REECZEOSEOHITA 12 OPIS PATENTOWY oPL (11235771

13 B1

(21) Numer zgtoszenia: 422063 (51) Int.Cl.

AO01N 65/08 (2009.01)
A61K 36/49 (2006.01)
A61P 31/04 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 29.06.2017

Rzeczypospolitej Polskiej

(54) Kompozycja do leczenia zgnilca ztosliwego pszcz6t

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
02.01.2019 BUP 01/19

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
19.10.2020 WUP 16/20

(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA BIALOSTOCKA, Biatystok, PL

(72) Tworca(y) wynalazku:

SELAWOMIR BAKIER, Grabéwka, PL
WALERIJ ISIDOROW, Hajnéwka, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Pawet Miniuk

PL 235771 B1



2 PL 235771 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja do leczenia zgnilca ztoSliwego pszcz6t, wywotanego
przez przetrwalnikujgce bakterie Paenibacillus larvae.

Zgnilec ztosliwy amerykanski, AFB jest chorobg wywotang przez bakterie Gram-dodatnie Paeni-
bacillus larvae, ktére wytwarzajg stosunkowo trwate przetrwalniki w postaci endospor. Nalezg one do
grupy bakterii tlenowych (aerobowych) zdolnych do rozwoju takze w warunkach beztlenowych
(wzgledne beztlenowce). Paenibacillus larvae porazajg i zabijajg wytgcznie larwy, natomiast doroste
pszczoty nie chorujg na zgnilec. Petnig natomiast role przeno$nikow endospor. Zakazenie larwy naste-
puje drogg zywieniowg w wyniku zuzycia pokarmu zanieczyszczonego sporami. Rozwoj choroby
i Smieré moze byé spowodowany wniknieciem w organizm larwy juz tylko 35 zarodnikéw bakterii, a do
zakazenia najmiodszych larw wystarczy zaledwie 10 sporéw. Oznacza to, ze zgnilec amerykanski jest
jedng z najbardziej zakaznych (inwazyjnych) choréb zakaznych znanych cztowiekowi. Inng szczegding
cechg jest unikalna zywotno$¢ endospor: w warunkach otoczenia mogg pozostaé aktywne przez ponad
35 lat, a temperatura 100°C, zabija je dopiero po 5 dniach. Siedliskiem infekcji sg szczatki zmartych
z zgnilca larw, z ktérych kazda zawiera wiele miliondw endospor. Pszczoty robotnice zajmujgce sie
czyszczeniem komérek plastra z resztek zamaritej larwy nieuchronnie zarazajg sie endosporami, rozno-
szgc je w ulu i zanieczyszczajagc zapasy miodu oraz pierzgi. Dlatego tez, w badaniach laboratoryjnego
diagnozowania mozliwosci rozwoju infekcji w rodzinie pszczelej okresla sie liczby spor P. larvae w 1 gra-
mie miodu (liczba ta jest czasem bardzo duza — az do 15 tysiecy).

W Polsce AFB jest chorobg podlegajgcg obowigzkowi zwalczania z urzedu. O skali potencjalnego
zagrozenia $wiadczg wyniki wzglednie niedawno przeprowadzonych na terenie catego kraju 5-letnich
badan epidemiologicznych (Skubida i in., 2014). Stwierdzono znaczne rozprzestrzenienie bakterii
P. larvae, ktére zostaty wykryte w 38% sposréd 4090 przebadanych pasiek. Najgorszg sytuacje stwier-
dzono w wojewddztwach matopolskim i warminsko-mazurskim: odpowiednio 71 i 58% zakazonych pa-
siek, gdyz w pozostatych wojewddztwach ten wskaznik wynosit od 25 do 48%.

Z powodu wyjgtkowo silnej ekspansji epidemiologicznej zgnilca ztosliwego, w wielu krajach obo-
wigzuje zasada niszczenia zakazonych rodzin pszczelich poprzez wysiarkowanie i spalenie zabitych
pszcz6t wraz z zawartoscig ula i towarzyszgcym sprzetem, lub po zabiciu i spaleniu pszczét konieczne
jest termiczne odkazenie uli i sprzetu za pomoca ptomienia (Buczek, 2011). W Polsce podejscie do
problemu nie jest tak radykalne i oprécz zniszczenia chorych rodzin zezwala sie na ich leczenie, ktére
powinien nadzorowaé lekarz weterynarii. W zasadzie do leczenia moze by¢ zastosowany tylko jeden
zabieg hodowlano-sanitarny: przesiedlanie (pojedyncze, podwdjne lub uproszczone wedtug prof. Lipin-
skiego) chorych rodzin pszczelich. Obowigzkowe jest réwniez zniszczenie wszystkich starych plastrow
i zainfekowanych urzgdzen (wspotczesne podejscie patrz ,Pszczelarstwo”, Nr. 5, 2011). Ta metoda daje
wynik pozytywny w leczeniu zakazonych rodzin pszczelich, ale nie gwarantuje catkowitego wyleczenia
w fazie klinicznej choroby.

