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Preparat biatkowy do zastosowania w zwalczaniu nosemozy u pszczoly miodnej oraz

sposob otrzymywania tego preparatu

Przedmiotem wynalazku jest preparat bialkowy wyizolowany z materialu
biologicznego zakazonego chorobotworczymi zarodnikami Nesema apis 1 Nosema
ceranae,, takiego jak np.. martwe pszczoly padle z powodu takiepo zakazenia.
znajdujacy zastosowanie do zwalczania nosemozy u pszezoly miodnej (Apis
mellifera), groznej choroby prowadzacej do masowego umierania calych rodzin
pszczelich oraz sposéb otrzymywania tego preparatu.

Wynalazek rozwiazuje problem techniczny w postaci uzyskania naturalnego
preparatu bialkowego, hamujacego cyvkl rozwojowy zarodnikow Nosema spp.
w jelitach pszczdt, wskutek inicjacji przeciwcial odpomosciowych skicrowanych
przeciwko temu grzybowi. co obok zabiegéw sanitarno-hodowlanych, stanowi
podstawg w zapobieganiu i zwalczaniu nosemozy, a takze wzmocnieniu rodzin
pszczelich.

Znane z opisow patentowych EP 3504969 oraz US 20200113920 preparaty,
znajdujace zastosowanie w zwalczaniu nosemozy, nic zabezpieczaja pszczdl przed
ich zakazeniem. W patencic US 20160287684 ujawniono metody zapobiegania
roznym chorobom, czy poprawie zdrowia rodzin pszczelich. jednakze kompozycie
takie nie sy nakierowane na zapobieganie nosemozy. Z kolei opis patentowy WO
2007017313 dotyczy kompozycji znajdujgce] zastosowanice jako szczepionka
w zapobieganiu chorobie drobnoustrojowej lub infekeji owadéw, ale jego
skutecznos¢ w zapobieganiu nosemozy u pszezd! jest niska. Inny wynalazek
ujawniony w opisie patentowym US 20150328253 dotyczy preparatu opartego na
otrzymywanym z glonow polisacharydzie siarczynowym, dedykowany jest
zwalczaniu mikrosporydioz u [udzi lub zwierzat. Preparat ten wykazuje zwigkszenie
odpornosci u kregowcow, jednakze ze wzgledu na odmienna budowe ukiadu
odpornosciowego u owadow, nie jest skuteczny do zapobiegania nosemozy

u pszczotl.
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Istnieje kilka doniesien patentowych, jak np.. US OO8822426. CN 1505504,
CN 101139607, EP 1416049 czy WO 153553 na temat preparatow do zastosowania
'w zwalczaniu i zapobieganiu nosemozy za pomocg technologii interferencji RNA.
Znane z ww. opisow sposoby zapobiegania 1 zwalczania nosemozy u pszczdl,
polegaja na wyciszaniu wybranych genow Neosema spp. za pomocg konstrukiow
genetycznych lub czagsteczek kwasow nukleinowych (np. siRNAs. miRNAs and
shRNAs), ktore sa funkcjonalnie zwiazane z bialkami penetrujagcymi komorke.
Metody takie wigzg si¢ z koniecznoscig uzycia specyficznych technik otrzymywania
1 oczyszczania genow. a sama idea aplikowania pszczolom preparatow na bazie
modyfikowanych genetyvcznie zwiazkéw jest dyskusyjna, z uwagi na jej wplyw na
jakos¢ produkiow pszczelich przeznaczonych dla ludzi i trudna do powszechnej
akceptacji.

Z kolei w opisie patentowym US 20120157512 ujawniono rozwigzania oparte
o metody i kompozycje transformowania roslin  z wykorzystaniem polinukleotydow
zdolnych do wyciszania ckspresji genow w patogenach. Takie sposoby
wykorzystywania roslin transgenicznych do zmniejszania infckeji i zwigkszania
odpomosci pszczol na nosemoz¢ sg kontrowersyjne. ze wzgledu na mozliwosé
przedostawania si¢ organizméw modyfikowanych genetycznie do $rodowiska
i produktow pszczelich przeznaczonych dla ludzi. Ponadto. na terenie Unii
Europejskiej, zabronione jest stosowanie takich transformantéw, a takze niektorych
chemioterapeutykow. znanych na przyktad z opisu patentowego US 20090209496,
ktérvech skladnikiem aklywnym  jest kwas  2-hydroksybenzoesowy.
acetylosalicylowy. czy tez ich sole.

