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yretyczne

Geneza pracy

A Brak skutecznych r oz wi Nz apdduktowych
na rynku do prewencji przed rozwojem nadk a Uen i a

A Niestabilny status administracyjno-prawny zgnilca
amerykaEGkiego

A Ryzykowne praktyki pszczelarzy i ho d o wecp avg § i b i
g

pr obl e mahigalaimer yka & ki ego

AWz mo U wairgeresowanie na rynku produktami naturalnymi
0 charakterze celowanych bi oprepara
mikrobiologicznych 0 podwyUs zoznaewar t oS¢
metabol] it - w

A Niewykorzystany p o t e nbojeehgologii i mikrobiologii w
zwalczaniu i profilaktyce ¢ h o rz-wh e gospddarskich;
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01| Wprowadzenie teoretyczne

Czynnik epizootiologiczny

ScienceDirect.com
https://journals.asm.org/doi/10.1128/aem.0080645
BeelnformedPartnership
Fot. B. Scot

0‘.e'&\

b" K

4 QQ

: : r"""""“%{p. W )
Zmlennallczbawykrywanych ognisk Zainfekowane rodziny bar

zaka¥nych drastycznie spada liczba g

[ Biul etyn chor-b zaka¥Tnylcihczedinwpicop pzowadzi do ob
gospodarstwa | ub cagkowi

Rok: Liczba prz Bi or - UnornoidknrodSfil ory ps

zaburzanapr zez szereg czy
ksenobiotyki, pestycydy, zabur
2017 137 stres pokarmowy czy pa

2018 174 Jednym z z arg-rwnUoewdEikmibiemu
rodzin pszczelich jest Paenibacillus larvae, k t
. 2019 260 wywoguj e chotzogbnfi |cezce ranwm.eu
M;”“W 2020 149 przejawiajNcy sif w
wykrycia EriclT EricV
gg’:‘ £021 67 Chore rodziny pszczele 72
’, ; 2022 95 eradykacji z poleceniaPLW,ni e moUno S
' - stosowania farmakoterapii
2023 191 -
PIWET-P1 B w Pugawach [ 20!
2024 118 wystnpowania w rodzin
przetrwalniki P. larvaewy st @i p u j-49% w
2025 >73 anali zowanych przyag
fot. Piotr Nowotnik / Zdrowe Tarwy, prawragowo

ugoUone w heksagonalnych kom-rkach plastra ‘UNIWERSYTETPRZYRODNICZYWEWROCLAWIU



01| Wprowadzenie teoretyczne

Probl ematyka zgnilca ameryka@&ski ego

99,0 tys. pszczelarzy w PL [INHORT, Semkiw 2024];

| |
y

| 2,42 min rodzin pszczelich w PL [INHORT, Semkiw 2024]: |

(’Przepszczeleniec“) = rozw-j chor - b

61 Lekarzy Weterynarll Nleszczelneprzeplsyprawnedot
owad-w uUyt kowych Ve przemieszczania pasi elk

Na terenie UE, | i czba singa 620 000 pszczelarzy, kt -rzy o

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



01| Wprowadzenie teoretyczne

~

Statystyki zakaUe &

: . N N
f Europa: kilka setek do kilku @ ‘
tys. rocznie [P a piiwkp., 2024]
Polska 2019-2025: >252 [GIW]
Polska 2022-2025: 49,2% (+)

L [Nowotnik i wsp., 2025]

r- N v

s - A

Austria 2022-2024: 111
[Wikipedia] UK 2024: 888 [NBU/APHA |

Hiszpania 2016-2026: 2,5% A L iReportsoi BeeBase]

g [MAPA] )

N

Niemcy 2019-2023: 620
[Friedrich-Loeffler-Institut]

Pakistan 2018: 37,3% (+)
9 [Khezri i wsp., 2018]

"

UE: 11,6% [EFSA/EPILOBEE]
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Wirulencja bakterii Paenibacillus larvae

Proteazy PP1 i
PP2 oraz
metaloproteazy

Enzymy WIrU|eana

cytosolowe

np. enolaza F) Iarvae

Peptydy
nierybosomalne
poliketydyi
Y2 Rdzf | N} S
PICBP49

Toksyny i

kolagenazyAB,

C3larvin,
lipopeptydy
paenilarvinyA-
C,bacillibactin

01| Wprowadzenie teoretyczne

Paenibacillus larvae szerzy s wo jpMt o g e nmaowddiu
pgaszczy papeezh liczne, z § o Uo mexhanizmy,
czynniki i drogi transmisji :

C Udzinsedt abolvirto-zwk g dadvz poeczas infekcji i

post npsepsHc e |

Degradacja masy larwalnej;

Uczestnictwo toksyn w szlakach glikolitycznych;

Z wi Nwykote toksyczne i immunogenne dlalarw p s z ¢

miodnych;

SekreciaSmi ert i ayek

Degradacja macierzy peritroficznej w'y Sci e lnaajbNjco

jelitaSr odk gwe go

C Degradacja chityny i macierzy peritroficznej larw podczas
superinfekciji;

C Zdo !l n ad ibiosyntezy specyficznego siderof~oru -
bacillibactinu w warunkach ograniczonejd o s t n pUheol Sac

O O O

O 0
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Strategli e |

x  Rygorystyczne procedury dezynfekcyjne; \
x Eradykacjaz a k a U opniy c h
Silne
mikrobiomws posd-gbugotr wagy V
Liczne techniki chemiczne i fizyczne;

x Przerywanie §ga &cuczhaaka¥tnego
usuwanie¥r - dagalUeni a V

<

<

*Zmi any w przepisach prawnych:

eczni

Srodlii ob:- jdeer aduj Me@ykiPogudni owej

01| Wprowadzenie teoretyczne

cze | st os

profi |l aktyka

Farmakoterapia

Antybiotyki i S r o prieciwdrobnoustrojowe; U Zabiegi biotechniczne, tzw. podw:-
Kraje Ameryki P - § n o c nreij e k t kraje przesiedlenie;

Kwarantanna pasieki;
Nar as toap oN\rcreefektly toksyczne; U Zabiegi dezynfekcyjne i eradykacja
Horyzontalne rozprzestrzenianie s i substancii podejrzanycho ¢ h o r @dein*;
czynnej [apiwektoring]; U Wy ks zt ag climini edpornych 0

Mutacjes zczep - w zachowaniach higienicznych;

2025 r. o zdrowiu zwierzNt Dz

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
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01| Wprowadzenie teoretyczne

a Es ki

fot. Piotr Nowotnik

Zabieg podw:-jnego
przesiedlaniarodzin z o
ni ewysokim obci NUeni .
m|l<_rob!olog|c_znym. Dezynfekcja uli i Oprysk gniazd, wul
Zsypanie roju podejrzanego o \ ulowych pasiecznego oraz pasieczyska
chorobn, przeggodze i ' A p i F aprzedNasiedleniem 5
i osadzenie w nowym ulu _ _ jako stagy nieodgNczny
+ sugerowana bioasekuracja: po _ _ dobrej praktyki pszczelarskiej

+

"WROCLAWIU




01| Wprowadzenie teoretyczne

I\VV globalna droga i koncepcja: biologizacja i czynniki do biokontroli zgnilca
ameryka@EGskiego

Szczepionki
Ekstrakty, olejki
NEBI €t AYY S A Konieczneb y §macowanie szerszego spektrump r o d u k
biologiczne I technologii biotechnologicznych, aby kompleksowo
przeci wadakadeny wmg aprzemP. larvae;
A Bardzo c z i svtopracowywaniur oz wi pNz a€Emy s §
brakuje t e Owiedzy technologicznej dot. § Nc z ein |

wykorzystania w pszczelarstwie;
: . A Produkty mogggbwnofwdrimiypr zed ztarapN ¢
Bakteriofagi antybakteryjnejid o s t a rnowygH informacji na temat
kontroli P. larvae przy u Uy chiiuo t yroweygeneracji
owd aSci wo@zedivedcobnoustrojowych:;
A Wymagane s Np r - W pasiekach i testy klatkowe w celu
ocenyt o k sy c zsrkouS ceic in mivm;S C |
A Do st dg skutecznych, wolnych od ant ybi oty
bezpiecznych dlaSr o d o wn & k & ipbfilaktycznych,
pozwal maj Kédrolowane z ar z Nd pampiué &.cC |
larvae w mikrobiomiep s z c z - @

4 D/ Probiotyki praktycznego zastosowania gotowych mieszanek lub

i ‘ pr eparlkomercynych, Kkt - me g g ypbeyg rfiuln k c
| ,714% \ fitobiosykbiwot ymetawbi o tlubkinmych
,-),,) / biologicznie aktywnych b i ot y kodpewiednich do

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



01| Wprowadzenie teoretyczne

Opracowanie b i ot ¥ kelomanychr o z wi MNologicEhych w pszczelarstwie

A Biotyki nowej generaciji, a
przyk gmpiesnu j Nicvy lnie
takich p r o d u ktechnelogii mo U
b y Wynalazek polskichn a u k o w
0 nazwie roboczej ApiBiotic;

A Do bioasekuracji na podstawie
Evidence-Based Practices [
Evidence-Based Management;

A Wypracowanie rozwi N
produktowego w postaci
kontaktowego synbiotyku
zmni ej szap Ne s gdnilca
amer y ka @Es ki e gdzinach
pszczelich poprzez  wspieranie
rozwoju mikrobiomu larwid or o s
osobni kp svz c z o@igdnej,
konkuruj Ncebbokuj
nadmierne namnaUanBi @i
wytwarzanie endospor P. larvae;

WSspieranie mikrobiomu rodzin pszczelich

Metafilaktyka

Prewencja
weterynaryjna

Z Wi n k s@moasekuracii

Wykorzystanie
met abol

bakteryjnych do
biologicznej
kontroli AFB

Probiotyki, synbiotyki,
postbiotyki (produkty

metaboliczne,
metabiotyki),
preparaty fito-mikro-
farmakologiczne i
farmakobiotyki

Redukcja

stresogennych

czynni k§ dobrostanu rodzin

pszczelich

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



02| Problematyka badawcza

Problem badawczy

Z § o Uo poi8dmu badawczego dotyczy:

