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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg dodawane do pokarmdéw pszczelich preparaty, w postaci ekstraktow
chloroformowych, etanolowych czy wodnych, sporzadzanych z korzeni, todyg, lisci lub owocéw roslin
nalezgcych do rodzaju Eleutherococcus, znajdujgcych zastosowanie zaréwno w leczeniu nosemozy
u pszczot miodnych, wywotanej zakazeniem grzybami takimi jak, Nosema apis czy Nosema ceranae,
jak i poprawie ich odpornosci.

Dotychczas, w leczeniu nosemozy u pszczdt, stosuje sie powszechnie leki na bazie fumagiliny,
substancji wyizolowanej z grzyba Aspergillus fumigatus, ktérej dziatanie polega jedynie na hamowaniu
aktywnos$ci enzymu aminopeptydazy metioninowej MetAP-2, bez niszczenia zarodnikéw Nosema spp.,
co w konsekwencji prowadzi do rozwijania sie opornosci grzyba na ten antybiotyk.

Ponadto, fumagilina trudno rozpuszcza sie w wodzie, bedacej podstawg syropdéw cukrowych,
przez co konieczne jest stosowanie réznych dodatkow chemicznych zwiekszajgcych rozpuszczalnosc
antybiotyku w roztworach wodnych, co z kolei grozi mozliwoscig przenikania samej fumagiliny lub pro-
duktow jej metabolizmu do miodu.

W leczeniu nosemozy stosowane sg tez mieszanki ziotowe, jak np. wyciag z kory debu, jednakze
dziatanie takich preparatow nie jest dostatecznie skuteczne w stosunku do organizméw wywotujagcych
mikrosporydiozy u pszczot.

Inny, znany z opisu patentowego MX 2011011839, sposéb zapobiegania i zwalczania nosemozy
u pszczoét, polega na wyciszaniu wybranych genéw Nosema spp., z zastosowaniem konstruktéw gene-
tycznych lub czgsteczek kwaséw nukleinowych — dsRNAs, np. siRNAs, miRNAs and shRNAs — funk-
cjonalnie zwigzanych z biatkami penetrujgcymi komorke.

Jak wykazuje praktyka, metoda ta rowniez nie gwarantuje dostatecznej skutecznosci zwalczania
nosemozy u pszczét, dodatkowo wigze sie z koniecznoscig uzycia drogich technik otrzymywania
i oczyszczania genéw, a sama idea aplikowania pszczotom preparatéw na bazie modyfikowanych ge-
netycznie zwigzkow jest dyskusyjna i nie jest powszechnie akceptowana.

Ze zgtoszenia patentowego P.408774, znany jest rowniez preparat do leczenia mikrosporydioz,
a zwlaszcza nosemozy u pszczot, zawierajgcy jedng z rozprowadzonych homogenicznie, amidowych
pochodnych protoporfiryny.

Z uwagi na fakt, iz miéd i inne produkty pszczele wykorzystywane sg przez cziowieka jako pro-
dukty zywnos$ciowe, lecznicze czy suplementy diety, leczenie pszczét powinno opieraé sie o dobrze
poznane, bezpieczne preparaty, tatwo degradowalne i nie powodujgce zmian genetycznych w organi-
zmach pszczot.

Rosliny nalezace do rodzaju Eleutherococcus, takie jak np. Eleutherococcus cissifolius, Eleuthe-
rococcus divaricatus Eleutherococcus giraldii, Eleutherococcus henryi, Eleutherococcus lasiogyne,
Eleutherococcus leucorrhizus, Eleutherococcus nodiflorus, Eleutherococcus rehderianus, Eleuthero-
coccus senticosus Eleutherococcus sessiliflorus, Eleutherococcus setulosus, Eleutherococcus siehol-
dianus, Eleutherococcus spinosus czy tez Eleutherococcus trifoliatus, to zrodto ogromnej ilo$ci zwigz-
kéw biologicznie czynnych jak np. eleuterozydy, eleuterany, fenolokwasy, depsydy, polisacharydy, ci-
wujianozydy, akantopanaksozydy czy olejki eteryczne, wykazujgcych dziatanie bakterio- i grzybobdjcze
oraz immunostymulacyjne i adaptogenne u zwierzgt kregowych, w tym i cztowieka.