Z opisu patentowego PL 231692 znany jest rowniez preparat do zwalczania
mikrosporydioz. a zwlaszcza nosemozy u pszczOl.  zawierajacy  jedna
z rozprowadzonych homogenicznie, amidowych pochodnych protoporfiryny.
Z uwagi na fakt, iz miéd oraz inne produkty pszezele wykorzystywane sa jako
pokarm. suplementy diety, itp.. preparaty przeznaczone dla pszczol powinny
bazowac¢ na dobrze poznanych, najlepiej naturalnych substancjach. bezpiecznych
zarowno dla pszezof jak i dla ludzi, tatwo degradowalnych i niepowodujgcych zmian
genetycznych w organizmach tych owadow.

W litcraturze istnicja doniesienia o stosowaniu w pszczelarstwie produktow
leczniczych  zawicrajacych ekstrakty wyizolowane z substancji naturalnego
pochodzenia. Do takich naleza tymol i resweratrol, substancje wyckstrahowane

z ziela tymianku (Thymus sp.). uzywane w walce z inng chorobg pszczol, jaka jest
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waroza. Jednakze, jak wynika z eksperymentu przeprowadzonego przez Maistrello
i in., opublikowanego w czasopismie Apidologie. nr 41, 2008, 141-150; tymol
i resweratrol, bedgce naturalnymi zwigzkami fenolowymi. w wyzszych stgzeniach,
wykazuja toksycznosé¢ wobec organizméw pszezol. Z kolei Bravo i in. w artykule
opublikowanym na tamach Journal of Invertebrate Pathology., nr 149, 2017r.,
wykazali w badaniach in vive, aktywnosé ekstrakiu uzyskanego z lisct Cryptocarya
alha wobec mikrosporydiow Nosema spp.. ktorymi zakazono pszczoly w pierwszych
& dniach badania, Taki stosunkowo krotki czas badania nie daje pewnosci braku
toksycznego dziatania ckstrakiu w diuzszym czasie jego podawania pszczotom.
Znane ze stanu techniki. naturalne substancje do zwalczania choréb grzybowych,
wysigpujacych w pszczelarstwie, wymagajg uzycia stosunkowo duzych dawek,
co nickiedv wywoluje skutki uboczne dla samych pszezdl czy 1€z wytlwarzanych
przez nie produktdw.

Dotychezas w leczeniu nosemozy u pszezdl, stosowano antybiotyki na bazie
fumagiliny. Nie niszczyly one catkowicie zarodnikéw Nosema spp., co prowadzilo
do rozwijania si¢ opornosci grzyba na ten antybiotyk. Dodatkowo, czysta fumagilina
trudne rozpuszcza si¢ w wodzie, bedacej podstawg syropow cukrowych, przez co
konieczne jest stosowanie roznych dodatkéw chemicznych zwigkszajacych
rozpuszezalnos¢ antybiotyku. Taka prakiyka grozi mozliwoscia przenikania samej
fumagiliny lub produkiow jej metabolizmu do miodu. Ponadio fumagilina jest
toksyczna dla pszczot 1 zwigksza ich smiertelno$é, a u ludzi moze wywotywac
neutropenie i trombocytopenie. Z tych powodow. od kilku lat w Unii Europejskiej,
obowiazuje catkowity zakaz jej stosowania.

Zatem, niezbedne sa dalsze badania w zakresie opracowania skutecznych
i bezpiecznych preparatéw zapobiegajacych  zakazeniu  pszezol  chorobami
grzybowymi.

Celem wynalazku bylo pozyskanie naturalnego preparatu chroniacego
pszezoly miodne przed grozng infekeja wywolywang przez zarodniki Nosema spp..
a zarazem w pelni bezpiecznego zarowno dla pszczot jak i konsumentdw produkiow
pszezelich.