A zmniejszenia presji zgnilca a me r y k a Esvk rodzinach pszczelich poprzez opracowanie
r oz wi blateah@logicznychws pi er ajoN &y @m & z wnikrobiomu fizjologicznego larw
rodzin pszczelich, konkur uj NPelgreae i bl ok uj Nn@admgeone na mn a Uasnii

| wytwarzanie endospor;

sprawdzenia w warunkach in vitro orazin vivowr a Ul i kv@ 18 ¢ iwedetatywnych
P. larvae na substancje biologicznie aktywne, ukonstytuowanych na drodze pr oc e
biotechnologicznych, ukierunkowanych na uzyskanie w k o (Ec o wwyrobie wysokiej z awar t

z wi N z lkioaktywnych z wykorzystaniem bakteryjnych k 0 mp o n eprobiotyeznych;

konsekwencji wy n i k a jzNzcaykcahlbak@yjnych w postaci n ar a s t astr&t avy godpodarce
pasiecznej i zagr o (beenzipai e c zp<Esd avandnej jako g § - wn Eagytacza w § a Ec u

produkcjiUy wn o Sc i

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



03| Cele i hipotezy badawcze

Cel doktoratuwd r oUeni owe g o

Sprawdzenie aktywnoSci prz
poszczeg-lnych komponent - w
stanowi Ncych s prgmrchulgejiplr aztyasFoj
preparatu na poziomie laboratoryjnym (1) ; prototypu finalnego
na poziomie laboratoryjnym (2) ; prototypu finalnego w
warunkach in vivo na modelu rodzin pszczelich (3).

eci wdr obn
i SuUur owc -

eegjo

Opracowanie i dostarczenie kontaktowego synbiotyku o
wysokim potencjale przeciwdr
zabezpieczaj Ncego pr z Paknibaciliksa |l
lacvaewy wo Juj NcN zgnil ec ameryka

CELE PRAC B+R

\ ¢

Wypracowanie synbiotykuz mni ej szaj Ncego
amerykaEG kiego w rodzinach
rozwoju mikrobiomul ar w i dor osgych
mi odnej, konkuruj Ncego i bl

sin i wytwar Paarvaee endos

P
0
0

presjn
szczel:
sobni k
<uj Nceg
por

Cc
0] n

i | c.a

g
h

Opracowardezi zwalslqwane isposolbuedawkowania oraz drogi
szgpaddryi a preparatu z uwzgl nd
admi er ne ipraktyki psktaelanskee].

&

gaCEcucha

Utrwal eni e

rodzi nami

dzi agani a
zakaUe G R.larvae p 0 ;iimii d
pszczel i mi
zakaUeni em wy wkRagnibacjuslarpae.z e z

1ni! produkt owego w |

7y bakteridi
zabezpieczaj Ncego

rozwi Nz é

or az pr
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03| Cele i hipotezy badawcze

Hipotezy badawcze w projekcie

(1) wykazanie wr a Ul i kwoon$-crivegetatywnych P. larvae (Eric |, Eric Il, Eric lll) na
antagonistycznie d z i a § avj shbsueku do tych p at o g esmbstancje biologicznie =
aktywne, ukonstytuowanych na drodze p r o c elsoteehnologicznych z wykorzystaniem
uUy tkarmp o n enktobiologicznychir o S| i w sk § & preparatu; -

(2) zmniejszenie presjiwy st N p oagralaaa aner y k a CEvsrbdizireaghqoszczelich przez
wspieranie rozw01u mikrobiomu fizjologicznego ps z ¢c Kk 0§ k u r u g Raembgailus -
larvae, cou mo Ul i blokgwartieynadmiernego n a mn a Usa iri fivyawarzania endospor
tego patogenu;

@B)pr - BSaodowi s &oamiczania wz r a st Hcgb) o bjs Z a zapowietrzonych |
rozszer z aji Nogisk hzaka¥fnyacd!l e g ajendykacjih przez s §u C
weterynaryjne;

(4) skuteczne zredukowanie terenowych ognisk chorobowych przy odpowiednim
zastosowaniu p o t e n lmgteahgalogicznego i mikrobiologicznego;

(5) synbiotyk b n d zbezpieczny dlap s z caaz § r o d u Rgskczelich przeznaczonych do
s p o Uywykomystania przezc z o wi ek a

|

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



Jakwy g | M-tetmigroces badawczy, k t -droyp r o wdd dtzyimgnia ApiBiotic?
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A
A
A
A
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04|

Met ody

Poszukiwano najaktywniejszych dr obnouss$ p o $ r 7@ dmikrobiologicznych
c z y n n dokiokantroli P. larvae

Lactobacillus
gasseri
Lactobacillus
amylovorus
Lactobacillus
rhamnosus
Lactobacillus
crispatus
Lactobacillus
fructivorans
Lactobacillus
hilgardii
Lactobacillus
constellatus
Lactobacillus
melifer
Lactobacillus
johnsonii
Lactobacillus
reuteri
Ligilactobacillus
salivarius
Lactiplantibacillus
plantarum
Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus
bulgaricus
Lactobacillus
fermentum

[10/2021-12/2021]

Lactobacillus
kullabergensis
Lactobacillus
helsingborgensis
Bombilactobacillus
mellis
Lactobacillus apis
Lactobacillus
melliventris
Lactobacillus
panisapium
Apilactobacillus
apinorum
Lactobacillus
kimbladii
Bombilactobacillus
mellifer
Lactobacillus
helveticus
Lactobacillus
jensenii
Lacticaseibacillus
casei
Levilactobacillus
brevis
Lactobacillus
farciminis

A Lactobacillus
delbrueckii

To P P P Po Po Po Po o oo Do Do Do

Bacillus
megaterium
Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Bacillus
amyloliquefaciens
Bacillus
licheniformis
Bacillus pumilus
Lysinibacillus
fusiformis

A Bacillus
thuringiensis
Bacillus simplex
Bacillus
laterosporus
Bacillus polymyxa
Bacillus
constellatus

oo To ToDelo  I»

ToTo  Io o

A Bifidobacterium
bifidum

A Bifidobacterium
longum

A Bifidobacterium
lactis

A Bifidobacterium
coryneforme

A Bifidobacterium
asteroides

A Bifidobacterium
animalis

A Serratia
marcescens

A Serratia
plymuthica

A Pseudomonas
fluorescens

A Serratia
liquefaciens

A Pseudomonas
aeruginosa

A Gluconacetobacter
sacchari

A Apibacter
adventoris

A Gilliamella apicola

A Stenotrophomonas
maltophilia

A Parasaccharibacter
apium

A Brevibacterium
spp.

A Snodgrassella alvi

A Actinomadura apis

A Bartonella apis

A Frischella perrara

A Saccharibacter
floricola

A Acinetobacter
calcoaceticus

A Gluconobacter
oxydans

A Pseudobacterium
rigidus apis

A Enterococcus
casseliflavus

A Pediococcus
pentosaceus

A Pediococcus
acidilactici

A Streptococcus
faecalis

A Enterococcus
faecium

A Enterococcus
durans

A Lactococcus
lactis

A Streptococcus
thermophilus

A Saccharomyces
cerevisiae

A Streptomyces
rimosus

A Streptomyces
narbonensis

A Wickerhamomyces
anomalus

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



04|

Met ody

Poszukiwano najaktywniejszych s ub st rraotSIw smywy Shloldc zy n n idé
biokontroli P. larvae

A Li @erba mate

ALi SI  wawrzynu
szlachetnego

A Ziele bylicy bo Ue
drzewka

ALi @ierzbybi age

ALi Si orzecha
wgoski ego

APNczki sosny
zwyczajnej

ALi Si brzozy
brodawkowatej

ALi Si oliwki
europejskiej

ALi Si dnb

szypudgkoweg

A Owoc ziela
angielskiego

A Li &kwiwodnej

A Kwiat nagietka
lekarskiego

[10/2021-12/2021]

A Akszolina
A Lebiodka

amer yka@EsKka

g/o Eukaliptus

cynereus

A Gnaphalium

j A Turbinata

A Szanta zwyczajna

AMinto

|l i sna

werbenowata
A Lebiodka pospolita

A Aksamitka

drobnokwiatowa
A Tymianek pospolity

A Ziele
u
A Ziele
pospolitej
A Ziele
polnej

glistnika

j ask -zigle z e

krwawnicy

Swier z

A Czosnek pospolity

A Chromolaena wonna

A Amomum

A Cynamonowiec

cejl oEski

Betel zwyczajny

Pieprz ribesioidy

Pieprz sarmentozny

GoTdzi kowi e

korzenny

Mirt pospolity

Chmiel zwyczajny

A Ziele przetacznika
lekarskiego

A Ziele fio
tr-jbarwneg

A L i 8dsturcji wysokiej

bAnR N oy zokdli czarnej

ToTo T o I o

A Drzewo herbaciane
A Niaouli

A Cytronela wonna

A Palmaroza

A Cytryna zwyczajna
A Majeranek ogrodowy
A Rozmaryn lekarski
A S z a §lekarska

A Bazylia pospolita

A Mi npgiearzowa
At ur awigma na

A Bor - wharaa
A Bor - wWrksanica
A Aronia

g k ezarnoowocowa

A J ar pdspolity

A Papryka roczna

A Jambolan

A Granatowiecwd a S c

A Ruta zwyczajna

A Macierzanka
piaskowa
LawendawNs k o | i
Bylicapi ogun
Je U wparowa
Nagietek lekarski
Berberys zwyczajny
Cykoriapodr - Un
Pokrzywa zwyczajna

N a w gpodpolita
Krwawnik pospolity
Tymianek cytrynowy

A C z N bogrodowy

A Czarnuszka siewna

A Imbir lekarski

A Kurkumad g u g a

A Cebula zwyczajna
iAwWR/i nocigirsnii k

Too T Too T Too T Too T Too To

A Kora dnb
szypudgkoweg
A Kora dinb
sbeaszypugko
A Korawierzbyb i a g e
A Kora kruszyny
pospolite]
A Kora kasztanowca
ik zwyczajnego
APNczki brzozy
brodawkowatej

ATawugiaNzol i s

AWwi Nz -wat na

A Przywrotnik pospolity

A Rdest ptasi

A Rdestwin Uowni k

A Pi i cikorzerzielk

A Dziurawiec zwyczajny

A Ziele ostro
polnego

uA Tarnina
oA G § -jeginoszyjkowy
uA Dzikar - Oa
whe gzeremcha
|  zwyczajna
A Kora granatu
A Owoc
pospolitego
A Ziele oman wielki
A Ziele dziewanny
wielkokwiatowe]
A rzeele rdestowca
japoEskieg
A Ziele szczawiu
Zwyczajnego
A Ziele lebiodkib i a §
A Ziele tasznika
pospolitego
Jeni a

jago
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04| Met ody

Otrzymano pierwsze preformulacie pi | ot a Ukomppzgdii w skali mikrolaboratoryjnej
i sprawdzonoicha kt ywpo 8éci wdr obnoust roj owN

1. Otrzymaniebi of er mewybranwch s ub st rrad SIwi n(zawiestrenie 4-10%
m/vwj a g o %Y rortworze wodnym melasy z trzciny cukrowej; inokulacjaz as z ¢ z
mi kr obi o |IPmBjdFeod M#8% v/v; inkubacja 37cC/72h; warunki beztlenowe, =
kontrolawi | got m&k S diast or - w)

