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Summary

Oxytetracycline residues in surplus honey from bee
colonies treated against American foulbrood

Oxtetracycline (Terramycin) medicated sirup, extender
patties or dust have been shown to be effective in con-
trolling of American foulbrood in hee colonies in Finland
and in Poland. No residues of oxytetracycline were found in
surplus honey from 103 randomely chosen colonies treated
with the antibiotic at doses from 150 to 600 mg/colony.
The therapy should start at least 30 days before honey
extraction to ovoid contamination of this food product with
oxytetracycline,

A high performance liquid chromatography (HPLC) was
used to detect oxytetracyline in honey samples. The separa-
tion was performed on a steel column packed’ with Li
Chromosorb RP-10 (10 um) with methanol-acetonitrile-0.01
N aqueous hydrochloric acid (1:1:4) as the mobile phase
at a flow rate of 0.7 ml/min at room temperature. 0.1 g
sample of honey was dissolved in 20 ml of 0.1 M Na;EDTA-
-Me¢ Illvain buffer (pH 4.0) and cleaned to remove many
peaks of interferring substances appearing in honey. The
detection limits is 0.02 ppm for oxytefracycline in honey.

Pozostalosei $rodkoéow leczniczych w produktach spo-
zywezych ciagle budza zainteresowanie specjalistow od
zywienia, producentéw lekow, lekarzy medycyny 1 we-
terynarii. Zdrowa zywno$é nie powinna bowiem zawie-
raé aktywnych substancji pochodzenia egzogennego,
ktére wywieraja ujemny wplyw na zdrowie czlowieka.
Za bezsporna zasade mnalezy przyjaé, ze pozostatosci
antybiotykéw nie powinny w ogole znajdowaé sig w
surowcach zywnoéciowych (23). Ta zasada odnosi sie
takze do miodu, ktory jest skladows wielu diet pokar-
mowych.

Jednym z czymmikéw umozliwiajacych unikniecie za-
nieczyszezenia miodu lekami jest wykorzystanie w te-
rapii chordb pszczél preparatow, ktore ulegaja szybkiej
biodegradacji w miodzie na skladniki obojetne dla orga-
nizmu konsumenta, rygorystyczne przestrzeganie okre-
su karencji leku, a takze dobér takiej formy stosowa-
nia leku, ktora ogranicza do minimum mozliwos¢ jego
przedestania sie do miodu. Do bardzo skutecznych w
zwalezaniu choréb bakteryjnych czerwia pszczoly
miodnej, a jednocze$nie bezpiecznych antybiotykéw,
ktore stosowane w dawkach leczniczych nie zanie-
czyszezaja miodu (17, 24) lub ich zawartoéé w miodzie
jest minimalna, naleza tetracykliny zwlaszcza cksyte-
tracyklina. Antybiotyk ten jest coraz czeéciej stosowa-
ny w wielu krajach w terapii zgnilca zlosliwego. Przy-
jeto, ze dawka oksytetracykliny wynoszgca 400 mg/ro-
dzina w formie pakietu i 200 mg/rodzina w formie opy-
lania czerwia na plastrach cukrem pudrem z antybio-
tykiem zastosowane na jeden miesige przed odwirowa-
niem miodu powoduje bardzo nieznaczne zanieczyszcze-
nie miodu. W miodzie pochodzacym z rodzin, w kto-
rych zastosowano oksytetracykline w dawce 400 mg jej
pozostalogé mnie przekraczata 0,5 ppm, za§ w dawce
200 mg w formie opylania czerwia pozostalosci anty-

biotykéw wahaly sie w granicach 1,1—3,5 ppm. Nie
stwierdzono obecnoéci antybiotyku w miodach pocho-
dzacych z rodzin, w ktorych czerw opylono cukrem
pudrem z dodatkiem antybiotyku (200 mg/rodzina) lub
rodzine podkarmiono syropem leczniczym (200 mg/
2,51/rodzina) (17). Stwierdzono przy tym, ze oksytetra-
cyklina szybko traci aktywno$¢ w syropie cukrowym
zaréwno w temperaturze 32° i 39°C (14).