Przez dtugi okres czasu w celu leczenia chorych rodzin pszczelich na zgnilec amerykanski byty
powszechnie stosowane antybiotyki (tetracyklina, wirginiamycyna, flawomycyna, erytromycyna i inne)
lub sulfonamidy. Jednakze powaznym problemem zwigzanym z dtugotrwatym stosowaniem tych prepa-
ratéw jest powstanie szczepdw bakterii opornych na stosowane antybiotyki. Poza tym, antybiotyki zabi-
jajg mikroflore endogenng pszczét, co niekorzystnie wptywa na ich witalno$¢. Dodatkowym problemem
jest skazenie produktéow pszczelich pozostatoSciami lekéw a to przyczynia sie do pogorszenia jakosci
wyrobdéw przeznaczonych do spozycia przez ludzi. W zwigzku z tym w krajach Unii Europejskiej stoso-
wanie antybiotykéw i sulfonamidéw do leczenia pszcz6t zostato zakazane (Rozporzadzenie EEC
2377/90 i p6zniejszymi poprawkami).

Aktualnie nie istniejg $rodki farmakologiczne dopuszczone do leczenia chorych na zgnilec ame-
rykanski rodzin pszczelich, ktére mogtyby zastgpi¢ zakazane do uzycia antybiotyki i polisulfamidy. Tym-
czasem badania epidemiologiczne pokazuja, ze rozprzestrzenienie sie bakterii Paenibacillus larvae wy-
stepuje na terenie catej Polski i wzrasta zagrozenie wystgpienia choroby w postaci klinicznej a wrecz
wystgpienia epizootii na znacznym terenie kraju. Kazdego roku odnotowuje sie nowe ogniska tej cho-
roby w Polsce. Problem ma charakter globalny i dotyczy wszystkich krajow, w ktérych hodowane sg
pszczoty.
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Rozwigzanie tego problemu wymaga zastosowania nowych strategii do zwalczania Paenibacillus
larvae w rodzinie pszczelej. Nowe podejscia zaktadajg: hodowle linii pszcz6t opornych na zgnilec, me-
tody biologiczne (antagonistycznych bakterii lub bakteriofagéw) oraz wykorzystanie naturalnych sub-
stancji antybakteryjnych.

Obecnie sposréd substancji pochodzenia naturalnego przebadano olejki eteryczne z ré6znych ro-
$lin oraz propolis. Niestety, zastosowanie olejkéw eterycznych nie doprowadzito do sukcesu. Wiekszo$¢
z nich wykazuje relatywnie stabe dziatanie (MIC, warto$¢ stezern hamujgcych rozwdj bakterii P. larvae
na poziomie 250-400 ng/mL), gdyz bardziej aktywne olejki (0 wartosci MIC mniej 100 png/mL), w sktad
ktérych wchodzi tymol wykazujg toksyczno$¢é wobec pszczét. Propolis jest znacznie skuteczniejszy
w odniesieniu do réznego rodzaju drobnoustrojéw i w wielu badaniach udokumentowano jego silne dzia-
fanie na Paenibacillus larvae (Bilikovaiin., 2013; Isidoroviin., 2017). Jednak propolis nalezy do drogich
i bardzo poszukiwanych produktéw pszczelich, na ktéry popyt ciggle rosnie. Aktywno$¢ antybiotyczna
propolisu jest zwigzana z wysokg zawartoscig w nim flawonoidéw i innych zwigzkéw fenolowych.

Powszechnie wiadomym jest, ze prekursorem roslinnym propolisu europejskiego sg smoliste wy-
dzieliny z powierzchni pgczkow takich drzew jak: topola czarna (Populus nigra), topola osika (Populus
tremula) i brzoza omszona (Betula pubescens). Dlatego tez w badaniach zwr6ciliSmy uwage na te pro-
polisodajne rosliny, jako surowce do otrzymania substancji przeciw Paenibacillus larvae. W badaniach
wykorzystano ekstrakty z pgczkéw i cienkich, mtodych gatgzek czterech pospolitych gatunkéw drzew
wystepujacych na terenie Polski: topola czarna, brzoza omszona i brzoza brodawkowata oraz topola
osika. Przy czym analizowano ekstrakty uzyskiwane za pomocg rozpuszczalnikéw o réznej polarnosci
takich jak: heksan, eter, metanol.