2. Otrzymanie i n o k u | aktergnych wybranych d r o b n o u s funkzjpnalwych
(zawieszenie 4-5% vivw | a g o ® roztworze wodnym melasy z trzciny cukrowej, OD
~ 0,5¢ McFarlanda; inkubacja 37cC/72h; warunki tlenowe/beztlenowe w z a | e U nd
specyfiki drobnoustroju, kontrolawi | goti m&k S diait or - w)

3. Wpykonanie analiz przeciwdrobnoustrojowych z uUyci @inof er mein

I n o k ul bakteryywnych, w oparciu o zmodyfikowane standardy EUCAST ISO 20776-

1, ISO 20776-2, VetCASt 2015 (posiew P. larvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG

48973, ATCC 49843 w agarze krwawym, V = 200 O1QD ~ 0,5¢c McFarlanda; wlew do

studzienek 100 OIf i | t otraymanych z u Uy c if @ in strzykawkowych 0,2 O mo

r - Ungtc i U e rinkubacjh 370C/24-48h; warunki mikroaerofilne, kontrolawi | g ot

I nkubast or - w)

4. Wyznaczeniest nUk &Kt er i o bi-hjaonuy dNlwygreshdlak o mpone mt

ws t n ppoiweerdzonym antagonizmie, w oparciu o zmodyfikowane standardy CLSI

T wyznaczenie MIC, MBC, oznaczenie farmakodynamiki Time-kill / Jorgensen i Ferraro,

2009; Cockerill, 2012a; CLSI M07-A9, Cockerill, 2012b; CLSI M100-S22; CLSI M23;

Applemen, CLSI M56, 2014; Jorgensen i Ferraro, 2009; Sweeney, 2017; Goodwin i

wsp., 2023;

5. Otrzymanie 9 pi | ot a Uaniegzartin synbiotycznych ze sk Jadni &
naj wy Uspotgrjale przeciwdrobnoustrojowym, kontrola j ak oiSgo wt - |4
analizy w oparciu o zmodyfikowane standardy EUCAST i CLSI

3
"lu'."“"m 3
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04| Met ody
Wybrano pasieki o n a | Wi Nnlobzy N fmiknmbialngicznym | sprawdzono wp @
mieszaninnaodpor pes Staraztjo k s y cw badaSdch klatkowych

1. Screening, selekcja pasiek i poszukiwanie i zol a
terenowych: metody molekularne - i | o S cpomiavy | i ¢ z
kopii DNA Uy wylkcdim- rwepkr - b(@PER, genomiczne liczby
bakterii, zastosowanie PMA i Propidium Monoazide oraz EMA i
Ethidium Monoazide do k 0 m- rmakwych, t wo rwiNN z azn
DNA,b | o k BGRNa@ mp | i f shotguo;jg iN)c ,z981 pai;

2. Analizy ws k a ¥ nitiochvemicznych hemolimfy ps zc:z
badania klatkowe reakcji robotnic p s z ¢ zmiogiyej w wieku 2,
12i21 dninaposzczemjesdankiepi | ot syYmwe ot
(grupy testowe i kontrolna). Pobranie i zabezpieczenie hemolimfy
pszc w-cglu analizy wybranych ma r k e biechemicznych
(ALP, ALT, TP, TG, GLUC, GGT, UREA II, UA ll, CREA ENZ,
ASAT 1l, ALAT Il), p o b od 10 robotnic z k a U dkiatki (100
robotnic z k a U dadiiny pszczelej) z u Uy c iatomatycznego
analizatora biochemicznego Pentra 400 firmy Horiba ABX
(Francja), s t o s odczyniki tej firmy oraz firmy Randox (Wielka
Brytania);

3. Ocenat ok sy c zlUDs0Spezeprowadzona we d § maodyki
OECD 213/214, 245 z kont rdwldM tw fofkhie roztworu
acetonu w czasie 24-96 godzin, rejestraCJa Smiert et#d o,f
godziny trwania testu, przy za g o U&admi,er t elgmumeS |
kontrolnej <10%;

[10/2021-12/2022] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU



04| Met ody

Opracowano pierwsze formulacie pi | ot aUp wyg t bt prpparatu, Kt
zaaplikowano do pasiekd o Swi adczal nych

1. Opracowanie metodyki i s ¢ h e ma aplikacji wraz z dawkami pi | ot a Prefevmutatji wy r o b
synbiotycznych celemo s i N g majefiektywaiejszychwy ni k - w .

2. Przeanalizowanie danych z bazy 64 pasiek i rozpisanie uk gadd wSwi adc z ég6)nf
opracowanie autorskie p r ot o lkadajvgze u wz g | i d nwymaghne &ryteriado s p e § n i(np.n
rodziny pszczele ni e wy k a histgriiNohaobowej, o podobnej sile i z b | i U stopgiumrozwoju,
zaj mug deewi kb daiabek, z precyzyjniews k a zlainiNi &N 8 z ¢ kez grzekraczania 50
pni w obsadzie, prowadzone w poszanowaniu r y g o sanitarnych, unikanie pasiek leczonych kwasami
organicznymi i tymolem na d r i cpgzezelego, z z a ¢ h o woadnl Ne g o KblejneNpasieki 0 8 km, z
opt ymaazpN Uyt)k owN

3. Przeskalowanie 3 pi | ot a Upraefgrmilacji wyrobu do skali p- §t e c h n0®& h)e 3
odtworzeniem| a k osStca b, i iarka S/owi praeSiwdirobnoustrojowej;

4. Przeprowadzenie kontroli j a k o ®t0O, LAB, grzyby, patogeny, Brix, ORP, pH, z awar t o §f
HMF, analizak was owin8 ¢t ab ot © t p ovganaliztirew a Prodbktui;

5. Ok r e Sloebrcii eN Ureknobialogicznego, profilaktyczne podawaniep i | ot a Upoefoymulacii i
ocenaichwp g ymnab i c R. lanvae;

6. Podzpasigkdo Swi adcznaligrypgtho Swi adc3ati mzy mikjoldiewo d s t i P §
dniowych syrop sacharozowy (20-50% m/v) z dodatkiem ApiBiotic (1,5%-100% v/v) w formie: pokarmu }
(Gr. 1), nakraplania uliczek mi ndz yr a mkro W,yoprissku ramek (Gr. Ill). Grupa IV T kontrolna,
ot r zy muykd syaop; regularne prowadzenie pr z e g | Monitosowanie cech uUyt k o
zachowania, rozwoju, parametryzacja w skali punktowej. Po b pr - blaw ze wszystkich grup do
diagnostyki P. larvae, z potwierdzeniem MALDI-TOF/MS; '

[01/2023-07/2023] | UNTWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



04|

Met ody

Zaaplikowanop i | ot préfemuEciep r ot o tpreduktuvdo pasiek i przeskalowano
produdoskplip- gt echni czne|j

Eksperyment 1 Eksperyment 2 Eksperyment 2 Eksperyment 4 Eksperyment 5 Eksperyment 6 Eksperyment 7 Eksperyment 8 Eksperyment 9 Eksperyment 10
f:" (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki (4 pasieki
ﬁ —_ badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze)
K .% Warianty aplikacyjne:
8@ Al [ AZ [ A3 [ B1 [ B2 [ B3 [ A1+B1 [ A1+B2 [ A1+B3 [ AZ2+B1
_% o Pasieki aplikacyjne:
-g E NBEO1 NBO3 NBOS NBO7 NBO9 NB11 NB13 NB1S NB17 NB19
'g = NBO2 NBO4 MNBOG NBOS NB1O NB12 NB14 NB16 NB18 NB20O
= PZ01 PZO3 PZ05 PZOT PZ09 PZ11 PZ13 PZ15 PL17 PZ19
=2 P702 P704 P706 PZ08 PZ10 P7Z12 P7Z14 P716 P718 PZ20
Eksperyment Eksperyment 12 Eksperyment Eksperyment 14 Eksperyment *Dodatkowy
11 (4 pasieki (4 pasieki 13 (4 pasieki (4 pasieki 15 (4 pasieki Eksperyment
- badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) badawcze) 16 (3 pasieki
'—i badawcze)
N "Ep_"' Warianty aplikacyjne:
E ﬂ A2+B2 A2+B3 A3+B1 A3+B2 A3+B3 C
S £
E a Pasieki aplikacyjne:
'g E NB21 NB23 MNB25 NB27 MNB29 PZ31
T = NB22 NB24 NB26 NB28 NB30 PZ32
= PZ21 PZ23 PZ25 PZ27 PZ29 NB28 —11
2 pZ22 pZ24 PZ26 PZ28 PZ30 pasieka
MNB31
Sktad kazdego uktadu doswiadczalnego — eksperymentu (4 pasieki*®):
T 1 pasieka testowa potencjalnie zagrozona i obciazona (z nadkazeniem bakteryjnym) Podanie preparatu wedlug wariantu
T 1 pasieka testowa potencjalnie zdrowa Podanie preparatu wedlug wariantu
K 1 pasieka kontrolna potencjalnie zagrozona i obcigzona (z nadkazeniem bakteryjnym) Bez preparatu
K 1 pasieka kontrolna potencjalnie zdrowa Bez preparatu
*Kazda pasieka sktada sie z min. 5 uli. Dla najlepszego efektu najlepiej zuzyé produkt w przeciggu 6 miesiecy od otwarcia opakowania.
Norma ISO 750:1998 Kwas Kwas Kwas cytrynowy . Kwas Kwas Kwas
: ~ : : Kwas winowy : Kwas mlekowy
i ab gk olwywzczawiowy jednowodny siarkowy octowy cytrynowy
’ FAKTORY do przelicze® zawartoSdi 67T kr ¢t nychOoGdwas - w 0,07 0,075 0,049 0,06 0,09 0,064

[01/2023-07/2023]
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04| Met ody
Wybrano f or mu Ipeegajati najlepiej z abe z pi e codziny Nszddele przed
zakaUeni em

A Przeanalizowanie kart ulowych, pr ot ok d ® Swi a d eobserdwacgjnych z 64
pasiek, na podstawie k t - rwytygowano formulacje o wysokim potencjalew z g | n c
rozwoju rodzin pszczelich;

A Przeanalizowanie wy n i kdiagnostyki mikrobiologicznej i redukcji P. larvae z 486
rodzin pszczelich, na podstawie k t - rwytypgowano f o r mu loavggoKim potencjale
przeciwdrobnoustrojowym w warunkach terenowych;

A Odrzucenie formulacji wyrobu, kt - mie zabezpi eadziry §sgczelich przed
nabyciem lub/ir 0 z wi n B fza kearlle ni a

A Ocena rozwoju wiosennego rodzin,wy daj no8dizi a§ prefarmilacjiwuj fic
c a § esgawnu, w§ Nc z @srézelarzy w proces oceny i testowania, zabezpieczenie
mat e rbiolagiganegodop o s i eoslermocenys k ut ec pn b 8t & Preparatg o

A Spor z Nddokumemtacji uwz gl fidniaajaNwg fiy wplikacji preparatu na
cechy u Uy t krodwire pszczelich takie jak: z i mo t r weodukcf imiodu, a gr es y w
rozvs-ijgoadycjair oj | iParanftrs i i&kondycjio d n ossi dégiczby zaczerwionych
ramek;

A Ocena ws k a T n:i Zmiany masy uli poprzez pomiar wagowy i z i mot r wadfno
pszczelich, analiza zmian behawioralnych pszc¢ngdpobu ¢lsizwapsidg,z a
podejmowanie a k t y wrotné b N dnfi e mo Ulatani&)i monitoring w k § adirnicowej,
obserwacja a k t y wnatn§jcliraz w tygodniu przez 5 min., po podaniu preparatu, na
podstawie rejestrowania liczby p s z cpzo wWjr a ¢ a floNle.y ¢ h

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
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04| Met ody

Przeskalowano pr o d udocskalhpr z e my sgoave ¢ ¢z n tpgechowalnicze, oceniono wp ¢
preparatu na rodziny pszczele w u | n € ia g esgzonu, opracowano me t o d gpkkowania wyrobu |
przeanalizowano jegos k u t e cw waouskhch in vivo.

