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Kompozycja do leczenia zgnilca zloSliwego pszczol

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja do leczenia zgnilca ztosliwego pszczoét
choroby czerwia pszczoly miodnej Apis mellifera wywolanej przez przetrwalnikujace
bakterie Paenibacillus larvae, przygotowana na bazie suchego ekstraktu metanolowego w
postaci proszku uzyskiwanego z owocnikdéw grzyba poliporoidalnego.

Zgnilec ztosliwy (American Foulbrood AFB) jest jedna z najgrozniejszych chorob
pszczét na $wiecie. Wywoluja go bakterie Gram-dodatnie Paenibacillus larvae, ktore
wytwarzaja przetrwalniki w postaci endospor o wyjatkowej odporno$ci. Naleza one do
grupy bakterii tlenowych (aerobowych), niemniej sa réwniez w stanie rozwijaé si¢ w
warunkach beztlenowych (wzgledne beztlenowce). Paenibacillus larvae zarazaja 1 zabijaja
larwy 1 poczwarki (czerw pszczeli), natomiast doroste pszczoly sa na nie odporne. Pszczoly
petnig role przeno$nikow endospor, ktore podaja wraz z pokarmem larwom. Rozwoj
choroby 1 $mier¢ moze by¢ spowodowany wniknieciem w organizm larwy juz tylko
trzydziestu pigciu zarodnikow bakterii, a do zakazenia najmiodszych larw wystarczy
zaledwie dziesie¢ spor. W efekcie tego zgnilec zlo$liwy jest zaliczany do jednej z
najbardziej zakaznych choréb znanych czlowiekowi. Endospory bakterii P. larvae wykazuja
wrecz unikalng zywotno$¢. W warunkach otoczenia pozostaja aktywne przez ponad 35 lat, a
temperatura 100 C, zabija je dopiero po 5 dobach. Siedliskiem infekcji sa szczatki zmartych
na zgnilec larw, z ktorych kazda zawiera wiele milionéw endospor. Pszczoly robotnice
zajmujace si¢ czyszczeniem komorek plastra z resztek zamartych larw roznosza endospory
po ulu i zanieczyszczaja nimi pokarm - midd i pierzge. Do diagnozowania mozliwosci
wystapienia zgnilca w rodzinie pszczelej stosowany jest laboratoryjny pomiar ilosci spor P.
larvae w 1 g miodu. Liczba ta moze by¢ stosunkowo wysoka 1 wynosi¢ nawet 15000 spor w
1 g. Przetrwalniki stanowia potencjalne zrddlo zakazenia, ktére ujawnia sie szczegdlnie w
niesprzyjajacych warunkach bytowania pszczot, kiedy ostabione larwy zaczynaja zamierac.
Nasilenie wystgpienia choroby wystepuje w okresie letnim, zwykle w drugiej potowie lata.

W Polsce zgnilec zlosliwy pszczét jest choroba zwalczang z urzgdu. O skali
potencjalnego zagrozenia Swiadcza wyniki 5-letnich badan epidemiologicznych (Skubida 1
in., 2014), w ktorych stwierdzono znaczne rozprzestrzenienie bakterii P. larvae, w 38%
pasiek spos$rod 4090 przebadanych. Najgorsza sytuacje stwierdzono w wojewodztwach
malopolskim 1 warminsko-mazurskim: odpowiednio 71 1 58% zakazonych pasiek, w
pozostalych wojewodztwach ten wskaznik wynosit od 25 do 48%. Powyzsze wyniki badan
potwierdzaja dane Glownego Inspektora Weterynarii
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https://www.wetgiw.gov.pl/publikacje/biuletyn-stan-chorob-zakaznych-zwierzat. Z roku na
rok daje si¢ zauwazy¢ systematyczny wzrost stwierdzonych ognisk zgnilca.
I tak w roku 2017 byto ich 137, w roku 2018 170 a w 2019 juz 260 (GIW). Znamienne jest,
ze w roku 2020 pierwsze cztery ogniska zgnilca stwierdzono juz w marcu (GIW). Oznacza
to, ze bakterie P. larvae byly obecne w pokarmie zimowym w duzej ilosci, a wyjatkowo
niesprzyjajace warunki pogodowe na przedwiosniu 2020 roku doprowadzity do wystapienia
klinicznych objawdw choroby.

