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Range of susceptibility of Paenibacillus larvae to antibacterial compounds

Summary

The honey bee disease American foulbrood (AFB) is a serious problem since its causative agent (Paenibacillus
larvae) has become increasingly resistant to conventional antibiotics. From the year 2000 the number of
isolates of P. larvae resistant against oxytetracycline (OTC) has increased. Therefore, since 2000 many
antibiotics, chemotherapeutic propolis and plant extracts were tested in vitro and in vivo against P. larvae.
The most active in the in vitro tests appeared to be deoxycycline, minocycline, rifampicin and lincomycin.
Among the 35 examined antibacterial compounds active against P. larvae were narasin, salinomycin and
tylosine. In many countries tylosine, tilomycosis have been recommended for the control of AFB, while
microsamicine was recommended in Japan. The studies with plain essential oils did not succeeded. The
propolis extracts from the various parts of the world showed significant inhibition of P. larvae. Due to the
evolution of the resistance of P. larvae to conventional antibiotic treatments, the research on normal bee
microflora (Bacillus, Paenibacillus, and Brevibacillus) is an important step in identifying possible new active

tools to treat AFB in honey bee colonies.
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Paenibacillus larvae, Gram-dodatnia bakteria ksztattu
cyhndrycznego Jest zarazkiem o niebywalej patogen-
nosci dla czerwiu rodzin pszczelich i wyjatkowej eks-
pansji epidemiologicznej. Z uwagi na tworzenie opor-
nych na zniszczenie endospor bakteria ta przez dlugie
lata zakaza $rodowisko i jest przyczyna stalej obecnosci
zgnilca amerykanskiego (American foulbrood — AFB)
w pasiekach (1 O) Straty ekonomiczne dotyczqce pasiek
spowodowaty, ze kontrola zakazen czerwiu pszczoty
miodnej 1 zgnilca amerykanskiego znajduje odzwiercied-
lenie w ustawach oraz zaleceniach sanitarnych i epide-
miologicznych. W wielu krajach obowiazuje zniszcze-
nie zakazonych rodzin przez wysiarkowanie i spalenie
zabitych pszczot wraz z zawartoscig ula, nieraz towa-
rzyszacego sprzgtu lub po zniszczeniu pszczot termiczne
odkazenie uli, opalenie sprzgtu, o ile nie zostat spalony
(22, 29, 30, 35).

Totalne niszczenie zakazonych pasiek i sprzgtu jest
z pewnoscia najbardziej skuteczna metoda walki z tym
wyjatkowo groznym — przynoszacym olbrzymie straty
ekonomiczne patogenem. Metoda ta, mozliwa do zaak-
ceptowania w przypadku niewielkiej liczby zakazonych
pni, jest trudna do realizacji, gdy za51qg ll’lfekCJl obej-
muje niemal cala pasieke, co wiaze si¢ z jej likwidacja.
Zniszczenie pasiek w rejonach zakazonych, poza zde-
cydowanym sprzeciwem pszczelarzy, miatoby ogrom-

ny, negatywny wplyw na plony roslin owadopylnych.
Niebagatelne sa takze koszty ekonomiczne takiego po-
stgpowania. W Polsce zgnilec amerykanski jest choro-
ba podlegajaca obowiazkowi zwalczania. (Dziennik
Ustaw z 2005 r. nr 187 poz. 1574, paragraf 4.1. ,,Powia-
towy lek. wet. ... w punkcie 2.a. nakazuje odpowiednie
postgpowanie z: chorymi rodzinami pszczelimi w szcze-
g6Inosci ich leczenie albo zniszczenie”) (6). W wielu
krajach Europy stosowanie antybiotykow u pszczot jest
zabronione lub $cisle nadzorowane (21, 36, 37).

