Szczepy bakterii z rodzajow Lactobacillus 1 Fructobacillus wyizolowane
z przewodu pokarmowego pszcz6t miodnych do zastosowania w zwalczaniu
i zapobieganiu choréb pszczot oraz preparaty probiotyczne na bazie takich

szczepow bakterii

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii z gatunku
Lactobacillus kunkeei, takie jak: L. kunkeei CHI1, L. kunkeei CH2,
L. kunkeei CH3, L. kunkeei 71, L. kunkeei 73, L. kunkeei 75, L. kunkeei
IH1, L. kunkeei VI1, L. kunkeei VI3, L. kunkeei V14, L. kunkeei V16,
L. kunkeei VII4 oraz z gatunku Fructobacillus fructosus, takie jak:
F. fructosus V5 1 F. fructosus VII1, wyizolowane z przewodu
pokarmowego pszczol, zidentyfikowane, oznaczone i zdeponowane w
Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda,
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, pod numerami: L. kunkeei CHI -
B/00125; L. kunkeei - CH2 B/00126; L. kunkeei CH3 - B/00127; L. kunkeei
71 - B/00128; L. kunkeei 73 - B/00129; L. kunkeei 75 - B/00130; L. kunkeei
11 - B/00131; L. kunkeei VI1 - B/00132; L. kunkeei VI3 - B/00133;
L. kunkeei V14 - B/00134; L. kunkeei V16- B/00135; L. kunkeei VII4 -
B/00136; F. fructosus VIII1 - B/00137 oraz F. fructosus V5 - B/00138,
znajdujgce zastosowanie w zwalczaniu 1 zapobieganiu chordb pszczét
miodnych, a takze poprawiajgce odpornos$¢ pszczot 1 wydtuzajace okres ich

zycia.

Przedmiotem wynalazku sg rowniez preparaty probiotyczne na bazie

tych wyzej wymienionych, szczepow bakterii, dodawane do pokarmow
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pszczelich, korzystnie w postaci liofilizatow z dodatkiem substancji

utrwalajgcych i ostaniaczy zwickszajacych trwato$é preparatu.

Dotycaczas, w leczeniu zakazen grzybowych pszczoét, takich jak
nosemoza, stosuje si¢ leki na bazie fumagiliny, substancji wyizolowanej z
grzyba Aspergillus fumigatus, ktorej dziatanie polega, jak ujawniono
w opisie patentowym KR20140017291, jedynie na hamowaniu aktywnosci
enzymu aminopeptydazy metioninowej MetAP-2, bez niszczenia
zarodnikéw Nosema spp., co w konsekwencji prowadzi do rozwijania sig
opornosci grzyba na ten antybiotyk. Innym preparatem, stosowanym do
leczenia mikrosporydioz, a zwlaszcza nosemozy, znanym ze zgloszenia
patentowego P.408774, jest preparat zawierajacy jedng z rozprowadzonych
homogenicznie, amidowych pochodnych protoporfiryny. Z uwagi na fakt, iz
midd i inne produkty pszczele wykorzystywane sg przez czlowieka jako
produkty zywnosciowe, lecznicze czy suplementy diety, leczenie pszczol
powinno opiera¢ si¢ na dobrze poznanych, bezpiecznych preparatach, tatwo
degradowalnych, ktére nie powodujg zmian genetycznych w organizmach
pszczot. W zwalczaniu nosemozy i poprawy odpornosci pszczdt stosowane
sg réwniez mieszanki ziolowe, jak np. wyciag z kory debu, czy tez preparaty
ros§linne jak np. preparat opisany w zgloszeniu patentowym P.415155.
Jednakze, jak wykazuje praktyka, nadal odczuwalny jest brak preparatow
naturalnych o szerokim spektrum dziatania, ktore beda pomocne
jedocze$nie w zapobieganiu oraz zwalczaniu mikrosporydioz i chor6b
bakteryjnych u pszczol. Inny sposob zapobiegania i zwalczania nosemozy,
znany z opisu patentowego MX2011011839, polega na wyciszaniu
wybranych genéw Nosema spp., metodg przebiegajaca z zastosowaniem
konstruktéw genetycznych lub czasteczek kwasow nukleinowych -
dsRNAs, np. siRNAs, miRNAs i shRNAs funkcjonalnie zwigzanych z
biatkami pensctrujagcymi komoérkg. Tego typu kontrowersyjne praktyki sa
metodami nie zawsze akceptowanymi wsrdéd pszczelarzy.

