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Vizsgalataink soran meghataroztuk a NAF gydgyhatasu allatgydgyaszati készitmény
in vitro minimalis gatlé koncentracidjat (MIC) dsszesen 30, Magyarorszag kulonbozs
terlleteirdl izolalt Paenibacillus larvae torzs esetén. A MIC-értékeket leveshigitasos
modszerrel hataroztuk meg, 6sszhangban a CLSI ajanlasaival. Az eredmények alapjan
a készitmény minimalis gatld koncentracidja a megvizsgalt 30 izolatum esetén 0,015
és 1,953 ul/ml kozotti tartomanyba esett. Vizsgalataink a kérokozd vegetativ alakjara
érvényesek. A kérokozé vegetativ alakjanak in vitro érzékenységébdl nem vonhatdak le
kozvetlen kovetkeztetések a termék in vivo hatékonysagara vonatkozdan.

SUMMARY

Background: American foulbrood (AFB) is the most important bacterial dis-
ease of honeybees with worldwide distribution, which causes high economic
losses. The causative agent is P. larvae a Gram-positive, rod-shaped, motile,
spore forming bacterium species. Usage of antibiotics for treatment of this dis-
ease is not allowed in most countries because of the residues in honey and
other bee-products. Therefore, there is a great interest to find alternative and
effective AFB-controlling natural substances, such as plant essential oils, which
have natural antibacterial effect.

Objectives: Antibacterial activity (Minimal Inhibitory Concentration) of a veteri-
nary medical product called ,NAF” (Chemor Ltd., Hungary) against 30 P. larvae
strains isolated from different area of Hungary was determined. Strains originat-
ing from Hungarian apiaries were isolated and identified in 2015.

Materials and Methods: Vegetative cells of P. larvae were grown on Columbia
Agar supplemented with 10% defibrinated sheep blood. Bacterial suspension
was set to MacFarland standard 0.5 that corresponds with 10° CFU/mI bacterial
density.

Determination of MIC-values were carried out using broth dilution method in
48-well tissue culture plates. After the inoculation of the bacteria the tissue cul-
ture plates were incubated at 37 °C for 48 hours. After the incubation period the
bacterial growth was evaluated with naked eye.

Results and Discussion: MIC range of NAF veterinary medical product was
between 0.015 and 1.953 ul/ml in case of the investigated P. larvae strains. MIC,,
and MIC, values were both determined as 0.997 ul/ml.

In vivo effect of the product should be carefully evaluated due to the poor infor-
mation about the concentration of the active ingredients in the royal jelly. There-
fore, conclusion about in vivo efficacy of the product should not be deducted,
based on the in vitro susceptibility of the vegetative from of the pathogen.
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A mézeld méh (Apis mellifera) egyik legelterjedtebb és jelentds gazdasagi karo-
kat okoz6 bakterialis fert6z8 betegsége a P. larvae altal okozott nydlds (v. ame-
rikai) koltésrothadas (17).

Korabban a betegséget antibiotikumokkal kezelték (8, 21), azonban a legtdobb
eurdpai orszagban a beteg méhcsaladdok gydgykezelése jelenleg tilos. Az antibi-
otikumok nem hatnak a P. larvae spdrakra, hiszen ezek aktiv anyagcserével nem
rendelkeznek. Antibiotikumok hasznalata esetén, azok belekerllnének a mézbe,
ami szakmai szempontbdél tdbb ok miatt is aggalyos lenne (19). Ezt felismerve,
egyre tobb kutatds keres a betegségre alternativ gydgymaodot (10). A betegség
klinikai tinetei kialakulasanak megeldzésére iranyuld kutatasok egyik terllete a
természetes antibakterialis hatasU szerek, novényi kivonatok és illéolajok hasz-
nalata.

A novényi eredetlilldolajok antimikrobidlis hatasat szdmos kdrokozdval szemben
kimutattak (22). Ezek a tulajdonsagok a benniik talalhatd fenoloid és terpenoid
tipusU vegylleteknek kdszonhet8ek (6). DormAN és DEANS 25 kiilonboz8 baktéri-
umtorzs, tobbek kdzo6tt fakultativ patogén Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
ageruginosa, Staphylococcus aureus érzékenységét vizsgaltdk feketebors (Piper
nigrum), szegfliszeg (Syzygium aromaticum), muskatli (Pelargonium graveolens),
szerecsendid (Myristica fragrans), oregand (Origanum vulgare) és kakukkfl (Thy-
mus vulgaris) illéolaj, valamint egyes dsszetevik tekintetében. Valamennyi ill6-
olaj esetében megfigyeltek a baktériumok szaporodasara gyakorolt gatld hatast.
A kilonb6z6 komponensek kozil a fenolos vegylletek, mint a karvakrol, eugenol
és timol bizonyultak a leghatékonyabbnak (8).

A mézeld méhek kartevdi elleni védekezésben is hatdsosnak bizonyultak bizo-
nyos antibakterialis és gombaellenes hatasu illéolajok in vitro vizsgalatokban (3,
4, 7, 1, 12, 13, 14). EUGARAS és mtsai egy vadon él§ barsonyvirdg faj (Tagetes
minuta) illéolajanak gomba- és atkadlé tulajdonsagat irtdk le Ascosphaera apis
és Varroa destructor esetében (9).