Alternatywa walki z AFB jest leczenie zakazonych
rodzin przy uzyciu preparatoOw przeciwbakteryjnych, jak
antybiotyki i chemioterapeutyki, o wyborze ograniczo-
nym (przez ustawy). Od lat czterdziestych ubieglego
wieku dopuszczono do uzycia sulfamidy (sulfatiazol,
polisulfamid) wycofane (w niektorych krajach) w latach
70. ze wzgledu na trwale skazenie miodu. W 10 lat po
wprowadzeniu sulfamidow do leczenia AFB zaakcep-
towano terramycyng w postaci oksytetracykliny (OTC),
stosowang w wielu krajach, w tym w Polsce, obok poli-
sulfamidu (21, 26, 29, 30, 36).

Pojawienie si¢ szczepow opornych P. larvae na OTC,
co stwierdzono w 2000 r. (3, 31), zwrécito uwage na
poszukiwanie innych, mozliwych do zaakceptowania
substancji leczniczych. Badania ukierunkowano na nowe
grupy antybiotykow i chemioterapeutykow oraz na sub-



stancje produkowane przez rosliny, a takze pszczoty
(propolis). Ideatem bytby preparat aktywny wobec pa-
togenu, nietoksyczny dla pszczot we wszystkich stadiach
rozwoju i nie powodujacy skazenia produktow pszcze-
lich.

Inny problem wynikajacy z powstawania opornych
na OTC szczepow P. larvae (MIC szczepow wrazliwych
na OTC < 1,00 pg/ml, opornych > 32,00 pg/ml) (22),
stanowia badania mechanizmdéw opornosci zarazka
w stosunku do skutecznego przez lata antybiotyku. Po-
znanie tych mechanizmdw 1 przygotowanie alternatyw-
nych preparatow umozliwiajacych kontrolg AFB stano-
wi wyzwanie dla wspofczesnej nauki i praktyki doty-
czacej hodowli pszczoty miodnej. Znaczenie pszczot dla
gospodarki tylko jako ,,zapylacza” roslin uprawnych,
oszacowano w USA na miliardy dolarow (4, 5, 14, 18,
26, 27).

Poszukujac nowych, mozliwych do zastosowania
w praktyce preparatoéw Kochansky i wsp. (26, 27) prze-
badali ogétem 62 antybiotyki i chemioterapeutyki z 19
grup. Badania wykonano przy pomocy testow laborato-
ryjnych in vitro oraz in vivo w kontrolowanych proébach
terenowych. Badania przydatnosci do terapii AFB 27
antybiotykdéw przeprowadzono w stosunku do szczepu
opornego i wrazliwego na OTC. Jak wynika z danych
autoréw (26), sposrod 6 antybiotykdéw z grupy tetracy-
klin najbardziej aktywna w stosunku do szczepu wraz-
liwego okazata si¢ demeklocylina (Demeclocyline),
w przypadku ktorej strefa zahamowania wystgpowata
wokot krazka zawierajacego 0,012 pg antybiotyku.
W stosunku do szczepu opornego na OTC strefe hamo-
wania obserwowano przy 10-krotnie wigkszym stgze-
niu (0,12 pg). Najbardziej efektywne okazaly si¢ jed-
nak deoksycykhna iminocyklina (Deoxycycline, Mino-
cycline) wyznaczajace strefe zahamowania wzrostu obu
szczepow przy zawartosci 0,04 pg preparatu w krazku.
Z pozostatych 21 badanych antybiotykow najbardziej
aktywna w stosunku do obu szczepdéw okazala sig ri-
fampicyna (Rifampicin) — strefa zahamowania wzrostu
wystepowala nawet przy ilosci 0,0012 pg preparatu na
krazku, a MIC = 1,8 ng/l. Antybiotyk ten nie jest jednak
dopuszczony do uzytku weterynaryjnego. Najbardziej
aktywne OTC, tylozyna, erytromycyna, linkomycyna,
dawaty widoczny efekt hamowania w stosunku do szcze-
pu wrazliwego 1 opornego na OTC przy ilosci 0,06 pg
substancji na krazku (26). Celowos¢ i mozliwos¢ uzy-
cia linkomycyny do kontroli AFB potwierdzaja badania
Feldlaufera i wsp. (15).