Istota wynalazku jest preparat bialkowy znajdujacy zastosowanie do
zwalczania nosemozy. groznej choroby pszczoly miodnej. wyizolowany z materiatu
biologicznego zakaonego mikrosporydiami Nosema spp, takimi jak, Nosema apis
czy Nosema ceranac. korzysinie z rozcieru martwych pszezdl padtych z powodu

takiego zakazenia.
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Istota wynalazku jest réwniez sposob otrzymywania takiego preparatu

biatkowego.

Sposob wedtug wynalazku polegajacy na wyizolowaniu bialka 7z materialu
biologicznego skazonego mikrosporydiami Nosema spp.. charakteryzuje sig tym. Ze
zawicsing zarodnikow, pozyskana korzystnie z martwych pszczol tzw. osyvpu,
zakazonych tym grzybem. wyjalawia sig w autoklawie przez 15 minut
w temperaturze od 121 do 126°C, w obecnosci 0.2 M chlorku sodowego, a nastgpnie,
po schlodzeniu do temperatury w granicach 4-6°C, odwirowuje, korzystnie przy
obrotach 11000 — 13000 rpm. w ciggu 15 minut, po czym do supernatantu dodaje
0.05% wodnego roztworu azydku sodowego. w celu zapobiezenia rozwojowi
niepozadanych drobnoustrojow 1 dializuje w workach o sérednicy porow 1-2 kDa.
korzystnie przez 7 dni. ciagle mieszajac 1 zmienigjac w ciggu doby wode
destylowana. korzystnie 2-krotnie. Z tak otrzymanego dializatu wytraca si¢ biatko
przy uzyciu siarczanu amonowego, korzystnie mieszajac i dodajac ten odezynnik
stopniowo, az do jego wysycenia na poziomie 05%. ponownie schiadza do
temperatury w granicach 4-6°C, kondycjonuje przez 1 dobg. odwirowuje, korzystnie
przy obrotach 14000 - 16000 rpm, a zebrany osad zawiesza w jalowym, 0,1M
buforze fosforanowym o pH=7, ekstrahuje przez dodanie rownej objetosci
n-butanolu, intensywne mieszajac., potem odwirowuje, Kkorzystnie przy
zmniejszonych obrotach od 4000 do 5000 rpm, odparowuje. a sucha pozostalosc
w postaci oczyszezonego preparatu biatkowego. rozpuszeza si¢ w jalowej wodzie
t zamraza w temperaturze -20°C do péZniejszego wykorzystania.

Wynalazek 1 skutecznos¢ jego dziatanmia przedstawiono w  ponizszych

przykladach wykonania.

Przyklad 1. Sposéb przygotowania preparatu biatkowego wedlug wynalazku.

Przyvgotowano zawiesing =z martwych pszezdl zakazonych mieszanka
zarodnikow Nosema apis | Nosema ceranae, przez roztarcie 50 osobnikow w 100 ml
wody destylowanej. Po dodaniu chlorku sodowego do stezenia koncowego 0.2M.
zawiesing poddano jednokrotnemu autoklawowaniu przez 15 min.. w temperaturze
126°C. a nastepnie schtodzono w fazni lodowej utrzymujgee) temperaturg
w granicach 4 - 6°C i po odwirowaniu stalych pozostatosci z prgdkoseia 13000 rpm,
w ciggu 15 min. do uzyskanego supernatantu dodano 0,05% wodny roziwdr azydku

sodowego. Nastepnie roziwdr dializowano w workach o $rednicy porow 1-2 kDa.
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ciggle mieszajagc. W trakcie 7 dniowej dializy zmieniano wode destylowana 2-krotnie
w ciagu doby. Z tak uzyskanego dializatu wytracano bialko przy uzyciu siarczanu
amonowego. dodajac ten odczynnik stopniowo porcjami, przy ciaglym mieszaniu, az
do wysycenia na poziomie 65%. Mieszaning pozostawiono na 1 dobe w laiZni
utrzymujgeej temp. w granicach 4 - 6°C, na mieszadle magnetycznym. Wytragcone
biatka odwirowywano z predkoscig obrotéw od 14000 dol16000 rpm, w ciagu 20
min.. Osad zawierajgcy biatka zebrano i zawieszono w jalowym, 0.1M buforze PBS
{Sigma) o pH=7, a nasigpnie ckstrahowano dodajge réwng objgtos¢ n-butanolu,
intensywne mieszajgc przez ok. 1h. Po odwirowaniu, przy obrotach 5000, gorng fazg
zawierajgcg  glownie w-butanol wraz z rozpuszeczonymi w nim  skladnikami
lipofilnymi eodrzucono, natomiast faz¢ dolng odparowano, pozbywajac sig
pozostalosci rozpuszezalnikow. Suchg pozostatosé zawierajaca oczyszczony preparat
biatkowy. rozpuszezono w jatlowej wodzie destylowanej i zamrozono w temp. -20°C,