W wiekszosci krajéw walka ze zgnilcem zlosliwym polega na niszczeniu zakazonych
rodzin pszczelich poprzez zasiarkowanie 1 spalenie pszczot wraz z zawartoscia ula oraz
towarzyszacym sprzetem. Mozliwe jest termiczne odkazenie uli 1 sprzgtu za pomoca
ptomienia (Buczek, 2011). W Polsce dopuszcza si¢ leczenie chorych rodzin poprzez
przesiedlenie do odkazonego ula pod nadzorem lekarza weterynaru Obowigzkowe jest przy
tym niszczenie wszystkich starych plastréw z czerwiem 1 wyposazenia ula (patrz
"Pszczelarstwo", Nr. 5, 2011). Przez dlugi okres czasu w celu leczenia chorych rodzin
pszczelich na zgnilec amerykanski byly powszechnie stosowane antybiotyki (tetracyklina,
wirginiamycyna, flawomycyna, erytromycyna i inne) lub sulfonamidy. Jednakze skutki
uboczne szczegolnie dlugotrwalego stosowania antybiotykow 1 polisulfamidéw dla pszczot
oraz ludzi (skazone produkty pszczele) doprowadzily do zakazu ich wykorzystania w
krajach Unii Europejskiej (Rozporzadzenie EEC 2377/90 1 p6zniejszymi poprawkami).

Aktualnie nie istniejg $rodki farmakologiczne dopuszczone do leczenia chorych na
zgnilec amerykanski rodzin pszczelich, ktore moglyby zastapi¢ zakazane do uzycia
antybiotyki 1 polisulfamidy. Proby hodowli linii pszczol odpornych na zgnilec réwniez nie
daly zadawalajacych wynikoéw. Tymczasem przytoczone powyzej dane GIW jednoznacznie
pokazuja, ze zagrozenie ta choroba pszczoét stale narasta. Zwigzane jest to z nakladaniem si¢
szeregu niekorzystnych czynnikow. Mozna tu wymieni¢ problemy z warroza, chorobami
wirusowymi, nowg odmiang nosemozy — nosema ceranae, czy zaburzenia rodziny pszczelej
spowodowane masowym stosowaniem substancji chemicznych, takich jak np.
neonikotynoidy. Problem zwigzany z zagrozeniem rodzin pszczelich zgnilcem zlo§liwym
ma charakter globalny 1 dotyczy wszystkich krajow, w ktorych hodowane sa pszczoty.

W leczeniu zgnilca zlosliwego pszczét poszukiwane s substancje pochodzenia
naturalnego. Badano olejki eteryczne z rdéznych roslin oraz propolis. Wiekszos¢ tych
substancji wykazuje relatywnie stabe dziatanie wzgledem P. larvae. Warto§¢ minimalnego
stezenia hamujacego rozwo6j bakterii P. larvae (MIC) i wynosi dla nich od 250 do 400
ug/mL) niemniej juz przy tych stezeniach wykazuja toksyczno$¢ wzgledem pszczot np.
tymol. Czg$¢ autoréw tego wniosku jest réwniez twoércami zgloszenia patentowego
oznaczonego numerem P.422063 z 29.06.2017 roku, w ktorym wykorzystano niepolarny
ekstrakt (heksanowy lub uzyskiwany w wyniku ekstrakcji nadkrytycznym ditlenkiem
wegla) z cienkich gatazek brzozy do leczenia zgnilca ztosliwego pszczét. Badania whasne
pozwolily zoptymalizowa¢ sklad kompozycji otrzymywanej na bazie niepolarnego
ekstraktu z cienkich galazek brzozy i okresli¢ jej minimalne stezenie hamujgce MIC na
poziomie 1,562 mg/ml. Weryfikacja skuteczno$ci powyzszej kompozycji bezposrednio w
rodzinach pszczelich pozwolita stwierdzi¢, ze jest dobrze tolerowana przez pszczoly doroste
1 moze by¢ wykorzystywana szczegolnie do profilaktyki lub leczenia wspomagajacego po
przesiedleniu rodzin pszczelich. Niestety badania przeprowadzone w Pafnstwowym
Instytucie Weterynarii w Pracowni Chordb Pszczot wykazaty, ze przy dawkach leczniczych
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(powyzej MIC) kompozycja przygotowywana na bazie ekstraktow z cienkich galazek
brzozy jest toksyczna dla larw pszczelich.

