Az alkoxiszilan megel6z6 és antimikrobiotikus hatasa az Apis mellifera L.
nyulés (amerikai) kéltésrothadasat okozé Paenibacillus larvae-ra
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Osszefoglalas

Ennek a tanulmanynak a célja az volt, hogy megvizsgaljuk egy kvaterner amin tartalmu
organoszilikon-sé (Si-QAC) hidrolitikus termékének megel6z6 és antimikrobiotikus
hatdsmechanizmusat a nyulds (amerikai) koltésrothadas kérokozdjara, a Paenibacillus larvae-ra,
amely vildgszerte a méhcsaladok pusztuldsanak egyik f6 okozdja. A Si-QAC-ot 28 kiilonb6z6 helyi
Paenibacillus larvae baktériumtorzson vizsgaltuk, vegetativ és spdra-vegetativ formdakon, valamint P.
larvae ATCC 9545-baktériumtorzson. A kisérletet négy kiilonb6z6 médon végeztik el a spora és
vegetativ formakon. Az eredmények azt mutatjak, hogy a Si-QAC szignifikdnsan gatolja a baktérium
szaporodasat in vitro kérilmények kozott. A kiterjesztett vizsgalatokat zarkas kisérletekkel tettik
teljessé, hogy a toxicitds mértékét megallapitsuk. Nem volt észlelhetd toxicitas a méheknél, melyek
kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatba keriltek a Si-QAC — kal. Eredményeink azt sugalljak, hogy a Si-
QAC mint fert6tlenit6szer megel6z6 kezelésként a leghatékonyabb a P. larvae ellen.

Bevezetés

A méhészet fontos mez6gazdasagi agazat nemcsak a méz és méhészeti termékek termelése miatt,
hanem a mez6gazdasagi terlleteket érintd beporzas miatt is. A mézel6 méhek (Apis mellifera L.)
egyik legsulyosabb betegsége a nyulds kéltésrothadas (American foulbrood, AFB). El6forduldsa
nagyon gyakori a torokorszagi méhcsaladoknal és alapvetd veszélytényez8 a tor6k méhészeti ipar
szamara. Az AFB kdrokozdja a Paenibacillus larvae, sporas, gram-pozitiv, mikroaerofil baktérium. A P.
larvae jelenlétét kimutattdk Térokorszag méhcsaladjainak <20%-anél (Ozkirim and Keskin, 2002).
Eveken keresztiil végeztek kutatasokat az antibiotikumok kiiktatasaval alternativ gyégymdédokat
keresve az AFB kezelésére (Lauro et al., 2003, Antunez et al., 2004, Ozkirim and Keskin, 2005). A
méhészetekben a méhek gyakran érintkeznek a lépek és a kaptar fellleteivel. Kérokozdkat vihetnek
be magukkal a kaptarakba kintrél, a nektar és pollenforrasokrél, vagy mas méhcsaladoktdl. A
kaptdarak fert6tlenitése rendkiviil fontos ahhoz, hogy a méhcsalddokat megvédjiik a kdrokozoktdl,
kivalt a tavaszi és 6szi id6szakban. A larvak és a fiatal méhek érintkeznek a Iépekkel és a kaptar
feltletekkel, ahol kérokozdéknak lehetnek kitéve.

Egyes iparagakban tébb mint egy évtizede hasznalnak alkoxilanokat kapcsolé kozegként arra,
hogy kivant tulajdonsagokat kdzvetitsenek vagy rogzitsenek kiilonb6z6 anyagokhoz. Ehhez jarul
hozza, hogy szamos enzimrgl ismert, hogy bioldgiailag aktiv marad miutan alkoxilanokkal szervetlen
fellletekhez k6t6dott (Vetter et al., 2009). Aktivitasuk fennmarad ismételt lemosas utan is. A 3-
(trimethoxysilyl)-propyldimethyloctadecyl ammonium chloride (Si-QAC) alkoxszilan, melynek
aktivitdsa a membranokhoz kéthetd, pl.: membran lizis, membran enzim inaktivacid, vagy ion
transzport interferencia (Lawrence, 1968). A Si-QAC antimikrobiotikus hatdsa a membran funkcio
megzavarasanak tudhato be, amit a toltéssel rendelkezd kémiai anyag (quaternary ammonium
chloride) magas koncentracidja okoz a szubsztraton, lehetséges sejt lizis altal (Vetter et al., 2009). Mi



a Si-QAC-nak a P. larvae — ra gyakorolt antimikrobiotikus hatdésmechanizmusat vizsgaltuk in-vitro és
ketreces kisérletekben.