Przeprowadzone badania kliniczne wskazujg, ze podawanie pacjentom substancji otrzymanych
jako ekstrakty z roslin nalezgcych do rodzaju Eleutherococcus, zwieksza odpornosé niespecyficzng or-
ganizmu na szereg choréb poprzez wptywanie na ekspresje gendw odpowiedzialnych za skuteczng
walke z czynnikami stresogennymi oraz silne dziatanie antyoksydacyjne (Committee on herbal medici-
nal products (HMPC). Reflection paper on the adaptogenic concept. Doc. Ref. EMEA/-
-/[HMPC/102655/2007).

W znanym stanie techniki nie sg znane zadne preparaty otrzymywane z roslin nalezgcych do
rodzaju Eleutherococcus, majgcych zastosowanie w leczeniu pszczot.

Celem wynalazku byto opracowanie skutecznego i nie powodujgcego skutkéw ubocznych, pre-
paratu roslinnego do zwalczania grzybow z rodzaju Nosema i hamowania rozwoju ich zarodnikéw, znaj-
dujgcego zastosowanie w leczeniu mikrosporydioz u pszczot miodnych.

Nieoczekiwanie okazato sig, ze grupa specjalnie wyselekcjonowanych ekstraktéw z réznych cze-
Sci roslin z rodzaju Eleutherococcus, znajduje zastosowanie w preparatach do leczenia nosemozy
u pszczot i podnosi ich odpornosé.
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Preparaty z roslin nalezgcych do rodzaju Eleutherococcus, wedtug wynalazku charakteryzujg sie
tym, ze zostaty wyekstrahowane z réznych czesci roslin z rodzaju Eleutherococcus do zastosowania
w leczeniu nosemozy u pszczét i podnoszenia ich odpornosci.

Korzystnym jest jesli rosliny nalezgce do rodzaju Eleutherococcus, to np. Eleutherococcus cissi-
folius, Eleutherococcus divaricatus Eleutherococcus giraldii, Eleutherococcus henryi, Eleutherococcus
lasiogyne, Eleutherococcus leucorrhizus, Eleutherococcus nodiflorus, Eleutherococcus rehderianus,
Eleutherococcus senticosus, Eleutherococcus sessiliflorus, Eleutherococcus setulosus, Eleutherococ-
cus sieboldianus, Eleutherococcus spinosus czy tez Eleutherococcus trifoliatus.

Korzystnym jest jesli ekstrakty sporzgdzone sg z korzeni, todyg, lisci lub owocow roslin naleza-
cych do rodzaju Eleutherococcus, z uzyciem chloroformu, etanolu czy tez gorgcej wody.

Korzystnym jest rowniez jesli ekstrakty roslinne stosowane sg w ilo$ci od 1x10-3 do 1 na 1000 j.w.
pokarmu.

Jak wykazano w przyktadach, preparaty wedtug wynalazku, to substancje nietoksyczne, wykazu-
jace wysoki poziom terapeutyczny zakazen pszczot miodnych grzybami Nosema spp., skutecznie wpty-
wajg na wzmocnienie uktadu odpornosciowego pszczoét, wyrazonego wzrostem aktywnosci oksydazy
fenolowe.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1

W kilku kolbach miarowych umieszczono po 50 g wysuszonych i rozdrobnionych korzeni Eleu-
therococcus senticosus, ktére zalewano 500 ml chloroformu. Po 24 godz. maceracji, probki poddano
dziataniu ultradzwiekdw przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po dekantaciji, roztwory przesgczano
przez bibute filtracyjng. Czynnos¢ te powtdrzono jeszcze dwukrotnie, przy czym w ostatniej operaciji
zmniejszono ilo$¢ chloroformu do 200 ml. Otrzymane ekstrakty zageszczono, wysuszono zliofilizowano.

