Cruz MJ., Strauch MA., Monteiro-Machado M., A Novel
Apilic Antivenom to Treat Massive, Africanized Honeybee Attacks:
A Preclinical Study from the Lethality to Some Biochemical and
Pharmacological Activities Neutralization, Toxins (Basel). 2021;
13(1): 30

25. Padavattan S., Schirmer T., Schmidt M., Identification of a B-cell
Epitope of Hyaluronidase, a Major Bee Venom Allergen, from
its Crystal Structure in Complex with a Specific Fab, J. Mol. Biol.
(2007); 368: 742-752

26. Markovi¢-Housley Z., Miglierini G., Soldatova L i wsp.: Crystal Struc-
ture of Hyaluronidase, a Major Allergen of Bee Venom, Structure,
2020; 8:1025-1035

27. https://enzyme.expasy.org/cgi-bin/enzyme/enzyme-search-de
(22.01.2022)

28. Georgieva D., Greunke K., Genov N i wsp.: 3-D Model of the bee ve-
nom acid phosphatase: Insights into allergenicity, Biochemical and
Biophysical Research Communications, 2009; 378: 711-715

29. Heavner M., Gueguen G., Rajwani R i wsp.: Partial venom gland
transcriptome of a Drosophila parasitoid wasp, Leptopilina hete-
rotoma, reveals novel and shared bioactive profiles with stinging
Hymenoptera, Gene., 2013; 526(2): 195-204.



Kowalczyk W i wsp.

Diagnostyka alergii na jad pszczoty miodnej 21

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Grunwald T., Bockisch B., Spillner E i wps.: Molecular cloning and
expression in insect cells of honeybee venom allergen acid phos-
phatase (Api m 3), J ALLERGY CLIN IMMUNOL, 2005; 117: 848-854

Barboni E., Kemeny DM., Campos S i wsp.: The Purification of acid
phosphatase from honet bee vebon (apis mellifica), Toxicon, 1997;
25:1097-1103

Seppald U., Francese S., Turillazzi S i wsp.: In situ imaging of ho-
neybee (Apis mellifera) venom components from aqueous and alu-
minum hydroxide-adsorbed venom immunotherapy preparations,
FOOD, DRUG, INSECT STING ALLERGY, AND ANAPHYLAXIS, 2012;
129:1314-1320

Wessman P, Stromstedt AA., Malmsten M i wsp.: Melittin-Lipid
Bilayer Interactions and the Role of Cholesterol, Biophys J., 2008;
95(9): 4324-4336.

Klocek G., Seelig J.: Melittin Interaction with Sulfated Cell Surface
Sugars, Biochemistry 2008; 47: 2841-2849

Chen J., Guan S-M., Sun Wei i wsp.: Melittin, the Major Pain-Produ-
cing Substance of Bee Venom, Neurosci Bull., 2016; 32(3): 265-272

Blank S., Seusnabb G., Bockiscg B i wsp.: Identification, Recombi-
nant Expression, and Characterization of the 100 kDa High Mole-
cular Weight Hymenoptera Venom Allergens Api m 5 and Ves v 3,
J Immunol, 2010; 184: 5403-5413

Blank S., Etzold S., Darsow U i wsp.: Component-resolved evalu-
ation of the content of major allergens in therapeutic extracts for
specific immunotherapy of honeybee venom allergy, Hum Vaccin
Immunother. 2017; 13(10): 2482-2489

Hemmer W. Kreuzreaktionen zwischen den Giften von Hymenop-
teren unterschiedlicher Familien, Gattungen und Arten, Hauta-
rzt, 2014; 65: 775-779

Vega-Castro A., Rodriguez-Gil D., Martinez-Gomariz M i wsp.: Api
m 6 and Api m 10 as Major Allergens in Patients with Honeybee
Venom, J Investig Allergol Clin Immunol, 2022; 32(2): 1-23

