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Charakterystyka biochemiczna, patogennos¢
I genotypowanie Paenibacillus larvae,
patogenu pszczoly miodnej

KRZYSZTOF BUCZEK

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UP,
ul. Gteboka 30, 20-612 Lublin

Buczek K.

Biochemical properties, pathogenicity and genotyping of Paenibacillus larvae,
a pathogen of the honey bhee, Apis mellifera L.

Summary

A characteristic of Paenibacillus larvae with a special reference to the current view on the systematics
of this pathogen of the honey bee (Apis mellifrea L.) was presented. A great differentiation of the phenotypic
and biochemical properties of the isolates often lead to errors in the diagnostics of AFB. The currently used
methods of controlling AFB not only cannot eliminate the pathogen from AFB-affected colonies, but actually
promote the selection of strains of higher pathogenicity to the honey bee larvae. The behavior of worker bees
that quickly remove dead larvae from the sick colony may mask the symptoms of AFB. The genotyping of
P. larvae should introduce PCR as a precise method for the diagnostics of AFB as soon as possible.

Keywords: Paenibacillus larvae, pathogen characteristic, American foulbrood (AFB)

Sposrod wielu przedstawicieli rodziny Paenibacil-
laceae, rodzaj Paenibacillus jest reprezentowany przez
bogaty zbior rozmaitych gatunkow Paenibacillus sp.,
ktorych identyfikacja 1 klasyfikacja wystgpujacych
w przyrodzie szczepdw nie zostata jeszcze zakonczona
(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). Wystepu-
jaone w wielu produktach spozywczych, a takze w kale
krow i $ciekach komunalnych (1, 9, 36, 41). Drobno-
ustroje z rodzaju Paenibacillus sp. ze wzgledu na r6z-
norodno$¢ produkowanych enzymoéw, zdolnos¢ wiaza-
nia azotu, dziatanie antagonistyczne w stosunku do fi-
topatogennych bakterii sa znaczacym sktadnikiem $ro-
dowiska przyrodniczego (1, 32, 35, 43).

W obrebie 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), obejmujacymi bezwzgledne patogeny czer-
wia pszczoly miodnej — Apis mellifera L. i innych ga-
tunkow rodzaju Apis, zaliczanymi wczesniej do odreb-
nych gatunkow, a mianowicie Bacillus larvae 1 Bacil-
lus pulvifaciens.

Charakterystyka biochemiczna

Wiasciwosci fenotypowe szczepoéw obu podgatun-
kéw P. larvae r6zniq si¢ jedynie w 4 na 21 oznacza-

nych wskaznikéw biochemicznych, takich jak: wyko-
rzystanie tiaminy, hydroliza eskuliny, rozktad mannito-
lu i salicyny.

W 2006 r. Genersch 1 wsp. (22) zaproponowali re-
klasyfikacj¢ gatunku P. larvae prowadzaca do wyeli-
minowania podzialu na podgatunki, poniewaz nie wy-
kazali istotnych r6znic pomigdzy nimi, w oparciu o ana-
lizg rozktadu niektorych substratow oraz poréwnanie
profili elektroforetycznych biatek komorkowych. Wpraw-
dzie obserwowane réznice fenotypowe pozwalaja na
identyfikacje szczepow, jednak ich zakres jest niewy-
starczajacy na wydzielenie podgatunkdéw. Natomiast
pierwszorzedowa struktura DNA pozwala na wyodreb-
nienie 4 genotypdéw ERIC I-ERIC IV w obrgbie daw-
nych podgatunkow (7, 21, 22, 29).