Anyagok és mdédszerek

A P.larvae izolalasa

28 Paenibacillus larvae baktériumtorzset tenyésztettiink ki Térokorszag kilonbozé provincidibdl
szarmazo olyan fiasitasos Iépekbdl, melyek pozitiv AFB teszteredményt és a betegség klinikai tiineteit
is mutattak, (1. abra). A méhsejt mintakbdl vett sejt szuszpenzidt két kis liveg lombikba tettik,
melyek mindegyike 20ml Brain Heart Infusion Broth (BHI-B) folyékony taptalajt tartalmazott, és 24
6rdan keresztlil 37°C-on inkubdltuk. Miutan aktivalédott, a P. larvae tenyészetbdl 0.1 ml-t Brain Heart
Infusion Agar (BHIA) —t és Nalidixin savat (3 ug ml-1) tartalmazé kémcsébe tettlink, majd 48 6ran at
37°C-on inkubaltuk (Alippi, 1999). A kémcsoveket két napig 4° —on tarolva a P. larvae spdra-vegetativ
formait kaptuk.

P. larvae sporaképzddés

P. larvae-t tartalmazoé kémcsoveket 10 napon keresztiil 4°C-on tartottunk, hogy meginduljon a
sporaképzédés. A baktériumtenyészeteket 5 ml of BHI-B-be tettiik és 10 percig 80°C-on hé
kezeltlik/termo sokkoltuk. Ezt 6tszor ismételtiik. Az eljaras beinditotta a spéraképzédést, mikozben
megsemmisitette a tobbi vegetativ format. A P. larvae sporaformat tartalmazé tenyészeteket
hasznaltuk a kisérleteinkben.

v’

A Si-QAC megel6z6 és antimikrobiotikus hatasanak tesztelése
A Si-QAC-ot (melyet az isztambuli Nanotechnology Company szolgéltatott szamunkra) 28 kilonb6z6

helyi Paenibacillus larvae baktériumtorzson vizsgaltuk (beleértve vegetativ és spdra-vegetativ
formakat is), valamint P. larvae ATCC 9545-baktériumtorzson (Table 1.). Az 6sszes baktériumtorzset
BHI-B Medium (42 gl-1, Sigma) folyékony taptalajba oltottuk és egy éjszakan at inkubaltuk. Az
inkubalast kdvetden athelyeztiink 0.1 ml-t (1 x 108 CFU ml-1) az agar (BHIA) kbzegbe. A Si-QAC-ot a
P. larvae-nak mind a vegetativ, mind a spéra alakjan elvégeztik. Sulbactam-ampicillint(SAM)
hasznaltunk pozitiv kontrolként (Ozkirim and Keskin, 2005) és harom Petri csészét negativ
kontrolként (kizardlag a baktériummal). Az 6sszes csészét 48 éran keresztiil 37°C-on inkubaltuk.
Ahhoz, hogy a Si-QAC P. larvae — ra gyakorolt megel6z6/prevencids hatdésmechanizmusat mérni
tudjuk, a Petri csészéket 1ml steril sdéoldattal (0.9% NaCl) mostuk le majd steril vattaval téroltik.
Miutan a baktériumtenyészetnek a séoldatban |évé Gsszes sejtjét a mikro-tubusba gydjtottik, a
vattakat az oldatba tettiik. Az oldatbdl kivettiink 0.1 ml-t, majd heamocytométerrel sejtszamlalast
végeztiink és az eredményt a negativ kontrol baktériumszamaval vetettiik 6ssze.