do pozniejszego wykorzystania wedlug wynalazku.
Przykiad 2. Charakterystyka preparatu biatkowego wedlug wynalazku.

Przv uzyciu aparatu Nano-drop wykazano, ze preparat biatkowy wg
wynalazku zawieral od 10 do 150 mg biatka w 1 ml.

Preparat bialkowy otrzymany jak opisano w przykladzie 1., poddano
rozdziatowi elekiroforetycznemu wykonujge dwukierunkowa elektroforezg bialek
2D PAGE. W tym celu probke preparatu zawieszono w buforze do rehydratacji (8.8
mol/l. mocznika, 2%, W/V CHAPS; 70 mmol/L. DTT: 0.2%. W/V, Bio-Lytes)
i nalozono na 70 mm paski IPG (Bio-Rad). Po rozdzieleniu bialek. w pierwszym
wymarze, paski byly dwukrotnie rownowazone, przez 15 min, w buforze o pH=8.8
i sktadzie: 6 mol/l. mocznika; 20%, V/V, glicerol; 2%, W/V, SDS: 375 mmol/L Tris-
HCL. Pierwszy etap wykonano w buforze rownowazacym z 130 mmol/LL DTT: drugi
etap rowpowazenia zawieral 135 mmol/l jodoacetamidu (pierwszy kierunek
elekiroforezy). Po wykonaniu elektroforezy trycynowej bialek (drugi kierunek
elektroforezy), stwierdzono, z¢ biatka zawarte w preparacie wedlug wynalazku maja
charakler obojgtny i zasadowy oraz mas¢ w granicach od 5 do 16 kb, co przedstawia
widmeo tej analizy, zamieszczone na rysunku jako fig.1.

Z kolei wykonane technika FT-IR ATR widmo w podczerwieni w zakresie 400 cm™'
to 4000 cm ', przedstawione jako fig.2. potwierdza. ze w preparacie zdecydowanie
przewazaja sygnaly pochodzace od biatek. Intensywny, szeroki sygnal w zakresie
3000 — 3500 cm™' to absorbeja wywolana drganiami rozeiagajaeymi grup N—H (amid

B) 1 O—H pochodzacymi gléwnie od zaadsorbowane] wody, za$ sygnaly
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2950 cm’' i 2830 cm™ to drgania rozciagajgce charakterystyczne dla grup C—H.
pochodzacych odpowiednio od CH; i CH,. Pasma przynalezgce do drgah
zginajacych amidu I oraz amidu II, pochodzace od aminokwaséw, zostaly
zaobserwowane odpowiednio przy 1650 em™ i 1540 ¢cm™', co odpowiada zarazem
biatkom i zaadsorbowanej wodzie (grupy absorbujace w tym zakresie to: C=0, C-N,
N-H. H-O-H). Pasmo absorbgji pochodzace od jonu karboksylanowego (-C(=0)-O-)
jest obserwowane przy ok. 1400 cm™'. natomiast szerokie pasmo absorbcji w zakresie
950 -~ 1200cm™, z maksimum przy okolo 1100 em’. pochodzi od drgan
rozeiggajacych grup C-O-C w cukrach oraz od drgan zginajgcych grup C-O-H,
obecnych zaréwno w aminokwasach jak 1+ w cukrach. Brak wyraznych sygnalow
absorbeji w zakresie 820 — 930 em”', charakterystycznych dla cukréw, wskazuje. ze
w preparacie moga znajdowac si¢ jedynie niewielkic ilosci sacharydéw. Pozostale
dwa pasma absorbcji przy ok. 614ecm™ i 536cm™ odpowiadaja pasmom amidu V
i amidu VL