Pod wzgledem morfologicznym P. larvae jest Gram-
-dodatnia cylindryczna, prosta, niekiedy lekko zakrzy-
wiong o zaokraglonych koncach laseczka, o wymiarach:
0,5 x 1,5-6,0 um. W obrazie mikroskopowym zarazek
wystepuje w postaci pojedynczych komorek, tancusz-
koéw, nici, a niektore szczepy posiadaja rzeski. Zarazek
tworzy owalne endospory o wielkosci 0,5 x 1,2 um,
utozone centralnie lub subterminalnie, deformujace lub
nie deformujace komorke. Czgsto w sporangium brak
endospory, niektére szczepy w warunkach in vitro za-
rodnikuja stabo, a dodatek do podtoza siarczanu man-
ganu wzmaga sporulacjg (26).
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P. larvae nalezy do bakterii wzglednie beztlenowych.
Izolowany bezposrednio z materiatu rosnie lepiej w at-
mosferze 5-10% CO,, w zakresie temperatur 20-40°C
(optimum 35-37°C). Szczepy laboratoryjne rosna do-
brze w warunkach tlenowych. Zarazek wymaga podto-
zy wzbogaconych dodatkiem 5% krwi konia lub owcy
(Columbia blood agar, Blood agar base, J-medium).
Opracowane przez Schuch 1 wsp. (37) podloze PLA
(Paenibacillus larvae agar — PLA) pozwala na izolacjg
P. larvae bezposrednio z badanego materialu bez po-
trzeby inkubacji w atmosferze CO,. Dodatek do podto-
za antybiotykoéw syntetycznych, takich jak kwas nali-
dyksowy lub kwas pipemidowy, hamuje wzrost sapro-
fitycznych bakterii obecnych zwykle w kazdej rodzinie
pszczelej (3, 14, 27, 27, 30, 37).

Na podiozu stalym z dodatkiem krwi widoczny
wzrost w postaci kolonii nastgpuje po 2-4 dniach inku-
bacji. Zarazki te tworza male kolonie okoto 1-3 mm
srednicy, regularne, gtadkie, bltyszczace, konsystencji
mastowatej do sluzowej, bezbarwne, niekiedy przezro-
czyste, biatawe lub szare (26).

Neundorfiwsp. (29), charakteryzujac r6zne genoty-
py P. larvae na podstawie cech biochemicznych, opisa-
li po raz pierwszy mate kolonie zabarwione jednolicie
na kolor czerwonobrazowy, biaty oraz kolonie wigksze
z koncentrycznymi brazowawymi i biatymi pierécienia-
mi, przy czym pierscien ulozony zewnetrznie byt za-
wsze pomaranczowo-brazowy. Ten typ kolonii wyste-
powal tylko u szczepow identyfikowanych jako geno-
typ AB. Autorzy dochodza do wniosku, ze zréznico-
wanie kolonii pod wzglgdem zabarwienia mozna uznac
za cechg charakterystyczna dla genetycznej podgrupy
AB P larvae. Zwracaja takze uwage, ze morfologia
kolonii niektérych szczepow P. larvae odbiega od kla-
sycznego opisu, potwierdzaja to wyniki badan Genersch,
Otten (23) oraz weze$niejsze badania Drobnikova i wsp.
(17), jak rowniez Heyndrickx i wsp. (26).

Fenotypowe zrdznicowanie kolonii P. larvae ma duze
znaczenie praktyczne we wstepnej identyfikacji za-
razka, niemniej jednak pewne rozpoznanie wymaga
wykonania badan biochemicznych i genetycznych (23,
30).

Rutynowe badania P. larvae wskazuja, ze zarazki te
nie produkuja katalazy, rozpuszczaja zelatyng, hydroli-
zuja kazeing, nie hydrolizuja skrobi, z reguty redukuja
azotany do azotynow. Charakterystyczna cecha morfo-
logiczna tych bakterii jest tworzenie zdeformowanych
komorek, w postaci spiralnie zwinigtych dlugich lasek
(giant chip). Ich tworzenie mozna wykaza¢ w hodowli
prowadzonej w warunkach mikroaerofilnych, wedtug
procedury opracowanej przez Plagemann (33).

Wiarygodna identyfikacj¢ (wg wezesniejszej nomen-
klatury gatunku) Bacillus larvae w obrebie rodzaju
Bacillus mozna uzyskac, stosujac jeden z najprostszych
inajczesciej uzywanych testow API 50 CHB. Brak roz-
ktadu fruktozy i eskuliny, rozktadanie D-tagatoza sa
najbardziej charakterystycznymi cechami dla B. larvae
w opisywanym tescie (13, 16).
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Profil biochemiczny P. larvae i P. pulvifaciens po-
zwala na ich zréznicowanie 1 odrdznienie od innych
gatunkow Paenibacillus. Heyndrickx 1 wsp. (26) oce-
niajac wyniki analizy statystycznej, wykonane metoda
nichierarchiczna (principal-coordinate) 1 hierarchiczna
(analiza klasterowa), wykazata wysoki — 95% i 94%
podobienstwa w obrebie grup, pozwalajac na ich od-
réznienie od innych gatunkdéw Paenibacillus.

