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Artyku³ przegl¹dowy Review

Paenibacillus larvae, Gram-dodatnia bakteria kszta³tu
cylindrycznego jest zarazkiem o niebywa³ej patogen-
no�ci dla czerwiu rodzin pszczelich i wyj¹tkowej eks-
pansji epidemiologicznej. Z uwagi na tworzenie opor-
nych na zniszczenie endospor bakteria ta przez d³ugie
lata zaka¿a �rodowisko i jest przyczyn¹ sta³ej obecno�ci
zgnilca amerykañskiego (American foulbrood � AFB)
w pasiekach (10). Straty ekonomiczne dotycz¹ce pasiek
spowodowa³y, ¿e kontrola zaka¿eñ czerwiu pszczo³y
miodnej i zgnilca amerykañskiego znajduje odzwiercied-
lenie w ustawach oraz zaleceniach sanitarnych i epide-
miologicznych. W wielu krajach obowi¹zuje zniszcze-
nie zaka¿onych rodzin przez wysiarkowanie i spalenie
zabitych pszczó³ wraz z zawarto�ci¹ ula, nieraz towa-
rzysz¹cego sprzêtu lub po zniszczeniu pszczó³ termiczne
odka¿enie uli, opalenie sprzêtu, o ile nie zosta³ spalony
(22, 29, 30, 35).

Totalne niszczenie zaka¿onych pasiek i sprzêtu jest
z pewno�ci¹ najbardziej skuteczn¹ metod¹ walki z tym
wyj¹tkowo gro�nym � przynosz¹cym olbrzymie straty
ekonomiczne patogenem. Metoda ta, mo¿liwa do zaak-
ceptowania w przypadku niewielkiej liczby zaka¿onych
pni, jest trudna do realizacji, gdy zasiêg infekcji obej-
muje niemal ca³¹ pasiekê, co wi¹¿e siê z jej likwidacj¹.
Zniszczenie pasiek w rejonach zaka¿onych, poza zde-
cydowanym sprzeciwem pszczelarzy, mia³oby ogrom-

ny, negatywny wp³yw na plony ro�lin owadopylnych.
Niebagatelne s¹ tak¿e koszty ekonomiczne takiego po-
stêpowania. W Polsce zgnilec amerykañski jest choro-
b¹ podlegaj¹c¹ obowi¹zkowi zwalczania. (Dziennik
Ustaw z 2005 r. nr 187 poz. 1574, paragraf 4.1. �Powia-
towy lek. wet. � w punkcie 2.a. nakazuje odpowiednie
postêpowanie z: chorymi rodzinami pszczelimi w szcze-
gólno�ci ich leczenie albo zniszczenie�) (6). W wielu
krajach Europy stosowanie antybiotyków u pszczó³ jest
zabronione lub �ci�le nadzorowane (21, 36, 37).

Alternatyw¹ walki z AFB jest leczenie zaka¿onych
rodzin przy u¿yciu preparatów przeciwbakteryjnych, jak
antybiotyki i chemioterapeutyki, o wyborze ograniczo-
nym (przez ustawy). Od lat czterdziestych ubieg³ego
wieku dopuszczono do u¿ycia sulfamidy (sulfatiazol,
polisulfamid) wycofane (w niektórych krajach) w latach
70. ze wzglêdu na trwa³e ska¿enie miodu. W 10 lat po
wprowadzeniu sulfamidów do leczenia AFB zaakcep-
towano terramycynê w postaci oksytetracykliny (OTC),
stosowan¹ w wielu krajach, w tym w Polsce, obok poli-
sulfamidu (21, 26, 29, 30, 36).

Pojawienie siê szczepów opornych P. larvae na OTC,
co stwierdzono w 2000 r. (3, 31), zwróci³o uwagê na
poszukiwanie innych, mo¿liwych do zaakceptowania
substancji leczniczych. Badania ukierunkowano na nowe
grupy antybiotyków i chemioterapeutyków oraz na sub-
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stancje produkowane przez ro�liny, a tak¿e pszczo³y
(propolis). Idea³em by³by preparat aktywny wobec pa-
togenu, nietoksyczny dla pszczó³ we wszystkich stadiach
rozwoju i nie powoduj¹cy ska¿enia produktów pszcze-
lich.

