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ednym z najwigkszych wyzwan,

jakie stawiane sa przed nami

w zakresie ochrony zdrowia

zwierzat oraz szeroko rozumia-

nego zdrowia publicznego, jest
zapewnienie skutecznego dziatania doty-
czgcego ograniczenia szerzenia si¢ choréb
zakaznych oraz szybkiego zwalczania
w przypadku ich pojawienia si¢ w popula-
cji zwierzat. Biorac pod uwage czesto mie-
szang etiologie zakazeri, jak réwniez dyna-
micznie narastajaca opornos¢ na srodki
przeciwdrobnoustrojowe oraz bezposred-
nio zwigzane z tym zjawiskiem znaczace
ograniczenie skutecznosci ich dziatania,
zadanie to wydaje si¢ stanowi¢ powazne
wyzwanie na najblizsze lata. Problem ten
zostal dostrzezony wiele lat wezesniej, cze-
go skutkiem bylo opracowanie przez Par-
lament Europejski Rozporzadzeri i Rezo-
lugji, ktérych celem jest ograniczenie zu-
zycia srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
w krajach UE (1,2,3,4).

Parlament oraz Komisja Europejska
przy wspélpracy z paristwami UE podje-
ty walke z narastajacym kryzysem opor-
nosci na antybiotyki przyjmujac zasade

,Jedno zdrowie” (One Health). Zasada ta
opiera si¢ na zaleznosci pomiedzy zdro-
wiem zwierzat, zdrowiem ludzi oraz
stanem $rodowiska, w ktérym zyja. Jed-
nak pomimo podjecia wielu dziatan Ra-
port Europejskiej Agencji Lekéw (doku-
ment EMA/58183/2021) informuje, iz
w 31 krajach Europy sprzedanow 2021 .
prawie 5220 ton przeciwbakteryjnych
substangji czynnych. To w znaczacy spo-
s6b przyczynia si¢ do narastania wielole-
koopornosci drobnoustrojéw na stosowa-
ne chemioterapeutyki. Polska wciaz
jeszcze nalezy do krajéw o bardzo wyso-
kim zuzyciu antybiotykéw. W 2020 roku
sprzedano u nas 853,7 tony antybiotykéw.
Obecna sytuacja zmusza wiec do szuka-
nia nowych alternatywnych rozwigzan,
ktére moga skutecznie zastapi¢ srodki
przeciwdrobnoustrojowe, nie wywolujac
przy tym narastajgcej opornosci. W tym
aspekcie obiecujacym wydaje si¢ by¢ za-
stosowanie nanotechnologii. Pojecie to
odnosi si¢ do materialéw, ktérych wiel-
kos¢ zamyka si¢ w przedziale 1 do 100 nm.
Jeden nanometr réwna si¢ jednej miliar-
dowej metra, co mozna poréwnac do dtu-

gosci pigciu sgsiadujacych ze sobg ato-
méw w przecigtnym ciele stalym. Wia-
domo juz, ze wraz z redukcjg rozmiaréw
czgsteczek nanosrebra zwigksza si¢ ich
kompatybilnos¢. Poczatki tej technologii,
wbrew powszechnym opiniom, si¢ga-
ja 1959 roku, kiedy to prof. Richard Feyn-
man na Konferencji Amerykariskiego To-
warzystwa Fizycznego wyglosil pierwszy
wyklad na ten temat. Podczas I wojny
$wiatowej zwigzki srebra stosowane byty
w celu ograniczenia liczby zakazen.
Po pewnym czasie zaczgly by¢ wypiera-
ne przez antybiotyki.