A papirkorong diffiziés modszert (Antimicrobial Disc Susceptibility Test) haszlaltuk (NCCLS,
1997) a Si-QAC antimikrobiotikus aktivitdsanak mérésére (Madigan et al., 2009). Steril itatds papirbdl
készilt, 35 mm atmérgjl antibiotikus korongokat hasznaltunk. Miutdn beoltottuk 0.1 ml P. larvae
oldattal, a papir korongokat a Petri csészék kdzepére helyeztiik, majd beoltottuk 0.5 ml Si-QAC
oldattal. Az 0sszes csészét 24 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk.

Egy one-way ANOVA (p <0.05) tesztet hasznaltunk a Si-QAC megel$z6 és antimikrobiotikus
hatdsmechanizmusdnak 6sszehasonlitdsara a P. larvae 6sszes formajaval szemben. A Wilcoxon rank-
sum teszttel hatdroztuk meg a CFU kilonbségek szignifikancidjat (p <0.05) a P. larvae 6sszes formaja
és a kontrol csoportok kdzott. Egy one-way ANOVA (p <0.05) és egy Duncan teszt szolgdlta a Si-QAC
korongok gatlasi zénai kozotti szignifikans eltérések mérését a P. larvae 6sszes formajanal és a pozitiv
kontrolnal. A korongok atmérGje nem szerepelt a statisztikai elemzésekben felhasznalt adatok kozott.



A toxicitas mérése laboratoriumi zarkakkal

Osszesen 20 zarkat hasznaltunk, egyenként 50 fiatal méhhel. 10 zarka volt a kezeléses csoport, 10
zarka pedig kontrol csoportként szolgalt, barmiféle vegyszer vagy fert6tlenit6szer hozzdaddsa nélkiil.
A kezeléshez hasznalt fa alapanyagu zarkak minden oldalfalara hasznalatuk el6tt Si-QAC oldatot (1%
w/v) permeteztiink 10 ml Si-QAc / 200cm? feliilet aranyban. 10 perc szaradasi idé eltelte utan 50
fiatal méhet helyeztiink a zarkdkba. A zarkakat 18 napon keresztiil tartottuk megfigyelés alatt. A
zarkdkban 1évé méheket naponta 5 ml fecskend6bdl adagolt cukorsziruppal és 3 g pollen lepénnyel
etettiik. Az elhulldst 2 naponta regisztraltuk. A zarkas kisérletek célja a Si-QAC méhekre vald
toxicitasanak meghatarozasa volt.

Eredmények
In vitro laboratdriumi kisérletek
Az in vitro laboratdriumi kisérletek kimutattdk, hogy a Si-QAC-nak antimikrobiotikus hatdsa van és ez
a hatas kulonbozik a P. larvae kiilonb6z6 formainak (spéra, spéra-vegetativ, vegetativ) esetében
(one-way ANOVA, R2 = 0.061, megengedett eltérés /degrees of freedom [df] =4, p = 0.02). A Si-QAC-
kal kezelt Petri csészékben (CFU ml-1) a sejtszamok szignifikans eltérést mutattak a kontrol
csoportokhoz képest a P. larvae 6sszes formajanal (Wilcoxon rank-sum teszt, Z = 11.65, p = 0.001) (2.
Abra). A CFU ml-1 redukcids értékei a spéra, spora-vegetativ, és vegetativ formaknal hasonléak
voltak. Ezzel 6sszhangban, a kisérleti csoportok kozott sem voltak eltérések (one-way ANOVA, R2 =
0.07, df =3, p = 0.66).

A Si-QAC antimikrobiotikus hatasat a korongokat koriilvevé gatldsi zéndk analizalasaval
mértik. Nem taldltunk kiilonbséget a P. larvae harom formajanal (one-way ANOVA, R2 = 0.05, df = 2,
p = 0.75). Ezzel ellentétben a kisérleti csoportok és a pozitiv kontrol (Table 3) adatait 6sszehasonlitva
a pozitiv kontrol (SAM) jelent6sen nagyobb antimikrobiotikus hatast mutatott a P. larvae vegetativ és
spora-vegetativ formainal (one-way ANOVA, R2 =4, df = 5, p = 0.001, és Duncan abra).

