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yretyczne

Geneza pracy

» Brak skutecznych rozwigzan produktowych
na rynku do prewencji przed rozwojem nadkazenia;

» Niestabilny status administracyjno-prawny zgnilca ' 4
amerykanskiego; \‘ ' v &
’ A

problematyke zgnilca amerykanskiego;

« Wzmozone zainteresowanie na rynku produktami naturalnymi
0 charakterze celowanych biopreparatéw
mikrobiologicznych 0 podwyzszonej zawartosci
metabolitow;

* Niewykorzystany potencjat biotechnologii i mikrobiologii w
zwalczaniu i profilaktyce choréb zwierzat gospodarskich;

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



Czynnik epizootiologiczny

01| Wprowadzenie teoretyczne

Zrédta:

ScienceDirect.com
https.//journals.asm.org/doi/10.1128/aem.00804-15
Bee Informed Partnership

Fot. B. Scott
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Zainfekowane rodziny bardzo szybko stabng,
drastycznie spada liczba potomstwa, zmniejsza sie
liczebnos$¢ pszczot co prowadzi do obnizenia ekonomiki
gospodarstwa lub catkowitej likwidacji pasieki

Bioréznorodnos¢ mikroflory pszczot jest
zaburzana przez szereg czynnikow, np.
ksenobiotyki, pestycydy, zaburzenie odpornosci,
stres pokarmowy czy patogeny i pasozyty

Jednym z zagrozen dla rwnowagi mikrobiomu
rodzin pszczelich jest Paenibacillus larvae, ktory
wywotuje chorobe czerwiu - zgnilec amerykanski,
przejawiajgcy sie w 5 genotypach:

Eric | — Eric V

Chore rodziny pszczele zostajg poddane fizycznej
eradykacji z polecenia PLW, niemoznos¢
stosowania farmakoterapii

Zmienna liczba wykrywanych ognisk
zakaznych
[Biuletyn choréb zakaznych, GIW]

Rok: Liczba przypadkoéw:
2017 137
2018 174
_ 2019 260
ackateniom balderyimym J?S“&i!!‘é’é}‘?i”%? 2020 149

wykrycia

ﬂg’g. 2021 67
" , 2022 95
2023 191
2024 118
2025 >73

fot. Piotr Nowotnik / Zdrowe larwy, prawidfowo
utozone w heksagonalnych komérkach plastra

PIWET-PIB w Putawach [2019]: monitoring
wystepowania w rodzinach pszczelich -
przetrwalniki P. larvae wystepuja w 23-45%
analizowanych przypadkéw
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01| Wprowadzenie teoretyczne

Problematyka zgnilca amerykanskiego

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

y
| 2,42 min rodzin pszczelich w PL [INHORT, Semkiw 2024]: |
'Przepszczelenie’ = rozwdj choréb
[ 0
A 4
| 7.7 rodziny pszczelej (9,4-12,6) / km? [INHORT, Semkiw 2024]; |

61 Lekarzy Weterynarii ze specjalizacjg choréb Nieszczelne przepisy prawne dot.
owadow uzytkowych [Vetpol.org.pl] przemieszczania pasiek wedrownych

Na terenie UE, liczba siega 620 000 pszczelarzy, ktorzy opiekujg sie 20 milionami rodzin pszczelich (Dane 2024, EFSA).
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01| Wprowadzenie teoretyczne

Statystyki zakazen

: . N ™~
@ Europa: kilka setek do kilku ( ‘
tys. rocznie [Papi¢ i wsp., 2024]
Polska 2019-2025: >252 [GIW]
Polska 2022-2025: 49,2% (+)

L [Nowotnik i wsp., 2025]

s - A

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

Hiszpania 2016-2026: 2,5% ,Live Reports” — BeeBase]

g [MAPA] y

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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IWiruIencja bakterii Paenibacillus larvae

Enzymy
cytosolowe,
np. enolaza

Proteazy PP1 i
PP2 oraz
metaloproteazy

Wirulencja

P. larvae

Peptydy
nierybosomalne
poliketydy i
modularne biatko
PICBP49

Toksyny i
kolagenazy, AB,
C3larvin,

lipopeptydy

paenilarviny A-
C, bacillibactin

01| Wprowadzenie teoretyczne

Paenibacillus larvae szerzy swoja patogennosé na wielu
ptaszczyznach poprzez liczne, zlozone mechanizmy,
czynniki i drogi transmisji :

a

Q

U

Udziat metabolitow w rozktadzie larw podczas infekcji i
postepujacej sepsy;