W czasie ostatnich kilkunastu lat nano-
materialy zrewolucjonizowaty medycyne,
farmacj¢, a nawet rolnictwo (np. jako
sktadnik pestycydéw). Tak szerokie zasto-
sowanie mozliwe jest dzigki wyjatkowym
cechom nanoczgsteczek, takim jak wyso-
ki wspélczynnik powierzchni do objeto-
$ci, wlasciwosci chemiczne, optyczne i me-
chaniczne. Na szczegdlng uwage zastuguja
tutaj nanoczgsteczki metali, gléwnie sre-
bra (AgNPs, ang. Ag nanoparticles). Za-
wierajg one od 20 do 15 000 atoméw sre-
bra w czasteczce. Do ich niewatpliwych
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zalet naleza: wysoka przewodnos¢ elek-
tryczna i cieplna, stabilno§¢ chemiczna,
nieliniowo$¢ optyczna, wysoki wspétczyn-
nik powierzchni do objetosci. Dzieki bar-
dzo dobremu kontaktowi z mikroorgani-
zmami oraz wykazanemu dzialaniu
antybakteryjnemu nanoczasteczki srebra
sag z powodzeniem wykorzystywane
w preparatach antyseptycznych wykazu-
jac wlasciwosci biologiczne juz w bardzo
malych stezeniach. Ponadto wykazano
réwniez ich wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybicze.
Mechanizm dzialania opiera si¢ gléwnie
na tworzeniu polaczen z grupami tiolo-
wymi (-SH) bialek mikroorganizméw.
Takie polaczenie powoduje ich dezakty-
wacje. Obecnie jest to gléwny proces
zwigzany z inaktywacja protein. Inne me-
chanizmy dziatania to (5):
— niszczenie blony komérkowej bakterii,
— tworzenie reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS),
prowadzace do stresu oksydacyjnego,
— uszkadzanie DNA wskutek oddzialy-
wan z resztami fosforanowymi w szkie-
lecie fosfocukrowym,

— wplyw na procesy replikacji i transkryp-
¢ji,a w wyzszych stezeniach degradacja
DNA i RNA.

— uposledzenie funkcjonowania taricucha
oddechowego, podzialéw komérko-
wych, systemow przekazywania sygna-
16w 1 funkcji licznych enzymoéw,
zwlaszcza tych bogatych w aminokwa-
sy zawierajacych siarke,

— zaburzenie produkcji trifosforanu ade-
nozynowego (ATP),

— zwiekszenie podatnos¢ biatek na dena-
turacje,

— jony oddziatuja z cytochromami, hamu-
jac transport elektronéw oraz zaburza-
ja funkcjonowanie faricucha oddecho-
wego,

— wigzac si¢ z kwasami nukleinowymi,
skutecznie podnosza efektywnos¢ dzia-
tania obecnych na rynku chemiotera-
peutykéw.

W licznych badaniach udowodniono,
Ze nanoczgsteczki srebra z powodzeniem
niszczg drobnoustroje takie jak Szaphylo-
coccus aureus, Chlamydia trachomatis, Pro-
videncia stuarti, Vibrio vulnificus, Bacillus

subtitilis, Streptococcus paratyphi (6).

New perspectives on the use
of nanosilver in the control of
Paenibacillus larvae

The aim of this text is to present

the problem of increasing bacterial
resistance to antibiotics, particularly
in the context of animal and human
health, and to propose
nanotechnology, specifically silver
nanoparticles, as an alternative
solution. The authors describe

the mechanisms of action of
nanosilver against microorganisms,
highlighting its antibacterial, antiviral,
and antifungal properties.

Particular attention is paid to the use
of nanosilver in combating American
foulbrood, a serious bee disease,
emphasizing its effectiveness in
eliminating Paenibacillus larvae

and its spores, as confirmed

by laboratory studies.

Keywords: antibiotic resistance,
nanotechnology, silver nanoparticles,
American foulbrood, Paenibacillus
larvae.
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Innowacje i badania

‘Warstwa nanosrebra naniesiona na two-
rzywa sztuczne (np. rurki cewnikowe) dez-
aktywuje bakterie i dziata odkazajaco. Co
istotne, efekt ten utrzymuje si¢ do 72 go-
dzin (7).

