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Artyku³ przegl¹dowy Review

Spo�ród wielu przedstawicieli rodziny Paenibacil-
laceae, rodzaj Paenibacillus jest reprezentowany przez
bogaty zbiór rozmaitych gatunków Paenibacillus sp.,
których identyfikacja i klasyfikacja wystêpuj¹cych
w przyrodzie szczepów nie zosta³a jeszcze zakoñczona
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ostatnio wyosobniono
z wody, gleby i ryzosfery liczne nowe gatunki zaliczo-
ne do rodzaju Paenibacillus (20, 28, 38, 42). Wystêpu-
j¹ one w wielu produktach spo¿ywczych, a tak¿e w kale
krów i �ciekach komunalnych (1, 9, 36, 41). Drobno-
ustroje z rodzaju Paenibacillus sp. ze wzglêdu na ró¿-
norodno�æ produkowanych enzymów, zdolno�æ wi¹za-
nia azotu, dzia³anie antagonistyczne w stosunku do fi-
topatogennych bakterii s¹ znacz¹cym sk³adnikiem �ro-
dowiska przyrodniczego (1, 32, 35, 43).

W obrêbie rodziny Paenibacillus utworzono w 1993 r.
nowy gatunek P. larvae (6), z dwoma podgatunkami
P. larvae subsp. larvae oraz P. larvae subsp. pulvi-
faciens (26), obejmuj¹cymi bezwzglêdne patogeny czer-
wia pszczo³y miodnej � Apis mellifera L. i innych ga-
tunków rodzaju Apis, zaliczanymi wcze�niej do odrêb-
nych gatunków, a mianowicie Bacillus larvae i Bacil-
lus pulvifaciens.

Charakterystyka biochemiczna
W³a�ciwo�ci fenotypowe szczepów obu podgatun-

ków P. larvae ró¿ni¹ siê jedynie w 4 na 21 oznacza-

nych wska�ników biochemicznych, takich jak: wyko-
rzystanie tiaminy, hydroliza eskuliny, rozk³ad mannito-
lu i salicyny.

W 2006 r. Genersch i wsp. (22) zaproponowali re-
klasyfikacjê gatunku P. larvae prowadz¹c¹ do wyeli-
minowania podzia³u na podgatunki, poniewa¿ nie wy-
kazali istotnych ró¿nic pomiêdzy nimi, w oparciu o ana-
lizê rozk³adu niektórych substratów oraz porównanie
profili elektroforetycznych bia³ek komórkowych. Wpraw-
dzie obserwowane ró¿nice fenotypowe pozwalaj¹ na
identyfikacjê szczepów, jednak ich zakres jest niewy-
starczaj¹cy na wydzielenie podgatunków. Natomiast
pierwszorzêdowa struktura DNA pozwala na wyodrêb-
nienie 4 genotypów ERIC I-ERIC IV w obrêbie daw-
nych podgatunków (7, 21, 22, 29).

Pod wzglêdem morfologicznym P. larvae jest Gram-
-dodatni¹ cylindryczn¹, prost¹, niekiedy lekko zakrzy-
wion¹ o zaokr¹glonych koñcach laseczk¹, o wymiarach:
0,5 × 1,5-6,0 µm. W obrazie mikroskopowym zarazek
wystêpuje w postaci pojedynczych komórek, ³añcusz-
ków, nici, a niektóre szczepy posiadaj¹ rzêski. Zarazek
tworzy owalne endospory o wielko�ci 0,5 × 1,2 µm,
u³o¿one centralnie lub subterminalnie, deformuj¹ce lub
nie deformuj¹ce komórkê. Czêsto w sporangium brak
endospory, niektóre szczepy w warunkach in vitro za-
rodnikuj¹ s³abo, a dodatek do pod³o¿a siarczanu man-
ganu wzmaga sporulacjê (26).
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P. larvae nale¿y do bakterii wzglêdnie beztlenowych.
Izolowany bezpo�rednio z materia³u ro�nie lepiej w at-
mosferze 5-10% CO

2
, w zakresie temperatur 20-40°C

(optimum 35-37°C). Szczepy laboratoryjne rosn¹ do-
brze w warunkach tlenowych. Zarazek wymaga pod³o-
¿y wzbogaconych dodatkiem 5% krwi konia lub owcy
(Columbia blood agar, Blood agar base, J-medium).
Opracowane przez Schuch i wsp. (37) pod³o¿e PLA
(Paenibacillus larvae agar � PLA) pozwala na izolacjê
P. larvae bezpo�rednio z badanego materia³u bez po-
trzeby inkubacji w atmosferze CO

2
. Dodatek do pod³o-

¿a antybiotyków syntetycznych, takich jak kwas nali-
dyksowy lub kwas pipemidowy, hamuje wzrost sapro-
fitycznych bakterii obecnych zwykle w ka¿dej rodzinie
pszczelej (3, 14, 27, 27, 30, 37).