100 mg liofilizatu rozpuszczono w 100 ml wody i 4 ml takiego roztworu dodano do pokarmu dla
pszczoét otrzymanego przez rozpuszczenie 500 g cukru spozywczego w 500 g wody.

Otrzymano pokarm ptynny z ekstraktem z korzeni Eleutherococcus senticosus w ilosci 4x10-3 j.w.
na 1000 j.w. pokarmu.

Przyktad 2

Prébki korzeni Eleutherococcus senticosus przygotowane jak w przyktadzie 1, ekstrahowano
zgodnie z procedurg z przyktadu 1, uzywajgc odpowiednio 2 x po 500 ml i w ostatniej fazie 300 ml 75%
roztworu etanolu. 135 mg otrzymanego liofilizatu rwnomierne wymieszano z 1,0 kg cukru pudru i 0,25 kg
miodu ogrzanego do temp. 50°C. Otrzymano ciasto zawierajgce 1,2x101 j.w. ekstraktu na 1000 j.w.
pokarmu.

Przyktad 3

W kilku kolbach miarowych umieszczono po 50 g wysuszonych i rozdrobnionych todyg Eleuthe-
rococcus henryi, ktére zalewano 500 ml wrzgcej wody. Po 10 minutach preparaty przesgczono, zamro-
zono i poddano liofilizacji.

1 g liofilizatu rozpuszczono w 1 litrze ddH20, po czym 10 ml tego roztworu dodano do 500 g cukru
spozywczego rozpuszczonego w 500 g wody. Otrzymano pokarm ptynny zawierajgcy 10x10-2 j.w. eks-
traktu w 1000 j.w. pokarmu.

Przyktad 4

W kilku kolbach miarowych umieszczono po 50 g wysuszonych i rozdrobnionych todyg Eleuthe-
rococcus henryi, ktére zalano 500 ml wrzgcej wody. Po 10 minutach preparaty przesgczono, zamrozono
i poddano liofilizaciji.

1 g liofilizatu rozpuszczono w 1 litrze ddH20 i 1 ml tego roztworu dodano do 500 g cukru spozyw-
czego rozpuszczonego w 500 g wody. Otrzymano pokarm ptynny zawierajgcy 1x102 j.w. ekstraktu
w 1000 j.w. pokarmu.

Przyktad 5

W kilku kolbach miarowych umieszczono 50 g mieszaniny wysuszonych i rozdrobnionych korzeni
Eleutherococcus giraldii i Eleutherococcus spinosus, a takze owocow Eleutherococcus lasiogyne i Eleu-
therococcus trifoliatus, ktére zalano 500 ml chloroformu. Po 24 godz. maceracji probki umieszczono
poddano dziataniu ultradzwiekéw przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po dekantacji, roztwory
przesaczano przez bibute filtracyjng. Czynnos¢ te powtdrzono jeszcze dwukrotnie, przy czym w ostatniej
operacji zmniejszono ilos¢ chloroformu do 200 ml. Otrzymane ekstrakty zageszczono, wysuszono zlio-
filizowano.
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120 mg liofilizatu réwnomierne wymieszano z 1,0 kg cukru pudru i 0,25 kg miodu ogrzanego do
temp. 50°C. Otrzymano ciasto zawierajgce 9,5x102 j.w. ekstraktu na 1000 j.w pokarmu.

Przyktad 6

W kilku kolbach miarowych umieszczono 50 g mieszaniny wysuszonych i rozdrobnionych todyg
Eleutherococcus nodiflorus i Eleutherococcus rehderianus, a takze owocow Eleutherococcus sessiliflo-
rus, ktére zalewano 500 ml 75% roztworu etanolu. Po 24 godz. maceracji probki umieszczono w tazni
ultradzwiekowej i poddano dziataniu ultradzwiekow przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po de-
kantaciji, roztwory przesaczano przez bibute filtracyjng. Czynnos¢ te powtérzono jeszcze dwukrotnie,
przy czym w ostatniej operacji zmniejszono ilos¢ 75% roztworu etanolu do 200 ml.