Zgnilec amerykanski

Zgnilec amerykariski (American foul-
brood — AFB) stanowi niezwykle aktual-
ny problem, ktéry jest znany pszczela-
rzom od dziesigtkéw lat. Jest to
bakteryjna, zakazna oraz wysoce zjadliwa
choroba stadium larwalnego gatunkéw
z rodzaju Apis w tym réwniez pszczoly
miodnej Apis mellifera. Obecnie w Polsce,
zgodnie z Ustawg z dnia 11 marca
2004 roku o ochronie zdrowia zwierzat
oraz zwalczaniu choréb zakaznych zwie-
rzat (Dz.U.z 2017 r. poz. 1855,2 2018 1.
poz. 50,650) jest to jedyna choroba
pszczél podlegajaca obowiazkowi zwal-
czania.

Czynnikiem chorobotwérczym jest
bakteria Paenibacillus larvae, Gram-do-
datnia prosta lub lekko zakrzywiona la-
seczka o zaokraglonych koricach. Obec-
nie znanych jest pig¢ jej genotypéw
(ERICI-ERIC V).Kazdy z tych geno-
typéw jest chorobotwérezy i moze powo-
dowa¢ objawy zgnilca amerykanskiego.
Réznice w budowie genetycznej przekta-
dajg si¢ na réznice dotyczace np. odmien-
nego wygladu kolonii bakteryjnych, wia-
$ciwosci biochemicznych czy wrazliwosci
na temperature. Cechy te stuzy¢ moga
identyfikacji bakterii jedynie w warun-
kach laboratoryjnych do celéw diagno-
stycznych oraz naukowych.

Szczegdlng cechy, ktdra jest niezwykle
istotna w epidemiologii zgnilca amery-
kanskiego i ktéra stanowi problem z jego
zwalczaniem, jest zdolnos¢ bakterii
do wytwarzania form przetrwalnikowych.
Wytwarzane spory sg niezwykle odpor-
ne, trudno je zniszczy¢ 1 wyeliminowac.
Pozostawione w §rodowisku nie tracg za-
kaznosci nawet przez 10 lat, a niektére
doniesienia méwia, ze nawet po 35 latach
moga spowodowac zakazenie larw (8).

Spory sg odporne na dziatanie bardzo
wysokich oraz bardzo niskich tempera-
tur, np. okolo 10 % spor przezywa po-
nad 50-godzinne oddziatywanie tempe-
ratury 108°C. Aby inaktywowa¢ spory
obecne w wosku pszczelim nalezy pod-
grzewaé go do temperatury 130°C przez
kilka godzin. Temperatura 121°C sku-
teczna jest dopiero po 20-30 minutach.
Mrozenie (nawet do -196°C), gotowanie,
promieniowanie UV, 0,5 % kwas siarko-
wy oraz dezynfekcja alkoholem nie nisz-
czg spor (8).

Wytwarzane spory sa przyczyna zaka-
zen czerwiu pszczelego. Szczegélnie
wrazliwe na zakazenie s3 mlode larwy
do trzeciego dnia zycia. Po tym czasie po-
datnos$¢ na zakazenie spada wraz z uply-
wem czasu. Larwy, ktére nie ulegly zaka-
zeniu do 52 godzin, staja si¢ zupelnie
odporne. Doroste owady nie sa wrazliwe
na zakazenie, jednak pracujac przy usu-
waniu z komérek zmarlego czerwiu, sta-
ja sie wektorem przenoszacym bakterie
na zdrowe larwy oraz zapasy pokarmu.

Wialka ze zgnilcem amerykaniskim, ze
wzgledu na jego specyficzny charakter,
jest bardzo trudna. Obecnie, zgodnie
z obowigzujgcym prawem (9) w przypad-
ku, gdy w badaniu laboratoryjnym mate-
riatu innego niz zmieniony chorobowo
czerw, potwierdzona zostaje obecnos¢
przetrwalnikéw w pasiece, Powiatowy
Lekarz Weterynarii (PLW) dokonuje
przegladu rodzin pszczelich. Jesli nie
stwierdza objawéw choroby, jego zadanie
ogranicza si¢ do pouczenia pszczelarza,
jakie ten musi podja¢ dzialania, aby zmi-
nimalizowa¢ mozliwos¢ rozwoju choro-
by w pasiece.