Jednakze inni autorzy podaja, ze czas degradacji
oksytetracykliny w miodzie i w syropie jest rozny
(4, 22) 1 ze zalezy on §cisle od pH $rodowiska 1 tem-
peratury. Biologiczny okres poltrwania dla oksytetra-
cykliny w 50% wodnym reztworze miodu o pH 32 w
temperaturze 30°C wynosi 68 godz., za§ w miodzie
o pH 3,7 w tej samej temperaturze az 330 gedz. W wa-
runkach ula wykazano obecno$¢ tego antybiotyku w
miodzie po 6—9 tygodniach (5, 7).

Celem badan przeprowadzonych w pasiekach w Fin-
landii i w Polsce bylo oznaczenie pozostaltofei oksy-
tetracykliny w miodach konsumpceyjnych po leczeniu
klinicznych postaci zgnilca zlodliwego czerwia réznymi
dawkami antybiotyku podanego rdéznymi metodami.

, Material! i metody

Przebadano 61 préobek miocdu konsumpceyjnego wybranych
losowo z 21 pasiek usytuowanych na terenie Finlandii i 42
prabki miodu wybrane lesowo z 4 pasiek znajdujacych sie
na terenie Polski, w ktoryeh w celu likwidacji zgnilea zlos-
liwego zastosowano oksytetracykline (Terramycin, Pfizer
5,5%0 powderad). W rodzinach z klinieznymi chjawami zgnil-
ca antybictyk podawano w Finlandii w formie podkarmia-
nia rodzin syropem cukrowym zawierajacym 300 mg (10 ro-
dzin) lub 600 mg (20 redzin) antybiotyku, w formie opylania
czerwia na plastrach cukrem z dodatkiem antybiotyku
150 mg (10 redzin) lub 350 mg (10 rodzin) antybiotyku Ilub
pakistow zawierajacych ciasto miodowo-cukrowe z dodat-
kiem 330 meg antybiotyku (11 rodzin). W siedmiu rodzinach
oprocz tefracykliny zastosowano Perizin w celu likwidacii
warrozy, w dwaoch Fumidil B, a w trzech fymol. Leczenia
1ie poprzedzono przesiedlaniem i odkazaniem.

W Polsce oksytetracykline stosowano do podkarmiania
w 50% syropie cukrowym w dawce 350 mg (21 rodzin)
i 500 mg (21 rodzin) jednerazowo po podwajnym przesiedle-
niu rodziny. Celem przesiedlenia bylo zmniejszenie ekspozy-
cji ezerwia na zakazenie endesporami Baceillus larvae i usu-
niecie tego zarazka z przewoedu pokarmowego pszczol. Nie-
zaleznie od pory roku (wczesna wiosna, lato) leczenie prze-
prowadzono na 28—30 dni przed wirowaniem miodu. Ozna-
czenia pozostalo§el oksyletracykliny w miedach wykonano
po 30 dniach od chwili pobrania prébek, ktoére przechowy-
wano w temperaturze pokojowej.

Do wykrywania oksytetracykliny i jej pochodnych w mio-
dach zastcsowano wysokosprawng chromatografie cieczo-
wa (HPLC) stosujac chromatogral cieczowy (Pharmacia LKB)
z integratorem. Rozdzial uprzednio przygotowanej probki
miodu przeprowadzono na stalowej kelummnie (0,4 < 23) wy-
pelnionej Li Chromosorb RP-18 (10 pm) w 18°C stosujac
jako faze ruchomg metanol-acetonitryl-HCl (1:1:4) przy
przeplywie fazy 0,7 ml/min. Detekejg przeprowadzono przy
dtugosci fali 370 nm. Na kolumne nanoszono 10 pl probki
(1 g miodu + 20 ml 0,1 M Nas EDTA- butor Mc Illwain'a
pH 4), ktorg oczyszezono metoda Hisao Oka (15). Czulosc
metody wynosi 0,02 ug/g miodu dla oksytetracykliny i tetra-
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cykliny oraz 0,05 ug/g miocdu dla chlorotetracykliny i doksy-
cykliny. Kontrole stanowil miod pochodzgcy z rodzin nie
leczonych antybictykiem (po 5 probek z kazdego kraju) oraz
mi6éd o znanej zawartosci oksytetracykliny (0,01; 0,05; 0,1;
0,5; 1,0; 3,0 ppm).