Degradacja masy larwalnej;

Uczestnictwo toksyn w szlakach glikolitycznych;

Zwigzki wysoce toksyczne i immunogenne dla larw pszczot
miodnych;

Sekrecja smiertelnych biatek;

Degradacja macierzy peritroficznej wyscielajgcej nabtonek
jelita Srodkowego;

Degradacja chityny i macierzy peritroficznej larw podczas
superinfekciji;

Zdolnos¢ do biosyntezy specyficznego sideroforu -
bacillibactinu w warunkach ograniczonej dostepnosci zelaza,;
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Strategie lecznicze i profilaktyka stosowana na swiecie

Farmakoterapia

« Rygorystyczne procedury dezynfekcyjne; v" Antybiotyki i srodki przeciwdrobnoustrojowe;
+» Eradykacja zakazonych pni; v Kraje Ameryki Pétnocnej i niektére kraje
< Silne $rodki biobdjcze  degradujace Ameryki Potudniowej;

mikrobiom w sposob dtugotrwaty; v" Narastajgca opornos¢ i efekty toksyczne;
% Liczne techniki chemiczne i fizyczne; v" Horyzontalne rozprzestrzenianie sie substancji
< Przerywanie fancucha zakaznego | czynnej [apiwektoring];

usuwanie zrodet zakazenia; v' Mutacje szczepow;

*Zmiany w przepisach prawnych: Ustawa z dnia 21 listopada 2025 r. o zdrowiu zwierzgt Dz. U. z 2025 r, poz. 1795

01| Wprowadzenie teoretyczne

Zabiegi biotechniczne, tzw. podwojne
przesiedlenie;

Kwarantanna pasieki;

Zabiegi  dezynfekcyjne i  eradykacja
podejrzanych o chorobe rodzin*;
Wyksztatcanie linii odpornych (o

zachowaniach higienicznych;

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



01| Wprowadzenie teoretyczne

Problematyka zgnilca amerykanskiego

fot. Piotr Nowotnik

Zabieg podwaéjnego
przesiedlania rodzin z
niewysokim obcigzeniem
m|k_rob!olog|c_znym. Dezynfekcja uli i elementéw Oprysk gniazd, uli, sprzetu
Zsypanie roju podejrzanego o ulowych pasiecznego oraz pasieczyska
chorobe, przegtodzenie pszczot . ' ApiFarma przed zasiedleniem
i osadzenie w nowym ulu _ _ jako staty nieodtgczny element

+ sugerowana bioasekuracja: po dobrej praktyki pszczelarskiej

"WROCLAWIU




01| Wprowadzenie teoretyczne

I\VV globalna droga i koncepcja: biologizacja i czynniki do biokontroli zgnilca
amerykanskiego

Szczepionki

Ekstrakty, olejki

roslinne i zwigzKki Konieczne byto opracowanie szerszego spektrum produktow
biologiczne I technologii biotechnologicznych, aby kompleksowo
przeciwdziata¢ zakazeniom wywotanym przez P. larvae;

+ Bardzo czesto w opracowywaniu rozwigzan przemystowych
brakuje tez wiedzy technologicznej dot. ftgczenia i
Probiotyki praktycznego zastosowania gotowych mieszanek lub
preparatow komercyjnych, ktére mogtyby petni¢ funkcje
fitobiotykéw, synbiotykéw, metabiotykéw lub innych
biologicznie aktywnych biotykéw, odpowiednich do
wykorzystania w pszczelarstwie;

. . * Produkty mogtyby stanowié¢ forme wyprzedzajacej terapii
Bakteriofagi antybakteryjnej i dostarczyé nowych informacji na temat
kontroli P. larvae przy uzyciu biotykdw nowej generacji

o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych;

+  Wymagane sg proby w pasiekach i testy klatkowe w celu
oceny toksycznosci i skutecznosci in vivo;

* Dostep do skutecznych, wolnych od antybiotykéw i
bezpiecznych dla sSrodowiska narzedzi profilaktycznych,
pozwalajgc na kontrolowane zarzgdzanie populacjg P.
larvae w mikrobiomie pszczét.
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01| Wprowadzenie teoretyczne