In vivo zarkas kisérletek

Az in vivo zarkas kisérletek nem mutattak statisztikailag kimutathatd eltérést a Si-QAC-al kezelt, és a
kontrol zarkakban észlelt elhullasi ratak kozott (one-way ANOVA, R2 = 0.6, p = 0.43). Megfigyeléseink
szerint a zarkdnként elhelyezett 50 fiatal méh kb. 3,5 ml cukorszirupot és 1,8 g pollen lepényt
fogyasztott el naponta. A két csoport 6sszehasonlitdsdanak eredményei azt mutattak, hogy korreldcid
all fenn a grafikon ivei kdzott. igy a Si-QAC nem mutatott toxikus hatast a mézelé méhekre (Fig. 1).

Ertékelés

Ez az els6 olyan publikacio, amely az alkoxiszilanok megel6z6 és antimikrobiotikus mechanizmusairdl
kozol adatokat mez6gazdasagi kutatasban. Megvizsgaltuk a Si-QAC P. larvae-ra gyakorolt megel6z6
hatdsat, és a harom csoport eredményeinek 6sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a Si-QAC a baktérium
spora-vegetativ és vegetativ formdira van legnagyobb megel6z6 és antimikrobiotikus hatdssal.
Fert6zéskor minden spéra vegetativ formava valik, ezutdn tudja megfertézni a mézel6 méh larvait. Ez
a folyamat a kaptaron belll jatszédik le, ami a legmegfelel6bb kdzeg a P. larvae szaporodasahoz
(Genersch, 2010). A csirazas kezdetekor kalcium-dipikolinat szabadul fel a spérafalon. Lehetséges,
hogy a sporafal e valtozasa teszi lehetévé a Si-QAC nagyobb antimikrobiotikus hatékonysagat a P.
larvae spdra-vegetativ és vegetativ formaira. Habar a Si-QAC hatékony a vegetativ formakra, a P.
larvae vegetativ formai jobbara a larvak belsejében fejlédnek (de Graaf et al., 2006), igy nem



valdszind, hogy a Si —QAC ezzel a formaval érintkezne a kaptarban. Az AFB gyors terjedésének
legnagyobb veszélyét azonban a spdra-vegetativ formak hordozzak.

A Si-QAC-ot a P. larvae harom formajan (spdra, vegetativ, és spdra-vegetativ) két mddszerrel
probaltuk ki, amelyek a fert6zés kaptaron beliili terjedési mddjainak feleltek meg. A méhészek
haszndlhatjak a Si-QAC-ot a méhészetben hasznalt felszerelések — kaptarak, mdlépek, viasz, stb. -
megtisztitasara. Megfigyeltlik, hogy a Si-QAC antimikrobiotikus hatast fejtett ki mindkét kisérleti
csoport esetében. Az els6 csoportban a bakteridlis fert6zést kbvet6en applikaltuk a Si-QAC-ot.
Meggy6z6désiink szerint a Si-QAC alkalmazasakor befedte a baktérium sejteket és megvaltoztatta a
BHI-B taptalaj kémiai 6sszetételét és ozmotikus nyomadsat. Ismert, hogy a P. larvae microaerofil
baktérium (Loncaric et al., 2009), igy ezeket a valtozasokat nem tudta elviselni a tdptalajban és nem
fejl6dott. A masodik csoportban a kdzeget elsédlegesen kezeltiik Si-QAC-kal amerikai nyulés
koltésrothadas ellen, és késSbb oltottuk be a baktériummal. Mas tanulmanyok szerint a Si-QAC
feliletmegkotd képessége akaddlyozza meg a P. larvae spéras vagy vegetativ formajanak
penetrdcidjat a BHI-B talaj felliletén. Mindemellett feltételezett, hogy a Si-QAC korlatként m(ikodik a
baktérium és a kozeg kozott. A Si-QAC jelenléte megakadalyozta a P. larvae-t abban, hogy elérje a
kozeget és igy tdplalkozni tudjon, végsd soron a baktériumok pusztuldsat okozva ezzel.