[10/2023-06/2024]

Otrzymanie preparatu w obj fnt @a0S@WD L, przeprowadzenie
kontroli | a k o ®tDO, LAB, grzyby, patogeny, Brix, ORP, pH,
zaward wiBiHMF,analizak was owim8c¢ciabo:l it - w
Wyliczenie dawki i d § u g o ®wania aplikacji w oparciu o
wszystkie dane laboratoryjne (MIC, MBC, Time-kill) i terenowe (pora
roku, okres w sezonie,u wz g | n dpmaktykirpszezelarskiej)

Przeprowadzenie analizt r wa gpodslekiu w kolejnychi nt er w
czasowych,

Ocenaf unk cj o nigplam caSrceispecyfikacji zwolnieniowej;
Ocena par ametzri-mot r wasjiogykdndycji w 2 roku
stosowania prototypu synbiotyku - liczby zaczerwionych ramek
we d gskai:: bardzo dobra (ponad 10 ramek wielkopolskich, 3-4
punkty), dobra (7110 ramek wielkopolskich, 2 punkty) oraz s g a
(mniej n i 70amek wielkopolskichO-1p un k't - w)

Ostatni p o b -prr - b ezkrwiu i miodu celem analizy kinetyki
zmianw | i ¢ z e b lar8ae i oceny efektu protekcyjnego;

Analizy statystyczne mi k r o b i rodnin pgzczelich;

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



04| Met ody

Przygotowanos y mu | vaa 1j a1 Usymbiotgku na rynek

Opracowanie publikacji naukowych, ulotek, broszur informacyjnychima t e r dyaaktycanych;

Nadanie nazwy dla otrzymanego wyrobu synbiotycznego;

Wydanie w formie pisemnej metodyki, dawkowaniais p o s o dplikaecji synbiotykuzu wz g | n d naisepreikpgtaktyki pszczelarskiej;
Pozyskanie zgody na sygnowanie wyrobu logotypemii nf or enascg -NJ g Urwerngytetem Przyrodniczymwe Wr o ¢ §;a wi u
Pozyskanie zgody na sygnowanie wyrobu badaniemj a k ov3nstytucie Technologii Mikrobiologicznych w Turku;

Opracowanie etykiety, wzoru opakowania i zaplanowanie kalendarium z formami promocji produktu;

Z g § o s v@rawadeenia do obrotu synbiotyku w Powiatowym Inspektoracie Weterynarii w Turku;

Aktywny u d z w leogferencjach naukowych, szkoleniach i sympozjach pszczelarskich;

wd r o U produkéu synbiotycznego do ofertyp r z e d s i 1 PraBmticsPolska;

Poinformowanie interesariuszy i dy st r ybao izak oWEc preaesuuB+R i wprowadzeniu produktu synbiotycznego na rynek
pszczelarski.

To To To Do Po To Do Do Io Do

[07/2024-09/2025] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU
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05| Wyniki prac B+R

aktyw

1: 2: 3: 4: 5: 6: 7 8: 9:
A Parasaccharibacter A Bacillus megaterium A Gilliamella apicola A Enterococcus A Streptomyces A Lactobacillus A Lactobacillus gasseri A Lactobacillus A Lactobacillus
apium, A Bacillus cereus A Snodgrassella alvi casseliflavus rimosus crispatus A Lactobacillus kullabergensis helveticus
A Lactobacillus A Bacillus subtilis A Actinomadura apis A Pediococcus A Streptomyces A Lactobacillus amylovorus A Lactobacillus A Lactobacillus jensenii
amylovorus |, A Bacillus A Bartonella apis pentosaceus narbonensis fructivorans A Lactobacillus helsingborgensis A Lacticaseibacillus
A Lactobacillus amyloliquefaciens A Acinetobacter A Pediococcus A Lactobacillus hilgardii rhamnosus A Bombilactobacillus casei
amylovorus I, A Bacillus licheniformis calcoaceticus acidilactici A Lactobacillus A Lactobacillus mellis A Levilactobacillus
A Lactobacillus apis, A Bacillus pumilus A Streptococcus constellatus crispatus A Lactobacillus apis brevis
A Lactobacillus A Lysinibacillus faecalis A Lactobacillus melifer A Lactobacillus A Lactobacillus A Lactobacillus
meliventris, fusiformis A Enterococcus A Lactobacillus fructivorans melliventris farciminis
A Apilactobacillus faecium johnsonii A Lactobacillus A Lactobacillus
apinorum A Enterococcus durans A Lactobacillus reuteri panisapium delbrueckii
A Lactococcus lactis A Ligilactobacillus A Apilactobacillus A Bifidobacterium
A Streptococcus salivarius apinorum bifidum
thermophilus A Lactiplantibacillus A Lactobacillus A Bifidobacterium
plantarum kimbladii longum
A Lactobacillus A Bombilactobacillus A Bifidobacterium lactis
acidophilus mellifer A Bifidobacterium
A Lactobacillus coryneforme
bulgaricus A Bifidobacterium
A Lactobacillus asteroides
fermentum A Bifidobacterium
animalis
Li Syerba mate, | i $iLebiodka a mer y k a [ERlkaa , zZwyczajna, Korad fibsuz y pu § k d wielg o ,bylicy b o Ue ¢ ®woc j a g o ydanina, G g - p Pieprz ribesioidy, Pieprz Li $iMbuzypugk
wawrzynu szlachetnego, Eukaliptus cynereus, Macierzanka piaskowa, Kora dfiblidrzewka, | i Swierzby pospolitego, Ziele oman | jednoszyjkowy, Dzika | sarmentozny, owoc ziela angielskiego,
ziele bylicy b o Ue ¢§ Gnaphalium, Turbinata, Lawenda wNs kol il btera,zy pu g k<orav¢ do ,agelji,Sliorzecha | wielki, Ziele dziewanny r-0Oa, Czeremcha | Go ¥d z i k &omeneyg | i ukwi wodnej, kwiat
drzewka, | i Swierzby | Szanta zwyczajna, Bylica pi ojdeU- wkwierzby bi agepra | wg os k ipeNgcazsksny | wielkokwiatowej, Ziele zwyczajna, Kora granatu Mirt  pospolity, Chmiel nagietka lekarskiego, | i
bi agelji,Siorzecha Mi ft owerbenovata purpurowa kruszyny pospolitej, Kora | zwyczajnej, | i Sfzozy rdestowca j apo EsHi ego, zwyczajny, Ziele nasturcji wysokiej, p Nc¢ z
wg o s k ipeNg @shsiny Lebiodka pospolita, kasztanowca brodawkowatej, | i @iwki | Ziele szczawiu przetacznika lekarskiego, topoli czarnej, Tymianek
zwyczajnej, | i Sfzozy | Aksamitka zZwyczajnego, P Nc z|keéuropejskiej, | i Sdh b i zwyczajnego, Ziele Ziele f i otk aj b ar wpospglity, Ziele glistnika
brodawkowatej, | i @ivki drobnokwiatowa, brzozy = brodawkowatej, szypugkowewoo | lebiodki bi ag €ile L i Sdasturcji wysokiej. | | a s k - §zele,e Ziele
europejskiej, | i Sd h b |1 Tymianek pospolity, Tawuga wi Nz o] | sidglan angielskiego, | i itasznika pospolitego P N ¢ zokdli czarnej krwawnicy pospolitej,

szypugkowewoo,
ziela angielskiego, | i
rukwi  wodnej, kwiat
nagietka lekarskiego, | i
nasturcji wysokiej, p Nc z
topoli czarnej

Ziele glistnika j as k - |g

iziele

i
ki

Wi Nz-wka bgot
Przywrotnik pospolity

nrakwi wodnej, Lawenda
wNs kol i st Byica
piogun, JeU-
purpurowa

k a

Ziele Swi e r zpblmej c
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05| Wyniki prac B+R

@ S z ¢ z e getdpatly dokonywano stopniowe] selekcji el 1 mi
t

kobhpowyeje

1 2: 3: 4: 5: 6 7 8: 9:
Ni emoUnoSiTrudnoSi[ w Znikoma
namnaUania ambGywi aniju i aktywnoSi

poUywce namnaUaniu przeciwdrobno-

przemysdglowe¢gzep: - w,| <1 ustrojowa;
jtk/ml Ni ska aktlywnWsS

metaboliczna

\ 4

4:

6:

8:

Pre-formulacja ulega

Wzrost Clostridiales w

zakaUeni om

TrudnoSi

W pr Z
preformulaciji;
Pre-formulacja niestabilna

eVyksaol koaw at noi kus y ¢ Z
pszcz- g, LD5Q0

mikrobiomie ula po aplikacji (pH>4.0); Gwagtowna red
Brak surowc- - w
‘ wi nkszej prqdukciji;

5:

Brak primingu immunologicznego;
Brak redukgcji P. larvae w warunkach terenowych;

Brak dostatecznego rozwoju rodziny pszczelej; pogorszona
zi motr wagoSIi ;P.ldvaevkwarurkathtérengwych

\ 4

1:
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05| Wyniki prac B+R
Sprawdzano r - wn r e U aocd wir ot aryNP. larvae nie powoduje ograniczania
wzrostu killerowych bakterii probiotycznych

Rycina 5. Nieskuteczna pkilerawgchgabaenpwanh akwerostkwasu ml ek owe gApiBidticipdrNzcyy cuh yidoiumip @ m
P.larvae( badani e antagoni zm- w) .
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05| Wyniki prac B+R

IWypracowano k o Ec ¢ wN npuefaiatu z synergicznied z i a § akoNponememi

Mieszanka surowc-woSlinnych
redukuj Ncych,

A

To o o o o e

(antagonistycznych,
prebiotycznych):

| i Syerba mate, | i SWwawrzynu
szlachetnego;

ziele bylicy b o U edygzewka, | i \@drzby
bi age ]

| i $rizecha wg o s k i peNgcoz sosny
zwyczajnej;

| i ®rzozy brodawkowatej, | i ®liwki
europejskiej;

| i Yinbwzypudgk cowa gzela
angielskiego;

| i Srlikwi wodnej, kwiat nagietka
lekarskiego;

| i Sbsturcji wysokiej, p N c z thpoli
czarnej

Szczepy

Boostery wzrostu i substancje

prebiotyczne

zacsiedl aj Nce:

Szczepy killerowe (antagonistyczne,
redukuj Nce, Aczy:
Parasaccharibacter apium PBPO1,
Lactobacillus amylovorus PBP02,
Lactobacillus amylovorus PBPO3,
Lactobacillus apis PBP04,
Lactobacillus meliventris PBPO5,
Apilactobacillus apinorum PBPO6.