Inny problem wynikaj¹cy z powstawania opornych
na OTC szczepów P. larvae (MIC szczepów wra¿liwych
na OTC < 1,00 µg/ml, opornych > 32,00 µg/ml) (22),
stanowi¹ badania mechanizmów oporno�ci zarazka
w stosunku do skutecznego przez lata antybiotyku. Po-
znanie tych mechanizmów i przygotowanie alternatyw-
nych preparatów umo¿liwiaj¹cych kontrolê AFB stano-
wi wyzwanie dla wspó³czesnej nauki i praktyki doty-
cz¹cej hodowli pszczo³y miodnej. Znaczenie pszczó³ dla
gospodarki tylko jako �zapylacza� ro�lin uprawnych,
oszacowano w USA na miliardy dolarów (4, 5, 14, 18,
26, 27).

Poszukuj¹c nowych, mo¿liwych do zastosowania
w praktyce preparatów Kochansky i wsp. (26, 27) prze-
badali ogó³em 62 antybiotyki i chemioterapeutyki z 19
grup. Badania wykonano przy pomocy testów laborato-
ryjnych in vitro oraz in vivo w kontrolowanych próbach
terenowych. Badania przydatno�ci do terapii AFB 27
antybiotyków przeprowadzono w stosunku do szczepu
opornego i wra¿liwego na OTC. Jak wynika z danych
autorów (26), spo�ród 6 antybiotyków z grupy tetracy-
klin najbardziej aktywna w stosunku do szczepu wra¿-
liwego okaza³a siê demeklocylina (Demeclocyline),
w przypadku której strefa zahamowania wystêpowa³a
wokó³ kr¹¿ka zawieraj¹cego 0,012 µg antybiotyku.
W stosunku do szczepu opornego na OTC strefê hamo-
wania obserwowano przy 10-krotnie wiêkszym stê¿e-
niu (0,12 µg). Najbardziej efektywne okaza³y siê jed-
nak deoksycyklina i minocyklina (Deoxycycline, Mino-
cycline) wyznaczaj¹ce strefê zahamowania wzrostu obu
szczepów przy zawarto�ci 0,04 µg preparatu w kr¹¿ku.
Z pozosta³ych 21 badanych antybiotyków najbardziej
aktywna w stosunku do obu szczepów okaza³a siê ri-
fampicyna (Rifampicin) � strefa zahamowania wzrostu
wystêpowa³a nawet przy ilo�ci 0,0012 µg preparatu na
kr¹¿ku, a MIC = 1,8 µg/l. Antybiotyk ten nie jest jednak
dopuszczony do u¿ytku weterynaryjnego. Najbardziej
aktywne OTC, tylozyna, erytromycyna, linkomycyna,
dawa³y widoczny efekt hamowania w stosunku do szcze-
pu wra¿liwego i opornego na OTC przy ilo�ci 0,06 µg
substancji na kr¹¿ku (26). Celowo�æ i mo¿liwo�æ u¿y-
cia linkomycyny do kontroli AFB potwierdzaj¹ badania
Feldlaufera i wsp. (15).

Spo�ród 35. badanych zwi¹zków najbardziej efektyw-
nymi okaza³y siê narasina i salinomycyna, preparaty
nale¿¹ce do grupy antybiotyków jonoforowych (0,04-
-0,012 µg/kr¹¿ek), a z grupy makrolidów � tylozyna.
Ten ostatni antybiotyk by³ testowany w stosunku do pa-
togenu przez wielu autorów (5, 34). Efekt hamowania
wzrostu szczepów P. larvae przez pozosta³e 33 prepa-
raty nastêpowa³ przy dziesiêciokrotnie wiêkszej koncen-
tracji. Badania terenowe wprawdzie nie wykaza³y efek-
tu toksycznego badanych antybiotyków w stosunku do
larw, ale okaza³y siê tak¿e nieskuteczne w do�wiadczal-
nych badaniach in vivo. Tak wiêc wprowadzone do te-

rapii AFB sulfamidy i tetracykliny, pomimo powstania
pewnej puli szczepów opornych, pozostaj¹ nadal w wie-
lu krajach preparatami z wyboru.