Na pod³o¿u sta³ym z dodatkiem krwi widoczny
wzrost w postaci kolonii nastêpuje po 2-4 dniach inku-
bacji. Zarazki te tworz¹ ma³e kolonie oko³o 1-3 mm
�rednicy, regularne, g³adkie, b³yszcz¹ce, konsystencji
mas³owatej do �luzowej, bezbarwne, niekiedy przezro-
czyste, bia³awe lub szare (26).

Neundorf i wsp. (29), charakteryzuj¹c ró¿ne genoty-
py P. larvae na podstawie cech biochemicznych, opisa-
li po raz pierwszy ma³e kolonie zabarwione jednolicie
na kolor czerwonobr¹zowy, bia³y oraz kolonie wiêksze
z koncentrycznymi br¹zowawymi i bia³ymi pier�cienia-
mi, przy czym pier�cieñ u³o¿ony zewnêtrznie by³ za-
wsze pomarañczowo-br¹zowy. Ten typ kolonii wystê-
powa³ tylko u szczepów identyfikowanych jako geno-
typ AB. Autorzy dochodz¹ do wniosku, ¿e zró¿nico-
wanie kolonii pod wzglêdem zabarwienia mo¿na uznaæ
za cechê charakterystyczn¹ dla genetycznej podgrupy
AB P. larvae. Zwracaj¹ tak¿e uwagê, ¿e morfologia
kolonii niektórych szczepów P. larvae odbiega od kla-
sycznego opisu, potwierdzaj¹ to wyniki badañ Genersch,
Otten (23) oraz wcze�niejsze badania Drobniková i wsp.
(17), jak równie¿ Heyndrickx i wsp. (26).

Fenotypowe zró¿nicowanie kolonii P. larvae ma du¿e
znaczenie praktyczne we wstêpnej identyfikacji za-
razka, niemniej jednak pewne rozpoznanie wymaga
wykonania badañ biochemicznych i genetycznych (23,
30).

Rutynowe badania P. larvae wskazuj¹, ¿e zarazki te
nie produkuj¹ katalazy, rozpuszczaj¹ ¿elatynê, hydroli-
zuj¹ kazeinê, nie hydrolizuj¹ skrobi, z regu³y redukuj¹
azotany do azotynów. Charakterystyczn¹ cech¹ morfo-
logiczn¹ tych bakterii jest tworzenie zdeformowanych
komórek, w postaci spiralnie zwiniêtych d³ugich lasek
(giant chip). Ich tworzenie mo¿na wykazaæ w hodowli
prowadzonej w warunkach mikroaerofilnych, wed³ug
procedury opracowanej przez Plagemann (33).

Wiarygodn¹ identyfikacjê (wg wcze�niejszej nomen-
klatury gatunku) Bacillus larvae w obrêbie rodzaju
Bacillus mo¿na uzyskaæ, stosuj¹c jeden z najprostszych
i najczê�ciej u¿ywanych testów API 50 CHB. Brak roz-
k³adu fruktozy i eskuliny, rozk³adanie D-tagatoza s¹
najbardziej charakterystycznymi cechami dla B. larvae
w opisywanym te�cie (13, 16).

Profil biochemiczny P. larvae i P. pulvifaciens po-
zwala na ich zró¿nicowanie i odró¿nienie od innych
gatunków Paenibacillus. Heyndrickx i wsp. (26) oce-
niaj¹c wyniki analizy statystycznej, wykonane metod¹
niehierarchiczn¹ (principal-coordinate) i hierarchiczn¹
(analiza klasterowa), wykaza³a wysoki � 95% i 94%
podobieñstwa w obrêbie grup, pozwalaj¹c na ich od-
ró¿nienie od innych gatunków Paenibacillus.