Wyniki i omowienie

Wzrost przypadkéw zgnilea ztosliwego w pasiekach po-
razonych przez Varroa jaecobsoni, bedacy nastepstwem
zarOwno przenoszenia zakazenia przez pasozytujgce roz-
tocza (12), jak 1 obnizenia stanu odpornosci czerwia w
przebiegu inwazji (8, 9, 10, 11), spowodowal ponowne
zainteresowanie metodami zwalczania tej choroby. Nie-
objetne znaczenie ma przy tym postepujace zwigksze-
nie odsetkow szczepoéw B. larvaee opornych na sulfona-
midy (2, 20) i mieszanki sulfonamidowe (13, 18), a takze
kilkunastomiesieczny okres utrzymywania sig sulfona-
midéw w miodzie. Terapia zgnilca zloSliwego przy
uzyciu oksytetracykliny, bedace] lekiem z wyboru w
wielu krajach, budzi nadal pewne kontrowersje. Doty-
cza one dwoch zagadnien: mozliwosci zanieczyszezenia
miodu przeznaczonego do konsumpcji przez antybiotyk
stosowany w dawce terapeutycznej oraz czasu biodegra-
dacji i metod wykrywania pozostalosei oksytetracykliny
w miodzie. Dodatkowym czynnikiem, ktory limituje
skutecznoéé antybiotykoterapii jest przeprowadzenie
zabiegow higieniczno-sanitarnych, takich jak: prze-
siedlanie i odkazanie przed leczeniem antybiotykiem.

Oksytetracyklifla w uzytych dawkach (150—600 mg/
Jrodzina) i metodach podawania leku (podkarmianie
syropem leczniczym, opylanie czerwia i pszczél cukrem
pudrem z dodatkiem antybiotyku, pakiety z ciasta mioc-
dowo-cukrowsego z antybiotykiem) ckazata sie skutecz-
nym lekiem. Jednorazowe podanie antybiotyku, nieza-
leznie od uprzedniego przesiedlenia, prowadzilo do
ustgpienia objawow zgnilca zto$liwego. Do konca sezo-
nu pasiecznego w 1990 r. nie zaobserwowano nawrotu
choroby w leczonych pasiekach. Co wiecej, nawet naj-
wyzsza dawka oksytetracykliny nie wplywata ujemnie
na biologie rodziny, rozwoj czerwia i czerwienie matki.

W ocenie lekéw stosowanych w chorobach zakaz-
nych czerwia i pszczdl, oprécz efektywnosci preparatu
w stosunku do czynnika etiologicznego choroby, bardzo
wazng role odgrywa przedostawanie sie leku do miodu
oraz mozliwo$é wykrycia jego pozostatosci w miodzie.
Sposrod wielu metod wykorzystywanych do wykrywa-
nia i okreSlania stezenia oksytetracykliny w miodzie
najwieksze znaczenie maja metody mikrobiologiczne (14)
i chromatograficzne (16, 19). Metody mikrobiologiczne
wykorzystujac selektywna wrazliwos¢  okreslonych
szczepOw bakteryjnych na oksytetracykline i biologicz-
nie aktywne produkty jej rozpadu umozliwiajg wykry-
cie w miodzie antybiotyku lgcznie z produktami jego
rozktadu o dzialaniu przeciwbakteryjnym (19, 21). Nie-
dogodno$cia tej metody jest stosunkowo mala czulosé
(19), prog wykrywalnosci wynosi 0,2 ug oksytetracykli-
ny/g miodu, niezbyt wielka powtarzalnoé¢ wynikow
oraz fakt, ze przy jej pomocy nie mozna wykry¢ nie-
aktywnych biologicznie produktéow rozkladu antybio-
tyku, ponadto na wyniki oznaczen moze niekorzystnie
wplywaé obecno$¢ naturalnych inhibitoréw w miodzie
(19). Najwyzsza czuloéé przy niemal 100" powtarzal-
noéci posiadajg metody chromatograficzne, zwlaszcza
HPLC (16). Prog wykrywalnosci antybiotyku ulega
znacznemu obnizeniu po oczyszezeniu probki miodu
przed rozdzialem chromatograficznym. Zastosowana w
badaniach metoda oczyszczania wg Hisao Oka (15)
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Ryc. 1. Typowy chromatogram HPLC standardu chlorowo-
dorku oksytetracykliny tg = 6,36 (1) i prooki miodu (2)