Pozytywne wyniki odno�nie do efektywno�ci tylozy-
ny w kontroli AFB w badaniach do�wiadczalnych in
vitro i in vivo w stosunku do Apis mellifera ligustica L.,
uzyska³ zespó³ Alippi i wsp. (5). Autorzy zwracaj¹ uwagê
na konieczno�æ rozszerzenia badañ w do�wiadczeniach
terenowych. Szczególne znaczenie ma fakt, ¿e w proce-
sie degradacji tylozyna ulega przemianie w desmyko-
zynê (desomycosin) która pozostaje w miodzie ponad
9 miesiêcy (24, 25). Fakt ten nakazuje szczególne
zwrócenie uwagi na dawkê preparatu, okres stosowania
i sposób podania leku zaka¿onej rodzinie (5). W 2005 r.
firma Elanco Animal Health, na podstawie w³asnych
badañ, rekomendowa³a tylozynê (preparat Tylan) do
zwalczania AFB (dawka 200 mg/ul, w 20 g cukru � sy-
rop, raz w tygodniu przez 3 tygodnie). (Supplemental
New Animal Drug Application NADA 013-076).

Innym antybiotykiem, dopuszczonym do praktyki
weterynaryjnej, w wielu krajach przetestowanym w ba-
daniach in vitro i in vivo w stosunku do AFB jest tylo-
mykozyna (tilomicosin) (37). Tylomykozyna � pó³syn-
tetyczny antybiotyk z grupy makrolidów uzyskiwany jest
poprzez chemiczn¹ modyfikacjê tylozyny. Zwi¹zek ten
okaza³ siê aktywny w stosunku do opornych i wra¿li-
wych szczepów P. larvae. W badaniach wykonanych
na 23 szczepach, w tym trzech opornych na OTC, MIC
tego antybiotyku kszta³towa³a siê w przedziale 0,5 do
0,0625 µg/ml. Podana per os tylomykozyna okaza³a
siê nietoksyczna dla pszczó³ doros³ych, wyliczone LD

50
w ci¹gu 24 godz. osi¹gano przy ilo�ci 10478,438 µg
antybiotyku/pszczo³ê. �miertelno�æ czerwiu wynosi³a
13-14% i nie odbiega³a od warto�ci notowanej dla czer-
wiu kontrolnego. Przeprowadzona w okresie jesiennym
próba terenowa z dawk¹ 1000 mg substancji czynnej/ul
przynios³a pozytywny efekt. Autorzy postuluj¹ dalsze
badania nad okre�leniem optymalnej dawki leczniczej
tego antybiotyku, formy podania oraz stopnia ska¿enia
miodu. W konkluzji wyra¿aj¹ optymizm dotycz¹cy mo¿-
liwo�ci wdro¿enia tylomykozyny do praktyki w kontro-
li AFB.

Badania autorów japoñskich (32) skoncentrowano na
mikrosamycynie (MRM) antybiotyku z grupy makroli-
dów. W Japoni OTC nie jest dopuszczona do kontroli
AFB. Antybiotyk ten stosowany w Japonii do leczenia
zwierz¹t okaza³ siê tak¿e skuteczny w zwalczaniu AFB.
Podany z py³kiem w ilo�ci 200 mg/rój/tydzieñ, jest
efektywnie przekazywany larwom wraz z mleczkiem
pszczó³ karmicielek i osi¹ga du¿¹ koncentracjê w lar-
wach. Wysoki minimalny efekt hamowania (MIC

90
 = 0,05

µg/ml) i efekt bakteriobójczy (MBC
90

 = 6,25 µg/ml)
w stosunku do P. larvae oraz wzglêdnie niewielkie
ska¿enie miodu stawia MRM w rzêdzie skutecznego
preparatu w kontroli AFB w Japonii.