Prawodawstwo Unii Europejskiej zakazuje stosowania antybiotykow do
leczenia chordb pszezot z powodu mozliwosei rozwinigeia si¢ opornosci na
uzywane $rodki chemioterapeutyczne, nawrotow choroby i szkodliwego

dziatania pozostato$ci antybiotykéw lub ich metabolitow w produktach
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pszczelich. Czynniki te wptynely na konieczno$é stosowania w profilaktyce
i leczeniu choréb pszczelich preparatéw probiotycznych zawierajacych
mikroorganizmy, wsrod ktorych dominujacg role speiniajg bakterie
z rodzaju Lactobacillus, bezpieczne i powszechnie stosowane dla ludzi
i zwierzat.

Tego typu preparaty zawierajace ogdlnodostepne mikroorganizmy znane sg
Z szeregu opisow patentowych, jak np. RU2166322 i RU2008100115, ale
nie gwarantuja one dostatecznej skutecznosci zwalczania nosemozy
u pszczol, podobnie jak preparaty ujawnione w opisie patentowym
WO02016135655, zawierajace bakterie Lactobacillus buchneri oraz inne
mikroorganizimy nalezace do co najmniej jednego gatunku wybranego
z grupy Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis c¢zy Lactobacillus
plantarum. Z. kolei w opisie patentowym EP2914754 ujawniono preparat
uzywany do produkcji pytku pszczelego zawierajacy bakterie Lactobacillus
delbrueckii zolowane z pytku. Preparat ten jednak nie wplywa
bezposrednio na zdrowotno$¢ rodzin pszczelich. Z opisu patentowego
KR20130101370 znany jest preparat zawierajacy szczepy bakterii
Lactobacillus  plantarum YMLOO1, Lactobacillus plantarum YML004
i Leuconostoc  citreum KM20W oraz pylki, sacharydy, drozdze,
odtluszczone mleko w proszku i kazein¢ jako ciasto pytkowe, majacy na
celu dostarczenie skladnikow odzywczych dla pszczot 1 zwigkszenie ich
odpornos$ci na pasozytnicze owady. Preparat ten nie wptywa na grzyby
pasozytnicze porazajace pszczoty.

Z kolejnych opisow patentowych takich jak, KR20130005052,
KR20100125747, KR830001681 czy KR830001681, znane sg preparaty
zawierajace bakterie Lactobacillus spp., takie jak: L. leuteri, L. buchneri, L.
bifidobacterium, L. buchneri lub L. plantarum, L. acidophilus, majace na
celu zapobieganie i leczenie chordb grzybicy otorbielakowej oraz zgnilca
zZlosliwego 1 zwickszenie masy pszczoty miodnej. Jednakze, nie
udowodniono, aby preparaty te poprawiaty kondycje pszczét ani wpltywaty
bdjczo na grzyby pasozytnicze z rodzaju Nosema czy tez bakterie z rodzaju
Paenibacillus porazajace pszczoty.

Z opisu patentowego CN102670664 znany jest preparat zawierajacy tzw.,
korzystne mikroorganizmy jednego gatunku bakterii lub bedace kombinacjg
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nastepujgcych  gatunkow:  Bacillus  subtilis, Bacillus licheniformis,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus jensenii, Lactobacillus amylovorus,
Lactobacillus plantarum, majacy na celu zapobieganie i kontrole chorob
grzybowych pszczét oraz jedwabnikow.
Z opisu patentowego BG108067, znany jest preparat zawierajacy rozne
rodzaje maki oraz bakterie Lactobacillus bulgaricus thermophilus. Inne
opisy jak np., W02010146405, DE4215534 podajg sklady preparatéw
z udziatem bakterii kwasu mlekowego. Wymienione preparaty nie wptywajg
na grzyby pasozytnicze z rodzaju Nosema porazajace pszczoly, zawieraja
ogblnodostepne mikroorganizmy, jak szczepy bakterii z rodzaju
Lactobacillus, ktére nie sg charakterystyczne dla pszczol, ani nie zostaly
wyizolowane z pszczot. Taki stan rzeczy, moze niekiedy zaburzac
funkcjonowanie organizmu pszczét, powodowaé przyspieszenie rozwoju
nosemozy i w konsekwencji zwigkszaé ich $miertelnos¢, co wykazano w
publikacjach Whitten i Coates, Re-evaluation of insect melanogenesis
research: Views from the dark side, Pigment Cell Melanoma Res., 2017, (1-
16) oraz Ptaszynska 1 in., Parasitology Research, 115(1), 2016, (397-406).
Znane preparaty rynkowe, stosowane do wzmocnienia systemu
immunologicznego pszczot i stosowane dotychczas przez pszczelarzy,
sporzadzane sg na bazie zywych kultur bakterii kwasu mlekowego, drozdzy,
promieniowcOw czy wyciggoéw roslinnych.
Jeden z takich preparatéw, zawiera oprécz mikroelementow, wyciagdéw
ziolowych i melasy z trzciny cukrowej, szczepy Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis 1 Saccharomyces cerevisiae,
wytwarzajace enzymy wplywajace skutecznie na trwalosci miodu i pierzgi,
a zawarte w nim zwigzki bakteriobdjcze stuzg do bioasekuracji pasiek,
poprawiajgc warunki sanitarne w ulu oraz w catej pasiece.
Inne znane na rynku preparaty probiotyczne, zawierajg w swoim skladzie
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus casei 1 Lactobacillus plantarum,
czy tez preparat odzywczo witaminowy zawierajgcy w skladzie
Lactobacillus acidophilus i Streptococcus faecium. Sa to specyfiki
zawierajgce ogolnodostgpne bakterie, ktore nie zostaly wyizolowane z