Sposréd 35. badanych zwiazkdéw najbardziej efektyw-
nymi okazaly si¢ narasina i salinomycyna, preparaty
nalezace do grupy antybiotykow jonoforowych (0,04-
-0,012 pg/krazek), a z grupy makrolidow — tylozyna.
Ten ostatni antybiotyk byt testowany w stosunku do pa-
togenu przez wielu autoréw (5, 34). Efekt hamowania
wzrostu szczepow P. larvae przez pozostate 33 prepa-
raty nastgpowal przy dziesigciokrotnie wigkszej koncen-
tracji. Badania terenowe wprawdzie nie wykazaly efek-
tu toksycznego badanych antybiotykéw w stosunku do
larw, ale okazaty si¢ takze nieskuteczne w doswiadczal-
nych badaniach in vivo. Tak wigc wprowadzone do te-
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rapii AFB sulfamldy i tetracykliny, pomimo powstania
pewnej puli szczepdw opornych, pozostaja nadal w wie-
lu krajach preparatami z wyboru.

Pozytywne wyniki odnosnie do efektywnosci tylozy-
ny w kontroli AFB w badaniach do§wiadczalnych in
vitro 1 in vivo w stosunku do Apis mellifera ligustica L.,
uzyskat zespot Alippi i wsp. (5). Autorzy zwracaja uwage
na konieczno$¢ rozszerzenia badan w doswiadczeniach
terenowych. Szczeg6lne znaczenie ma fakt, ze w proce-
sie degradacji tylozyna ulega przemianie w desmyko-
zyng (desomycosin) ktora pozostaje w miodzie ponad
9 miesigcy (24, 25). Fakt ten nakazuje szczegdlne
zwrocenie uwagi na dawke preparatu, okres stosowania
1 sposob podania leku zakazonej rodzinie (5). W 2005 .
firma Elanco Animal Health, na podstawie wlasnych
badan, rekomendowata tylozyng (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 — potsyn-
tetyczny antybiotyk z grupy makrolidow uzyskiwany jest
poprzez chemiczna modyfikacj¢ tylozyny. Zwiazek ten
okazal si¢ aktywny w stosunku do opornych i wrazli-
wych szczepow P. larvae. W badaniach wykonanych
na 23 szczepach, w tym trzech opornych na OTC, MIC
tego antybiotyku ksztattowala si¢ w przedziale 0,5 do
0,0625 pg/ml. Podana per os tylomykozyna okazata
sig nietoksyczna dla pszczo6t dorostych, wyliczone LD,
w ciagu 24 godz. osiagano przy ilosci 10478,438 ug
antybiotyku/pszczotg. Smiertelnos¢ czerwiu wynosita
13-14% i nie odbiegata od warto$ci notowanej dla czer-
wiu kontrolnego. Przeprowadzona w okresie jesiennym
proba terenowa z dawka 1000 mg substancji czynnej/ul
przyniosta pozytywny efekt. Autorzy postuluja dalsze
badania nad okresleniem optymalnej dawki leczniczej
tego antybiotyku, formy podania oraz stopnia skazenia
miodu. W konkluzji wyrazaja optymizm dotyczacy moz-
liwosci wdrozenia tylomykozyny do praktyki w kontro-
li AFB.

Badania autorow japonskich (32) skoncentrowano na
mikrosamycynie (MRM) antybiotyku z grupy makroli-
dow. W Japoni OTC nie jest dopuszczona do kontroli
AFB. Antybiotyk ten stosowany w Japonii do leczenia
zwierzat okazat si¢ takze skuteczny w zwalczaniu AFB.
Podany z pytkiem w ilosci 200 mg/réj/tydzien, jest
efektywnie przekazywany larwom wraz z mleczkiem
pszczot karmicielek 1 osiaga duza koncentracje w lar-
wach. Wysoki minimalny efekt hamowania (MIC, = 0,05

ug/ml) 1 efekt bakteriobojezy (MBC, = 6, 25 ug/ml)
w stosunku do P. larvae oraz Wzglqdme niewielkie
skazenie miodu stawia MRM w rzedzie skutecznego
preparatu w kontroli AFB w Japonii.