Yang J., Lee KS., Kim BY i wsp.: Anti-fibrinolytic and anti-microbial
activities of a serine protease inhibitor from honeybee (Apis cera-
na) venom, Comparative Biochemistry and Physiology, 2017; 201:
11-18

Kettner A., Hughes GJ., Frutiger S.: Api m 6: A new bee venom
allergen, Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2001; 107(5),
914-920

Michel Y., McIntyre M., Ginglinger H.: The Putative Serine Protease
Inhibitor Api m 6 From Apis mellifera Venom: Recombinant and
Structural Evaluation, J Investig Allergol Clin Immunol ,2012; 22(7):
476-484

Geirgueva D., Greunke K., Betzel C.: Three-dimensional model of
the honeybee venom allergen Api m 7: structural and functional
insights, Mol. BioSyst., 2010; 6: 1056-1060

Winningham KM., Christian MS., Schmidt M.: Hymenoptera venom
protease allergens, Journal of Allergy and Clinical Immunology,
2004; 114(4): 928-933

Burzynska M., Piasecka-Kwiatkowska D.; A Review of Honeybee Ve-
nom Allergens and Allergenicity, Int J Mol Sci., 2021; 22(16): 8371

Rand EE., Smit S., Beukes M.: Detoxification mechanisms of honey
bees (Apis mellifera) resulting in tolerance of dietary nicotine, Scien-
tific Reports 2015; 5: 11779

Tusiimire J.: A Study of the Biological Activity of Bee Venom and
its Fractions With Regard to Cosmetic Science and Immunology,
Strathclyde Institute of Pharmacy and Biomedical Sciences at the
University of Strathclyde, 2016: 30-45

Rauber MM., RoBBbach, A., Jung, Aii wsp.: The honey bee venom al-
lergen Api m 10 displays one major IgE epitope, Api m 10160-174,
Allergy, 2020; 75(7): 1756-1759

Jakob T., Rauber MM., Perez-Riverol A i wps.: The Honeybee Ve-
nom Major Allergen Api m 10 (Icarapin) and Its Role in Diagnostics
and Treatment of Hymenoptera Venom, Curr Allergy Asthma Rep.
2020; 20(9): 48

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Pereira Santos MC., Lourenco T., Pedro E., Evolution of Api m10
specific IgE and IgG4 after one year of bee venom immunotherapy,
Eur Ann Allergy Clin Immunol, 2020; 52: 175-181

Feindor M., Heath M., Hewings SJ i wsp.: Venom Immunotherapy:
From Proteins to Product to Patient Protection, Toxins (Basel). 2021;
13(9): 616

Vaerenbergha M., Smet L., Rafei-Shamsabadi i wsp.: IgE reco-
gnition of chimeric isoforms of the honeybee (Apis mellifera) ve-
nom allergen Api m 10 evaluated by protein array technology, Mo-
lecular Immunology, 2015; 63: 449-455

Mandacaru S., Vale LHG., Vahidi S i wsp.: Characterizing the Struc-
ture and Oligomerization of Major Royal Jelly Protein 1 (MRJP1) by
Mass Spectrometry and Complementary Biophysical Tools, Bioche-
mistry. 2017; 56(11): 1645-1655

Rosmilah, M., Shahnaz, M., Patel G i wsp.: Characterization of ma-
jor allergens of royal jelly Apis mellifera, Tropical Biomedicine, 2008;
25(3): 243-251

Matsuoka T., Kawashima T., Nakamura T i wsp.: Isolation and cha-
racterization of proteases that hydrolyze royal jelly proteins from
queen bee larvae of the honeybee, Apis mellifera, Apidologie,
2012; 43: 685-697

Furusawa T., Rakwal R., Nam HW i wsp.: Comprehensive Royal Jelly
(RJ) Proteomics Using One- and Two-Dimensional Proteomics Plat-
forms Reveals Novel RJ Proteins and Potential Phospho/Glycoprote-
ins, Journal of Proteome Research 2008; 7: 3194-3229