Z kolei, przy uzyciu techniki chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometrig
mas (GC-MS), analizowano obecnosé skiadnikéw cukrowych i lipidowych
w preparacie wedlug standardowych procedur. Analiza widm masowych
I poréwnanie czasow retencji poszezegolnych zwigzkéw 2 wzorcami, pozwolila na
identyfikacje trzech pentoz: rybozy, arabinozy i ksylozy; dwoch 6-deoksyheksoz:
ramnozy i fukozy; trzech heksoz: mannozy, glukozy i galakiozy; dwoch heksozamin:
glukozaminy i galaktozaminy oraz jednej heptozy. Kardy z tych zwigzkow
wystepowal w ilodci mniejszej niz 1 pg/mg preparatu. Ponadto, stwierdzono sladowe
ifosci kwasu palmitynowego i oleinowego. Zidentyfikowane skladniki preparatu

wedlug wynalazku przedstawiono w tabeli 1.

Przyklad 4. Dzialanie preparatu bialkowego wedlug wynalazku na zwalczanie

NOSEMOZY,

Z uwagi na fakt, iz do zarazenia nosemoza dochodzi w trakcic pobierania
przez pszezoly pokarmu, nekiaru, pylku, wody czy tez zapaséow miodu i pierzgi.
preparat  otrzymany wedlug wynalazku, podawano 7z pokarmem. Pszczoly
umieszczone po 40 osobnikow w 18 standardowych klatkach. poddawano obserwacji
w ciggu 15 dni. Rozmrozony do temperatury otoczenia preparat. podawano
w poczatkowej fazic pszczolom zdrowym, a nastepnic sztucznie zakaZonym Nosemu

apis | Nosema ceranae, Pszczoly dokarmiano tworzae nastepujace grupy badawcze:
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I. Kontrola - 3 klatki z zakazonymi pszczolami. dokarmianymi przez caly czas

eksperymentu tyiko czyvstym pokarmem;

Pl

Grupa la - 3 klatki, w kidrych zdrowe pszczoly dokarmiano przez 6 dni
pokarmem z dodatkiem 1 ml preparatu wedlug wynalazku. zawierajgcym
bialko w ilosci 150 mg/ml. dodanym do 99 ml syropu cukrowo-wodnego
“otrzymanego przez wymieszanie 50 g cukru i 50 ml przegotowane] wody.
Nastepnie pszczoly zakazano zarodnikami Nosema spp. i do konca
eksperymentu  dokarmiano syropem cukrowo-wodnym z preparatem jak

wyzej.

3. Grupa Ib - 3 klatki. w ktorych zdrowe pszczoly dokarmiano przez 6 dni
pokarmem z dodatkiem 10ml preparatu wedlug wynalazku, zawierajacym
biatko w ilosci 100 mg/ml. dodanym do 90 mi syropu cukrowo-wodnego
otrzymanego przez wymieszanie 45 g cukru 1 45 ml przegotowanej wody.
Nastepnie pszczoly zakazano zarodnikami Nesema spp. i do konca
cksperymentu dokarmiano syropem cukrowo-wodnym z preparatem jak

wyZe).

4. Grupa lc - 3 klatki. w kiorych zdrowe pszezoly dokarmiano przez 6 dni
pokarmem z dodatkiem 30 ml preparaiu wedlug wynalazku, zawierajacym
biatko w ilodct 50 mg/ml. dodanvm do 70 ml syropu cukru inwertowanego.
Nastgpnie pszczoly zakazano zarodnikami Nosema spp. i do konica
eksperymentu dokarmiano syropu cukru inwertowanego z preparatem jak
wyzej.

5. Grupa 1d - 3 klatki, w ktérych zdrowe pszczoly dokarmiano przez 6 dni
pokarmem z dodatkiem 50 ml preparatu wedlug wynalazku, zawierajgcym
biatko w ilosci 20 mg/ml, dodanym do 50 mg ciasta dla pszczol. Nasiepnie
pszczoly zakarano zarodnikami Nosema spp. i do konca eksperymentu

dokarmiano ciasiem dla pszczot z preparatem jak wyzej.