Istota wynalazku jest kompozycja do lecznia zgnilca ztosliwego pszczol, choroby
czerwia pszczolty miodnej Apis mellifera wywotanej przez przetrwalnikujace bakterie
Paenibacillus larvae, przygotowana na bazie ekstraktu. Kompozycja zawiera suchy ekstrakt
w postaci proszku uzyskiwany z owocnikdéw grzyba poliporoidalnego ztotoporka niemilego
Tyromyces fissilis, ktéry jest zmieszany bezpos$rednio z woda w proporcji 1:20. Suchy
ekstrakt metanolowy w postaci proszku otrzymywano po odparowaniu metanolu w
temperaturze ponizej 50°C w wyparce prézniowej lub suszarce rozpylowej =z
odfiltrowanego ekstraktu uzyskiwanego poprzez maceracj¢ rozdrobnionych owocnikow
zlotoporka niemitego Tyromyces fissilis. Kompozycja stuzy do leczenia zgnilca ztosliwego
pszczét po wymieszaniu z syropem cukrowym w proporcjach 1:10 lub profilaktycznie w
proporcjach 1:20.

Badania zapoczatkowane w 2017 roku a zwigzane z poszukiwaniem substancji
pochodzenia naturalnego skierowaty uwage zespotu na grzyby poliporoidalne (nadrzewne).
Woéwcezas to dosy¢ przypadkowo przeprowadzone badania wykazaly, ze niektére ekstrakty
grzybowe wykazuja znacznie silniejsze dziatanie bakteriobdjcze niz ekstrakty z galazek
brzozy. W roku 2019 przeprowadzono szerokie badania wlasciwosci antybakteryjnych
ekstraktow uzyskanych z grzyboéw nadrzewnych sktadajacy sie z trzech etapow.

Etap pierwszy polegal na weryfikacji jako$ciowej aktywnosci antybakteryjnej
preparatow  (kompozycji) grzybowych wzgledem bakterii  Paenibacillus larvae
reprezentujacych dwa genotypy, tj. Eric I 1 Eric I (dwa szczepy referencyjne i cztery
szczepy dzikie) przy roznych stezeniach ekstraktow. Byly to typowe badania skryningowe
(przesiewowe) 125 ekstraktéw uzyskanych z grzybdw poliporoidalnych zgromadzonych w
Zamiejscowym Wydziale Lesnym w Hajndéwce. Ekstrakty te stanowily suche proszki
otrzymane po odparowaniu metanolu z maceratow grzybowych w suszarce prézniowe;.
Wykazano we wstepnej fazie badan, ze najwyzsza aktywno$¢ wykazuja preparaty w
roztworach wodnych przy stezeniu od 5%. Przy wyzszych stezeniach ekstraktu nie
wystepowal wyrazny wzrost promienia inaktywacji bakterii. Dlatego tez we wszystkich
badaniach zastosowano 5% stezenie suchego preparatu w roztworach wodnych. Odczyt
jakosciowy aktywnos$ci antybakteryjnej wzgledem P. larvae prowadzono analogicznie jak
przy odczycie antybiogramow. Za pomoca miarki w milimetrach mierzono S$rednice
uzyskanych okregéw zahamowanego wzrostu bakterii P. larvae . Pomiar odbywat sie w
trzech powtorzeniach, z ktérych wyciggano wartos¢ $rednig, o ile roznica nie wynosita
wigce] niz 2 mm. W przypadku, gdy pomiary réznily sie¢ o wigcej niz 2 mm powtorzono
badanie w celu weryfikacji wyniku. Rezultatem realizacji tego etapu badan byto wskazanie
gatunkéw grzybow, ktorych ekstrakty wykazuja dzialanie bakteriobdjcze wzgledem
P. larvae. Sposrdod 125 ekstraktéw grzybowych wybrano 6, ktére wykazaly szczegdlnie
silne dziatanie bakteriobdjcze wzgledem P. larvae. W tabeli 1 przedstawiono wyniki
opisanych powyzej badan dla 6 wyselekcjonowanych gatunkow grzybow poliporoidalnych.