De Graaf i wsp. (14), analizuj¹c wyniki do�wiadczeñ
dotycz¹cych rozk³adu substratów przez szczepy wzor-
cowe i terenowe w te�cie API, podkre�laj¹, ¿e najbar-
dziej powtarzalne wyniki badañ mo¿na uzyskaæ, stosu-
j¹c do testu gêste zawiesiny bakterii i odczyt po 48 godz.
inkubacji. W tych warunkach wszystkie badane szcze-
py rozk³ada³y N-acetylglukozamiê, nie rozk³ada³y 35
substratów, a w stosunku do pozosta³ych 13 reakcje by³y
zró¿nicowane. Wyniki uzyskanych badañ nie pozwoli-
³y na jednoznaczne zró¿nicowanie podgatunków P. lar-
vae subsp. larvae od P. larvae subsp. pulvifaciens (14).

Neundorf i wsp. (29) dokonali charakterystyki feno-
typowej 4 genotypów P. larvae, stosuj¹c test identyfi-
kacji biochemicznej, zawieraj¹cy a¿ 95 substratów (Bio-
log system), byli w stanie dokonaæ identyfikacji P. lar-
vae w obrêbie rodziny Bacillus. Uzyskane wyniki przed-
stawione metod¹ skupienia parami �rednich po³¹czeñ
(UPGMA) wskazuj¹ na bardzo bliskie podobieñstwo
genotypów Ab, ab, áâ i pewn¹ odmienno�æ genotypu
AB od opracowanego standardu Biolog. Szczepy te
tworz¹ jednak zwart¹ grupê i ró¿ni¹ siê zdecydowanie
od wielu gatunków rodzaju Bacillus. Tak wiêc system
ten pozwala nie tylko na identyfikacjê P. larvae, lecz
tak¿e na zró¿nicowanie koresponduj¹ce z genotypami.

Sk³ad estrów metylowych kwasów t³uszczowych
komórek P. larvae i P. pulvifaciens wskazuje na nie-
wielkie zró¿nicowanie i potwierdza ich przynale¿no�æ
do jednego gatunku (17, 26). Podobnie sk³ad bia³ek
badanych szczepów okre�lony metod¹ SDS-PAGE
wykazuje wysoki, bo siêgaj¹cy 90% stopieñ podobieñ-
stwa pomiêdzy P. larvae i P. pulvifaciens. Jednak zró¿-
nicowane warunki hodowli, wynikaj¹ce z ró¿nych wy-
magañ poszczególnych szczepów sprawiaj¹, ¿e warto�æ
diagnostyczna tych badañ ma ograniczone znaczenie
(26).

U¿yteczn¹ metod¹ uzupe³niaj¹c¹ w identyfikacji
P. larvae jest typowanie szczepów przy pomocy bakte-
riofagów (2, 39). Jak wynika z badañ Stahly i wsp. (39),
szczególnie przydatny jest zjadliwy bakteriofag � mu-
tant PPL1c. Prace De Graaf i wsp. (14) potwierdzaj¹ te
obserwacje.

Badania mikrobiologiczne stosowane w identyfika-
cji bakterii z wykorzystaniem testów fenotypowych nie
pozwalaj¹ na pewne rozró¿nienie drobnoustrojów zali-
czanych kiedy� do odrêbnych gatunków.

Patogenno�æ
Wykazano, ¿e endospory P. larvae indukuj¹ proces

chorobowy wy³¹cznie u niezasklepionego czerwia
pszczo³y miodnej. Larwa jest wra¿liwa na zaka¿enie
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w krótkim (12 do 53 godzin) okresie rozwoju. Najbar-
dziej wra¿liwe na zaka¿enie s¹ larwy w 12.-36. godzi-
nie, �rednia dawka ID

50
 dla larw w wieku 24-48 godzin

wynosi tylko oko³o 10 (�rednio 8,49) endospor. Zaka-
¿enie nastêpuje drog¹ pokarmow¹ za po�rednictwem
pszczó³ karmicielek przynosz¹cych zaka¿ony endospo-
rami pokarm lub za po�rednictwem endospor obecnych
w komórce plastra. W zasklepionej, obumar³ej larwie
w koñcowym okresie choroby powstaje oko³o miliarda
endospor, bardzo opornych na temperaturê, �rodki che-
miczne, zachowuj¹cych zaka�no�æ przez oko³o 35 lat
(11, 21, 25).