Opracowanie biotykow — celowanych rozwigzan biologicznych w pszczelarstwie

TR T e N \/\/spieranie mikrobiomu rodzin pszczelich

przyktadem wpisujgcym sie w linie
takich produktow i technologii moze
by¢ wynalazek polskich naukowcow,
0 nazwie roboczej ApiBiotic;

Zwiekszenie bioasekuracii

- Do Dbioasekuracji na podstawie
Evidence-Based Practices [ Metafilaktyka
Evidence-Based Management;

Wykorzystanie

- Wypracowanie rozwigzania b”Eftat-m'"?% Utrzymanie higieny produkt(')w
: akteryjnyc (0] . .

produkiowego  w  postaci wiiseall pochodzenia zwierzecego
kontaktowego synbiotyku kontroli AFB
zmniejszajgcego  presje  zgnilca — : .
amerykanskiego ~w  rodzinach Prewencia ik (orotukty Redu!T(CJa Zogra“{[a 090'%690
pszczelich  poprzez  wspieranie weterynaryjna v trCZynnln(r)]W h QRN anul_r(r)] Al
rozwoju mikrobiomu larw i dorostych e ogians | SUSEOGCAE PerAEASlle
osobnikow pszczoty miodnej, farmakoblatyki
konkurujgcego i blokujgcego

nadmierne  namnazanie sie i
Wytwarzanie endOSpor P Iarvae; | UNITWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWIU



02| Problematyka badawcza

Problem badawczy

Ztozonos¢ problemu badawczego dotyczy:

« zmniejszenia presji zgnilca amerykanskiego w rodzinach pszczelich poprzez opracowanie
rozwigzan biotechnologicznych wspierajgcych ochrone i rozwéj mikrobiomu fizjologicznego larw
rodzin pszczelich, konkurujgcego z P. larvae i blokujgcego nadmierne namnazanie sie

| wytwarzanie endospor;

sprawdzenia w warunkach in vitro oraz in vivo wrazliwosci komorek wegetatywnych
P. larvae na substancje biologicznie aktywne, ukonstytuowanych na drodze procesow
biotechnologicznych, ukierunkowanych na uzyskanie w koncowym wyrobie wysokie] zawartosci

zwigzkow bioaktywnych z wykorzystaniem bakteryjnych komponentow probiotycznych;

konsekwencji wynikajgcych z zakazen bakteryjnych w postaci narastajgcych strat w gospodarce
pasiecznej i zagrozenia bezpieczenstwa pszczoty miodnej jako gtébwnego zapylacza w fancuchu

produkcji zywnosci.
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Cel doktoratu wdrozeniowego

Sprawdzenie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;:
poszczegolnych komponentow i surowcow roslinnych
stanowigcych sktad pilotazowej pre-formulacji przysztego
preparatu na poziomie laboratoryjnym (1) ; prototypu finalnego
na poziomie laboratoryjnym (2) ; prototypu finalnego w
warunkach in vivo na modelu rodzin pszczelich (3).

03| Cele i hipotezy badawcze

Opracowanie i dostarczenie kontaktowego synbiotyku o
wysokim potencjale przeciwdrobnoustrojowym dla pszczot,
zabezpieczajgcego przed zakazeniem bakterig Paenibacillus
larvae wywotujgcag zgnilec amerykanski w rodzinach pszczelich

CELE PRAC B+R

\ ¢

Wypracowanie synbiotyku zmniejszajgcego presje zgnilca
amerykanskiego w rodzinach pszczelich poprzez wspieranie
rozwoju mikrobiomu larw i dorostych osobnikow pszczoty
miodnej, konkurujgcego i blokujgcego nadmierne namnazanie
sie i wytwarzanie endospor P. larvae.

1)

Opracowanie i zwalidowanie sposobu, dawkowania oraz drogi
podania preparatu z uwzglednieniem elementow dobre;j
praktyki pszczelarskiej.

&

Utrwalenie dziatania rozwigzania produktowego w przerywaniu
tancucha zakazen i transmisji bakterii P. larvae pomiedzy
rodzinami pszczelimi oraz zabezpieczajgcego przed
zakazeniem wywotanym przez Paenibacillus larvae.