Tabela 1. Aktywnos$¢ antybakteryjna wyselekcjonowanych 6 preparatéw grzybowych o
najwyzszej aktywnosci wzgledem szczepdw P. larvae (test jakosciowy).
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Lp Strefa zahamowania wzrostu dla roznych szczepow
Nr kompozycji i gatunek grzyba bakterii P. larvae [mm]
z nazwg potoczng i lacinskg ERIC I ERIC II

P.larvae |P.larvae |P.larvadP. larwa|P. larvaq P. larvag
LMG 9820| DZIKI 1 |DZIKI 5{CCUG |DZIKI 3| DZIKI 7
48973

1. | G11 Korzeniowiec sosnowy
Heterobasidion annosum 20 21 19 22 23 21

2. | G36 Zlotoporek niemily
Tyromyces fissilis 20 18 19 21 21 20

3. | G40 Drobnoporek lzawiacy
Oligoporus guttulatus 20 20 19 21 20 20

4. | G52 Siedzun sosnowy
Sparassis crispa 13 13 16 14 14 15

5. | G73 Ziamoskoémik purpurowy
Chondrostereum purpureum 10 10 <10 14 13 15

6. | G124 modrzewnik lekarski
Fomitopsis officinalis 15 <10 12 17 17 16

E

W etapie drugim wyznaczano minimalne stezenia hamujace (MIC, ang. minimum inhibitory
concentration) 1 minimalne stezenia bakteriobdjcze (MBC, ang. minimum bactericidal
concentration), ekstraktéw z szeSciu wyselekcjonowanych gatunkéw grzybow, ktore
przedstawiono w tabeli 2. Wyniki badan MIC jak 1 MBC pokazuja, ze wartosci stezen
znaczaco roznig si¢ miedzy soba tak dla réznych gatunkéw grzybdw, jak 1 rdéznych
szczepOdw P. larvae. Najbardziej oporne wzgledem badanych kompozycji okazaty sie
szczepy referencyjne P. larvae LMG 9820 (Eric I) 1 CCUG 48973 (Eric II). Najsilniejsze
dzialanie bakteriobojcze wykazywala kompozycja przygotowana na bazie ekstraktu
oznaczonego symbolem G36 a otrzymanego z owocnikow zlotoporka niemitego Tyromyces
fissilis 1 ona zostala wytypowana do trzeciego etapu badan. Powyzej opisane badania
zrealizowano w Laboratorium Mikrobiologii Stosowanej Uniwersytetu w Bialymstoku.

Tabela 2.Wyniki jako$ciowe aktywno$ci antybakteryjnej wyselekcjonowanych szesc
preparatow grzybowych wzgledem szczepow P. larvae
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B = . . . .
E Wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) i minimalng
Lp o stezenia bakteriobdjczego (MBC) wzgledem P. larvae
Nr kompozycji i gatunek .% (ng/ml)
grzyba z nazwg potoczng | ERIC I ERIC II
i lacinsky S
=2 P.larvae | P. larvae | P. larvae | P. larvae | P. larvae | P. larvae
LMG DZIKI 1 |DZIKI5 |CCUG |DZIKI3 |DZIKI7
9820 48973
L 1611 Korzeniowiee sosnol YIC [4882,81 76,29 76,29 4,77 1,19 1,19
Heterobasidion annosum{ MBC|19531,25|305,17 [305,17 |[19,07 4,769 4,769
2. G36 Zlotoporek niemily MIC | 305,18 1,19 0,30 4,77 1,19 0,30
Tyromyces fissilis MBC|1220,7 (4,77 1,192 19,07 4,77 1,19
3. | G40 Drobnoporek MIC |19531,25|4882,81 |4882,81 (305,18 [19,07  |0,30
Izawiacy Oligoporus MBC
guttulatus 78125,0 |19531,25|19531,25(1220,7 |76,29 1,19
4.1 G52 Sicdzun sosnowy | MIC |nic dziala| 4882,81 |4882,81 |19531,25]|19531,25|4882.81
Sparassis crispa MBC | nje dziata| 19531,25|19531,25| 78125,0 |78125,0 |19531,25
5. |G73 Ziarnoskomik MIC |nie dziala| 78125 |78125 |78125 |78125 |78125
purpurowy Chondrosterel MBC
purpureum nie dziata| 312500,0|312500,0| 312500,0| 312500,0| 312500,0
6. | G124 modrzewnik lekar. | MIC |nie dziata| 5000 5000 5000 5000 5000
Fomitopsis officinalis | MBC| nie dziala | nie dziala | nie dziala | nic dziala | nie dziala | nie dziala