pszczot, totez w niedostatecznym stopniu ograniczaja rozprzestrzenianie
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si¢ takich groznych chorob jak nosemoza czy warroza, a jako zywe
organizmy, wykazujg duzg wrazliwo$¢ na wode chlorowang, chemiczne
srodki ochrory roslin, nawozy sztuczne, detergenty, srodki dezynfekcyjne
czy tez silne rastonecznienie.

Z opisu patentowego z US2016081309 znany jest preparat dla pszczét
zawierajgcy bakterie z rodzaju Fructobacillus. Bakterie te to mutanty
wyizolowane z kwiatow i owocow, oporne na niektore antybiotyki np.
tetracykling, co powinno wykluczaé ich wykorzystywanie w leczeniu
pszczol.

W  znanym stanie techniki nie s3 znane zadne preparaty

otrzymywane z bakterii probiotycznych wyizolowanych z przewodu
pokarmowego pszczol miodnych i dedykowane dla pszczot.
Jak dotychczas walka pszczelarzy 1 naukowcdéw z chorobami pszczoét
spowodowanymi najczesciej grzybami z rodzaju Nosema oraz bakteriami
Paenibacillus  larvae  wywoluyjacymi  zgnilec ztosliwy, nie dala
spodziewanych rezultatow.

Celem wynalazku bylo opracowanie preparatu skutecznie
zwalczajacego najczescie] wystepujace choroby u pszczdél miodnych,
spowodowane grzybami pasozytniczymi zwlaszcza z rodzaju Nosema czy
boéjczymi bakteriami jak np., Paenibacillus larvae wywolujgcymi zgnilec
zloliwy, poprawiajacego kondycj¢ pszczol, bezpiecznego i tatwo
degradowalnego, nie powodujacego skutkéw ubocznych u pszczoél
miodnych jak i ich produktow.

Nieoczekiwanie okazato si¢, ze z przewodu pokarmowego pszczot
wyizolowano grupe nowych szczepow bakterii z rodzajow Lactobacillus 1
Fructobacillus, dedykowanych w szczegdlnosci pszczotom 1 znajdujgcych
zastosowanie do skutecznego zapobiegania i zwalczania najczesciej
spotykanych choréb pszczot miodnych oraz wzmacniania ich kondycji
zdrowotnej, a w konsekwencji zwigkszajgce dtugosé ich zycia.

Istota wynalazku sg nowe szczepy bakterii z gatunku Lactobacillus kunkeei
oraz z gatunku Fructobacillus fructosus, wyizolowane z przewodu
pokarmowegc pszez6t miodnych, takie jak: Lactobacillus kunkeei CHI,
Lactobacillus kunkeei CH2, Lactobacillus kunkeei CH3, Lactobacillus

kunkeei 71, Lactobacillus kunkeei 73, Lactobacillus kunkeei 7.5,
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Lactobacillus  kunkeei 1111, Lactobacillus kunkeei VI1, Lactobacillus
kunkeei VI3, Lactobacillus kunkeei V14, Lactobacillus kunkeei V16,
Lactobacillus  kunkeei VII4 oraz Fructobacillus fructosus V5 i
Fructobacillus fructosus V11, zdeponowane w Instytucie Immunologii 1
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu, pod numerami: Lactobacillus kunkeei CH1 - B/00125;
Lactobacillus kunkeei - CH2 B/00126; Lactobacillus kunkeei CH3 -
B/00127; Lactobacillus kunkeei 71 - B/00128; Lactobacillus kunkeei 73 -
B/00129; Lactobacillus kunkeei Z5 - B/00130; Lactobacillus kunkeei 1111 -
B/00131; Lactobacillus kunkeei VI1 - B/00132; Lactobacillus kunkeei VI3 -
B/00133; Lactobacillus kunkeei V14 - B/00134; Lactobacillus kunkeei V16-
B/00135; Lactobacillus kunkeei VI114- B/00136; Fructobacillus fructosus
VIII1 - B/00137 oraz Fructobacillus fructosus V5 - B/00138.
Istota wynalazku sa wymienione wyzej szczepy bakterii z gatunku
Lactobacillus kunkeei oraz z gatunku Fructobacillus  fructosus, do
zastosowania w zwalczaniu i zapobieganiu chordb pszczot miodnych,
spowodowanych grzybami pasozytniczymi i bdjczymi bakteriami, a takze