Poszukuj¹c nowych preparatów umo¿liwiaj¹cych sku-
teczn¹ kontrolê AFB i nie powoduj¹cych ska¿enia pro-
duktów pszczelich, przede wszystkim miodu, podjêto
wiele badañ zmierzaj¹cych do wykorzystania bakterio-
statycznych i bakteriobójczych zwi¹zków produkowa-



Medycyna Wet. 2011, 67 (2) 89

nych przez ro�liny. Floris i wsp. (16) badali olejki ete-
ryczne 20 ro�lin i wykazali w badaniach in vitro ich dzia-
³anie bakteriobójcze w dawce od 50 do 400 mg/kg. Naj-
bardziej efektywny okaza³ siê olejek cynamonu � MIC
i MBC 50 i 100 mg/kg. W olejku tym zidentyfikowano
24 zwi¹zki chemiczne, wystêpuj¹ce w ró¿nych ilo�ciach;
najwiêksz¹ frakcjê (79,3%) stanowi³ aldehyd cynamo-
nowy. Preparat ten okaza³ siê aktywny w do�wiadcze-
niach in vivo w okresie jesieni i zimy. Praktyczne u¿y-
cie olejku cynamonu w terapii AFB wymaga jeszcze
wielu badañ w tym toksykologicznych (16).

Badacze argentyñscy (17, 19) poszukuj¹c skutecznych
preparatów, mo¿liwych do stosowania w profilaktyce
i terapii AFB, przetestowali olejki eteryczne krajowych
dzikich ro�lin, otrzymane metod¹ destylacji wodnej.
Spo�ród 5 badanych in vitro olejków ro�linnych siln¹
aktywno�æ bakteriobójcz¹ w stosunku do P. larvae wy-
kazywa³ olejek ekstrahowany z tymianku pospolitego
(Thymus vulgaris) zawieraj¹cy 39,9% tymolu. W³a�ci-
wo�ci bakteriobójcze tymolu wykazano tak¿e w stosun-
ku do innych patogenów pszczo³y miodnej, jak np. Asco-
sphaera apis (12). Nie przeprowadzono jednak badañ
terenowych. Wyniki badañ in vitro nie zawsze pokry-
waj¹ siê z próbami in vivo. Kontrola efektywno�ci leku
w warunkach terenowych w stosunku do AFB zale¿y
od wielu dodatkowych czynników, takich jak dawka czy
sposób podania.

W do�wiadczeniach terenowych destylatów pocho-
dz¹cych z 5 ro�lin � Thymus vulgaris � tymianek po-
spolity, Cymbopogon citratus � palczatka cytrynowa,
Organum vulgare � lebiodka pospolita, Ocimum basili-
cum � bazylia pospolita, Satureja hortensis � cz¹ber
ogrodowy aktywnych in vitro w stosunku do P. larvae
nie osi¹gniêto efektu leczniczego. Przeciwnie, w kolo-
niach leczonych tymi preparatami obserwowano silniej-
szy stopieñ infekcji w stosunku do kontroli. Wynik ten
autorzy t³umacz¹ pewnym stopniem toksyczno�ci ba-
danych preparatów wywieranym na czerw i imago (1).

W 2008 r. Fuselli i wsp. (18) przebadali bakteriobój-
cze w³a�ciwo�ci olejków eterycznych otrzymanych
z owoców drzew cytrusowych. Stwierdzili oni du¿¹ ak-
tywno�æ terpenów z owocu grejpfruta (Citrus paradisi)
dla których MIC osi¹ga³a warto�æ 385 mg/l, za� efekt
bakteriobójczy (MBC) 770 mg/l. Olejki uzyskane z po-
marañczy (Citrus sinensis), mandarynek (C. nobilis)
i cytryny (C. limon) okaza³y siê mniej aktywne (MIC
pomarañczy = 839,9, a MBC 2520,0 mg/l). Z³o¿ony
sk³ad chemiczny i zmienna koncentracja poszczególnych
sk³adników w owocach nie pozwoli³y na wytypowanie
zwi¹zku najbardziej aktywnego. Wskazuj¹ na to tak¿e
badania Belletti i wsp. (9) wykonane na dro¿d¿ach Sac-
charomyces cerevisiae. Badania wykaza³y, ¿e pod wzglê-
dem aktywno�ci do P. larvae terpeny i inne zwi¹zki za-
warte w olejku owoców grejpfruta tworz¹ oddzieln¹
grupê w�ród pozosta³ych preparatów u¿ytych w do-
�wiadczeniu. Wstêpny etap cytowanych badañ nie przy-
nosi rozstrzygniêæ praktycznych (18).