B
Badania zwigzane z etapem III przeprowadzono w Zakladzie Choréb Pszczol Panstwowego
Instytutu  Weterynarii w Pulawach. Polegal on na weryfikacji in-vivo wplywu
wyselekcjonowanego preparatu — kompozycji przygotowane] na bazie ekstraktu
metanolowego ze ztotoporka niemilego Tyromyces fissilis (5% roztwér wodny suchego
ekstraktu metanolowego) na zakazone larwy pszczele przetrwalnikami P. larvae genotypu
Eric I 1 Eric II. Zasadniczym celem badan byla ocena wlasciwosci bakteriobdjczych
preparatu przygotowanego na bazie ekstraktu grzybowego w warunkach in vivo tj. po
podaniu larwom pszczelim zakazonym bakteriami Paenibacillus larvae.

Badania wykonano w oparciu o wytyczne The COLOSS BEEBOOK, tom I
“Standard methods for Apis mellifera research”, rozdzialy: “Standard methods for artificial
rearing of Apis mellifera larvae”; “Standard methods for toxicology research in Apis
mellifera”; tom II, “Standard methods for Apis mellifera pest and pathogen research”,
rozdziat “Standard methods for American foulbrood research” oraz procedury badawcze
Zaktadu Chorob Pszczot PIWet-PIB. Do badan laboratoryjnych uzyto jednodniowych larw
pszczot rasy  Apis mellifera carnica, pochodzacych ze zdrowych klinicznie rodzin
pszczelich, stacjonujagcych w pasiece PIWet-PIB w Pulawach. Dla pozyskania
jednodniowych larw, cztery dni przed rozpoczeciem kazdej serii badan laboratoryjnych, w
wybranej rodzinie pszczelej, matke umieszczono na pustym plastrze w izolatorze
jednoramkowym. Po zaczerwieniu plastra przez matke 1 uptywie trzydniowego okresu
stadium jaja, plastry z jednodniowymi larwami przenoszono do laboratorium celem
rozpoczgcia wychowu w warunkach laboratoryjnych.

Ocene przeciwbakteryjnego dziatania preparatu grzybowego przeprowadzono na
larwach pszczelich zakazonych, wystepujacymi w krajowych pasiekach, terenowymi
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szczepami bakterii P. larvae genotypu ERIC I oraz ERIC II. Dla ustalenia dawki bakterii
P. larvae, ktorymi zakazano larwy, przygotowano seri¢ dziesigciokrotnych rozciefczen
wyjsciowej zawiesiny bakterii ERIC I oraz ERIC II (od 10 do 107), ktore posiano na state
podloza wzrostowe. Na podstawie liczby kolonii bakteryjnych uzyskanych na plytkach
Petriego wyliczono miano bakterii P. larvae genotypu ERIC I oraz ERIC II w zawiesinach
wyjéciowych. Zastosowany do zakazania larw inokulat bakterii ERIC I zawierat 3,0 x 10°
spor/ml, a inokulat bakterii ERIC II zawieral 9.0 x 10° spor/ml. Jednodniowe larwy
pszczele zostaly zakazone jednorazowa dawka inokulatu dodang do pierwszej porcji
mleczka. Larwy pszczele zakazane bakteriami genotypu ERIC I pobraly wraz z pokarmem
po 1,0 x 10° spor/larwe, natomiast larwy pszczele zakazane bakteriami genotypu ERIC II
spozyly po 2,0 x 10 spor/larwe.