Testy mikrobiologiczne przeprowadzono z zastosowaniem czterech ,dzikich” i jednego referen-
cyjnego szczepu P. larvae. Szczepy ,dzikie” byly wydzielone z obumartych larw i probek miodu pobra-
nych z rodzin z objawami klinicznymi zgnilca amerykanskiego na terenie dwoéch wojewédztw: lubel-
skiego i podkarpackiego. Skutecznosci mikrobiologiczne byly poprzedzane doktadng analizg sktadu
chemicznego stosowanych ekstraktéw. W wyniku wstepnej selekcji wykazano, ze szczegdlnie aktywne
sg ekstrakty uzyskiwane z brzozy brodawkowatej i omszone;.

W tabeli 1 przedstawiono stezenie hamujgce — MIC, uzyskanych ekstraktéw w stosunku do wy-
korzystanych szczepow bakteryjnych.

Tab. 1. Minimalne stezenie hamujace (MIC, png/mL) propolisu, ekstraktéw roslinnych w odniesieniu do 4 ,dzikich”
szczepbdw (KB25, KB35, KB41, KBS%) i jednego referencyjnego (LMG 09820) szczepu P. larvae

Szczep P. larvae
Material/ekstrakt KB2S KB3S5 KB41 KBSS | LMG Publikacja
09820 danych

Ekstrakty z mtodych galgzek drzew/ Stezenie ekstraktu pg/mL
Brzoza omszona, ekstrakt heksanowy 3,9 39 <l,0 <0 |78 Tak
Brzoza omszona, ekstrakt eterowy 15,6 15.6 31.8 318 |78 Tak
Brzoza omszona, ekstrakt metanolowy 62,5 62,5 125 125 62,5 Tak
Brzoza brodawkowata, ekstrakt <1,0 <10 <l,0 39 <),0 | Tak
heksanowy
Brzoza brodawkowata, ckstrakt ctcrowy 31,8 31,8 31,8 15,6 7.8 Tak
Brzoza brodawkowata, ckstrakt 31,8 31,8 62,5 62,5 62,5 Tak
mctanolowy
Brzoza brodawkowata ekstrakt za pomoca | <I,0 <1,0 <1,0 <1,0 |<1,0 | Nie
nadkrytycznego CO,
Brzoza omszona cksirakt za pomocs <10 <2,5 <2,5 <39 | <1,0 | Nie
nadkrytycznego CO,

Wyniki badan pokazuja, ze aktywno$¢ antybakteryjna badanych ekstraktéw jest najwyzsza dla
preparatéw uzyskanych za pomocg heksanu i nadkrytycznego COg, ktéry ekstrahujg zwigzki niepolarne.

Analiza sktadu chemicznego wykazata, ze gtéwnymi sktadnikami ekstraktéw heksanowych z ga-
tazek brz6z sg substancje triterpenowe, ktérych udziat wynosi od 50% do 80%. Otrzymywanie ekstrak-
téw heksanowych jest stosunkowo ktopotliwe i dodatkowo traci sie znaczne ilosci rozpuszczalnika ze
wzgledu na brak mozliwosci oddzielenia od nasigknietego surowca. Co ma niebagatelny wplyw na
koszty ekstrakcji oraz zanieczyszczenie Srodowiska. Dlatego tez postanowiono ekstrakcje heksanem
zastgpi¢ ekstrakcjg w nadkrytycznym ditlenku wegla.
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Zastosowano parametry ekstrakcji p = 30 MPa, T = 40°C. Metoda okazata sie bardzo efektywna,
a skfad uzyskanych ekstraktow zblizony do ekstraktow heksanowych. Uzyskane ekstrakty wykazywaty
réwniez poréwnywalng aktywnos$¢ biologiczng (tab. 1) wzgledem szczepbéw Paenibacillus larvae, doty-
czy to zaréwno ekstraktow uzyskanych za pomocg nadkrytycznego CO: z gatgzek brzozy brodawkowa-
tej oraz omszone;j.