Lactobacillus acidophilus, Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
longum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Limosilactobacillus fermentum, Bifidobacterium animalis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



Uzasadniono na podstawie

literatury

05| Wyniki prac B+R

badawk as ngez ha g p@epiropowe
s k g a d mioldgiczwe czynnych | Model Evidence Based Veterinary Medicine

Li SI ol i wki :aeuropeimag j| ski eRNczki sosny: zwly|czla jSeéra mate: polifenole. Ksantyny.
silne dziagani e pr|zecmonderpeng,nmugat Kojwawe|, |dzuinaigaarnkioewane dzi aga
bl okuj e nammniariani ¢ s inaGram+, silnieimmunogenne, wobec P.larvae. w ni s ki ch
osgania |l arwy pszd¢z- @obwyd wajrNag Nck g ad| [i mwsumiod roagli crzanzyw- j L A
specjalnN powgok|[i i zawizanip fnkdjonowania pompy jako booster wobec Parasaccharibacter
protonowe;j apium, dzi aga antyl
Li SI nasturcji |wy Owdcizielaangielskiego: eugenol, Li SI brzozy brodawkolwia§iejwawr zynu :s z|l
glukozynolaty, posi ada pgdoldmiSxzani e bakter| pb -flaworoaly, zapobiega veytwarzaniu eugenol,cineol, dzi aga ni
agregowani a kom-r|ek klmarnk treriy jorakater yj ne | i z@mo dd afi ldvagyartieczynnient | oczyszczaj Nc inneg
ugat wia dostnhnp|ldo bcgyotnoypl azmatycznN| nar awh NiPWaov&ec Dochodzi do pat ogenne, P.tatvaeo no ¢
cytoplazmatycznej|| dr ob preecivedtolbnoustrojowne perforacji i permeabilizacjib § o n y dzi a dad ik eamtaganistycznych
dziaga toksycznji e na DNA kom-rkowej
Kwiat nagietka lekarskiego; Li Si r uk wiglukezgndlate j Li ST dfbu s zyahnkikowedgo ST ziele bylicy
polisacharydy, saponiny stymuluje polisacharydy, sprzyjawzrostow| LAB, hamuje wzrost i adhtajanj nkbmkoeajiterpe
Lactobacillus, dzi aga pr zecijwzdanpoaclzneiSeni e ogr ani cz abalﬁeﬁqstat;g:ggm ytrudnia antybakteryjne (Gram+). Dezintegruje
(poSredni o ogr anlf| c pportupistyczoepmecrayig superinfekcii zagni eUdUani e sfi|n blofimb aketker yj ny, zmn
pobudza odpornoSi|pszcz. g i ich | arw bakteryjnych w larwach postaci ATP, kt -rpa
ruchu rznsekj.
PNczki t opuofiawonoidyz arinej Li §I wi er m#éligylany,i agej Li ST or zec h ajuglog, silsyk
kwasy fenolowe (propolisowy profil), modul at or Srodowi skpa, otawmiteyrbaa kktoem y jknmy |

silny inhibitor wz
P.larvae, dgugotr wa
przeciwdrobnoustrtr

Q
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T Al RYA2Y 2 VI LR2RaGlFgAS  plagSrobwedNBlF Ry B |
biologicznie czynnydhModel Evidence Based Veterinary Medicine

Parasaccharibacter apium: bakteria kwasu octowego, kolonizuje jelito przednie i g r u c zardgiglowe,
stabilizuje pH, poprawia trawienie ¢ u k r silnie, z wi N zzadnjau g o wi e aabainc,Xludzdwa dla larw,
obecna w mleczku pszczelim, chroni larwy przed patogenami oportunistycznymi, stymuluje o d p or
wr o d z(AMPN), konkurencja o n i s+zzéikwaszanie Sr o d o wsilne kamgwanie form wegetatywnych P.
larvae, produkcja kwasu octowego i me t a b o antyliaktemyjnych, jedna z najlepiej udokumentowanych
naturalnych barier przeciw zgnilcowi.

Lactobacillus apis: r d z eni@obioty jelita Sr o d k o weppwia b ar i jee Ini tstabilizuje mikrobiom
kolonii po d z i a § praedéiwdrobnoustrojowym wielu kompleksowych s k § a d n znniejsza pr e
pat ogé&m-ow owi s &loavingdukdja,p e p t ypizeciwdrobnoustrojowych, o b n istdrazapalny jelita,
b e z p o S rhambwanie P. larvae, zakwaszanie + konkurencja os k § a dograniczak o | o n ijelitalany,
szczep bazowy o d p o r rkaoSiic i

Lactobacillus meliventris: z wi Nz &n§ er me n tpemgi, Npoprawia bi od o st rfipolifeadd,
antyoksydacyjny efekt me t a b o Istahilizasje, mikrobiomu, hamuje r 0 z wp-ajt 0 g eprzezwp o p r
konkurencji mikrobiologicznej, stabilizator St o d o wi s k a

Apilactobacillus apinorum: ochrona jelita tylnego, utrzymuje i nt e g r m & m & GSolglardicza przenoszenie
pat og eprzeawkarmicielki, bardzo silne d zi a giammwen o mo d uregulpcd cekspresji g e n |-
odpor no S csinainhbicjé wzrostu P. larvae, zakwaszanie + bakteriocyny, wa U rlgmento d p o r
zbiorowej.
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Przeanalizowano wyniki chromatograficzne podobnych wy r o WProBvotics Polska

1. ANALIZA HPLC (preparat Z. Zieniewicz) mg/L preparatu (preparat liofilizowano, nawazke rozpuszczano
aninie MeOH/H,O; 1:1 v/v)

4- 3- P-
CHL W. w GAL
GAL HYD AN HYD KAW SYR KUM FER CYN ABS ROS KWE MIR PIN
1 0.278 | 0,203 1,456 5115 1.411 0,184 | -—-——-- 0,684 0,095 1,779 —— 1,334 0,237 1,537 | 0,544 1,151
2 0257 }1‘99 1,470 | 5,028 1,302 | 0,196 s 0,709 | 0,084 1,816 —— 1,298 | 0,283 | 1,544 | 0,571 1,095
GAL - kwas galusowy; CHL - kwas chlorogenowy; 4-HYD - kwas 4-hydroksybenzoesowy; WAN - kwas wanilinowy; 3-HYD - kwas 3-

hydroksybénzoesowy; KAW - kwas kawowy; SYR - kwas syryngowy; P-KUM - kwas p-kumarowy; FER - kwas ferulowy; CYN -

kwas

ynamonowy; ABS - kwas abscysynowy; ROS — kwas rozmarynowy, KWE - kwercetyna; MIR - mirycetyna; PIN -

inocgmbryna; GAL - galangina.

JALKOWITA ZAWARTOSC ZWIAZKOW FENOLOWYCH (METODA KOLORYMETRYCZNA
({QLINA-CIOCALTEAU)

owita zawartos¢ zwigzkow fenolowych = 276,48 = 21 [mg GAE/kgx RSD], (7 = 3)
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Etaplidestrukcja struktury SciKwasyhydioksyoeneoespwyn e |

bgony cytoplazmatycznej na dr okiaskawbwya wi eni a

enzymatycznego przy aktywno Skwas cgnanyohoavy ,
esteraz i kwas:-w organicznych

mat er i a gKwasgkawowyt+ kweratyaagtaonirycetyna

Kwas p-kumarowy

Kwas ferulowy

EtapllTzni szczeni e
kom-r ki mi kroorgani z mu
reszty fosforanowej od
fosfataz oraz hydroli z
dezintegracji i fragmentacji DNA

p uj Nc Kwemetyna kwasmalusowy A

EtaplllT sukcesywni e postn

kom-r ki mikroorgani zmu, odsgonincie treSci

kom-rkowej I poddanie jej na dziagani e

bakteriocyn, antybiotyk:-w i poszczeg:-lnych
Galangina

substancji bioaktywnych

Uszkodzenia str

05| Wyniki prac B+R

me ¢ h a n ifaznmakoHdiatyiczagg@znw i aN zflewomoidowych

ukt
kom-r kowej I bgony ¢

Dochodzi do perforacji i permeabilizacjib g o n
kom-rkowej w wyni ku ¢
nadmi er nej utraty | o

potasowych a w rezulta
ci NggoSIi bgJony. Nast

zaburzenie funkcjonowania pompy protonowej i
zmni ejszenie energi.i

niezbndna jest dl a

Zdol noSi bakteriob:-jec
a k t y wmyal3ycDNA u bakterii.

zdol noSci agr

bakteryjnych, ugat wi
cytoplazmatycznej drob
INOS mRNA podczas rozwoju stanu zapalnego.