Otrzymane ekstrakty zageszczono i poddano liofilizaciji.

500 mg liofilizatu zmieszano z 250 g hydrolizatu skrobiowego rozpuszczonego w 250 mg prze-
gotowanej wody. Otrzymano pokarm zawierajacy 1,0 j.w. ekstraktu na 1000 j.w pokarmu.

Przyktad 7

W kilku kolbach miarowych umieszczono 50 g mieszaniny wysuszonych i rozdrobnionych owo-
cow Eleutherococcus setulosus, todyg Eleutherococcus leucorrhizus oraz korzeni Eleutherococcus sie-
boldianus, ktére zalano 500 ml wrzgcej wody. Po 10 minutach preparaty przesgczono, zamrozono i pod-
dano liofilizaciji.

9,5 g liofilizatu rozpuszczono w 1 litrze ddH20 i 1 ml tego roztworu dodano do 500 g cukru spo-
zywczego rozpuszczonego w 500 g wody. Otrzymano pokarm ptynny zawierajgcy 9,5x10-2 j.w. ekstraktu
w 1000 j.w. pokarmu. Sporzgdzajgc pokarm staty, wymieszano réwnomiernie 120 mg liofilizatu z 1,0 kg
cukru pudru i 0,25 kg miodu ogrzanego do temp. 50°C. Otrzymano ciasto zawierajgce 9,5x10-2 j.w.
ekstraktu na 1000 j.w. pokarmu.

Przyktad 8. Dziatanie preparatow wedtug wynalazku na leczenie nosemozy

Otrzymane w przyktadach 1-7, ptynne i state pokarmy zawierajgce wyekstrahowane wyciggi
z roznych czesci roslin z rodzaju Eleutherococcus, uzywano w temperaturze pokojowej do karmienia
pszczoét sztucznie zakazonych Nosema spp. oraz pszczét zdrowych dla wykazania ewentualnego stop-
nia toksycznosci.

W kazdym z eksperymentdw, dla kazdej grupy pokarmowej, w 10 standardowych klatkach utrzy-
mywano 40 pszczo6t sztucznie zakazonych Nosema spp. Pszczoty karmiono pokarmami kolejno otrzy-
manymi wg poszczegolnych przyktaddw.

W koncowej fazie, z pszczdt leczonych wyciggami wykonywano standardowe rozciery z 10
pszczot w dwéceh powtdrzeniach, do sporzgdzenia preparatéw mikroskopowych. Zarodniki liczono w ko-
morze Birkera obserwowanej w mikroskopie optycznym Olympus BX61 i porédwnywano z preparatem
sporzadzonym z rozcieru z 10 pszczét zakazonych ale nie leczonych wyciggami roslin z rodzaju Eleu-
therococcus, czyli karmionych czystym pokarmem.

W zaleznosci od uzytego w pokarmie wyciggu, w obrazach mikroskopowych nie zaobserwowano
zarodnikéw Nosema spp. co wskazuje na wyeliminowanie choroby — pokarmy z wyciggami z przyktadow
1i2—badz zaobserwowano zmniejszong ich ilo$¢ w stosunku do kontroli. Podczas gdy w grupie pszczét
kontrolnych, nie leczonych, zakazenie rozwineto sie do poziomu 28 min zarodnikéw Nosema
spp./pszczote, to w grupie pszczoét ktéorym podawano pokarm opisany w przyktadach 3-7, liczba zarod-
nikéw zmalata do granic do 1,0-5,0 min zarodnikéw/pszczote. Spadek liczby zarodnikéw Nosema spp.
po dokarmianiu pszczét poszczegdlnymi preparatami otrzymanymi w przyktadach od 1 do 7, w stosunku
do kontroli — ilosci zarodnikdw u pszczét karmionych czystym pokarmem — przedstawiono graficznie na
rysunku jako fig. 1.