zwicksza czuto$é metody okolo 10 razy, umozliwiajgc
tym samym wykrycie az 0,05 pg oksytetracykliny w
jednym gramie miodu. W préobkach miodu nie oczysz-
ezcnych wynosil okoto 0,5 pg . oksytetracykliny na gram
miodu.

W zadnej ze 103 probek miodu pobranych losowo
z miodu odwirowanego po 28—30 dniach od momentu
podania leku 1 oznaczonych po dalszych 30 dniach
przechowywania miodu w temperaturze 18° nie stwier-
dzono metoda HPLC nawet $ladowych iloSci oksyte-
tracykliny i jej pochodnych (ryc. 1). Tak wiec midd
pochodzacy z leczonych rodzin z Finlandii i z Polski
moze byé uznany za wolny od pozostatoSci oksytetra-
cykliny i produktéw rozpadu tego antybiotyku, zwlasz-
cza apoterramycyny (22). Brak antybiotyku w miodzie
jest efektem zaréwno przeprowadzenia leczenia na
28—30 dni przed wirowaniem miodu, okresem czasu,
jaki uplyngl od momentu leczenia do chwili oznacze-
nia pozostaloSci antybiotyku (okoto 60 dni), tempera-
tury przetrzymywania miodu (temperatura ula, a na-
stepnie temperatura pokojowa) oraz faktem, ze naj-
wyzsza maksymalna dawka antybiotyku przewyzszala
tylko o okolo 100° $rednia zalecang dawke tera-
peutyczng (250—300 mg). Wérod czynnikow od ktérych
zalezy szybkosé rozkiadu oksytetracykliny najwazniej-
sze znaczenie ma $rodowisko (miod, syrop), jego pH
oraz temperatura i czas przechowywania. Gilliam
i wsp. (6), badajac metodg fluorometryczng (1) stabil-
nos¢ terramycyny w syropie i w miodzie w doswiad-
czalnych rodzinach i warunkach ula wykazali, ze ter-
ramycyna catkowicie rozklada sie w syropie cukrowym
w temperaturze gniazda po 3—5 tyg. w zapasach miodu
po 5—6 tyg. po podkarmianiu rodzin syropem z dodat-
kiem 0,3 g/100 ml. Chociaz stezenie antybiotyku bylo
znacznie wieksze w miodzie anizeli w syropie, to jed-
nak szybkosé jego biodegradacji w obydwu przypad-
kach byta bardzo zblizona. W miodzie z leczonych pa-
siek terramycyny nie wykryto po 6—9 tyg. po zaprze-
staniu leczenia trwajacego okolo 2 tyg. Zauwazalna,
nieznacznego stopnia fluorescencja miodu pochodzgcego
z leczonych rodzin obserwowana po 18 tyg. po zaprze-
staniu leczenia nie pochodzita od aktywnej biologicznie
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formy antybiotyku (3). Te opisane roznice w stabilnosei
oksytetracykliny w syropie i w miodzie mozna wy-
jaéni¢ wplywem pH, cisnienia osmotycznego i wladci-
wosciami buforujacymi miodu, ktére przediuzajg sta-
bilnoé¢ antybiotyku. Gohnauer i Bland (14) obserwo-
wali znacznie kroétszy czas rozpadu oksytetracykliny w
syropie z rodzin leczonych identyczng dawkg. Stosujac
metode mikrobiologiczng z uzyciem B. subtilis nie wy-
kazali obecnosci antybiotyku juz po dwéch tygodniach
po leczeniu.