Posi ada
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Empiryczni e poApiRioties ple@®dmiog faiheakobiotykuwcnpjiowszej
generacji §gNczNcego metabolity pochodze

A Farmakobiotyk (pharmabiotic) to termin o b e j mu "
Uy whkb nieaktywne mikroorganizmy, ich s k § a d
(np. struktury kom-r koWwamenty Sci a

wz gl nduwa

- Afarmaceut yc ie Ggranicza s i jédynie
k om- T k o \ly mdata)bol_lty, (produkty thwarzanf: IS(OinorE]afj:jg daz | oaczgkuﬁ i d%oy Wy zhe 7 e (ak .
przez mikroby), k t - maj udokumentowany Wp § Y \Jouime  shadane. | Probiotyki), ale obejmuje Mdusll t f iiO_y
T Y . ~ ~ 1 t ak Ue nieaktywne | udokumentowana ftunkcja - ~ - /
terapeutyczny lub mo d u | unpi Nkcryo _Igospmcﬂanza okreSlonym | iicoaanizmy. yWich farmakologiczna /|zakres dzi agmaOff
w's p o skerbystny dla zdrowia lub leczeniac h o [ - b|mechanizmem lub | hrodukty | metabolity. terapeutyczna & czylijobej mowmobduljacj i
p y y ) /
dowodami  (nie  tylko wp § yne stan zdrowia|mikrobioty np. _
0g - I ny m efektem lub przebieg choroby. pring)aﬁan!e r-wnowagi
. 5 . . . MmIKroniologicznej,

A W szerszym znaczeniu farmakobiotyki to biologiczne — h;mov\;anig' oot ogdn- w
czynniki, zwi Nza me kr o,bk to-trNe g N vy | _modulaCIJa_ odpowiedzi
traktowane jako At e r a preikrobigtjcaned 8 czyli immunologiczne))
substancje lub byty mikrobiologiczne, k t -preeg n b Nn

leku lub ws p - § d zw lecgemijs, Norzez wp § ynav
mi k r odgodpadarzg,;

A W naszym przypadku mechanizm ten zost ag{
rozpoznany w oparciu o system Evidence Based
Medicine (in vitro), Evidence Based Management (ex-
vivo), Evidence Based Practices (in-vivo).
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I Dowiedziono, U eApiBiotic jestp o § N ¢ z ®zach eomoczesnych koncepcji

B —

ProBiotics | 1|1}

API

biotic ar o
ProBtotr;s

'Vd

biotic

do stosowania w profilaktyce
Ignilea amerykasiskiego
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Sprawdzono f unkcj on AfdiBioticSIlw k ont ek @iedzye naukowej o
farmakobiotykach

W przegl Ndach | iWeraé gllARGxiedmt | nsW ghrttsy kul e APr oAb ipaitbil d sk Rbarjréhcobtic
zauwaUa si n, Ue AbautrProbictics Related pharmabiotics: Alternative Potential of the Gastrointestinal
pharmabioticj e st u Uy we Pharmabiotics in Gastrointestinal medicine or an accepted Tractdb autorzy omaw

w Srodowi sku naulksadensd jawktoor zy o k phar®dcalogithl strategy? o probiotykimo Una r oz umi ¢
koncepcja obej mdamdkobiotyiy wk o Aprebi sugkruje sifn, Uestzezmgnlny przy

mikroorganizmy, ich metabolity probiotyki, synbiotyki, pharmabiotcma obj NI pe gfeanr makobd at y k - w
|l ub skgadni ki, z paraptolEotyki,jpastbiotykim zakres moUl i wo Sarmakobiotykimog N by i
zastosowaniem terapeutycznym, metabiotyki, next-generation terapeutycznych, Kkt definowandjaks uj e
ale nie ma formalnych probiotics i inne byty mikrobiotad ni e t y| k oArliykweoor gani z my
dokument - w i nst yt umkjobiologicemejluhighc h mi kroby, ale takbtajiNcke piaduek wp Sic
(EMA/ EFSA), kt - -preodwyktyi, Kkt -re maj Nkommnheatyw cj a § zdrowie lub
koncepcjn reguldzwa@yani a f ar ma ktpd:/prgcincbiznimeniy.gov/artic zapobiegaj Nce/ od
bezpoSredni o ( n poprzezinterakgj@zarti k r otb i ot Nles/PMC3026447/] chorobno w kont ¢
prawa medycznego lub [https://link.springer.com/article/1 pokarmowego
UywnoSci owe g o )0.1007/s12602-025-10613-3] [https://analyticalsciencejournals.

onlinelibrary.wiley.com/doi/10]
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Sprawdzonof unk cj o ApiBlottw & b n t e Wwi&deyinaukowej o supresbiotykach

Supresbiotykii 2 R2T 8 y26S A 2Sal OIS YyASTF2NNIEYAS dzAGIYRINBI 26| ySkofRBT OO
zaawansowansowayh é)\éfzé‘[nbl-l'?y)\n‘[z’éOK LINBLJ N} Gs 6 YAINRBOAZ2Ef23IAO0IYyeOK: 105
| ASNI t OBOK A 2RO0OdzR29K2i RBR B8 bsdf Soe& O0NRT Ayye
Co zwykle zawiera supresbiotyk? Gg-wne bupkepgéi ot yk - w Supresbiotyk jako aktywna biologia
MoUna je rozumiel |jadkBumwy&sii fhatl mgpdinavi ag a n iSepresbiotykt o bi ol ogi czny |,
biopreparat-w, kt-r¢g @doiaganNsnyezng) kbonklurebcp&caopbredowzske b
stymuluj Nco, ale r -wnasbtbypchwynwaezanie er odbudowuje mikrobiom, hamuje patogeny d i
stabil-komjsdaaja poUytlectzmylcthurmy kpgatrogen - w. ( robi to w spos-b zj
wielokierunkowy.

(np. PGPR T Plant Growth-Promoting

Rhizobacteria, szczepy killerowe, szczepy o
sekrecji

antagonistyczne (np. Trichoderma) metabolity,

zwi nNkszonej

enzymy i naturalne antybiotyki

mi kroorgani zm- w
poprawi aj Nce
czasem ekstrakty
zwi Akszaj N ich

sSsubs
Bikrobbrouv i $

fer
ak

mikrobiomu h o | o b i raywracanie

r-wnowag.i bi ol ogi cznej p o
m ecliemibaogji| przésusnehiu ogyr degyatagji.
Wz macni ani e o dipindokowagc roSlin
odpornoSi (1 SR), pobuldzani e mechanizm:-w
aokbypenhymusoWepr awa stiruktury i aktywnoSci
biologidzhegh o | obijomiti-kve za akt ywnoSi
mennymatywzaa) lepsza knineratizacja resztek,
t y wopSiawa agregacij.i Stabilizacja cagego
agroekosystemui d zi agani e nie dora¥tne, al e
&

systemowe (nasiono i glebai k or 7 e
resztki).

nadmi er nej
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Sprawdzonof un k ¢ j o ApiBlott o & b n t e Wwi&deyinaukowej o metabiotykach

Ar - tkogaCEuchowe kwas ymatSluasnz c
Abiosurfaktanty
Aenzymy
Slinne (cytokinipy,
Domet abi aztayl ki  C VW Bionn Schieatd
AMormony roSlinne (cytokinifpy,
m. In ' Asiderofory
Akwasy organiczne
Apoliaminy
Aeptydy i biagka sygnagdowe
ﬁl\/letabiotykitp pojfAcie stosowane
kontekScie milbobizddwa i i,
roSlin/gleby, chol pierwot |
. . . medycznych. To nie Uywe |ba
Metabiotyki T biologia produkty/metabolity majNce
bi ostymuluj Ncy.
Zaawansowana AMetabiotyki to bioaktywne metabolity wytwarzane
przez mikroorganizmy, Kkt -r
na organizm (czgowieka, |[zw
mi mo Ue same mikroorganijzm
obecne
ABioaktywne substancje pochodzenia
. mi krobiologicznego, kt-re -
Inne funkcje poprawi aj N kondycj i gleby,
na stres, hamuj N patogeny
stosowania innych inhibi|lto
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Wyznaczono parametry MIC | MBC dla wszystkich s k g a d miblagiczwie czynnych w
preparacie

P. larvae ATCC 9545

P. lanvae CCUG 50846

P. larwvae CCUG 48973

Szczep patogenny:
MIC MBC MIC MBC
Metabolity nalezace do [mgfem®] MBC [mgfcm?] [mg/fcm?] [mg/em?] [mgfem?] [mgfem?]
ekstraktu:
Yerba mate [ilex >1000 1000 500 500 750 750
paraguoriensis)
Lisc laurowy (Laurus 1000 500 1000 1000 >1000 >1000
nobilis)
Bylica boiego drzewka
|Arzemisia 1000 1000 1000 1000 >1000 1000
abrotanum)
Wie”hzf‘;‘:;a (Satix >1000 >1000 250 250 >1000 >1000
Orzech wloski (Juglans 500 500 250 750 >1000 >1000
regig)
S0sha zwyczajna 1000 1000 1000 1000 1000 1000
[Pinus sylvestris)
Brzoza brodawkowata
(Betula pendla) 125 175 1000 1000 1000 1000
Oliwka europejska 500 500 500 750 1000 >1000
(Oleo europoen)
Dab th
abszypuikowy 1000 >1000 1000 1000 750 750
[Quercus robur)
Ziele angielskie 1000 >1000 1000 1000 >1000 >1000
(Pimenta dioica)
Rukiew wodna
(Nasturtium officinale) 10 100 750 750 750 750
Magietek lekarski
> > b >
(Colendul offieinali) 1000 1000 750 750 1000 1000
Nasturcja wysoka 750 750 250 250 >1000 >1000
(Tropoeolum majus)
Topolaczarma
(Populus nigra)
250 250 1000 >1000 750 750
) 10 10 1000 1000 100 100
MAiw

Nazwa szczepu patogennego: P. larvaeATCC 9545 P. lavaeCCUG 50846 P. larvae48973
Met abol i tgosmzpuerbbidtyenego: MIC [mg/cm® ~ MBC[mglcm®  MIC [mg/cm¥  MBC [mglcm? MIC [mglem®]  MBC [mglem?
Parasaccharibater apiumPBP01 0,100 0,100 500 750 >1000 >1000
Parasaccharibacter apiurRBP02 >1000 >1000 1000 1000 >1000 >1000
Lactobacillus amylovoruBBP03 >1000 >1000 750 1000 >1000 >1000
Lactobacillus amylovoruBBP04 100 100 0,100 1,00 100 100
Lactobacillus apiBP05 >1000 >1000 500 750 100 750
Lactobacillus meliventri®BP06 >1000 >1000 100 100 >1000 >1000
Apilactobacillus apinorunPBP07 1000 1000 500 750 >1000 >1000
Lactobacillus crispatu®BP08 100 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
PBP01+PBP03+PBP04+PBP05+PBP06+PBP07 750 750 1000 1000 750 750
PBP01+PBP02+PBP03+PBP04+PBP05+PBP06+PBP07+P 750 750 1000 1000 750 750

Tabela 1. Dane liczbowe z wyznaczonymi parametrami MICi MBCdlamet abodd stz ovz e g -
C z y n n prdbiotycznych wobec 3g e n o t . parvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973

Tabela 2. Dane liczbowe z wyznaczonymi parametrami MIC i MBC dlamet abopaodzovzeg:
czynni &Swiwobeg8die not W parvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973
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Wyznaczono czas i s t i U @airzebne do zabicia k o m- rPe larvae dla k a U d
szczepu probiotycznego

17)
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Legend

Rysunek 17 i Rysunek 20: Krzywa zabijaniai | ust z alj &ldmioSdsztyd Ue meé € anb oRPBPQ1 (1®), PBP02 (18), PBP03 (19), PBP04 (20) a czasemichd z i a fa