we wzmocnieniu odpornosci i kondycji zdrowotnej pszcz6t miodnych.

Istota wynalazku sg rOwniez preparaty na bazie tych nowo
wyizolowanych szczepow bakterii probiotycznych, dodawanych pojedynczo
lub w dowolnym zestawie, do pokarméw pszczelich, korzystnie w postaci
liofilizatow.

Korzystnym jest rdwniez, jesli preparat posiada w swoim sktadzie znane
substancje utrwalajgce 1 ostaniacze, zwigkszajace trwato$é preparatu, takie
jak: krio-, lipo- lub osmo-protektanty: laktoza, sacharoza, trehaloza; $rodki
zwigkszajace objetos¢ jak np. laktoalbumina, surowicza albumina wotowa
(BSA), odtluszczone mleko w proszku, glikol polietylenowy (PEG),
dekstran lub Zzelatyna; polisorbaty jako stabilizatory; sktadniki buforujace:
uktad buforu PBS, buforu fosforanowego; a w przypadku braku ukladu
buforujacego woda; substancje pomocnicze: glicerol, laktuloza czy
glutaminian potasu. Korzystnym jest rowniez, jesli w 1 ml preparatu wedlug

wynalazku zawarte jest od 1x10° do 1x10'" zywych bakterii.
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Jak wykazano w przykladach, preparaty probiotyczne wedtug wynalazku
wykazujg duza skutecznos¢ w zapobieganiu i zwalczaniu zakazen grzybami
takimi jak, Nosema apis czy Nosema ceranae, a takze bakteriami
patogenicznymi Paenibacillus larvae, wywolujacymi zgnilca ztosliwego w
rodzinach pszczo6t miodnych. Wykazano rowniez hamujace dzialanie nowo
wyizolowanych szczepdw na rozwdj bakterii takich jak, Escherichia coli
powodujacych zwiekszona $miertelnos¢ larw pszczelich 1 osobnikéw
dorostych, Raoultella ornithinolytica wywotyjacych dysfunkcje ukladu
pokarmowega oraz Klebsiella pneumoniae uszkadzajgce uktad oddechowy,
przez co nastg¢puje wzmocnienie odpornosci i kondycji zdrowotnej pszczot i
wydtuzenie okresu ich przezycia.

Nowo wyizclowane z pszczot bakterie probiotyczne s dedykowane
pszczotom, a ich wilasciwosci zwiazane ze zroédlem ich pochodzenia,
w naturalny sposob zabezpieczajg jelito pszczele, a tym samym chronig

przed patogenami.
Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania

Przyktad 1. Sposoby izolacji i oznaczania nowych szczepow bakterii
wedlug wynalazku.

Z pszczot miodnych Apis mellifera wypreparowano przewody pokarmowe,
a nastepnie tresé jelita wysiewano na podloza mikrobiologiczne. Bakterie
z grupy mlekowych, namnazano na roznych podlozach dedykowanych
hodowli bakterii mlekowych, takich jak: podloze MRS o skladzie: glukoza
20 g/1; ekstrakt drozdzowy 4 g/l; ekstrakt miesny 8 g/l; pepton K 10 g/l;
cytrynian triamonu 2 g/1; wodorofosforan (V) dipotasu 2 g/I; octan sodu 5
g/l; siarczan rnagnezu x7H,O 0,2 g/1, siarczan manganu (II) x4H»0 0,05 g/1
oraz Tween 80 1 ml/l, podloze MRS z dodatkiem fruktozy w zakresie 1 —
300 g/l, a takze podtoza FYP o sktadzie: D — fruktoza 10 g/l; ekstrakt
drozdzowy 10 g/l; polypepton 5 g/l; octan sodu 2 g/l; siarczan magnezu
x7H,0 0,2 g/l; siarczan manganu (IT) x4H,0O 0,01 g/l; siarczan zelaza (II)
x7TH,O 0,01 g/l; chlorek sodu 0,01 g/l oraz Tween 80 0,46 ml/l,
wzbogacane dodatkami fruktozy w ilosci 1 — 300 g/l; a drugie - dodatkiem
glukozy w ilesei 1 — 200 g/l. Kolejnym podlozem, na ktorym prowadzono