Próby u¿ycia propolisu do kontroli AFB pochodz¹
z pó�nych lat 60. ubieg³ego wieku (28), chocia¿ w me-
dycynie ludzkiej propolis by³ stosowany od niepamiêt-

nych czasów (7). W pracy przegl¹dowej dotycz¹cej
sk³adu chemicznego i zbiorowisk ro�lin produkuj¹cych
substancje zbierane przez pszczo³y do w produkcji
propolisu Bankowa i wsp. (7) zwracaj¹ uwagê na zró¿-
nicowanie sk³adu chemicznego i aktywno�ci mikrobo-
bójczej preparatów z ró¿nych � bliskich i dalekich geo-
graficznie �rodowisk. Wskazuj¹ na konieczno�æ zinten-
syfikowania badañ zmierzaj¹cych do wyodrêbnienia
substancji biologicznie czynnych i standaryzacji prepa-
ratu, co stanowi warunek rekomendacji do praktyki
medycznej. Antybakteryjna aktywno�æ propolisu pocho-
dz¹cego z ró¿nych rejonów Brazylii oraz z USA (stan
Minnesota), ukierunkowana na P. larvae by³a przedmio-
tem badañ Bastos i wsp. (8). Autorzy wykazali ró¿n¹
aktywno�æ hamowania wzrostu P. larvae przez wyci¹gi
alkoholowe 32 próbek propolisu wystêpuj¹cego w 4 ko-
lorach: czerwonym, zielonym, br¹zowym i czarnym.
Wszystkie badane próbki, w tym z USA, by³y aktywne
w stosunku do tego patogenu. Porównuj¹c ich aktyw-
no�æ w stosunku do antybiotyków kontrolnych, wanko-
mycyny i tetracykliny, autorzy spekuluj¹, ¿e wprawdzie
�rednice zahamowania wzrostu dooko³a kr¹¿ków z an-
tybiotykami by³y istotnie wiêksze, ale substancja czyn-
na znajdowa³a siê tylko w standardowej ilo�ci 30,0 µg.
Przygotowane wyci¹gi zawiera³y od 2,70 do 12,60 mg
propolisu, w którym nie oznaczono ilo�ci substancji
czynnej, co mo¿e wskazywaæ, i¿ wystêpuje ona w mniej-
szej ilo�ci ni¿ antybiotyk. Silny efekt hamowania wzro-
stu P. larvae przez aktywne zwi¹zki zawarte w propo-
lisie stanowi zachêtê do badañ zmierzaj¹cych do ich
identyfikacji. Ma to szczególne znaczenie, gdy¿ propo-
lis z regionów o umiarkowanym klimacie jest czêsto
identyfikowany jako typ propolis-topoli, niezale¿nie od
gatunku drzewa, co sprawia, ¿e zawarte w nim zwi¹zki
chemiczne s¹ podobne. Badañ wymaga tak¿e mecha-
nizm dzia³ania zwi¹zków aktywnych na komórkê bak-
teryjn¹ oraz, co jest niezmiernie wa¿ne z punktu widze-
nia praktyki, sposób, ilo�æ i okres stosowania. Niezmier-
nie istotne jest oznaczenie poziomu tych zwi¹zków
w produktach pszczelich, ich znaczenie dla organizmu
wszystkich form rozwoju owada, a tak¿e dla cz³owieka.