Uy wot k o &I baktkrii Paenibacillus larvae CCUG 48973. Na slajdzie przedstawionotylkop r zy k Jaydikdleen i ekt sz gz dp - w
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Wyznaczono czas i st i U eatrzebne do zabicia k o m- rPe larvae dla k a U d
substratur o S|

(53)

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Watercress bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells

(54)

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Yerba mate bioferment and the
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Killing curve showing the r
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(56)

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Silver birch bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells
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1 mg/em®
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of White willow bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Marigold bioferment and the time
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of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells
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(59) (61)

Killing curve showing the r between of European olive bioferment and the Killing curve showing the relati between of Nasturtium bioferment and the
time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells

109 10+
-~ 1000 mg/cm? - 1000 mg/cm®
vﬁ; 84 & 750 mg/cm® n?g 84 = 750 mg/cm?®
L 3
3 - 500 mg/cm E B -+ 500 mg/cm®
3 e
& ¥ 250 mg/em S ~¥ 250 mg/em®
5 —+ 125 mg/cm® S
2 mem 5 ~+ 125 mg/em®
- -0~ 10 mg/lem® ] 5
~©- 10 mg/cm
o+—r—r—rrr T % 5myem’ & 5mglem?
0246 81012141618202224 A 1 mgem® T T T T T T T T T T T mg/cm
Time [h] + Control 0246 81012141618202224 A 1mglem®
Time [h] -+ Control

(60) (62)

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Walnut bioferment and the time of

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Laurel bioferment and the time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells

its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells

109 101 N
- 1000 mg/cm® -~ 1000 mg/cm
< 8 v v = 750 mg/cm® = 750 mg/cm?
5 3
-
5 s—%! - 500 mg/cm?® > 500 mg/cm3
§ 4 ¥ 250 mg/em® 250 mg/cm3
T r = " m "
; - 125 mg/cm® 125 mg/c?
3 2 -~ 10 mg/em® -©- 10 mg/cm
3
+—r—r—r—r—r—rrrrrr— & 5mgem’ T = 5mgm
2 4 10 12 14 16 18 20 22 24 3
0246 81012141618202224  -A 1 mglem? o 6 810 6 18 20 -A 1 mg/cm
i Time [h] ¥ Control
Time [h] -% Control ontrol

~

Rysunek 53 - Rysunek 66: Krzywa zabijaniai | ustz aj l0mio S dsztyri Ue
met a b oW (53),-YM (54), EO (55), SB (56), WW (57), MD (58), EO (59), L (60), N
(61), WT (62), A (63), P (64), M (65), BP (66) a czasemichd zi agnaty awo t
k o m- rbakterii Paenibacillus larvae CCUG 48973. Na slajdzie przedstawiono tylko

przykguaydikdleeni ektsuiye@wwrco v i.nnych
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Wyznaczono czas i stinUeni e Pplantae mzeztkommlekdooy F°H"W af BAR
s k gApiiotic

P. larvae ATCC 9545 P. larvae CCUG 50846 P. larvae CCUG 48973
Szczepy patogenne:
(Eric D) (Eric 2) (Eric 3)
MBC
MIC [mg/cm’] MBC [mg/cm®] MIC [mg/cm’] MBC [mg/cm’] MIC [mg/cm’]

Metabolity nalezace do: [mg/cm?]
ApiBiotic I (production: 07/2024) 125 250 10 100 100 100
ApiBiotic II (production: 10/2024) 125 250 10 10 125 125
ApiBiotic III (production: 12/2024) 100 125 10 10 100 100

Tabela 3. Dane liczbowe z wyznaczonymi parametrami MIC i MBC dlame t a b oslynbiotykwwApiBiotic wobec3genot yp - w
P. larvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973

=
(=]

10—
-e- 1000 mg/cm?® 101 -~ 1000 mg/cm?® - 1000 mglem®
r‘:g 8y vV Vv v - v -& 750 mg/om?® r-'ag & 750 mg/cm? “’E 8 & 750 mg/cm®
S 64 e -4 500 mg/cm® S -+ 500 mg/cm® S 6 -4~ 500 mg/cm?
[T
S ~+ 250 mg/cm® S v 250 mg/em® S | ¥ 250 mglem?
a,c“' 4 % -+ 125 mglem?® 6? -+ 125 mg/em® § -+ 125 mg/cm®
(=]
3 2+ -0~ 10 mg/cm? - -e- 10 mg/cm® -2 - 10 mglem®
0 a=x 5mglcm3 0 rr 1 1.1 1 1171 1711 = 5mg/cm3 0 1 = 5mg#cm3
) 1 ] L ) ) ] ) I 1 1 1
0246 81012151618202224 & 1 mglem’ 0 2 46 81012141618202224 & {mglem® . 30 A 1mglem®
Time [h] % Control Time [h] - Control Time [h] % Control
Rysunek 67. Krzywa zabijaniai | ust z ailf ddmo SiRysunek 68. Krzywa zabijania i | ust r uj NRgsanek 69. Krzywa zabijaniai | ust z alf l0@mo S
mi f dsztyin Ue me & smb o ApiBibtic w czasem zal e UmioBdsztyin Ue mé & anb oApiBibtic w mi f dsztyin Ue me & mb o ApiBiotic & czasem
ich dzi agman Ug wot nkodSrh: r leakterii a czasem ich dzi a gnardiyavot rko®l- r ek ich dzi agaan iUy wot nlodh- r keakterii
Paenibacillus larvae ATCC 9545. bakterii Paenibacillus larvae CCUG 50846 Paenibacillus larvae CCUG 48973
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05| Wyniki prac B+R
przeci wdrobnoustr o]

Akt ywnoSl przeciwdrobnoustrojowa, met Akt ywnoSi przeciwdrob

S P larvae studzie nkowo-dyfuzyjna [mm] wobecP. larvae
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ATCCO945p 0| 5 |10 1|6 |7|8[1(6|2|4|4|6|3]|4 10326489 o
ATCC9545 |0 |5[0(010(3[1(2|0]0]|1]1,1260
CCUGS50849 O (15| 10| 5 |10(10f15| 5 | 15| 5 |11|13|13|12| 7 [ 12|12 3,5433 CCUG 50846 10 I8 11| 5 |11[20[28| 315 7 FO( 48107
CCUG48973 0| 8 | 7 | 7]9112(8 3 |15(8(11{10|12(8| 9 | 7 |11 2,8937 ccuc48973l 0|8 als| 2134620 340356
Tabela5. Wynikiwar t oScednizdseyipbwt - r zer

Tabela 4. Wynikiwar t a Sc i d n izd sefiicpho wt -

r z e a k 6 ww glzesiwdrobnoustrojowej z

efektem tzw. heat-mapy, pr z e d s t aavk tayjf iNp®&ie ci wdr o b rmeu satbropgchbdeshia
roSl| i wabecg@ n ot YAPCCW545, CCUG 50846, CCUG 48973, uzyskane me t o siublzienkowo-
dy f u zwej dnghinagyfikowanychs t a n d aEtJOASW

a k t y wrpzeésievdrobnoustrojowej z efektem tzw. heat-mapy,
przedst aawkitayjwoe3keci wdr obmet st
pochodzenia bakteryjnego wobec g e n o t YAPCC ®545, CCUG
50846, CCUG 48973, uzyskane me t ogublzienkowo-d y f u z
we d gzonadyfikowanychs t a n d aEtJAASW
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Kontrola (+)
0 0 0 0
Kontrola ) 5 3 3 1,1547
1 4 4 4 0
5 5 5 3 1,1547
10 6 6 6 0
12,5 10 10 9 0,5774
25 12 12 12 0
50 15 15 14 0,5774
75 21 21 21 0
100 25 25 25 0
Tabela 6. Wyniki wart o$8i edni an4 cshri
powt - r zenakwywmh préciwdrobnoustrojowej z
efektem tzw. heat-mapy,

przeci wdr obmeut st owyiobuwAgdiBiotic wobec

genotypu ATCC 9545, uzyskane me t o dtddzienkowo-
dy f u zwe dngimagyfikowanych s t a n d aEUQASW

aktywnoSI

pr zApiBiotievd r o b

© S e 3
SR °5 S
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2 B 3

Kontrola (+) 0 0 0 0,0000
Kontrola ¢) 15 7 6 4,9329

1 3 3 3 0,0000

5 4 3 4 0,5774

10 5 5 4 0,5774

12,5 8 8 8 0,0000

25 10 9 9 0,5774

50 13 12 12 0,5774

75 18 18 18 0,0000

100 20 20 20 0,0000

Tabela 7. Wynikiwar t a Sc & d n izd sejiigpho wt

a k t y wn pr&cdwdrobnoustrojowej

z efektem

tzw.

studzienkowo-d y f u z y yw e g u gmodyfikowanych

EUCAST.

heat-mapy,
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Kontrola (1) [0 0 0 0,0000
Kontrola () | 9 5 14 2.6458

1 2 2 2 0,0000

5 3 4 1 0,5774

10 5 5 1 0,5774

12.5 7 7 6 0,5774

25 9 9 9 0,0000

50 11 | 12 | 12 0,5774

75 12 | 12 | 11 0,5774

100 16 | 17 | 16 0.5774

rzeni olaheln 8 Wynkiwart o Scednizdsesipb wt

rzer

a k t y wnpm&isvirobnoustrojowej z efektem tzw. heat-mapy,

st andaEtUAASW

przedst avaikatjyNicneo Spr zedst avaikatjyNwnep 6 eci wdr obnmesaboj owNw edst aak tay iimeSleci wdr ob meu satbroc

wyrobu ApiBiotic wobec genotypu CCUG 50846, uzyskane me t o d N wyrobu ApiBiotic wobec genotypu CCUG
standar d mgt odsudzienkowo-dy f u z ywe dNg

48973, uzyskane

u zZnodyfikowanych
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OkreSlono aktywnoSI pr zApiBidtovdr obnoustr o]

Rysunek 711 Rysunek 73: P § y Peltiego z p o d § o Cblimbia (agarem krwawym) w czasie t e s tstudaienkowo-dyfuzyjnych we d JEWGAST zu Uy cr ednyc i U
preparatu ApiBiotic w kompozycjizn o S n i dukraavym (50 i 60% sacharoza) wobec P. larvae Eric |, Eric Il i Eric lll po inkubacji (od lewej Rysunek 71, Rysunek 72, Rysunek

73), archiwum w § a sfat.e?jotr Nowotnik
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Udokument owano zApBiotcNayr epalfgjiwn ukgadu o
Ppszcz-Q