Schonleben S., Sickmann A., Mueller MJ i wsp.: Proteome analysis
of Apis mellifera royal jelly, Analytical and Bioanalytical Chemistry,
2007; 389: 1087

Blank S., Seismann H., Mclntyre M., Vitellogenins Are New High
Molecular Weight Components and Allergens (Api m 12 and Ves v
6) of Apis mellifera and Vespula vulgaris Venom, PLoS One. 2013;
8(4): €62009

Zhang Y., Chen Y., Cai Y., Novel polyclonal antibody-based rapid
gold sandwich immunochromatographic strip for detecting the
major royal jelly protein 1 (MRJP1) in honey, PLoS One. 2019; 14(2):
0212335

Blank S., Bantleon Fl., McIntyre M., The major royal jelly proteins
8 and 9 (Api m 11) are glycosylated components of Apis mellifera
venom with allergenic potential beyond carbohydrate-based reac-
tivity, Clinical & Experimental Allergy, 2012; 42: 976-985

Salmela H., Stark T., Stucki D i wsp., Ancient Duplications Have Led
to Functional Divergence of Vitellogenin-Like Genes Potentially
Involved in Inflammation and Oxidative Stress in Honey Bees, Ge-
nome Biol Evol. 2016; 8(3): 495-506

Leipart V., Montserrat-Canals M., Cunha ES i wsp., Structure pre-
diction of honey bee vitellogenin: a multi-domain protein impor-
tant for insect immunity, FEBS Open Bio 2021; 12: 51-70

BenVan LR., Nieh JC,, Larval honey bees infected with Nosema ce-
ranae have increased vitellogenin titers as young adults, Sci Rep.,
2017;7: 14144

Harwood G., Amdam G., Freitak D., The role of Vitellogenin in the
transfer of immune elicitors from gut to hypopharyngeal glands in
honey bees (Apis mellifera), Journal of Insect Physiology 2019; 112:
90-100

Adib-Tezer H., Bayerl C., Honeybee and wasp venom allergy: Sensi-
tization and immunotherapy, Journal der Deutschen Dermatologi-
schen Gesellschaft, 2018; 16(10): 1228-1247

Lis K, Bartuzi Z. Testy wieloparametrowe do diagnostyki moleku-
larnej alergii — aktualne mozliwosci, Alergia Astma Immunologia
2020, 25 (3): 122-140

https://www.thermofisher.com/phadia/wo/en/product-catalog.ht-
ml?solution=ImmunoCAP&region=PL (20.01.2022)
https://www.hycorbiomedical.com/products (20.01.2022)
https://www.siemens-healthineers.com/laboratory-diagnostics/

assays-by-diseases-conditions/allergy/laboratorian-information
(20.01.2022)



22

Alergia Astma Immunologia 2022, 27 (1): 12-22

70.

71.

72.

https://www.euroimmun.com/documents/Catalogue/EUROIM-
MUN-Product-Catalogue.pdf (20.01.2022)
https://www.emma-mdt.pl/diagnostyka/polycheck/alergologia/pa-
nele-molekularne-specjalne (11.02.2022)

Halteren H., Lindern PAW., Burgers S. i wsp., Hymenoptera sting

challenge of 348 patients: Relation to subsequent field stings, J Al-
lergy clin immunol, 1994; 97(5): 1058-1063

73.

74.

Ott H., Tenbrock H., Baron J. i wsp., Basophil Activation Test for
the Diagnosis of Hymenoptera Venom Allergy in Childhood: a Pilot
Study, Klin Padiatr, 2011; 223: 27-32.

Scherer K, Weber JM, Jermann TM i wsp. Cellular in vitro assays
in the diagnosis of Hymenoptera venom allergy. Int Arch Allergy
Immunol, 2008;146(2):122-32.