De Graafiwsp. (14), analizujac wyniki doswiadczen
dotyczacych rozktadu substratow przez szczepy wzor-
cowe 1 terenowe w tescie API, podkreslaja, Ze najbar-
dziej powtarzalne wyniki badan mozna uzyskac, stosu-
jac do testu geste zawiesiny bakterii i odczyt po 48 godz.
inkubacji. W tych warunkach wszystkie badane szcze-
py rozktadaly N-acetylglukozamig, nie rozkladaty 35
substratow, a w stosunku do pozostatych 13 reakcje byty
zrdznicowane. Wyniki uzyskanych badan nie pozwoli-
ty na jednoznaczne zréznicowanie podgatunkow P, lar-
vae subsp. larvae od P. larvae subsp. pulvifaciens (14).

Neundorfi wsp. (29) dokonali charakterystyki feno-
typowej 4 genotypow P. larvae, stosujac test identyfi-
kacji biochemicznej, zawierajacy az 95 substratéw (Bio-
log system), byli w stanie dokona¢ identyfikacji P. lar-
vae w obrebie rodziny Bacillus. Uzyskane wyniki przed-
stawione metoda skupienia parami $rednich potaczen
(UPGMA) wskazuja na bardzo bliskie podobienstwo
genotypow Ab, ab, aff i pewna odmienno$¢ genotypu
AB od opracowanego standardu Biolog. Szczepy te
tworza jednak zwarta grupe i1 roznig si¢ zdecydowanie
od wielu gatunkéw rodzaju Bacillus. Tak wigc system
ten pozwala nie tylko na identyfikacj¢ P. larvae, lecz
takze na zr6znicowanie korespondujace z genotypami.

Sktad estréw metylowych kwasow ttuszczowych
komorek P. larvae 1 P. pulvifaciens wskazuje na nie-
wielkie zroznicowanie i potwierdza ich przynaleznos¢
do jednego gatunku (17, 26). Podobnie sktad biatek
badanych szczepow okreslony metoda SDS-PAGE
wykazuje wysoki, bo siggajacy 90% stopien podobien-
stwa pomigdzy P. larvae 1 P. pulvifaciens. Jednak zroz-
nicowane warunki hodowli, wynikajace z r6znych wy-
magan poszczegdlnych szczepdw sprawiaja, ze wartos¢
diagnostyczna tych badan ma ograniczone znaczenie
(26).

Uzyteczna metoda uzupetniajaca w identyfikacji
P. larvae jest typowanie szczepdw przy pomocy bakte-
riofagdw (2, 39). Jak wynika z badan Stahly i wsp. (39),
szczego6lnie przydatny jest zjadliwy bakteriofag — mu-
tant PPL1c. Prace De Graafi wsp. (14) potwierdzaja te
obserwacje.

Badania mikrobiologiczne stosowane w identyfika-
cji bakterii z wykorzystaniem testow fenotypowych nie
pozwalaja na pewne rozroznienie drobnoustrojow zali-
czanych kiedy$ do odrebnych gatunkow.

Patogenno$é

Wykazano, ze endospory P. larvae indukuja proces
chorobowy wylacznie u niezasklepionego czerwia
pszczoty miodnej. Larwa jest wrazliwa na zakazenie
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w krotkim (12 do 53 godzin) okresie rozwoju. Najbar-
dziej wrazliwe na zakazenie sa larwy w 12.-36. godzi-
nie, srednia dawka ID_ dla larw w wieku 24-48 godzin
Wyn0s1 tylko okoto 10 (Srednio 8,49) endospor. Zaka-
zenie nastgpuje droga pokarmowa za posrednictwem
pszczol karmicielek przynoszacych zakazony endospo-
rami pokarm lub za pos$rednictwem endospor obecnych
w komorce plastra. W zasklepionej, obumartej larwie
w koncowym okresie choroby powstaje okoto miliarda
endospor, bardzo opornych na temperature, Srodki che-
miczne, zachowujacych zakaznos¢ przez okoto 35 lat
(11, 21, 25).