Oprac. Remi gi

ASAT Il ALAT I

" o GGT
g 15/_
10/_
s/II
II 53 -
l""'l
165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189
Rodzina pszczels
"8 wg ‘;“E:;M:m =B mB' =Z mK70 mKO
TP Wykres 2 i Wykres 6. Wa r t dic@owe ASAT, TP, ALAT Il i GGT w

hemolimfie p s z ¢ z grupy testowej i kontrolnej po 3-krotnej aplikacji

produktu ApiBiotic do pokarmu.
I

% Preparat ApiBiotic oznaczony symbolami <B> oraz <BOowy r a ¥
zwi nkpeadu lamipotransferazy asparaginianowej (ASAT) i
alaninowej (ALAT) jak r - wn prey€rynia s i do wzrostu Gamma-
glutamylotranspeptydazy (GGT)ibi ad & § k o W(TR) @ wio oo U
Zwin k;sroﬁukbwaniep ept yoddpwor noSap ®9awgz hj

Preparat
PREPARAT
"B wB' #Z K70 WK HE HE HZ BK70 KO
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I Wykluczono negatywny w p § ppiBiotic nar o d z mimiNr od d ma z1- §

05| Wyniki prac B+R

g__ Wielerella;s__Wielerella bovis 945.0000!0.0 141.2734 0.0 k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c__Betaproteobacteria;o__Neisseriales;f __Neisseriaceae;g__Wielerella;s__Wielerella bovis
g__Acinetobacter;s__Acinetobacter s|0.0 0.0 0.0 944.9664 k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c___Gammaproteobacteria;o___Moraxellales;f___Moraxellaceae;g__Acinetobacter;s__Acinetobacter sp. Y+
g__Psychrobacillus;s___PsychrobacillL 0.0 934.5182 943.50451128.9176'k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Psychrobacillus;s__Psychrobacillus glaciei
g__Campylobacter;s__Campylobacte 0.0 871.1610 943.50451118.6042 k__ Bacteria;p___Campylobacterota;c__Epsilonproteobacteria;o___Campylobacterales;f___Campylobacteraceae;g__Campylobacter;s__Camp
g__Paenibacillus;s__Paenibacillus lan@é 807.8038 938.4590 113.4475 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus larvae
g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp.0.0 522.6966.232.0920.934.6530 k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f___Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp.

g__Halalkalibacterium (ex Joshi et al. 0.0 934.5182.686.1851.59.30212 k__ Bacteria;p__ Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f __Bacillaceae;g__Halalkalibacterium (ex Joshi et al. 2022);s__Halalkalibacterium halodur
g__ Paenibacillus;s__Paenibacillus sp.0.0 934.5182.782.0492.216.5816 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f___Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp. MMS20-IR301
g__Monoglobus;s__Monoglobus pecti 0.0 934.5182 867.8223 60.59130 k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Clostridia;o___Monoglobales;f__Monoglobaceae;g__Monoglobus;s__Monoglobus pectinilyticus

g__ Evansella;s__Evansella sp. LMS1&®.0 934.5182 802.2311 83.79648 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f __Bacillaceae;g__Evansella;s__Evansella sp. LMS18

g__Paenibacillus;s__Paenibacillus yoi 0.0 934.5182.565.0936.238.4976 k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus yonginensis

Rycinal.Pr z y k § ayaiki $ceeeningu mikrobiologicznego gPCR celem wytypowania pasiek najbardziejo b ¢ i N Up m & sejistfony

P. larvae

M 3_ Snodgrassella alvi
W s__Acinetobacter calcoaceticus
W s__Clostridium beijerinckii
5__Lentilactobacillus buchneri
M =__Acinetobacter baumannii
s__Lactobacillus acetotolerans
W s Giliamella apicala
M s Lentilactobacillus hilgardii
5__Lactiplantibacillus plantarum
B s Acinetobacter pittii
Others

0.754

0.54

Relative Abundance

0.254

p8]
Sample Name

o Acrctacer

- : H I T T T 1 . - «
Bray-Curtis Distance 0 0.05 05 0.75 1 :
0""“""“"‘“‘“‘“’““"““"““*‘"‘“‘““‘“0‘1 02 03 04 Relative Abundance in species Level o

PRE e ———

_OMametss_ Oaveta i

0 Acnbacters
PR —,
P
. Acesbaces
0 Asctaciers
3 Areccacers Ac

3 _Puntscias

8. Pangachaz

Sy asseta v N
1y [esone

Puncomonsars

0_GRavetss_ Gumets o weli? 08
2_Ackwictacter pat |}
0 Ackenchacte s Asrasotacks et

Attt s

3 Bachas_Bachs veieseras

0 Rachs_Bacius lehamiirme

Pusntacha s €227
Panieachs patan

3 Pamtaci 19 BCSCT

3 Panbacis marchases

8 Acrvomatacter s Acramitacse ovey

Rycina 2. Pr z y k § ayhik anglizy shotgun o b r a z wizeMe fjlogenetyczne w celu sprawdzenia czy preparat nie zaburza w s p 0 sistdiny pierwotnego mikrobiomu larw

p sz c modng
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Udokument owano dziaganie przeci wdr anbvivap u

W Before M After

4 T T L
H B B
3 L T ]
2,5 |
L T —
. B .

LOG10 (CFU/G)

GROUP 1 GROUP 2 GROUP 3 CONTROL

Rysunek 75. P o r - wnlaind zee WP.naov&ecpized i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic
w grupach d o Swi a d ¢ iz prdedstavdeimie w formie wykresu typu boxplot. Widoczne s N
zmiany liczbowe na osi o-y gdzie po podaniu preparatu liczba bakterii zgnilca
amer y k a GEspada evg wszystkich trzech grupach 1-3 0 z n a ¢ z a jl-prepgrat hw
pokarmie, 2- preparat w formie nakraplania uliczek mi nd z y r a mB-prepgrat v formie

oprysku p | a s gnrazdewych.

—p] ) 3 4 S el (] et 8 et O el 1 ()

N
(O]

N

LOG10 (CFU/G)

-
- %]

o
wn

BEFORE AFTER

Rysunek 76. Indywidualne reakcje mi k r o b ilaswnpsaezelich z rodzin
pszczelich w grupie 1 na a p | i kpeemgajatl ApiBiotic przedstawione za

p 0 mo wykresu spaghetti. Widoczne s Nemiany liczbowe na osi 0-y gdzie
po podaniu preparatu liczba bakterii zgnilca a me r y k a (Esp&da &g o
wszystkich ulach 1-10 0 z n a ¢ z a puler Kalemy rodzin pszczelich dla
grupy p r z y j mprgpaNat e pokarmie.
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e przeci wdr

Q¢
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Udokument owano dzi a
W warunkach in-vivo
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Rysunek 77. Indywidualne reakcie mi k r o b ilawn- wRysunek 78. Indywidualne odpowiedzi mi k r o b i o Rysunek 79. Indywidualne odpowiedzi mi k r o b ilaom

pszczelich z rodzin pszczelich w grupie 2 na a p | i k a dajwn rodzin pszczelich z grupy 3 na ap |l i k aw jodzinach pszczelich z grupy 4, k't - mieeot r zy
preparatu ApiBiotic przedstawione za p o mo evykresu preparatu ApiBiotic przedstawione za p o mo ¢ Npreparatu ApiBiotic, przedstawione przy u Uy owiykvesu
spaghetti. Widoczne s Nemiany liczbowe na osi o-y gdzie wykresu spaghetti. Widoczne s Nemiany liczbowe na spaghetti. Brak zmian liczbowych w o b r n bakterii
po podaniu preparatu liczba  bakterii  zgnilca 0si 0-y gdzie po podaniu preparatu liczba bakterii zgnilcaamer ykaEs ki ego

amer yk a Espadae gv® wszystkich ulach 1-10 zgnilca a me r y k a (8pdda weegnszystkich ulach
0 z n ac z apuNer kobejny rodzin pszczelich dla grupy 1-10 0 z n a ¢ z a huMer kKotejhy rodzin pszczelich
pr zyj mupjepacae jw formie nakraplania uliczek dlagrupypr zyj mpréparat wjopryskup |l astr - w

mi idz yra mk o WYy ¢ h gniazdowych | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
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Udokument owano zagnieUdUeni e sin kom-re
ulowym

9 9
8 8
7 7
B ®6
§ 4 § 4
g3 &3
2 2
1 1
0 0
1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bee colonies from group 1 Bee colonies from group 3
m Before m After m Before m After
Rysunek 80. Zmiany | i ¢ z e thakter$ kwasu mlekowego (LAB) w larwach Rysunek 82. Zmiany | i ¢ z e IbakteriSkeasu mlekowego (LAB) w czerwiu przed
przed i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 1. I po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 3.
2 5
8
7 _ L
E6 3,
g s g
S 4 22
gs g
1
0 0
1 D 3 2 5 6 . 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bee colonies from group 2 Bee colonies from group 4
m Before m After m Before m After
Rysunek 81. Zmiany | i ¢ z e thakterb lovasu mlekowego (LAB) w larwach Rysunek 83. Zmiany | i ¢ z e thakerd kwiasu mlekowego (LAB) w czerwiu
przed i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 2. bez zastosowania preparatu ApiBiotic w grupie 4.
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05| Wyniki prac B+R

Zi dentyfi kowano i1l oSciowo pr of ApiBioticwa s - w

t N6 01 A Lp. LI T NBRyYA¢S 2262106 ([23a¥6N& 2| 0| 2Kévads szczawiowy K\;\é%igzvtc%mc;wy Kwas winowy Kwas siarkowy Kwas octowy Kwas mlekowy Kwas cytrynowy
1 3,49 19,68 1,32 0,89 1,38 1,48 0,96 1,18 1,77 1,26
2 3,50 19,84 1,33 0,89 1,39 1,49 0,97 1,19 1,79 1,27
3 3,47 19,04 1,28 0,86 1,33 1,43 0,93 1,14 1,71 1,22
4 3,46 19,36 1,30 0,87 1,36 1,45 0,95 1,16 1,74 1,24
Preparaty 5 3,50 19,56 1,31 0,88 1,37 1,47 0,96 1,17 1,76 1,25
antyzgnilcowe 6 3,51 19,24 1,29 0,87 1,35 i 1,44 0,94 1,15 1,73 1,23
7 3,50 19,44 1,30 0,87 1,36 1,46 0,95 1,17 1,75 1,24
8 3,61 19,04 1,28 0,86 1,33 d 1,43 0,93 1,14 1,71 1,22
9 3,49 19,24 1,29 0,87 1,35 N 1,44 0,94 1,15 1,73 1,23
10 3,49 19,16 1,28 0,86 1,34 vl 1,44 0,94 1,15 1,72 1,23
Probiotyk- 1 3,21 6,32 0,42 0,28 0,44 @ 0,47 0,31 0,38 0,57 0,40
suplement 2 3,21 6,34 0,42 0,29 0,44 i 0,48 0,31 0,38 0,57 0,41
Tabela 10.,Rycina3i Ry ci na 4. Synbiowyko apiBfiicz prof il em kwas-w organicznych
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