hodowle bylo podtoze GYP o sktadzie takim samym jak podtoze FYP z tym
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ze zamiast fruktozy wystepuje glukoza w zakresie 1 — 200 g/1, podloze GYP
z dodatkiem fruktozy w zakresie 1 — 300 g/l oraz podtoze GYP z dodatkiem
fruktozy w zakresie 1 — 300 g/l i pirogronianem. Hodowle bakteryjne,
prowadzone byly w warunkach beztlenowych i tlenowych, w temperaturze
mieszczacej si¢ w zakresie od 10 do 42°C. Po dokonaniu wstepnej selekcji,
wybrano kolonie bakteryjne o najwyzszym stopniu wzrostu i ponownie
przesiano je na wyzej wymienione state podloza mikrobiologiczne. Tak
wyroste z jednej komorki bakteryjnej czyste kultury szczepdw, ponownie
namnozono na wymienionych wyzej podlozach, po czym zageszczono
poprzez odwirowanie, a osad podzielono na dwie czesci.
Z jednej czgsei osadu, znanymi metodami, wyizolowano DNA, a nastepnie
w reakcji PCR, powielono fragment DNA wybranych szczepow za pomocg
znanych starterow 27F i 1507R o sekwencjach przedstawionych w wykazie.
W ten sposéb powielono fragment genu 16S rRNA, ktéry postuzyt do
klasyfikacji wyizolowanych szczepow do poszezegdlnych rodzajow i
gatunkoéw bakterii. Powielone fragmenty DNA, otrzymane z nowych
szczepow bakteryjnych, zsekwencjonowano i poréwnano ze znanymi
sekwencjami umieszczonymi w genetycznej bazie danych NCBI, co
pozwolito na sklasyfikowanie wyizolowanych nowych szczepéw bakterii do
gatunkow Lactobacillus kunkeei i Fructobacillus fructosus.
Z gatunku Lactobacillus kunkeei, wyizolowano 12 szczepdéw takich jak:
L. kunkeei CH1, L. kunkeei CH2, L. kunkeei CH3, L. kunkeei 71, L. kunkeei
Z3, L. kunkezi 7.5, L. kunkeei 1111, L. kunkeei VI1, L. kunkeei VI3, L.
kunkeei V14, L. kunkeei V16, L. kunkeei V114 oraz z gatunku Fructobacillus
Jructosus, takie jak: F. fructosus V5 i F. fructosus VIII1.
Sekwencje nowych szczepow zostaly umieszczone w genetycznej bazie
danych NCBI pod numerami: L. kunkeei VI3 - MF461307; L. kunkeei 1111 -
MF461308; L. kunkeei VI1 - MF461309; L. kunkeei CH1- MF461310; L.
kunkeei V14 - MF461311; L. kunkeei CH2 - MF461312; L. kunkeei 71 -
MF461313; L. kunkeei 25 - MF461314; L. kunkeei 73 - MF461315; L.
kunkeei CH3 - MF461316; L. kunkeei V114 - MF461317; L. kunkeei V16 —
MF461318; . fructosus VIII1 - MF461319 oraz F. fructosus V5 -
MF461320.



-9 .
Druga cze$¢ rozdzielonego osadu, postuzyta do zalozenia czystych hodowli
nowych szczepéw bakteryjnych, ich namnozenia, a po usunieciu podloza
hodowlanego otrzymane koncentraty, =zliofilizowano i uzywano do

sporzadzania preparatow probiotycznych dla pszczét.