Genersch 1 wsp. (21) w doswiadczeniu laboratoryj-
nym poréwnali zjadliwos¢ dla czerwia trzech zidenty-
fikowanych genotypoéw B. larvae (ab, Ab, AB oraz
szczep kontrolny ATCC 9545 — genotyp af3). Biorac
pod uwagg wielkos¢ dawki LC, 1 LT, (Lethal Con-
centration 1 Lethal Time) wykazali zr6znicowana zjad-
liwos¢ poszczegdlnych genotypow. Najbardziej zjadli-
wy okazat sig¢ szczep 04-309 genotypu AB zabijajacy
w dawce LC_ <100 CFU ml!, 100% czerwia w czasie
6-7 dni po zakazeniu, podczas gdy pozostate szczepy
genotypu AB zabijaty larwy w ciagu 6-10 dni.

Warto$¢ LT, , dla pozostatych genotypow byta istot-
nie wyzsza 1 wynosita od 10 do 13 dni. Biorac pod
uwagg fizjologig rodziny pszczelej, spostrzezenie to ma
istotne znaczenie praktyczne. Zjadliwe szczepy P. lar-
vae s3 grozniejsze dla pojedynczej larwy anizeli dla
rodziny, poniewaz larwy, ktore gina przed zasklepie-
niem komorki (okoto 94% w przypadku genotypu AB)
sa usuwane z plastra wraz z patogenem przez pszczoly
robotnice. Tak wigc wrodzone zachowanie mlodych
pszczot polegajace na utrzymaniu w rodzinie odpowied-
niego poziomu higieny przez usuwanie z plastrow mar-
twego czerwia chroni rodzing przed jej catkowitym
zniszczeniem. Natomiast w przypadku szczepow mnie;j
zjadliwych ponad 20% zasklepionego martwego czer-
wia, wraz z powstatymi endosporami zarazka, nie jest
usuwane z plastrow i stanowi stale zagrozenie dla ro-
dziny.

Obowiazujace w wielu krajach przepisy zwalczania
zgnilca amerykanskiego (American Foulbrood — AFB),
prowadzace do niszczenia zakazonych kolonii wyka-
zujacych objawy choroby, sprzyjaja rozprzestrzenianiu
sig szczepow bardziej zjadliwych. Pomimo duzych ubyt-
kéw czerwia niezasklepionego spowodowanych przez
zjadliwe szczepy choroba czgsto nie jest wykrywana.
W tych rodzinach nosicielem zarazka sa pszczoty ro-
botnice, ktore podczas rojki przenosza wystarczajaca
ilo§¢ zarazka do zakazenia nowych rodzin. W tych przy-
padkach droga pionowa przenoszenia patogenu w no-
wych rodzinach, obok drogi horyzontalnej, odgrywa
coraz wigksza rolg (7, 15, 19, 21, 31).