Genersch i wsp. (21) w do�wiadczeniu laboratoryj-
nym porównali zjadliwo�æ dla czerwia trzech zidenty-
fikowanych genotypów B. larvae (ab, Ab, AB oraz
szczep kontrolny ATCC 9545 � genotyp áâ). Bior¹c
pod uwagê wielko�æ dawki LC

50
 i LT

100
 (Lethal Con-

centration i Lethal Time) wykazali zró¿nicowan¹ zjad-
liwo�æ poszczególnych genotypów. Najbardziej zjadli-
wy okaza³ siê szczep 04-309 genotypu AB zabijaj¹cy
w dawce LC

50
 < 100 CFU ml�1, 100% czerwia w czasie

6-7 dni po zaka¿eniu, podczas gdy pozosta³e szczepy
genotypu AB zabija³y larwy w ci¹gu 6-10 dni.

Warto�æ LT
100

 dla pozosta³ych genotypów by³a istot-
nie wy¿sza i wynosi³a od 10 do 13 dni. Bior¹c pod
uwagê fizjologiê rodziny pszczelej, spostrze¿enie to ma
istotne znaczenie praktyczne. Zjadliwe szczepy P. lar-
vae s¹ gro�niejsze dla pojedynczej larwy ani¿eli dla
rodziny, poniewa¿ larwy, które gin¹ przed zasklepie-
niem komórki (oko³o 94% w przypadku genotypu AB)
s¹ usuwane z plastra wraz z patogenem przez pszczo³y
robotnice. Tak wiêc wrodzone zachowanie m³odych
pszczó³ polegaj¹ce na utrzymaniu w rodzinie odpowied-
niego poziomu higieny przez usuwanie z plastrów mar-
twego czerwia chroni rodzinê przed jej ca³kowitym
zniszczeniem. Natomiast w przypadku szczepów mniej
zjadliwych ponad 20% zasklepionego martwego czer-
wia, wraz z powsta³ymi endosporami zarazka, nie jest
usuwane z plastrów i stanowi sta³e zagro¿enie dla ro-
dziny.

Obowi¹zuj¹ce w wielu krajach przepisy zwalczania
zgnilca amerykañskiego (American Foulbrood � AFB),
prowadz¹ce do niszczenia zaka¿onych kolonii wyka-
zuj¹cych objawy choroby, sprzyjaj¹ rozprzestrzenianiu
siê szczepów bardziej zjadliwych. Pomimo du¿ych ubyt-
ków czerwia niezasklepionego spowodowanych przez
zjadliwe szczepy choroba czêsto nie jest wykrywana.
W tych rodzinach nosicielem zarazka s¹ pszczo³y ro-
botnice, które podczas rójki przenosz¹ wystarczaj¹c¹
ilo�æ zarazka do zaka¿enia nowych rodzin. W tych przy-
padkach droga pionowa przenoszenia patogenu w no-
wych rodzinach, obok drogi horyzontalnej, odgrywa
coraz wiêksz¹ rolê (7, 15, 19, 21, 31).

Genotypowanie Paenibacillus
Pomimo licznych osi¹gniêæ w ostatnim dziesiêciole-

ciu dotycz¹cych charakterystyki molekularnej P. larvae
i patogenezy AFB wiele problemów nie zosta³o dosta-