W przypadku wystapienia objawéw
choroby (podejrzenie) pobierany jest ma-
terial do badan (prébka czerwiu). Wynik
dodatni takiego badania jest podstawg
do dalszego postepowania. Wyznaczone
zostaje ognisko choroby oraz obszar za-
powietrzony o promieniu nie mniejszym
niz 6 kilometréw. Nastepnie Powiatowy
Lekarz Weterynarii moze:

1. Nakaza¢ spalenie chorego pnia.
2. Nakaza¢ spalenie chorej rodziny oraz
gniazda.

Ponadto w pasiece nalezy przeprowa-
dzi¢ oczyszczenie i odkazanie (10).
Po uplywie minimum szesciu tygodni
PLW moze nakaza¢ ponowne badanie
kliniczne i laboratoryjne rodzin pszcze-
lich w obrebie ogniska choroby. Na pod-
stawie wynikéw tych badaid moze uznaé
ognisko za wygaste. W latach 2009-2013
w Zaktadzie Choréb Pszczét PIWet-PIB
realizowano badania monitoringowe,
ktérych celem bylo pozyskanie danych
na temat sytuacji epizootycznej zgnilca
amerykariskiego w krajowych pasiekach,
poprzez oceng wystepowania i rozprze-
strzenienia bakterii P /arvae w rodzinach
pszczelich oraz okreslenie poziomu ich
zakazenia, w oparciu o badanie prébek
miodu pobieranych z rodzin. Badaniami
objeto obszar calej Polski. Ogétem po-
brano prébki z 4090 pasiek, w ktérych
stacjonowalo 125.750 (sto dwadziescia
pigé tysiecy siedemset pigédziesiat) ro-
dzin pszczelich. Udziat pasiek, w ktérych
stwierdzono zakazone rodziny, byt znacz-

ny — wyniést az 38 %. Wyniki pieciolet-
nich badan wykazaly szerokie rozprze-
strzenienie bakterii P Jarvae w pasiekach
na terenie wszystkich regionéw objetych
badaniami.

Materiaty i metody

Produkt SILVECO+ Pszczota® posiada
sktad (sktadniki o natychmiastowym, ale
krétkim dziataniu — nadtlenek oraz diu-
gotrwalym dzialaniu w kierunku bakte-
rii dodatnich oraz prawdopodobnie spo-
rob6jczym dzialaniu, ktére wedlug
ogélnej wiedzy moglyby si¢ sprawdzi¢
w eliminacji tego problemu. W celu oce-
ny skutecznosci preparatu zawierajacego
nanoczastki srebra przeprowadzono sze-
reg badari, oceniajac dziatanie preparatu
SILVECO+ Pszczota® nabakterie Paeni-
bacillus larvae oraz ich przetrwalniki.

Przed wykonaniem doswiadczenia
przygotowano z preparatu macierzyste-
go dwa stezenia: 5 % oraz 20 %. Uzywa-
jac obu rozciericzen niezaleznie przepro-
wadzono réwnolegle badania.

Doswiadczenie wstepne
—weryfikacyjne w laboratorium,
higieny weterynaryjnej

Kolonie bakteryjne podzielono na dwie
grupy. Grupg pierwszg stanowila czysta
hodowla bakterii Paenibacillus larvae,
drobnoustroje te nie wykazywaly tenden-
¢ji do tworzenia przetrwalnikéw. Druga
grupe stanowila czysta hodowla bakterii
Puaenibacillus larvae, ktére podczas inku-
bacji przeksztalcity sie w przetrwalniki.
Procedura dotyczaca hodowli na pozyw-
kach (posiew kolonii, czas i temperatura
inkubacji, uzyte podtoza itd.) prowadzo-
na byla zgodne z Instrukcja Gléwnego
Lekarza Weterynarii nr GIWpr 02010-
23/2016 z dnia 16 sierpnia 2016 roku
(Obecnoéé Paenibacillus larvae metoda
hodowlana z potwierdzeniem bioche-
micznym i mikroskopowym).