Dla zrealizowania celu badania utworzono grupy doswiadczalne liczace po 30 larw
pszczelich. Badanie wykonano w 3 powtorzeniach.

e grupa Al - larwy pszczele zakazone bakteriami P. larvae, genotyp ERIC I, karmione
mleczkiem bez dodatku kompozycji grzybowej ( nieleczone);

e grupa A2 - larwy pszczele zakazone P. larvae, genotyp ERIC I karmione z dodatkiem
0,025% kompozycji grzybowej;

e grupa A3 - larwy pszczele zakazone P. larvae, genotyp ERIC I karmione 0,05% z
dodatkiem kompozycji grzybowej;

e grupa Bl - larwy pszczele zakazone bakteriami P. larvae, genotyp ERIC II, karmione
mleczkiem bez dodatku kompozycji grzybowej ( nieleczone);

e grupa B2 - larwy pszczele zakazone P. larvae, genotyp ERIC II, karmione z dodatkiem
0,025% kompozycji grzybowej;

e grupa B3 - larwy pszczele zakazone P. larvae, genotyp ERIC II, karmione z dodatkiem
0,05% kompozycji grzybowej;

e grupa Kl - larwy pszczele niezakazone P. larvae, karmione mleczkiem bez dodatku
kompozycji grzybowej;

e grupa K2 - larwy pszczele niezakazone P. larvae, karmione z dodatkiem 0,025%
kompozycji grzybowej;

e grupa K3 - larwy pszczele niezakazone P. larvae, karmione z dodatkiem 0,05%
kompozycji grzybowe;.

Obserwacje larw (rozwdj zakazenia, $miertelno$¢) prowadzono codziennie przez caly
okres trwania kazdej serii badan (11 dni). Stan kazdej larwy oceniano indywidualnie przy
zastosowaniu mikroskopu stereoskopowego.

Wyniki wpltywu dzialania ekstraktu grzybowego na rozwdj zakazenia P. larvae
1 przezywalno$¢ larw pszczelich uzyskane w trakcie badan (trzy powtdrzenia lacznie)
zamieszczono w tabeli 3. Tabela zawiera wyniki wrazone odsetkiem (%) martwych larw
obserwowanych w kolejnych 11 dniach trwania badania, w stosunku do liczby larw
poddanych badaniu (n=90).

Tabela 3. Wyniki badan wplywu kompozycji grzybowej w warunkach in-vivo w postaci
odsetka $miertelnosci larw zarazonych przetrwalnikami P. larvae genotypu Eric I 1 Eric II.
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© Al A2 A3 B1 B2 B3 K1 K2 K3
S zakazone | zakazone zakazone zakazone | zakazone zakazone niezakazone, | niezakazone, | niezakazone,
5 g ERIC I, ERICI, ERIC I, ERICII, ERIC I, ERICII, karmione karmione karmione
a g nieleczone | leczone leczone nieleczone | leczone leczone mleczkiem 0.025% 0,05%
g 0.025% 0.05% 0.025% 0.05% bez ekstraktem ekstraktem
© ekstraktem | ekstraktem ekstraktem | ekstraktem | ekstraktu

61 90 100 100 67 50 10 27 16
74 90 100 100 67 50 10 27 18
100 93 100 100 67 50 10 28 18
100 97 100 100 67 50 10 28 18

Najnizszg $miertelno$¢ larw pszczelich stwierdzono w grupie kontrolnej (K1) larw
niezakazonych bakteriami P. larvae, karmionych mleczkiem pszczelim bez dodatku
preparatu grzybowego, w ktdrej stadium poczwarki osiagnelo 90% larw. W grupach larw
niezakazonych, karmionych mleczkiem z dodatkiem ekstraktu grzybowego (K2, K3),
smiertelno$¢ byta nieznacznie wyzsza, a stadium poczwarki osiagnelo 72% larw
karmionych pokarmem zawierajacym 0,025% ekstraktu 1 82% larw karmionych pokarmem
zawierajagcym 0,05% ekstraktu. Pomimo, iz w grupach larw otrzymujacych dodatek
preparatu  grzybowego stwierdzono nizsza przezywalnos$¢ larw, trudno jednoznacznie
stwierdzi¢, ze byla ona wynikiem toksycznego odzialywania preparatu na larwy.
Watpliwos$ci te nasuwa wyzsza przezywalnos¢ larw w grupie larw karmionej mleczkiem z
wyzszym stezeniem ekstraktu grzybowego.