Szamos noévényi kivonat, tobbek kozott kakukkfl, oregand, borsmenta és az
eukaliptusz illéolajanak antimikrobialis hatdsat bizonyitottdk P. larvae ellen (1,
2, 3, 22, 23). ALIPPI és mtsai kllonbozb illéolajok MIC-értékeinek meghatarozasa
sordn a leghatékonyabbnak az indiai citromfiuvet (Cymbopogon citratus [MIC:
50-100 ul/]), a kakukkfivet (Thymus vulgaris [MIC: 100-150 ul/l]) és az oreganot
(Origanum vulgaris [MIC: 250-450 pl/l]) taldltak (3). Eredményeiket a kakukkfd és
az oregano esetében Kuzv3iNovA és mtsai is megerdsitették (18).

A fahéj (Cinnamon zeylanicum) és kildnb6z8 komponensei kiemelked8en jé
antibakteridlis hatassal rendelkeznek (22). F8 dsszetevsi a fahéjaldehid (79,3%)
és az eugenol (11,9%), emellett taldlhatéak még benne terpén vegyliletek is
(a-pinén, karofillén) kisebb mennyiségben (15). GENDE és mtsaia fahéjolaj in vitro
vizsgéalata sordn erds gatld hatast irtak le P. larvae ellen (MIC: 25-100 ul/l), hason-
l6an ALippl és mtsai (3) kakukkflivel és indiai citromfilvel kapott értékeihez (15).
Késdbbi vizsgalataik soran a fahéjolaj MIC-értékét a kisérlet soran hasznalt oxi-
tetraciklin antibiotikumhoz hasonld, 50 pg/ml koncentraciéban hataroztdk meg
az altaluk vizsgalt P. larvae torzsekkel szemben. A fahéjolaj a betegség kezelésé-
ben az oxitetraciklinhez hasonlé mértékben hatdsosnak bizonyult mesterséges
rafert8zéses kisérlet soran is (16).

A NAF gyogyhatasu allatgyogyaszati készitmény a kakukkflbdl kinyerhetd timol
illbolajat (1,9-2,3 g/100 ml) és fahéjolajat (0,5-0,9 g/100 ml) tartalmaz gyégyno-
vények (diélevél, kerti kakukkfd, majoranna, szurokf{) vizes-alkoholos kivona-
tdban oldva, amelyet az indikacid alapjan a mézeld méhek etetésére készitett
cukorszirupba kell bekeverni 1%-o0s aranyban.

Vizsgalataink célja az volt, hogy hazai foldrajzilag reprezentativ eredetl és
szamu baktériumtorzs bevonasaval megvizsgaljuk és konkrét adatokkal jelle-



ABRA. A vizsgdlatba bevont
30 Paenibacillus larvae torzs
foldrajzi eredete

FIGURE. Geographical origin
of the investigated 30 Paeni-

bacillus larvae strains
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mezzUk ezen allatgybgyaszati termék P. larvae vegetativ alakjainak szaporoda-
sara gyakorolt gatldé hatasat.

A vizsgalataink célja a NAF gydgyhatasl allatgydgyaszati készitmény minimalis
gatlé koncentraciéjanak (MIC) meghatarozasa Magyarorszag kiulonbozd terlle-
teirdl izolalt P. larvae torzsek esetében. A felhasznalt baktériumtorzseket hazai
méhészetekbdl izoladltuk és azonositottuk a 2015-6s év folyaman (20). A MIC
értékeket leveshigitasos maddszerrel hataroztuk meg, 6sszhangban a Commit-
tee of Laboratory Standards Institute (CLSI) ,,Eljarasi szabvanyok allatokbél izolalt
baktériumok antibiotikumokkal szembeni érzékenységének kororongdiffizids és
higitdsos vizsgalatahoz” VETO1-A4 jelzés( kiadvanyaban megadott, standard
eljarasokkal (5).

Avizsgalatba bevont, mézmintakbdl izolalt baktériumtdrzsek foldrajzi eredetét
a térképen abrazoltuk (Abra).
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A baktériumokat 10% steril, defibrinalt juhvérrel kiegészitett Columbia agaron
szaporitottuk el 5% CO,-ot is tartalmazé aerob légkori viszonyok kozott. A szi-
lard taptalaj fellletérdl néhany baktériumtelepet steril vattatamponnal dssze-
gyUjtottink, majd steril fizioldgias konyhasdoldatban szuszpendaltuk Ggy, hogy

a baktériums(rlség 0,5 MacFarlandnak (kb. 10° telepforméaldé egység (TFE)/ml)
feleljen meg.

A NAF-készitményt a CHEMOR Kutatd, Fejlesztd és Kereskedd Kft. bocsatotta
rendelkezéslinkre. A készitményt felhasznalas el6tt minden esetben homogeni-
zaltuk.