Hogy megvizsgaljuk a Si-QAC gyakorlati alkalmazasanak méhészeti mddszereit kiprébaltuk a
permetezéses és az elkenéses eljarasokat. Ezeket 6sszehasonlitva ugy talaltuk, hogy 1 mL Si-QAC
oldat hatdsosabb, ha permetezve van. Feltételezéslink szerint a permetezés a feliileteket apré
cseppekkel vonja be, ami gyors szaradast tesz lehetévé. Rdaddsul az oldat igy eléri a kaptar minden
félreess pontjat is, novelve a megel6z6 és antimikrobiotikus hatast.

A Si-QAC antimikrobiotikus hatdasmechanizmusat a korong diffiziés médszerrel (NCCLS, 1997;
Madigan et al., 2009) is vizsgaltuk. A korong koruli gatldsi zona megjelenése a termék
antimikrobiotikus hatasat tanusitja melynek eréssége a zéna atmérdjén alapszik (Black, 2008). Ez a
tanulmany tdmogatja a hipotézist, mely szerint a Si-QAC antimikrobiotikus hatdsa a membran funkcid
megzavarasanak tudhato be, amit a toltéssel rendelkezé kémiai anyag (quaternary ammonium
chloride) magas koncentracidja okoz a szubsztraton, lehetséges sejt lizis altal (Vetter et al., 2009). A
legnagyobb mérték(i antimikrobiotikus hatdst a P. larvae vegetativ formainal talaltuk. Amig a Si-QAC
a legnagyobb hatdst a vegetetiv formakra gyakorolta, a fert6zést a spéraformak terjesztik (Gillard et
al., 2008). igy a zéna atmérsknek a pozitiv kontrollal (SAM) valé dsszehasonlitasa alapjan a Si-QAC
kezelés az AFB antibiotikus kezelésének alternativajaként nem johet szamitasba.

A zarkas kisérleteknél az 1% (w/v) Si-QAC oldattal valé kozvetlen érintkezés nem okozott
toxicitdst a méheknél. Ez a tanulmdny hangsulyozta, hogy a Si-QAC a bakterialis szaporodast
csira6lé/biocid és biofizikai hatdsmechanizmusaval csak kézvetleniil azokon a helyeken akadalyozza,
ahova felhordtak (Vetter et al., 2009). Masrészrél az eredmények azt mutatjak, hogy a Si-QAC-nak
fontos szerepe lehet a P. larvae szaporodasanak megakadalyozasaban. Bar akar egyetlen spdra
6nmagdban is képes szaporodni, a Si-QAC hasznalata az AFB fertGzés kialakulasanak esélyét csokkenti
a kaptarokban. Tovdbba, kozolt adatok szerint, organoszilikonos kezeléssel a fa paratartalommal
kapcsolatos alakvaltozasa kikliszobolhet6 (Vetter et al., 2009), ami a Si-QAC gombdsodast gatld
hatdsat is sugallja a vilagon altalanosan hasznalt fa alapanyagu kaptaroknal. Feltételezhet6, hogy
Si-QAC 1% (w/v) oldat alkalmazasaval, f6leg tavasszal és Gsszel, védelmet lehet nyUjtani a
méhcsalddok szamdra a kaptdrakban Iévé magas paratartalom altal okozott bakteridlis és gombds
megbetegedések ellen. Bar ilyen kisérleteket még nem végeztek, ebbdl kifolydlag valdszind, hogy a
Si-QAC nagyobb hatékonysdgot mutatna terepen. Mindemellett mas tanulmanyok kimutattak, hogy a
Si-QAC oldat antimikrobiotikus hatdssal rendelkezik mas gyakori baktériumokra is (Lawrence et al.,



1968). A Si-QAC megel6z6 jellegl, preventiv fert6tlenitGszerként valé hasznalata a méhészetben a
széleskorlien hasznalt antibiotikumok ellen rezisztenssé valt kérokozék ellen és a méhészeti
termékek szermaradvany tartalmdanak csokkentése miatt fontos.