W ostatnich latach du¿e zainteresowanie wzbudzaj¹
badania wp³ywu mikroflory bakteryjnej na rodzinê
pszczel¹. Badania dotycz¹ roli mikroorganizmów nie-
patogennych, rezyduj¹cych w ulu jako saprofity i wspó³-
¿yj¹cych z owadem, ci¹gle obecnych w produktach
pszczelich. Poznanie znaczenia tych mikroorganizmów
dla wzrostu aktywno�ci pszczo³y np. w zapylaniu ro�lin
jest przedmiotem oddzielnych badañ (20). Zaintereso-
wanie budz¹ tak¿e bakterie i ich produkty mo¿liwe do
wykorzystania w profilaktyce i terapii AFB. Badania
Evansa i Armstronga (13) wykaza³y, ¿e spo�ród 19 ró¿-
nych bakterii wyosobnionych z ula cztery: Acinetobac-
ter sp., Bacillus fusiformis, Brevibacillus formosus,
Stenotrophomonas maltophila wykazywa³y najwiêkszy
wp³yw hamuj¹cy wzrost P. larvae. Interakcja pomiêdzy
gatunkami zasiedlaj¹cymi ul mo¿e byæ wa¿nym czyn-
nikiem w utrzymaniu zdrowia rodziny pszczelej. Wska-
zuj¹ na to spostrze¿enia, ¿e obecno�æ w ulu flory choro-
botwórczej nie zawsze prowadzi do wyst¹pienia obja-
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wów chorobowych. Byæ mo¿e nastêpuje to w wyniku
interakcji pomiêdzy bakteriami lub jest wynikiem od-
powiedzi immunologicznej wystêpuj¹cej u owadów,
w tym u larw pszczo³y. Przegl¹d mechanizmów obron-
nych pszczo³y w stosunku do P. larvae przedstawiono
w oddzielnym opracowaniu (11).

Spostrze¿enie, ¿e bakterie rodzaju Bacillus, Paeni-
bacillus, Brevibacillus to stali mieszkañcy ula (20) sk³o-
ni³o Alippi i Reynaldi (5) do podjêcia badañ nad ich
znaczeniem jako efektywnych czynników w biokontroli
AFB. Bakterie tych rodzajów to producenci antybio-
tyków, zwi¹zków antybiotykopodobnych, bakteriocyn
i metabolitów przeciwgrzybowych (23, 33).

W badaniach Alippi i Reynaldi (5) wykazali, ¿e spo-
�ród 242 izolowanych szczepów bakterii zasiedlaj¹cych
ule 26 (11%) bardzo efektywnie hamowa³o wzrost
P. larvae (ATCC 9545). Wybrane z po�ród 26 (drog¹
losow¹) 10 szczepów przetestowano w stosunku do 16
szczepów P. larvae pochodz¹cych z ró¿nych krajów.
Wszystkie wybrane izolaty, jakkolwiek w ró¿nym stop-
niu, hamowa³y wzrost testowych szczepów tego pato-
genu. Okaza³o siê, ¿e czynniki hamuj¹ce produkowane
przez wybrane szczepy nie s¹ jednorodne. W ich sk³ad
wchodz¹ zarówno zwi¹zki peptydowe, rozk³adane przez
trypsynê, czê�ciowo inaktywowane trypsyn¹, co wska-
zuje, ¿e zawieraj¹ peptyd po³¹czony ze zwi¹zkiem anty-
biotykopodobnym, jak i ca³kowicie niewra¿liwe na tryp-
synê, a wiêc nie maj¹ce charakteru bia³kowego. Wyniki
tych badañ zachêcaj¹ do bli¿szego poznania mechaniz-
mów antagonizmu tych grup bakterii, byæ mo¿e mo¿li-
wych do wdro¿enia w kontroli AFB. Gwa³towne nara-
stanie populacji P. larvae opornej na OTC wymusza
poszukiwanie nowych zwi¹zków o dzia³aniu bakterio-
statycznym i bakteriobójczym oraz nowych, bardziej
skutecznych metod zwalczania choroby. Wspó³cze�nie
rozwój badañ molekularnych ukierunkowanych na po-
znanie mechanizmów oporno�ci bakterii i ich zró¿nico-
wanie genetyczne mo¿na wykorzystaæ do badañ nad
opracowaniem leku skutecznego tak¿e dla kontroli AFB.
Zagadnienia te stanowi¹ temat innego opracowania (11).
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