Poszukujac nowych preparatow umozliwiajacych sku-
teczng kontrol¢ AFB 1 nie powodujacych skazenia pro-
duktow pszczelich, przede wszystkim miodu, podjgto
wiele badan zmierzajacych do wykorzystania bakterio-
statycznych i1 bakteriobdjczych zwiazkow produkowa-
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nych przez rosliny. Floris 1 wsp. (16) badali olejki ete-
ryczne 20 roslin 1 wykazali w badaniach in vitro ich dzia-
fanie bakteriobojcze w dawce od 50 do 400 mg/kg. Naj-
bardziej efektywny okazat si¢ olejek cynamonu — MIC
1 MBC 501 100 mg/kg. W olejku tym zidentyfikowano
24 zwiazki chemiczne, wystgpujace w réznych ilosciach;
najwigksza frakcje (79,3%) stanowil aldehyd cynamo-
nowy. Preparat ten okazat si¢ aktywny w doswiadcze-
niach in vivo w okresie jesieni i1 zimy. Praktyczne uzy-
cie olejku cynamonu w terapii AFB wymaga jeszcze
wielu badan w tym toksykologicznych (16).

Badacze argentynscy (17, 19) poszukujac skutecznych
preparatow, mozliwych do stosowania w profilaktyce
1 terapii AFB, przetestowali olejki eteryczne krajowych
dzikich ro$lin, otrzymane metoda destylacji wodne;j.
Sposrdd 5 badanych in vitro olejkdw roslinnych silng
aktywnos¢ bakteriobdjcza w stosunku do P. larvae wy-
kazywatl olejek ekstrahowany z tymianku pospolitego
(Thymus vulgaris) zawierajacy 39,9% tymolu. Wtasci-
wosci bakteriobdjcze tymolu wykazano takze w stosun-
ku do innych patogenéw pszczoty miodnej, jak np. Asco-
sphaera apis (12). Nie przeprowadzono jednak badan
terenowych. Wynlkl badan in vitro nie zawsze pokry-
waja si¢ z probami in vivo. Kontrola efektywnosci leku
w warunkach terenowych w stosunku do AFB zalezy
od wielu dodatkowych czynnikow, takich jak dawka czy
sposob podania.

W doswiadczeniach terenowych destylatow pocho-
dzacych z 5 roslin — Thymus vulgaris — tymianek po-
spolity, Cymbopogon citratus — palczatka cytrynowa,
Organum vulgare — lebiodka pospolita, Ocimum basili-
cum — bazylia pospolita, Satureja hortensis — czaber
ogrodowy aktywnych in vitro w stosunku do P. larvae
nie osiagnigto efektu leczniczego. Przeciwnie, w kolo-
niach leczonych tymi preparatami obserwowano silniej-
szy stopien infekcji w stosunku do kontroli. Wynik ten
autorzy tlumacza pewnym stopniem toksycznosci ba-
danych preparatéw wywieranym na czerw i imago (1).