Rozw¢) przebiegu zakazenia P. larvae oceniany na podstawie obserwacji larw
zakazonych ERIC I 1 ERIC, ale nieleczonych ekstraktem grzybowym (grupa Al, Bl),
przebiegal zgodnie z rozwojem zgnilca amerykanskiego opisanym przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia Zwierzat (OIE). W przypadku grupy zakazonej szczepem ERIC I
wiekszo$¢ larw zamarla przed osiggnieciem stadium przedpoczwarki (61%), a pozostate
przed przeobrazeniem si¢ w poczwarki. W przypadku larw zakazonych szczepem ERIC II,
charakteryzujacym si¢ wicksza zjadliwoscia, wszystkie larwy zamarly w czwartej 1 piatej
dobie od =zakazenia, czyli w czasie trwania w warunkach in vivo, fazy czerwiu
niezasklepionego.

Podanie larwom zakazonym ERIC I (grupa A2, A3) preparatu grzybowego w
stezeniu 0,025% jak 1 0,05% nie zahamowalo zamierania larw bedacego nastepstwem
rozwoju zakazenia. Zamieranie larw nastepowalo nawet znacznie szybciej w poréwnaniu do
larw zakazonych ale nieleczonych (A1l). Co prawda w grupie larw leczonych ekstraktem
grzybowym w stezeniu 0,025% nie doszto do rozwoju zakazenia w 3% larw, ktére
osiggnely stadium poczwarki, ale w grupie leczonej 0,05% ekstraktem, $miertelno$¢ larw
wyniosta 100%, podobnie jak w grupie larw nieleczonych. Niemniej 3 % zarazonych larw
dawka $miertelng P.larvae przezylo zakazenie genotypem Eric I. Mozna wyciagnaé
wniosek, ze podana dawka kompozycji byla za niska. Potwierdzaja to wyniki bada¢ MIC 1
MBC przedstawione w tabeli 2.
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Dzialanie bakteriobdjcze ekstraktu grzybowego zostalo jednoznacznie stwierdzone w
grupach larw zakazonych szczepem bakterii Eric II (grupa B2, B3). Rozwdj zakazenia
zostal zahamowany u 33% larw, ktorym podawano wyciag o stezeniu 0,025%, natomiast w
grupie larw karmionej 0,05% ekstraktem, stadium poczwarki osiagngto 50% zakazonych
larw. W grupie zakazonej Eric II, ale nie leczonej (B1) na skutek rozwoju zakazenia
zamarlo 100% larw. Znamienne jest przy tym, ze krytyczny okres rozwoju larw wstepuje
pomiedzy 3 a 5 dniem zycia. Nalezy zwrdéci¢ uwage, ze szczepy bakterii Eric 11
powszechnie sg uwazane jako ,,bardziej zjadliwe”.

Przedstawione powyzej wyniki badan pozwalaja wnioskowaé o bakteriobdjczym
dziataniu kompozycji grzybowej przygotowanej na bazie ekstraktu ze ztotoporka niemitego
Tyromyces fissilis na bakterie P. larvae, a co najmniej na jej selektywne dziatanie na
genotypy Eric II. Badania bakteriobdjczego dzialania kompozycji zostang powtdrzone w
2020 roku.

Sktad chemiczny suchego ekstraktu metanolowego ze zlotoporka niemitego
Tyromyces fissilis (po odparowaniu alkoholu) okreslono technika GC-MS po wczesniejszej
sililacji probek. Identytikacje sktadu prowadzono na podstawie baz danych: Wiley Registry:
Mass Spectral Library, 11th Edition; NIST 11 1 na podstawie publikacji: Isidorow W. , GC-
MS of Biologically and Environmentally Significant Organic Compounds: TMS
Derivatives, 2020, John Wiley & Sons, ISBN 978-1-119-61134-9”. Na rysunku 1
przedstawiono otrzymany chromatogram z analizy GC-MS a w tabeli 4 sklad chemiczny
ekstraktu. Badania przeprowadzono w pracowni chemiczne] Instytutu Nauk Lesnych
Wydziatlu Budownictwa i Nauk o Srodowisku.
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Rysunek 1. Chromatogram z analizy GC-MS metanolowego ekstraktu z Tyromyces fissilis

Analiza sktadu chemicznego pozwala stwierdzi¢, ze zidentyfikowanymi
substancjami odpowiedzialnymi za bakteriobdjcze dzialanie ekstraktu jest grupa
hydroksykwasow 1 kwaséw dikarboksylowych, ktorych zawarto§¢ mozna oszacowac na



-9 .