tecznie wyja�nionych. Opracowano i wdro¿ono do dia-
gnostyki test PCR pozwalaj¹cy na szybkie wykrycie
zarazka. W tym celu opracowano startery na postawie
genomowego 16S rRNA, najbardziej sta³ej cechy
w ewolucyjnym rozwoju bakterii. Wykazano, ¿e nie-
wielkie ró¿nice w sekwencji nukleotydów 16S rRNA
w obrêbie gatunku pozwalaj¹ na pewn¹ identyfikacjê
zarazka (8). U¿yte w badaniach Gowan i wsp. (24) dwa
startery z regionu 16S rRNA P. larvae wykazywa³y
100% homologii tylko w stosunku do P. larvae. Po-
równane do sekwencji nukleotydów pokrewnych ga-
tunków rodzaju Bacillus oraz P. alvei i P. polymyxa,
zarazków czêsto wystêpuj¹cych w ulu jako saprofity
lub bakterie wik³aj¹ce choroby, wykaza³y od 66% do
88% podobieñstwa. Test PCR, wg tych autorów, spe³-
nia wszelkie wymogi testu diagnostycznego do wykry-
wania zgnilca z³o�liwego. Podobne wyniki, wskazuj¹-
ce na mo¿liwo�æ uzyskania szybkiego rozpoznania AFB
za pomoc¹ identyfikacji metod¹ PCR genomowego 16S
rRNA uzyskali Dobbelaere i wsp. (16). Badania wyko-
nane na bakteriach wystêpuj¹cych w rodzinie pszcze-
lej, w tym 382 szczepach P. larvae pochodz¹cych z ró¿-
nych krajów i kontynentów, metod¹ ERIC-PCR, (Ente-
robacterial Repetitive Intergenic Consensus), pozwala-
³y na pewn¹ identyfikacjê wszystkich szczepów P. lar-
vae. Zastosowane startery, KAT 1 i KAT 2 ogranicza-
j¹ce fragment o d³ugo�ci 970 nukleotydów, wykorzy-
stano z powodzeniem tak¿e do identyfikacji zarazka
bezpo�rednio w organizmie larw oraz w miodzie (2).

Metody badañ molekularnych zastosowano tak¿e do
zró¿nicowania szczepów w obrêbie gatunku. Maj¹c na
uwadze wystêpowanie, jak s¹dzono, dwu podgatunków
P. larvae subsp., larvae i P. larvae subsp. pulvifaciens,
rozpoznanych metodami mikrobiologii klasycznej, pod-
jêto próby porównania ich pierwszorzêdowej struktury
genotypowej. Analiza fragmentów restrykcyjnych am-
plifikowanego genu 16S rRNA pozwoli³a na pewne
ró¿nicowanie bliskich gatunków rodzaju Paenibacillus,
Bacillus, Brevibacillus, Virgibacillus oraz wykaza³a
90% podobieñstwo pomiêdzy podgatunkami P. larvae
(26). Nie wykryto tak¿e istotnych ró¿nic w�ród 32 szcze-
pów podgatunku P. larvae subsp. larvae pochodz¹cych
z ró¿nych rejonów geograficznych (5).

Przy u¿yciu metody PCR wykazano, ¿e w�ród 99
szczepów P. larvae pochodz¹cych z ró¿nych rejonów
geograficznych wystêpuje 18 odmian polimorficznych.
Porównuj¹c wyniki badañ fenotypowych i genotypo-
wych izolowanych szczepów, stwierdzono brak kore-
lacji pomiêdzy tymi cechami. Nie mo¿na by³o jedno-
znacznie przyporz¹dkowaæ jednego fenotypu do okre�-
lonego genotypu. Tym niemniej metoda PCR pozwala
na identyfikacjê szczepów P. larvae wystêpuj¹cych
w �rodowisku (4).

Okaza³o siê, ¿e okre�lone genotypy cechuj¹ siê ró¿-
nym stopniem zjadliwo�ci dla czerwia (21).

Wielu autorów (7, 18, 23, 29) zwraca uwagê na ko-
nieczno�æ poznania molekularnych uwarunkowañ pa-
togenno�ci P. larvae, roli plazmidów oraz toksyn, obec-
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nych u niektórych szczepów, a tak¿e pojawiaj¹ce siê
mechanizmy oporno�ci na antybiotyki.

Aktualnie prowadzone badania nad dok³adn¹ charak-
terystyk¹ genomu P. larvae oraz gromadzenie danych
w banku genów (genbank www.hgsc.bcm.tmc.edu/
projects/microbial) (34) u³atwi¹ szersz¹ aplikacjê me-
tod biologii molekularnej do opisu poszczególnych
szczepów tych bakterii. Badania genetyczne bakterii
zmierzaj¹ nie tylko do okre�lenia gatunku, lecz tak¿e
poprzez identyfikacjê to¿samo�ci szczepów umo¿liwiaj¹
analizê epidemiologiczn¹ oraz dróg rozprzestrzeniania
siê chorób, a tak¿e charakterystykê markerów zjadli-
wo�ci szczepu (10, 12, 21, 40). Zastosowanie zgroma-
dzonych danych w diagnostyce AFB przyczyni siê do
skuteczniejszego zwalczania tej choroby u pszczó³.
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