Przyktad 2. Preparaty na bazie nowo wyizolowanych szczepéw bakterii
probiotycznych wedtug wynalazku.
Wyizolowane i oznaczone wedlug przykiadu 1., poszczegélne hodowle
szczepOw bakterii, L. kunkeei, takie jak: CH1, CH2, CH3, Z1, Z3, Z5, 1111,
VI1, VI3, VI4, VI6, V114 oraz szczepy F. fructosus, V5, i VIII1, rozlewano
pojedynczo do fiolek i liofilizowano, doprowadzajac do liczby bakterii od
1x10° do 1x10"/ml.
Tak przygotowane fiolki stanowity gotowe sktadniki do mieszania w czystej
postaci z pokarmem pszczelim w postaci syropu cukrowego, ciasta
pszczelego i innych, lub w postaci mieszanin wybranych szczepow,
przy czym wymienione preparaty, korzystnie, dla zwiekszenia trwatosci
preparatu w przypadku jego masowej produkcji, wzbogacano o znane
substancje ostaniajace i utrwalajace. Dla przeprowadzania dalszych badan
opisanych w kolejnych przykladach, sporzadzono preparat wedlug
wynalazku, pod nazwa preparat 1, zawierajgcy szczep CHI1 L. kunkeei o
tacznej zawartosci 1x10"! bakterii w 1 ml preparatu.
Kolejny preparat probiotyczny, pod nazwg preparat 2, sporzadzono ze
szczepu CHI L. kunkeei w liczbie 1x10° bakterii w 1 ml preparatu; do
bakterii dodano oslaniacz o nastgpujagcym skladzie: laktoza 10 g/l;
laktoalbumina 10 g/I; glutaminian potasu 10 g/l; NaCl 3,4 g/l; KC1 0,2 g/l;
Na;HPO427,87 g/l; KH,PO4 19,52 g/l i zelatyna 5 g/1.
Nastepny preparat pod nazwg preparat 3, sporzadzono ze szczepu VIII1 F.
fructosus w lacznej liczbie 1x10* bakterii w 1 ml preparatu, do ktérych
dodano ‘ostaniacz o nastepujacym skladzie: sacharoza 10g/l; surowicza
albumina wolowa (BSA) 5 g/l; laktoalbumina 5 g/l; glutaminian potasu
10g/1; glicerol 1,7 g/l; laktuloza 0,1 g/l; NaCl 1,7 g/l; KC1 0,1 g/I; Na,HPO4
27,87 g/l; KH,PO4 19,52 g/l i zelatyna 5 g/1.
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Kolejny preparat pod nazwa preparat 4, sporzadzono ze szczepdéw L.
kunkeei: CH1, CH2, CH3, Z1, Z3, 75, 1111, VI1, VI3, VI4, VI6 oraz VII4, w
lacznej liczbie 1x10° bakterii w 1 ml preparatu. Nastepny preparat pod
nazwg preparat 5, sporzadzono ze szczepdw L. kunkeei: 73, Z5, 1111 1 VIII1
w lacznej liczbie 1x10° bakterii w 1 ml preparatu, do ktorych dodano
ostaniacz zawierajacy w swoim skladzie: trehaloze 10 g/l; odtluszczone
mleko w proszku 4 g/l; dekstran 3 g/l; laktoalbumine 3 g/l; glutaminian
potasu 10 g/l; glicerol 1,7 g/l; NaCl 1,7 g/l; KCl1 0,2 g/l; Na,HPO4 27,87 g/l;
KH,PO4 19,52 g/l i zelatyne 5 g/l. Inny preparat pod nazwa preparat 6,
sporzadzono ze szczepéw L. kunkeei VI3 i VI6 o lacznej liczbie 1x107
bakterii w 1 ml preparatu. Inny preparat, pod nazwa preparat 7, sporzadzono
ze szczepow F. fructosus V5 i VIII1 w tacznej liczbie 1x10® bakterii w 1 ml
preparatu, a kolejny, pod nazwg preparat 8, sporzadzono ze szczepdw L.
kunkeei: CH1, CH2, CH3, Z1, Z3, Z5, 111, VI1, VI3, VI4, V16, VII4 oraz
szczepow F. fructosus V5 i VIII1, w tacznej liczbie 1x10° bakterii w 1 ml
preparatu, do ktorych dodano ostaniacz zawierajacy w swoim skladzie:
trehaloze 10g/l; glikol polietylenowy (PEG) Sg/l; laktoalbuming 5g/l;
polisorbaty 10g/l; NaCl 3,4 g/I; KC1 0,2 g/l; Na,HPO4 27,87 g/1; KH,PO4
19,52 g/l oraz zelatyne 5 g/l.

Przyktad 3. Badanie tolerancji przewodu pokarmowego pszczot na
preparaty probiotyczne wedlug wynalazku

Do eksperymentu przygotowano po 6 klatek, w ktérych umieszczono po 40
zdrowych pszczot, dla kazdego z badanych preparatow otrzymanych w
punkcie 2 oraz 6 klatek, w ktérych rowniez umieszczono po 40 zdrowych
pszczol,  traktowanych  jako  grupa  kontrolna  eksperymentu.
Z poszczegolnych klatek wybrano po 5 zdrowych pszczét, wypreparowano
ich jelita, zwazono i przeniesiono do jalowych probowek. Tres¢ jelit
wysiano na podloza mikrobiologiczne MRS, ktére inkubowano w
atmosferze 5% CO, w ciggu 72 godz. i temp. 30°C. Nastepnie policzono
kolonie bakteryjne w odniesieniu do 1mg zawartosci jelita.