6. Grupa le - 3 klatki, w ktorych zdrowe pszczoly dokarmiano przez 6 dni
pokarmem z dodatkiem 70ml preparatu wedlug wynalazku. zawierajgcym
biatko w ilodci 10 mg/ml, dodanym do 50 mg ciasta. Nastepnie pszczoly
zakazano zarodnikami Aosema spp. 1 do konca eksperymentu dokarmiano
ciastem z preparatem jak wyzej.

W koncowej fazie, z kazde] grupy pszczél poddawanych eksperymentom.

wykonywano standardowe rozciery do sporzadzenia preparatéw mikroskopowych.
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Obecne w preparatach zarodniki Nesema sp. liczono w komorze Biirkera
obserwowanej w mikroskopie optycznym Olympus BX61 1 porownywano
z preparatem sporzadzonym z rozcieru z pszezol zakazonych z grupy kontrolnej.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw, przedstawione na rysunku jako fig, 3 oraz
w tabeli 2, wskazuja znacznie zmniejszong ilosé zarodnikow Noesema spp. pozostalych
w organizmach zakazonych pszczol, ktorym na wstepie podawano preparat wedlug
wynalazku, najpierw jako szczepionke¢, a potem juz jako lek pszczolom sztucznie
zakazanym. Podczas gdy w grupie pszczol kontrolnych. zakazenie rozwinelo si¢ do
poziomu 1230000 zarodnikow Nosema spp./pszczole. to w grupie pszczot ktdrym
podawano preparat, liczba zarodnikow zmalala do granic do 100500
zarodnikow/pszczote. Wyniki jednoznacznie wskazuja na duzg skutecznos¢ preparatu
wedlug wynalazku. Wykazano, 7¢ otrzymany sposobem wedlug wynalazku.
innowacyiny preparat biatkowy., w sposob znaczacy zabezpiecza pszczoly miodne
przed zakazeniem mikrosporydiami Nosema spp, co dowiedziono zaréwno
w warunkach laboratoryjnych jak i w warunkach naturalnych. na rodzinach pszczelich

W pasiece.

Przykiad 4. Badanie toksycznosci preparatu biatkowego wedtug wynalazku na

organizmy pszczol.

Preparat bialkowy. rozmrozony do temperatury otoczenia, podawano zdrowym
pszczolom. umieszczonym po 40 osobnikow w 18 standardowych klatkach
i poddano obserwacji w ciggu 15 dni. Grupy badawcze to:

1. Kontrola - 3 klatki ze zdrowymi pszczolami dokarmianymi przez caly czas

eksperymentu tylko czystym pokarmem;

£

Grupa 2a - 3 klatki ze zdrowymi pszczotami dokarmianymi przez caly czas
cksperymentu pokarmem z dodatkiem 1 ml preparatu wedlug wynalazku,
zawicrajgcym biatko w ilosci 150 mg/ml, dodanego do 99 ml cukrowo-
wodncgo otrzymanego przcz wymieszanie 50 g cukru i 50 ml przegotowanej

wody.

3. Grupa 2b ~ 3 klatki ze zdrowymi pszczolami dokarmianymi przez caty czas
eksperymentu pokarmem z dodatkiem 10 ml preparatu przygotowanego wg,
wynalazku, zawierajgcym biatko w ilosci 100 mg/ml. dodanego do 90 ml
cukrowo-wodnego otrzymanego przez wymicszanie 45 ¢ cukru i 45 ml

przegotowanej wody.
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4. Grupa 2c¢ - 3 klatki ze zdrowymi pszczolami dokarmianymi przez caly czas
eksperymentu pokarmem z dodatkiermn 30 m! preparatu przygotowanego wg.
wynalazku, zawierajgcym biatko w ilosci 50 mg/ml. dodanego do 70 ml

pokarmu dla pszczol — inwertowanego syropu.