W warunkach ula, z reguly zanieczyszczeniu antybio-
tykiem ulega miéd w plastrach gniazdowych. Midd
poza gnlazdem jest wolny od zanieczyszczehn niezalez-
nie od metcdy stosowania antybiotyku, czasu trwania
leczenia 1 okresu w sezcnie pasiecznym, w ktérym
przeprowadzono leczenie (4, 24). Zardéwno wykonanie
przesiedlenia przed leczeniem, jak i stosowanie lekéw
przeciwko warrczie i nozemozie nie wplywalo nega-
tywnie na pozostaloé¢ cksytetracykliny w miodzie i na
oznaczenia zawartodci cntybiotyku wykonane metodg
HPLC.

Wnioski

1. Miéd konsumpceyjny pochodzacy z rodzin leczo-
nych oksytetracykling w jednorazowej dawce 150—
600 mg/rodzina zebrany po okolo miesigca po rozpo-
czeciu leczenia 1 przetrzymywany przez 30 dni w temp.
pokojowe]j nie zawiera pozostaloSci antybiotyku.

2. W terapii zgnilca zlodliwego przy uzyciu oksyte-
tracykliny nalezy leczenie rozpoczgé na co najmniej
30 dni przed wirowaniem miodu, stosujac najmniejszg
efektywng dawke antybiotyku.

3. Ze wzgledu na fakt, ze tetracykliny sa coraz po-
wszechniej stosowane w leczeniu chordéb zakaznych

czerwia w wielu krajach badanie miodu kcnsumpeyj-
nego na pozostalo$¢ tetracyklin i produktéw ich bio-
degradacji jest konieczne ze wzgledu na cchrone zdro-
wia czlowieka.
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Putawy

Nowsze dane nt. mykoplazmowego zapalenia pluc u $win

Mykoplazmowe zapalenie ptuc u §win — mycoplasmal
pneumonia of swine (MPS) — jest zakaZng chorobg
ukladu oddechowego s$win, charakteryzujgcy sie duzg
zachorowalno$cig, natomiast mala $miertelnoscig (45, 52,
55). Pierwotnym czynnikiem etiologicznym tej choroby
jest Mycoplasma hyopneumonice — Mhp (34, 33).
W przesziosci chorobe nazywano enzootyczng pneu-
monig, tzw. grypa $win lub enzootyczrym odoskrzelo-
wym zapalenim ptuc prosigt i warchlakow.

W ostatnich latach uzyskano nowe dane nt. czynnika
chorobowego, patogenezy oraz zwalczania MPS; opra-
cowano rowniez doskonalsze metody diagnostyki labo-
ratoryjnej tej choroby. Znaczenie i aktualnos¢é MPS
uzasadniajg celowo$é przedstawienia tych danych.

Wystepowanie i straty

Mykoplazmowe zapalenie pluc jest najczesciej wyste-
pujaca chorobg ukladu oddechowego $win (22, 23, 25,
50). Opublikowane ostatnio wyniki badan epizootycz-
nych wskazaly, ze w 99% ferm, znajdujacych sie na

terenie 13 rolniczych stanéw USA odchowywane sg tucz-
niki, ktére przechorowaly MPS (50). Przeprowadzone w
rzezniach amerykanskich badania poubojowe dowiodly,
ze zmiany typowe dla omawianego schorzenia stwierdza
sie u 30—80% ubijanych tucznikéw (45). W Wielkiej
Brytanii wykazano (24), ze w chlewniach, w ktérych
objawy kliniczne ze strony uk!adu oddechowego wyra-
zone sg w niewielkim stopniu, w badaniach poubojowych
u 10—20% tucznikéw obserwuje sie zmiany typowe dla
MPS; tam, gdzie objawy chorobowe nasilone sg $rednio
— zmiany sekcyjne charakterystyczne dla MPS stwier-
dza sie u 40—60" §win; w gospodarstwach, gdzie sym-
ptomy choroby ze strony ukladu oddechowego wystepuja
u przewazajacej liczby zwierzat — zmiany w plucach
typowe dla MPS rejestruje sie u 75—90% ubijanych
zwierzgt.

Badania Straw i wsp. (50) wskazuja, ze obecnosé oraz
zakres zmian w plucach skorelowane sg z zahamowa-
niem tempa przyrostow masy ciala (m.c.) §win. Jak
wynika z pracy cytowanej autorki zwiekszenie sie po-
wierzchni ognisk zapalnych w ptucach o 10% prowadzi