Grupg kontrolng, karmiono czystym 35% syropem cukrowym zas§ w

pozostatych grupach eksperymentalnych pszczoty dokarmiano przez 7 dni
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roznymi pokarmami pszczelimi z dodatkiem preparatow ze szczepami
bakteryjnymi, otrzymanymi w przyktadzie 2. Preparaty oznaczone jako 1 i
5, dodawano do 35% syropu cukrowego, preparaty 2 i 3 do ciasta
pszczelego, a preparaty 4, 6 1 8 do cukru inwertowanego, za$ preparat 7 do
melasy.

Po 7 dniowyra okresie karmienia, ponownie wybrano po 5 pszczot z kazdej
klatki, wypreparowano ich jelita, zwazono i analogicznie jak poprzednio,
okreslono liczbg bakterii w odniesieniu na 1 mg zawartosci jelita.

Po 14 dniowym okresie kwarantanny wybrano po 5 pszczét z kazdej klatki,
wypreparowano ich jelita, zwazono i okreSlono liczbe bakterii w

odniesieniu na 1 mg zawartosci jelita.

Wiyniki przedstawiono w tabeli 1.

Srednio, zawarto$¢ bakterii w jelitach pszczét zaréwno z rodzaju
Lactobacillus, jak i Fructobacillus, w trakcie karmienia preparatami wedtug
wynalazku ulegla w naturalny sposéb powigkszeniu, jednakze po 14
dniowym okresie kwarantanny, wrécita do poziomu jaki oznaczono przed
rozpoczgciem eksperymentu. To dowodzi, ze karmienie pszczo6t preparatami
wedlug wynalazku jest w petni tolerowane przez przewod pokarmowy

pszczot.

Przyklad 4. Wplyw preparatoéw wedtug wynalazku na patogeny z rodzaju
Ncsema

a) zwalczanie nosemozy

Dla kazdego z preparatow okreslonych w przykladzie 2, oraz dla grupy

kontrolnej,  przygotowano po 6 standardowych klatek, w ktorych

umieszczono po 40 zdrowych pszczot. Pszczoty sztucznie zakazono Nosema

spp. 1 nastepriie karmiono przez 6 dni pokarmami z domieszkg preparatow

probiotycznych okreslonych w przyktadzie 2.

Kontrole starowily pszczoly zakazone, karmione czystym 35% syropem

cukrowym.

b) zapobieganie nosemozie
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Dla kazdego z preparatow okreslonych w przyktadzie 2, oraz dla grupy
kontrolnej przygotowano po 6 standardowych klatek, w ktérych
umieszczono po 40 zdrowych pszczdt, ktére karmiono przez 6 dni
pokarmami z domieszka preparatow probiotycznych okreslonych w
przykladzie 2. Nastgpnie pszczoly sztucznie zakazono Nosema spp..
Kontrole stanowily pszczoty zakazone, karmione czystym 35% syropem
cukrowym.
Preparaty nr 1 i 5 dodawano do 35% syropu cukrowego, preparaty 2 i 3
dodawane byly do ciasta miodowo-cukrowego, za$ preparaty 4, 6 i 8 do
cukru inwertcwanego, a preparat 7 do melasy.
W koncowej fazie, z 10 pszczét stanowigcych kontrole oraz karmionych
poszczegdlnymi preparatami probiotycznymi, wykonywano standardowe
rozciery w dwoch powtdrzeniach, dla sporzadzenia preparatow
mikroskopowych. Zarodniki liczono w komorze Biirkera obserwowanej
w mikroskopie optycznym Olympus BX61 i pordéwnywano z preparatem
kontrolnym, sporzadzonym z rozcieru pszczot zakazonych, karmionych
czystym pokarmem. Podczas gdy w grupie pszczét kontrolnych, zakazenie
rozwinglo sig w zakresie 7,2 min — 10,1 mln zarodnikow Nosema
spp./pszczolg. to w przypadku pszczét karmionych preparatami, liczba
zarodnikéw zmalata do granic do 0,1-0,2 mln zarodnikéw/pszczote.
Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze dodatek ostaniacza do preparatu
probiotycznego, polepszajacy zywotnos¢ bakterii po liofilizacji, w pewnym
stopniu wplywa korzystnie na zredukowanie liczby zarodnikow Nosema spp..
Wplyw preparatéw wedlug wynalazku na zwalczanie patogenéw z rodzaju
Nosema, w postaci spadku liczby ich chorobotwoérczych zarodnikéw w
stosunku do kontroli, przedstawiono graficznie na rysunku jako fig. 1.
Dla wykazania zwigkszenia odpornosci pszczét dokarmianych preparatami
probiotycznymi wedlug wynalazku i wydtuzenia okresu ich przezycia, na
koniec eksperymentu liczono liczbg pszczot zywych w poszczegodlnych
klatkach.
W hodowlach kontrolnych, w ktérych pszczotom zakazonym zarodnikami
Nosema spp, podawano jedynie czysty syrop cukrowy, przezywato Srednio
10 z 40 sztuk pszczol, natomiast w hodowlach karmionych preparatami