Istotg wynalazku jest kompozycja do zastosowania w leczeniu zgnilca zto$liwego u pszczét, ktéra
zawiera ekstrakt z cienkich gatgzek brzozy uzyskany za pomocg ekstrakcji w nadkrytycznym ditlenku
wegla (CO2) sktadajgcy sie gtownie z: triterpenoidéw 45 + 5%, alkanow i alkenéw 17 + 2%, aldehydow
alifatycznych 11 £2%, estrow kwasow alifatycznych 8 + 2%, alkoholi alifatycznych 7 + 2% i seskwiter-
penoiddéw 4 £ 2%; ktéry jest zmieszany z wodg i lecytyng w proporcji masowej 10% ekstraktu i 89%
wody oraz lecytyny 1%.

Do leczenia zgnilca ztoSliwego pszczét zastosowano kompozycje po wymieszaniu z syropem cu-
krowym w proporcjach 1:10 lub profilaktycznie w proporcjach 1:20.

Etapem do uzyskania leku dla pszcz6t byto przygotowanie na bazie uzyskanych ekstraktow za
pomoca nadkrytycznego ditlenku wegla z gatgzek brzozy (gtéwnie brodawkowatej) preparatu wodnego,
ktéry moze byé wykorzystany, jako dodatek do syropu cukrowego i w tym syropie sie rozpuszcza. Ze
wzgledu na fakt, ze ekstrakty uzyskane z brzozy bardzo Zle sie rozpuszczajg w wodzie zastosowano
emulgator w postaci lecytyny. Dodatkowo stosujgc silne mieszanie uzyskano preparat w postaci emulsji
wodnej ekstraktéw brzozowych, ktére mogg byé podawane profilaktycznie i/lub do leczenia zgnilca zto-
Sliwego pszczot.

Tab. 2. Sktad chemiczny ekstraktéw metodg SFE (CO,, bez modyfikatora) z mtodych gatezi dwéch gatunkéw
brzozy brodawkowatej i brzozy omszone;j

Brzoza omszona | Brzoza brodawkowata

Skiad grupowy ekstraktu (B. pubescens) (B. pendula)

Seskwiterpenoidy 376 2.8
Fenylopropenoidy alkoholi seskwiterpenowych 3.9 -
Triterpenoidy 15.4 45.5
Flawonoidy 16.3 0.4
Aldehydy alifatyczne 3.3 11,2
Alkohole alifatyczne 2.4 7.2
Estry kwasow alifatycznych 1.8 8.3
Substancje aromatyczne 2,6 0.4
Alkany & alkeny 7.6 17.1
Inne zwiazki 6.1 7.0
Ogdlem 100,0 100,0

Tab. 3. Sktad preparatu uzyskiwanego na bazie ekstraktu z brzozy

Udzial masowy
Skfadnik Paenipendula [%]
Ekstrakt uzyskany za pomocg nadkrytycznego
CQ2 z cienkich galazek brzozy 10
Lecytyna 1
Woda 89
Ogobtem 100.0

Preparat zawiera w przyblizeniu 10-cio procentowy roztw6r wodny ekstraktu uzyskiwanego za
pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla z dodatkiem lecytyny jako emulgatora. Roztwér ten moze byé
podawany pszczotom wraz z syropem w rozcieficzeniu 1:10. Nalezy zaznaczyé, ze preparat rozcien-
czony w stezeniu 1:10 z syropem cukrowym (przygotowanym w stezeniu wody do cukru w proporcji 1:1)
jest chetnie pobierany przez pszczoty i nie skaza produktédw pszczelich. Albowiem te same substancje
znajdujg sie w propolisie, ktory pszczoty wykorzystujg do zabezpieczania rodziny pszczelej przed mi-
krobami
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Zastrzezenia patentowe

Kompozycja do zastosowania w leczeniu zgnilca zto$liwego u pszczét znamienna tym, ze
zawiera ekstrakt z cienkich gatgzek brzozy uzyskany za pomoca ekstrakcji w nadkrytycznym
ditlenku wegla (CO-) sktadajgcy sie gtéwnie z: triterpenoidow 45 + 5%, alkandw i alkenéw
17 £ 2%, aldehydoéw alifatycznych 11 £ 2%, estrow kwaséw alifatycznych 8 £ 2%, alkoholi
alifatycznych 7 + 2% i seskwiterpenoidow 4 + 2%; ktéry jest zmieszany z wodg i lecytyng
w proporcji masowej 10% ekstraktu i 89% wody oraz lecytyny 1%.

Kompozycja wedtug zastrz. 1 do zastosowania w leczeniu zgnilca zto$liwego u pszcz6t zna-
mienna tym, ze stosowana jest po wymieszaniu z syropem cukrowym w proporcjach 1:10 lub
profilaktycznie w proporcjach 1:20.