W 2008 r. Fuselli i wsp. (18) przebadali bakterioboj-
cze wlasciwosci olejkow eterycznych otrzymanych
z owocow drzew cytrusowych. Stwierdzili oni duza ak-
tywno$¢ terpendw z owocu grejpfruta (Citrus paradisi)
dla ktorych MIC osiagata wartos¢ 385 mg/l, za$ efekt
bakteriobdjczy (MBC) 770 mg/l. Olejki uzyskane z po-
maranczy (Citrus sinensis), mandarynek (C. nobilis)
i cytryny (C. limon) okazaty si¢ mniej aktywne (MIC
pomaranczy = 839,9, a MBC 2520,0 mg/l). Ztozony
sktad chemiczny i zmienna koncentracja poszczegdlnych
sktadnikéw w owocach nie pozwolity na wytypowanie
zwiazku najbardziej aktywnego. Wskazuja na to takze
badania Belletti i wsp. (9) wykonane na drozdzach Sac-
charomyces cerevisiae. Badania wykazaly, ze pod wzgle-
dem aktywnos$ci do P. larvae terpeny i inne zwiazki za-
warte w olejku owocow grejpfruta tworza oddzielna
grupe wsrod pozostalych preparatow uzytych w do-
swiadczeniu. Wstegpny etap cytowanych badan nie przy-
nosi rozstrzygnig¢ praktycznych (18).

Proby uzycia propolisu do kontroli AFB pochodza
z po6znych lat 60. ubiegtego wieku (28), chociaz w me-
dycynie ludzkiej propolis byl stosowany od niepamigt-

nych czasow (7). W pracy przegladowej dotyczacej
sktadu chemicznego 1 zbiorowisk ro$lin produkujacych
substancje zbierane przez pszczoty do w produkeji
propolisu Bankowa 1 wsp. (7) zwracaja uwage na zroz-
nicowanie sktadu chemicznego i aktywnos$ci mikrobo-
bojczej preparatéw z roznych — bliskich i1 dalekich geo-
graficznie $srodowisk. Wskazuja na koniecznos¢ zinten-
syfikowania badan zmierzajacych do wyodrgbnienia
substancji biologicznie czynnych i standaryzacji prepa-
ratu, co stanowi warunek rekomendacji do praktyki
medycznej. Antybakteryjna aktywnos¢ propolisu pocho-
dzacego z réznych rejondéw Brazylii oraz z USA (stan
Minnesota), ukierunkowana na P. larvae byta przedmio-
tem badan Bastos 1 wsp. (8). Autorzy wykazali r6zna
aktywnos$¢ hamowania wzrostu P, larvae przez wyciagi
alkoholowe 32 probek propolisu wystepujacego w 4 ko-
lorach: czerwonym, zielonym, brazowym i czarnym.
Wszystkie badane probki, w tym z USA, byly aktywne
w stosunku do tego patogenu. Poréwnujqc ich aktyw-
no$¢ w stosunku do antybiotykow kontrolnych, wanko-
mycyny i tetracykliny, autorzy spekuluja, ze wprawdzie
srednice zahamowania wzrostu dookota krazkow z an-
tybiotykami byly istotnie wigksze, ale substancja czyn-
na znajdowala si¢ tylko w standardowej ilosci 30,0 pug.
Przygotowane wyciagi zawieraty od 2,70 do 12,60 mg
propolisu, w ktérym nie oznaczono ilo$ci substancji
czynnej, co moze wskazywac, iz wystepuje ona w mniej-
szej ilo$ci niz antybiotyk. Silny efekt hamowania wzro-
stu P. larvae przez aktywne zwiazki zawarte w propo-
lisie stanowi zachete do badan zmierzajacych do ich
identyfikacji. Ma to szczego6lne znaczenie, gdyz propo-
lis z regiondw o umiarkowanym klimacie jest czgsto
identyfikowany jako typ propohs topoli, niezaleznie od
gatunku drzewa, co sprawia, ze zawarte w nim zwiazki
chemiczne sa podobne. Badan wymaga takze mecha-
nizm dzialania zwiazkéw aktywnych na komorke bak-
teryjna oraz, co jest niezmiernie wazne z punktu widze-
nia praktyki, sposob, ilo$¢ i okres stosowania. Niezmier-
nie istotne jest oznaczenie poziomu tych zwiazkow
w produktach pszczelich, ich znaczenie dla organizmu
wszystkich form rozwoju owada, a takze dla cztowieka.
W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzaja
badania wptywu mikroflory bakteryjnej na rodzing
pszczela. Badania dotycza roli mikroorganizmow nie-
patogennych, rezydujacych w ulu jako saprofity i wspot-
zyjacych z owadem, ciagle obecnych w produktach
pszczelich. Poznanie znaczenia tych mikroorganizmow
dla wzrostu aktywnosci pszczoty np. w zapylaniu roslin
jest przedmiotem oddzielnych badan (20). Zaintereso-
wanie budza takze bakterie i1 ich produkty mozliwe do
wykorzystania w profilaktyce i terapii AFB. Badania
Evansa i Armstronga (13) wykazaty, ze sposrod 19 roz-
nych bakterii wyosobnionych z ula cztery: Acinetobac-
ter sp., Bacillus fusiformis, Brevibacillus formosus,
Stenotrophomonas maltophila wykazywaty najwigkszy
wplyw hamujacy wzrost P. larvae. Interakcja pomigdzy
gatunkami zasiedlajacymi ul moze by¢ waznym czyn-
nikiem w utrzymaniu zdrowia rodziny pszczelej. Wska-
Zuja na to spostrzezenia, ze obecno$¢ w ulu flory choro-
botworczej nie zawsze prowadzi do wystapienia obja-