A MIC-értékek meghatarozasat leveshigitdsos modszerrel végeztik 24 Iyukl
tenyésztdlemezen (Greiner Bio-One Hungary Kft.). 1-1 ml taptalajt (Muller-Hin-
ton Broth, Biolab Zrt.) mértink minden egyes lyukba A1-t8l D6-ig, majd 1 ml
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NAF-oldatot adtunk az A1 lyukhoz és 1 ml-es pipettaval alaposan 0sszekevertUk.
Ezek utan felez6 higitast végeztlnk az A1-t8l a D2-es lyukig. Minden |épésnél 1
ml NAF-tartalmuU szuszpenzidt vittink tovabb a kdvetkezd lyukba és alaposan
Osszekevertlk. A D3 és D4-es lyuk nem tartalmazott sem NAF-oldatot sem bak-
tériumszuszpenziét, ezek a lyukak negativ kontrollként szolgaltak. A D5 és D6
lyukak nem tartalmaztak NAF-oldatot, ezek a pozitiv kontrollok voltak.

A NAF-koncentracidk a lemezen 500 pl/ml és 0,0009 pl/ml kdz6tti tartomanyba
estek. A negativ kontrollok kivételével valamennyi celldt beoltottuk 5 pl baktéri-
umszuszpenziéval (inokulum) (105 TFE/ml).

A tenyészetek beoltdsa utadn a lemezeket 48 6ran keresztil inkubaltuk 37 °C
hémérsékleten, majd 48 Ora utan a baktériumok novekedését szabad szemmel
torténd vizsgalattal értékeltlk ki.

Vizsgalataink soran meghataroztuk a NAF gydgyhatasi allatgydgyaszati készit-
mény in vitro minimalis gatlé koncentracidjat (MIC) 6sszesen 30, Magyarorszag
kilonb6zd terlleteirdl izolalt Paenibacillus larvae torzs esetén.

Az eredmények alapjan a NAF minimalis gatlé koncentréciéja a 0,015 és 1,953
pl/ml kozotti értéktartomanyba esett, tehat a torzsek nem egységesen viselked-
tek, akar 130-szoros kulonbség is megfigyelhetd volt az érzékenységlkben, bar a
legkevésbé érzékeny torzs is jelentds gatlast szenvedett a készitmény jelenléte
esetén. A vizsgalt Paenibacillus larvae torzsek 50%-a esetében a MIC-értéke
0,977 ul/ml volt. A legkevésbé érzékeny torzs MIC-értékét 1,953 ul/ml-nek, a leg-
érzékenyebb torzsekét pedig 0,015 pl/mi-nek taldltuk (Tablazat).

TABLAZAT. Az NAF gyégyhatdsd dllatgyégydszati készitmény MIC- (minimdlis gatlé koncentrdcié) értékei a vizsgdlt Paeniba-

cillus larvae térzsek esetén

TABLE MIC values of the NAF veterinary medical product in the investigated Paenibacillus larvae strains

1,953
0,977%
0,488
0,244
0,061
0,031
0,015

* MIC,, és MIC,, értéknek felel meg

1(3,33%)
15 (50%)
9 (30%)
1(3,33%)
1(3,33%)
1(3,33%)
2 (6,66%)

A vizsgéalat részeként meghataroztuk az 6sszes baktériumtorzs 50%-anak, ill.
90%-anak novekedését gatlé NAF-koncentraciot (MIC,, és MIC,, értékek). Ered-
ményeink alapjan a MIC,, és a MIC, értékeket egyarant 0,997 pl/ml-nek talaltuk.

A gyarté az NAF-készitmény hasznélata soran az 1%-os bekeverési aranyt java-
solja, ami 10 ul/ml végss koncentracidnak felel meg. Eredményeink alapjan ez a
koncentraciod in vitro gatlé hatasu a P. larvae baktérium vegetativ alakjara.

Vizsgalataink a kérokozd vegetativ alakjara érvényesek, nem nyuUjtanak
informéacidt a kérokozo spoérajanak kicsirazasanak gatlasara, ill. a spéra, mint
fert6z4 alak karositasara vonatkozdan.

Kell6 dvatossaggal és mértéktartassal értékelendbek a készitmény in vitro
hatékonysagabdl levonhatd kbvetkeztetések az in vivo hatdsra vonatkozdan,
mivel erre nem terjedtek ki a vizsgéalataink, ill. nem &llnak rendelkezésre
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adatok arrél, hogy a méhpempd&ben, és a larva kozépbelében ezek a hatd-
anyagok milyen koncentraciéban lehetnek jelen. Emiatt a kérokozd vegeta-
tiv alakjanak in vitro érzékenységébdl nem vonhatdak le kdzvetlen terapias
kovetkeztetések a termék in vivo hatékonysagara vonatkozdan.

EzUton szeretnénk koszonetlnket kifejezni DrR. ORBAN GyuLAnak, a CHEMOR

Kutatd, Fejlesztl és Kereskedd Kft. igazgatdjanak, hogy a NAF gydgyhatasu
allatgydgyaszati készitményt a rendelkezésiinkre bocsatotta.
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