Z kazdej grupy pobrano po 5 jtk (jed-
nostek tworzacych kolonie), zawieszono
w dwéch probéwkach, z ktérych kazda
zawierala 10 ml jalowego plynu fizjolo-
gicznego.

Jako kontroli uzyto plytek z pozywka
MYPGP. Na dwie plytki z ta pozywka
posiano zawiesing bakterii ezg o obje-
tosci 10 mikrolitréw, analogicznie do-
konano posiewu zawiesiny przetrwalni-
kéw.

Ptytki inkubowano zgodnie z In-
strukcjg Gléwnego Lekarza Weteryna-
rii nr GIWpr 02010-23/2016 z dnia
16 sierpnia 2016 roku. Nastepnie na



4 plytki z podtozem MYPGP naniesio-
no po 1 mililitrze badanego preparatu
5 %. Analogicznie przygotowano 4 plyt-
ki z preparatem 20 %. Na tak przygoto-
wane podloze posiano zawiesine bakterii
eza o objetosci 10 mikrolitréw, analogicz-
nie dokonano posiewu zawiesiny prze-
trwalnikéw. Plytki inkubowano zgodnie
z Instrukeja Giéwnego Lekarza Wetery-
narii nr GIWpr 02010-23/2016 z dnia
16 sierpnia 2016 roku. Po inkubacji do-
konano odczytéw wszystkich plytek.

Badanie skutecznosci praparatu
z czgstkami nanosrebra wobec
przetrwalnikéw Paenibacillus larvae

Do przeprowadzenia doswiadczenia nu-
mer 2 uzyto gotowych zawiesin bakterii
w 10 ml plynu fizjologicznego. Jed-
na probéwka zawieralta zawiesing bakte-
rii Paenibacillus larvae, druga zawiesine
ich przetrwalnikéw. Nast¢pnie w dwéch
jalowych probéwkach umieszczono
przygotowany material. W jednej pro-
béwce 4 ml zawiesiny bakterii w dru-
giej 4 ml zawiesiny przetrwalnikéw.
Do kazdej probéwki dodano po 0,5 ml pre-
paratu SILVECO+ Pszczota®. Do jednej
probéwki dodano preparat w stezeniu 5 %,
do drugiej w stezeniu 20 %. Tak przygo-
towane zawiesiny posiano na plytki eza
o objetosci 10 mikrolitréw.

Przygotowano réwniez dwie plytki
kontrolne z posianymi bakteriami Paeni-
bacillus larvae. W kazdym przypadku
uzyto plytek z pozywka MYPGP.

Wyniki badan

Preparat w stezeniu 5 %:

— preparat dodany na powierzchnie pod-
toza hodowlanego w ilosci 1 ml powo-
duje catkowite zahamowanie wzrostu
zywych bakterii Paenibacillus larvae,

— preparat dodany na powierzchnie pod-
toza hodowlanego w ilosci 1 ml powo-
duje czgsciowe zahamowanie kietko-
wania przetrwalnikéw Paenibacillus
larvae,

— preparat dodany w ilosci 0,5 ml do 4 ml
zawiesiny zywych bakterii Paenibacillus
larvae powoduje calkowite zahamowa-
nie ich wzrostu,

— preparat dodany w ilo$ci 0,5 ml do 4 ml
zawiesiny przetrwalnikéw Paenibacil-
lus larvae nie hamuje ich kielkowania.

Preparat w stezeniu 20 %:

— preparat dodany na powierzchnie pod-
toza hodowlanego w ilosci 1 ml powo-
duje catkowite zahamowanie wzrostu
zywych bakterii Paenibacillus larvae,

— preparat dodany na powierzchnie pod-
toza hodowlanego w ilosci 1 ml powo-
duje catkowite zahamowanie kietkowa-
nia przetrwalnikéw Paenibacillus larvae,

— preparat dodany w ilosci 0,5 ml do 4 ml
zawiesiny zywych bakterii Paenibacillus
larvae powoduje calkowite zahamowa-
nie ich wzrostu,

— preparat dodany w ilosci 0,5 ml do 4 ml
zawiesiny przetrwalnikéw Paenibacil-
lus larvae nie hamuje ich kietkowania.