270 poziomie okoto 9%. Niestety nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ az 28,95% substancji, ktore

275

zaobserwowano na chromatogramach pomimo uaktualnionej bazy. Jest to dosy¢
charakterystyczny problem wystepujacy w identyfikacji metabolitéw wtédrnych w gatunkach
grzybow, ktdre sa stosunkowo mato znane.

Tabela 4. Sklad chemiczny metanolowego ekstraktu z Tyromyces fissilis oznaczony przy
uzyciu GC-MS, po uprzedniej sililacji probek.

Grupa zwigzkéw chemicznych Numer CAS trer. (Min.) Zawartos¢ (%)
Hydroksykwasy i kwasy dikarboksylowe, 9,06
w tym:

Kwas mlekowy, di-TMS 17596-96-2 12,052 0,06
2-Hydroksybursztynian dimetylu, TMS 55590-73-3 20,652 0,56
Kwas bursztynowy, di-TMS 40309-57-7 23,070 0,61
Kwas fumarowy, di-TMS 17962-03-7 24,500 1,38
Kwas jabtkowy, tri-TMS 107241-82-7 30,810 6,26
Kwas cytrynowy, tetra-TMS 14330-97-3 43,183 0,18
Weglowodany, 52,35
m. in.:

Ramnoza, tetra-TMS 19127-15-2 36,531 2,10
Ksylitol, penta-TMS 14199-72-5 39,594 0,23
Ribitol, penta-TMS 32381-53-6 40,067 39,28
a-Glucopiranozyd metylu, tetra-TMS 2641-79-4 45,302 0,07
a-D-Glukopiranoza, penta-TMS 3327-61-5 45,954 4,34
Mannitol, hexa-TMS 14317-07-8 47,101 0,34
Galaktitol, hexa-TMS 18919-39-6 47,597 0,13
B-Glukopiranoza, penta-TMS 2775-90-3 48,882 0,65
mio-Inozitol, hexa-TMS 2582-79-8 51,826 0,13
Kwasy ttuszczowe i estry kwasoéw ttuszczowych, 5,07
w tym:

Palmitynian metylu 112-39-0 45,582 0,81
Kwas palmitynowy, TMS 55520-89-3 49,498 0,10
Linolan metylu 112-63-0 50,783 2,62
Oleinian metylu 112-62-9 50,979 1,29
Kwas linolowy, TMS 56259-07-5 54,328 0,17
Kwas oleinowy, TMS 21556-26-3 54,495 0,10
Aminokwasy, 0,62
w tym:

Alanina, N,O-di-TMS 2899-44-7 13,811 0,12
Valina, N,O-di-TMS 7364-44-5 18,846 0,07
Seryna, N,0,0-tri-TMS 64625-17-8 25,459 0,07
Kwas piroglutaminowy, N,O-di-TMS 30274-77-2 31,560 0,37
Inne zwiazki chemiczne, 3,94
w tym:

Fosforan metylu, di-TMS 18291-81-1 17,190 0,33
1-Oktanol, TMS 14246-16-3 17,421 0,37
Kwas fosforowy, tri-TMS 10497-05-9 21,575 0,64
Glicerol, tri-TMS 6787-10-6 21,779 2,60
Niezidentyfikowane zwigzki chemiczne 28,95
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280 Ztotoporek niemily Tyromyces fissilis nie jest gatunkiem wystepujacym w Polsce

285

pospolicie. Dlatego tez w Instytucie Nauk Lesnych Politechniki Bialostockiej przy
wspotpracy z Uniwersytetem Jagiellonskim podjeto préby hodowli tego grzyba, na podtozu
stalym 1 w hodowli hydroponicznej. Wstepne wyniki badan hodowli Ztotoporek niemitego
Tyromyces fissilis sg bardzo obiecujace. Hodowla pozwoli uzyska¢ nieograniczony zaséb
surowca w postaci owocnikow lub micelium (hodowla hydroponiczna) do wykorzystania
przy produkcji leku weterynaryjnego do leczenia zgnilca ztosliwego.