Wyniki jednoznacznie wskazujg na duzg skutecznos¢ preparatu wedtug wynalazku.

Przyktad 9. Badanie toksyczno$ci preparatéw wedtug wynalazku na organizmy pszczét

Dla kazdej grupy pokarmowej, w 10 klatkach umieszczono po 40 zdrowych pszczét i karmiono je
pokarmami zawierajgcymi wyciagi otrzymane w przyktadach od 1 do 7. Dla poréwnania analogiczng
liczbe pszczdt, jako kontrole, karmiono czystym pokarmem. Po 21 dniach poréwnano liczbe zywych
pszczot w poszczegdlnych klatkach z kontrolg. Liczba pszczdt w grupach badawczych wynosita od 19
do 26 sztuk, natomiast srednia zywych pszczét w kontrolach wynosita 23 sztuki.

Przezywalno$¢ pszczét w poszczegolnych klatkach w poréwnaniu do kontroli, przedstawiono gra-
ficznie — fig. 2.

Majac na wzgledzie naturalng umieralnos¢ pszczdét, nalezy stwierdzi¢, iz preparaty wedtug wyna-
lazku to substancje nietoksyczne i w petni bezpieczne jako dodatki do pszczelich pokarmaow.
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Przyktad 10. Wplyw preparatow wedtug wynalazku na wzrost odpornosci pszczét miodnych

Wzrost odpornosci pszczot po dokarmianiu pszczét pokarmami zawierajgcymi wyciggi otrzymane
w przyktadzie 1-7, wykazano poprzez wzrost w aktywnosci oksydazy fenolowe;.

Dla kazdej grupy pokarmowej, w 10 klatkach umieszczono po 40 zdrowych pszczét, ktére kar-
miono syropem i ciastem zawierajgcymi wyciaggi wedtug wynalazku i analogicznie grupe kontrolng do-
karmiang czystym pokarmem. Po 3 dniach, od 10 pszczét z kazdej grupy, pobrano hemolimfe w celu
okreslenia poziomu oksydazy fenolowe;j.

W grupie pszczot karmionych syropem cukrowym i ciastem z dodatkiem preparatéow wedtug wy-
nalazku, zaobserwowano wzrost aktywnosci oksydazy fenolowej w hemolimfie pszczét w granicach od
7,5 do prawie 14 razy w stosunku do grupy kontrolnej.

Wzrost w aktywnosci oksydazy fenolowej po dokarmianiu pszczét preparatami otrzymanymi
w przyktadach od 1 do 7, w stosunku do oksydazy grupy kontrolnej pszczot karmionych czystym pokar-
mem, przedstawiono na rysunku — fig. 3.

Zastrzezenia patentowe

1. Preparaty z roslin nalezgcych do rodzaju Eleutherococcus, do zastosowania w leczeniu nose-
mozy u pszczot i podnoszenia ich odpornosci.

2. Preparaty wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze rosliny nalezgce do rodzaju Eleutherococcus,
to Eleutherococcus cissifolius, Eleutherococcus divaricatus, Eleutherococcus giraldii, Eleuthe-
rococcus henryi, Eleutherococcus lasiogyne, Eleutherococcus leucorrhizus, Eleutherococcus
nodiflorus, Eleutherococcus rehderianus, Eleutherococcus senticosus, Eleutherococcus se-
ssiliflorus, Eleutherococcus setulosus, Eleutherococcus sieboldianus, Eleutherococcus spino-
sus czy tez Eleutherococcus trifoliatus.

3. Preparaty wedtug zastrzez. 1 i 2 sporzadzone sg z korzeni, todyg, lisci lub owocéw roslin na-
lezacych do rodzaju Eleutherococcus.

4. Preparaty wedtug zastrzez. 1, 2 i 3 ekstrahowane sg uzyciem chloroformu, etanolu czy tez
gorgcej wody.
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