okreslonymi w przyktadzie 2. jako preparat 1 — 27 pszczot,
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preparat 2 — 2.3 pszczoly; preparat 3 — 16 pszczol; preparat 4 — 23 pszczoly;
preparatu 5 — 26 pszczol; preparatu 6 — 16 pszczol, preparat 7 — 23 pszczoly,
a w przypadku preparatu 8 — 24 pszczoly.

Wraz ze wzrostem liczby zakazonych pszczét zywych, malata ich
Smiertelno$é, co zobrazowano w sposéb graficzny na rysunku, jako fig. 2.
Przyklad 5. Bdjcze dziatanie preparatéw wedtug wynalazku na bakterie
Paenibacillus larvae, Escherichia coli, Raoultella
Ornithinolytica i Klebisiella pneumoniae
Na znanych i dedykowanych podlozach statych prowadzono 24-godzinng,
wglebng hodowle szczepdéw L. kunkei CH1, CH2, CH3, Z1, Z3, Z5, III1,
VI1, VI3, VI4, V16, VII4 oraz F. fructosus V5, VIII1, po czym z kazdej
hodowli wycigto krazki, umieszczajac je pojedynczo w otworkach na
plytkach z posianymi wglebnie, na znanych i dedykowanych podtozach
stalych, szczepami Paenibacillus larvae, Escherichia coli, Raoultella
ornithinolytica 1 Klebsiella pneumoniae. Hodowle bakteryjne inkubowano
przez 24h w temperaturze 35°C, po czym zmierzono strefy zahamowania
wzrostu drobnoustrojéw jako odleglos¢ od brzegu krgzka do konca strefy
zahamowania wzrostu.
Wyniki wielkosci stref zahamowania wzrostu poszczegblnych bakterii
chorobotworczych ~ wskutek  bojczego  oddzialywania  preparatéw
zawierajacych szczepy bakterii wedlug wynalazku, wyrazone w mm,
zamieszczono na rysunku jako tabela 2.
Wsréd  zamieszezonych  wynikow  pomiaréw, najwiekszg strefa
zahamowania wzrostu poszczegdlnych bakterii, w stosunku do zerowej
wartosei strefy dla kontroli (ptytki z bakteriami, na ktére nie dziatano
preparatami wedltug wynalazku), wyr6zniajg si¢ bakterie Paenibacillus
larvae, bedace jednym z glownych patogendow chorobotwdrczych pszezot

miodnych - zgnilca amerykanskiego.

Przyklad 6. Badanie toksycznosci preparatéw wedlug wynalazku na
organizmy pszczol

Do eksperymentu przygotowano po 6 klatek, w ktorych umieszczono po 40

zdrowych pszczol, dla kazdego z badanych preparatéw otrzymanych w

punkcie 2 oraz 6 klatek, w ktérych rowniez umieszczono po 40 zdrowych
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pszczol, traktowanych jako grupa kontrolna eksperymentu. Grupe kontrolna,
stanowily pszczoly karmione czystym 35% syropem cukrowym, zas
pozostate pszczoly dokarmiano pokarmami pszczelimi z dodatkiem
preparatow okreslonych w przykladzie 2. Preparaty 1 i 5 dodawane byly do
35% syropu cukrowego, preparatu 2 i 3 do ciasta pszczelego, za$ preparaty 4,
6 i 8 do cukru inwertowanego, a preparat 7 do melasy. Po 21 dniach
policzono i poréwnano liczbe martwych pszcz6t w poszezegdlnych klatkach
hodowlanych z kontrolg. Liczba martwych pszcz6t w kontroli wynosita 193
sztuki, za§ w klatkach gdzie pszczoly dokarmiano preparatami wedhug
wynalazku ksztaltowata si¢ od 115 do 169 sztuk.

Liczby obrazujgce przezywalno$¢ pszczét w poszczegblnych klatkach,
przedstawiono na rysunku (fig. 2) oraz w postaci tabeli 3.

Majgc na wzgledzie naturalng $miertelno$é¢ pszczol, nalezy
stwierdzi¢, iz preparaty wedlug wynalazku to substancje nietoksyczne,
przedluzajace czas Zycia pszczoél i w pelni bezpieczne jako dodatki do

pszczelich pokarmow.
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