5. Grupa 3d — 3 klatki ze zdrowymi pszczolami dokarmianymi przez caly czas
ckspervmentu pokarmem z dodatkiem 50 ml preparatu przygotowanego wg.
wynalazku, zawierajacym biatko w ilosci 20 mg/ml. dodanego do 50 mg

ciasta dla pszczét.

6. Grupa 4e— 3 klatki ze zdrowymi pszczolami dokarmianymi przez caly czas
cksperymentu pokarmem z dodatkiem 70 ml preparatu przygotowanych wg.
wynalazku, zawierajacy biatko w ilosci 10 mg/ml. dodanego do 30 ml syropu
cukrowo-wodnego otrzymanego przez wymieszanie 30 g cukru i 20 ml
przegotowanej wody.

Po 15 dniach poréwnano liczbe zywych pszezdl w poszczegdlnych klatkach
z kontrolg. Liczba zywych pszczél w grupach badawczych dokarmianych preparatem
wedlug wynalazku, byla poréwnywalna z liczby Zywych pszczél z grupy kontrolnej.
co przedstawiono w tabeli 3.

Majac na wzglgdzie naturalng umieralnos¢ pszezol, nalezy stwierdzié, iz preparat
biatkowy wedlug wynalazku to substancja nietoksyczna i w pelni bezpieczna jako

dodatek do pszczelich pokarmow.
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Zastrzezenia patenlowe

[. Preparat bialkowy wyizolowany =z maierialu  biologicznegoe. zakazonego
mikrosporydiami Nosema spp. do zastosowania w zwalczania nosemozy pszczoly

miodnej.

2. Preparat wedlug zastrz. 1. znamienny tym, Zze wyizolowany jest z rozcieru
martwych pszczdl, padlych z powodu zakazenia Nosema spp. takimi jak np.,

Nosema upis 1 Nosemu ceranae,

3. Sposéb polegajgcy na wyizolowaniu bialka z materialu biologicznego skazonego
mikrosporvdiami Nosema sp. znamienny tym, ze zawiesing zarodnikéw Nosema
spp. wyjatawia sie¢ w autoklawie przez 15 min w obecnosei 0,2 M chlorku sodowego,
a nastgpnie, po schlodzeniu do temperatury w granicach 4-6°C, odwirowuje, po
czym do supernatantu, dodaje si¢ 0.05% wodnego roztworu azydku sodowego,
dializuje w workach o srednicy porow 1-2 kDa, a nastgpnie. z tak otrzymanego
dializatu, wytrgea sie bialtko przy uzyciu siarczanu amonowego, ciagle mieszajac. az
do jepo wysycenia, ponownie schladza do temperatury w granicach 4-6°C
i kondycjonuje przez 1 dobg, po czym odwirowuje, a zebrany osad zawiesza
w jatowym. 0,1 M buforze fosforanowym o pH=7 1 ekstrahuje przez dodanie réwnej
objetosci n-butanolu, intensywne mieszajge, polem odwirowuje i odparowuje, zas
sucha pozostalos¢, w postaci oczyszezonego preparatu biatkowego, rozpuszcza sie

w jalowej wodzie | zamraza w temperaturze -20°C do pdZniejszego wykorzystania.

4. Sposob wedtug zastrzezenia 3 zpamienny ivm. ze jako material biologiczny
zakazony mikrosporydiami Nosema spp. stosuje sig rozcier z martwych pszczol tzw.

osypu. zakazonych tym grzybem.

5. Sposob wedlug zastrzezenia 3 znamienny Lym. Ze zawiesing zarodnikow
pozyskanych z materialu biologicznego, skazonego mikrosporydiami Nosema spp..

wyjalawia sie w granicach temperatur autoklawu od 121 do 126°C.
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6. Sposob wedlug zastrzezenia 3 znamienny tym. ze odwirowanie preparatu przed

dializa odbywa si¢ przy obrotach od 11000 do 13000 rpm, w ciggu 15 minut.

7. Sposob wedlug zasirzeZenia 3 znamienny tym, z¢ supernatant dializuje sie przez

7 dni, ciagle mieszajgc i zmieniajge 2-krotnie w ciggu doby wode destylowang.

8. Spostb wedlug zastrzezenia 3 znamienny tym. Ze wytrgcanie bialka z dializatu
nasigpuje w trakcie mieszania. przy stopniowvm dodawaniu siarczanu amonowego,

az do jego wysycenia na poziomie 65%.