Whnioski zdoswiadczenia

Badany produkt SILVECO+ Pszczota®
w stezeniu 5 % w warunkach iz vitro do-
dany do podloza w okreslonej ilosci 1 ml
powoduje zahamowanie wzrostu zywych
bakterii, a czesciowo hamuje kietkowanie
przetrwalnikéw. Ten sam preparat doda-
ny w ilosci 0,5 ml do 4 ml zawiesiny drob-
noustrojéw i posiany powoduje zahamo-
wanie wzrostu zywych bakterii, natomiast
nie hamuje w ogdéle kietkowania prze-
trwalnikéw. Stezenie 20 % preparatu
w warunkach iz vifro jest bardziej sku-
teczne, poniewaz dodany do podloza
w objetosci 1 ml powoduje zahamowanie
wzrostu zaréwno zywych bakterii, jak
i calkowicie hamuje kietkowanie prze-
trwalnikéw. Ten sam preparat dodany
w ilosci 0,5 ml do 4 ml zawiesiny drob-
noustrojoéw i posiany powoduje zahamo-
wanie wzrostu zywych bakterii, natomiast
nie hamuje w ogdéle kietkowania prze-
trwalnikéw.

To proste doswiadczenie pokazuje, ze
istniejg realne alternatywy dla stosowa-
nych antybiotykéw. Jest to jednak dopie-
ro poczgtek drogi, poniewaz na pewno
potrzebne sa dalsze badania, zaréwno
w kwestii optymalizacji stezen i ilosci pre-
paratu oddziatujgcego na formy prze-
trwalnikowe Paenibacillus larvae w wa-
runkach in vitro, jak i zastanowienia sie,
jak wyniki uzyskane w laboratorium
przenie$¢ na zywy organizm, jakim nie-
watpliwie jest rodzina pszczela.

Doswiadczenia zmierzajgce w kierunku
biob6jczosci wobec innych czynnikéw

W dalszych badaniach uzupelniajacych
zgodnych z normg PN-EN 16437
+A1:2020-03 wykazano skutecznos¢
preparatu SILVECO+ Pszczola® w ste-
zeniu 20 % 1 czasie kontaktu 30 min.
wobec Proteus vulgaris, Smpby/otoccus
aureus, Pseudomonas aeruginosa i Ente-
rococcus hirae. Badania wedlug normy
PN-EN 13704:2018-09 pt: ,,Chemicz-
ne §rodki dezynfekcyjne — Ilosciowa

zawiesinowa metoda okreslania dziafa-
nia sporobédjczego chemicznych $rod-
kéw dezynfekcyjnych stosowanych
w sektorze zywno$ciowym, warunkach
przemystowych i domowych oraz za-
ktadach uzytecznosci publicznej — Me-
toda badania i wymagania (faza 2,
etap 1)” wykazaty skuteczno$¢ prepara-
tu SILVECO+ Pszczota® w stezeniu
25 % wobec Bacillus subtilis, Bacillus
cereus oraz Paenibacillus larvae subsp.
Larvae w czasie kontaktu 60 minut
i przy temperaturze 10°C. Reasumujac
przeprowadzone badania nalezy pod-
kresli¢ wysoka skuteczno$¢ biobdjcza
preparatu SILVECO+ Pszczola® wo-
bec drobnoustrojéw stanowiacych naj-
czgstsze problemy w apikulturze. Zwal-
czanie AFB jest procedurg niezwykle
zmudng i klopotliwa, wobec czego
wprowadzenie nowych §rodkéw dezyn-
fekcyjnych w duzym stopniu ulatwito-
by dotychczasowe procedury. @
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