Genotypowanie Paenibacillus

Pomimo licznych osiagnig¢ w ostatnim dziesigciole-
ciu dotyczacych charakterystyki molekularnej P. larvae
1 patogenezy AFB wiele problemow nie zostato dosta-
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tecznie wyjasnionych. Opracowano i wdrozono do dia-
gnostyki test PCR pozwalajacy na szybkie wykrycie
zarazka. W tym celu opracowano startery na postawie
genomowego 16S rRNA, najbardziej stalej cechy
w ewolucyjnym rozwoju bakterii. Wykazano, ze nie-
wielkie roznice w sekwencji nukleotydow 16S rRNA
w obregbie gatunku pozwalaja na pewna identyfikacjg
zarazka (8). Uzyte w badaniach Gowan 1 wsp. (24) dwa
startery z regionu 16S rRNA P. larvae wykazywaly
100% homologii tylko w stosunku do P. larvae. Po-
rownane do sekwencji nukleotydow pokrewnych ga-
tunkow rodzaju Bacillus oraz P. alvei i P. polymyxa,
zarazkow czesto wystepujacych w ulu jako saprofity
lub bakterie wiktajace choroby, wykazaty od 66% do
88% podobienstwa. Test PCR, wg tych autorow, spel-
nia wszelkie wymogi testu diagnostycznego do wykry-
wania zgnilca ztosliwego. Podobne wyniki, wskazuja-
ce na mozliwos¢ uzyskania szybkiego rozpoznania AFB
za pomoca identyfikacji metoda PCR genomowego 16S
rRNA uzyskali Dobbelaere i wsp. (16). Badania wyko-
nane na bakteriach wystgpujacych w rodzinie pszcze-
lej, w tym 382 szczepach P. larvae pochodzacych z roz-
nych krajow i kontynentéw, metoda ERIC-PCR, (Ente-
robacterial Repetitive Intergenic Consensus), pozwala-
ty na pewna identyfikacje¢ wszystkich szczepow P. lar-
vae. Zastosowane startery, KAT 1 1 KAT 2 ogranicza-
jace fragment o dlugosci 970 nukleotydow, wykorzy-
stano z powodzeniem takze do identyfikacji zarazka
bezposrednio w organizmie larw oraz w miodzie (2).

Metody badan molekularnych zastosowano takze do
zréznicowania szczepoOw w obrebie gatunku. Majac na
uwadze wystgpowanie, jak sadzono, dwu podgatunkow
P, larvae subsp., larvae i P. larvae subsp. pulvifaciens,
rozpoznanych metodami mikrobiologii klasycznej, pod-
Jjgto proby poréwnania ich pierwszorz¢dowej struktury
genotypowej. Analiza fragmentow restrykcyjnych am-
plifikowanego genu 16S rRNA pozwolila na pewne
roznicowanie bliskich gatunkow rodzaju Paenibacillus,
Bacillus, Brevibacillus, Virgibacillus oraz wykazata
90% podobienstwo pomigdzy podgatunkami P. larvae
(26). Nie wykryto takze istotnych roznic wsrod 32 szcze-
pow podgatunku P. larvae subsp. larvae pochodzacych
z roznych rejonéw geograficznych (5).

Przy uzyciu metody PCR wykazano, ze wsrdd 99
szczepow P. larvae pochodzacych z roznych rejondw
geograficznych wystepuje 18 odmian polimorficznych.
Poréwnujac wyniki badan fenotypowych i1 genotypo-
wych izolowanych szczepow, stwierdzono brak kore-
lacji pomigdzy tymi cechami. Nie mozna bylo jedno-
znacznie przyporzadkowac jednego fenotypu do okres-
lonego genotypu. Tym niemniej metoda PCR pozwala
na identyfikacj¢ szczepow P. larvae wystepujacych
w Ssrodowisku (4).

Okazato sig, ze okreslone genotypy cechuja si¢ r6z-
nym stopniem zjadliwo$ci dla czerwia (21).

Wielu autoréw (7, 18, 23, 29) zwraca uwagg na ko-
nieczno$¢ poznania molekularnych uwarunkowan pa-
togennosci P, larvae, roli plazmiddw oraz toksyn, obec-



1290

nych u niektorych szczepdw, a takze pojawiajace si¢
mechanizmy oporno$ci na antybiotyki.

Aktualnie prowadzone badania nad doktadna charak-
terystyka genomu P. larvae oraz gromadzenie danych
w banku gendéw (genbank www.hgsc.bcm.tmc.edu/
projects/microbial) (34) utatwia szersza aplikacj¢ me-
tod biologii molekularnej do opisu poszczegodlnych
szczepOw tych bakterii. Badania genetyczne bakterii
zmierzaja nie tylko do okreslenia gatunku, lecz takze
poprzez identyfikacj¢ tozsamosci szczepdw umozliwiaja
analiz¢ epidemiologiczng oraz drog rozprzestrzeniania
si¢ chordb, a takze charakterystyke markerow zjadli-
wosci szczepu (10, 12, 21, 40). Zastosowanie zgroma-
dzonych danych w diagnostyce AFB przyczyni si¢ do
skuteczniejszego zwalczania tej choroby u pszczot.
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