5

9. Sposob wedlug zastrzezenia 3 znamienny tym, Zze wytrgcone biatko. po
schlodzeniu i kondycjonowaniu, wiruje si¢ przy obrotach od 14000 do 16000 rpm..

a preparat po ekstrakeji, przy obrotach zmnigjszonyvch do 5600 rpm.
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Fig. 1.
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Tabela 1.

% udzialu ilos¢
czas retenc)i zidentyfikowany skiadnik ;;eparacie iﬁf{ggka W
|min.] wg

wynalazku
13.991 ramnoza 2.3 0.07
14.069 ryboza 1.8 0,06
14.176 fukoza 2.1 0.07
14.277 arabinoza 4.5 0,14
14.553 ksyloza 8 0,26
18.818 mannoza 12,2 0,39
18.986 glukoza 8.5 0,28
19.126 galaktoza 13.1 0.42
21.745 glukozamina 14,1 0.46
22.163 galaktozamina 18.6 0.60
22.886 heptoza 4,5 0.14
15.067 kwas paimitynowy (16:0) Slady $lady
18.445 kwas oleinowy (18:1) 10.3 0.25
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Tabela 2.
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Grupa badawcza pszczol

Liczba pszczot

akazonvch Nos i Na poczatku Zywych
“ kazc::;ln} e , ”‘wﬁg “’g P cksperymentu | po zakonczeniu podawania
Okresiona w przykd. 5. pokarmu z preparatem
biatkowym
zakazone - karmione 120 38
czystym pokarmem
grupa la 120 43
grupa 1b 120 67
grupa l¢ 120 82
grupa 1d 120 98
grupa le 120 41
Tabela 3.
Liczba pszczdl
Grupa badawcza pszczol Na poczatku Zywych po zakoncz.
zdrowych okreslona w ekspervmentu podawania pokarmu z
przykl. 4. preparatem bialkowym
Kontrola (czysty 120 96
pokarm)
grupa 2a 120 98
grupa 2b 120 96
grupa 2¢ 120 107
grupa 2d 120 112
grupa 2e 120 97
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URZAD PATENTOWY al. Niepodlegtosci 188/192

00-950 Warszawa, skr. poczt. 203
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Bazy komputerowe w ktérych prowadzono poszukiwania: EPODOC WPI ESPACENET STN bazy UPRP

Kategoria Dokumenty - z podang identyfikacja Odniesienie do
dokumentu zastrz.
A W02010128465 A1 (BEEOLOGICS LLC, PALDI NITZAN, GLICK 1-9

EITAN [US]) 2010-11-11 skrét, przyklady, zastrzezenia

A US2020113920 A1 (BARNARD COLLEGE [US]) 2020-04-16 skrot, 1-9
przyklady, zastrzezenia

A WO02016135655 A1 (TROVO Stefano [IT]) 2016-09-01 skrot, przyklady, 1-9
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A Burnham AlJ, Scientific Advances in Controlling Nosema ceranae 1-9

(Microsporidia) Infections in Honey Bees (Apis mellifera), Front Vet Sci.
2019 Mar 15:6:79.

[ Dalszy ciag wykazu dokumentow na nastepnej stronic

A — dokument okreslajacy ogolny stan techniki, ktory nie jest uwazany za posiadajacy szczegolne znaczenie,

E — dokument stanowiacy wczesniejsze zgloszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgloszenia,

L — dokument, ktory moze poddawac w watpliwos$¢ zastrzegane pierwszenistwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji innego cytowanego dokumentu
lub z innego szczegolnego powodu,

O - dokument odnoszacy si¢ do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposob,

P - dokument opublikowany przed data zgloszenia, ale pozniej niz zastrzegana data pierwszeristwa,

T — dokument pozniejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszenstwa i niebedacy w konflikcie ze zgloszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia
zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku,

X — dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli
ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y - dokument o szczegolnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument zostanie polaczony z
jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie polaczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& — dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;j.

Sprawozdanie wykonal/-a: Data: Podpis:

1 /podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym/
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