wow chorobowych. By¢ moze nastgpuje to w wyniku
interakcji pomigdzy bakteriami lub jest wynikiem od-
powiedzi immunologicznej wystgpujacej u owadow,
w tym u larw pszczoty. Przeglad mechanizmow obron-
nych pszczoty w stosunku do P. larvae przedstawiono
w oddzielnym opracowaniu (11).

Spostrzezenie, ze bakterie rodzaju Bacillus, Paeni-
bacillus, Brevibacillus to stali mieszkancy ula (20) skto-
nito Alippi 1 Reynaldi (5) do podjgcia badan nad ich
znaczeniem jako efektywnych czynnikow w biokontroli
AFB. Bakterie tych rodzajow to producenci antybio-
tykow, zwiazkéw antybiotykopodobnych, bakteriocyn
1 metabolitow przeciwgrzybowych (23, 33).

W badaniach Alippi i Reynaldi (5) wykazali, Ze spo-
$rod 242 izolowanych szczepow bakterii zasiedlajacych
ule 26 (11%) bardzo efektywnie hamowato wzrost
P larvae (ATCC 9545). Wybrane z posrod 26 (droga
losowa) 10 szczepow przetestowano w stosunku do 16
szczepow P. larvae pochodzacych z réznych krajow.
Wszystkie wybrane izolaty, jakkolwiek w r6znym stop-
niu, hamowaly wzrost testowych szczepow tego pato-
genu. Okazato sig, ze czynniki hamujace produkowane
przez wybrane szczepy nie sa jednorodne. W ich sktad
wchodza zar6wno zwiazki peptydowe, rozktadane przez
trypsyng, czgsciowo inaktywowane trypsyna, co wska-
zuje, ze zawieraja peptyd potaczony ze zwigzkiem anty-
biotykopodobnym, jak i catkowicie niewrazliwe na tryp-
syne, a wige nie majace charakteru biatkowego. Wyniki
tych badan zachecaja do blizszego poznania mechaniz-
moéw antagonizmu tych grup bakterii, by¢ moze mozli-
wych do wdrozenia w kontroli AFB. Gwaltowne nara-
stanie populacji P. larvae opornej na OTC wymusza
poszukiwanie nowych zwiazkow o dziataniu bakterio-
statycznym 1 bakteriobdjczym oraz nowych, bardziej
skutecznych metod zwalczania choroby. Wspodtczesnie
rozw0j badan molekularnych ukierunkowanych na po-
znanie mechanizmow opornosci bakterii 1 ich zr6znico-
wanie genetyczne mozna wykorzysta¢ do badan nad
opracowaniem leku skutecznego takze dla kontroli AFB.
Zagadnienia te stanowia temat innego opracowania (11).
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