4
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Hipotezy badawcze w projekcie

(1) wykazanie wrazliwosci komoérek wegetatywnych P. larvae (Eric I, Eric Il, Eric Ill) na
antagonistycznie dziatajgce w stosunku do tych patogendw substancje biologicznie
aktywne, ukonstytuowanych na drodze procesow biotechnologicznych z wykorzystaniem
uzytych komponentéw mikrobiologicznych i roslinnych w sktadzie preparatu;

(2) zmniejszenie presji wystepowania zgnilca amerykanskiego w rodzinach pszczelich przez
wspieranie rozwoju mikrobiomu fizjologicznego pszczot, konkurujgcego z Paenibacillus
larvae, co umozliwitoby blokowanie nadmiernego namnazania sie i wytwarzania endospor
tego patogenu;

(3) proba srodowiskowego ograniczenia wzrastajgcej liczby obszarow zapowietrzonych |
rozszerzajgcych sie ognisk zakaznych podlegajgcych eradykacji przez stuzby
weterynaryjne;

(4) skuteczne zredukowanie terenowych ognisk chorobowych przy odpowiednim
zastosowaniu potencjatu biotechnologicznego i mikrobiologicznego;

(5) synbiotyk bedzie bezpieczny dla pszczét oraz produktdow pszczelich przeznaczonych do
spozycia i wykorzystania przez cztowieka;

03| Cele i hipotezy badawcze

|
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Jak wygladat 4-letni proces badawczy, ktory doprowadzit do otrzymania ApiBiotic?
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Poszukiwano najaktywniejszych drobnoustrojow
czynnikow do biokontroli 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
Lactobacillus
delbrueckii

Bacillus
megaterium
Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Bacillus
amyloliquefaciens
Bacillus
licheniformis
Bacillus pumilus
Lysinibacillus
fusiformis
Bacillus
thuringiensis
Bacillus simplex
Bacillus
laterosporus
Bacillus polymyxa
Bacillus
constellatus

Bifidobacterium
bifidum
Bifidobacterium
longum
Bifidobacterium
lactis
Bifidobacterium
coryneforme
Bifidobacterium
asteroides
Bifidobacterium
animalis

Serratia
marcescens
Serratia
plymuthica
Pseudomonas
fluorescens
Serratia
liquefaciens
Pseudomonas
aeruginosa

Gluconacetobacter
sacchari

Apibacter
adventoris
Gilliamella apicola
Stenotrophomonas
maltophilia
Parasaccharibacter
apium
Brevibacterium
spp.
Snodgrassella alvi
Actinomadura apis
Bartonella apis
Frischella perrara
Saccharibacter
floricola
Acinetobacter
calcoaceticus
Gluconobacter
oxydans
Pseudobacterium
rigidus apis

Enterococcus
casseliflavus
Pediococcus
pentosaceus
Pediococcus
acidilactici
Streptococcus
faecalis
Enterococcus
faecium
Enterococcus
durans
Lactococcus
lactis
Streptococcus
thermophilus

04| Metodyka badan

sposrod 79 mikrobiologicznych

* Saccharomyces
cerevisiae

» Streptomyces
rimosus

» Streptomyces
narbonensis

*  Wickerhamomyces
anomalus
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04| Metodyka badan

Poszukiwano najaktywniejszych substratow roslinnych sposrod 101 czynnikow do
biokontroli P. larvae

LiS¢ yerba mate

Lisc wawrzynu
szlachetnego

Ziele bylicy bozego
drzewka

Lis¢ wierzby biatej

Lisé orzecha
wioskiego

Paczki sosny
zwyczajnej

Lisé brzozy
brodawkowatej

Lis¢ oliwki
europejskiej

Lisé debu
szyputkowego

Owoc Ziela
angielskiego

Lis¢ rukwi wodnej
Kwiat nagietka
lekarskiego

[10/2021-12/2021]

Akszolina

Lebiodka
amerykanska
Eukaliptus cynereus
Gnaphalium

Turbinata

Szanta zwyczajna
Mietolisna
werbenowata
Lebiodka pospolita
Aksamitka
drobnokwiatowa
Tymianek pospolity
Ziele glistnika
jaskétcze ziele

Ziele krwawnicy
pospolitej

Ziele Swierzbnicy
polnej

Czosnek pospolity
Chromolaena wonna
Amomum
Cynamonowiec
cejlonski

Betel zwyczajny
Pieprz ribesioidy
Pieprz sarmentozny
Gozdzikowiec
korzenny

Mirt pospolity

Chmiel zwyczajny
Ziele przetacznika
lekarskiego

Ziele fiotka
tréjbarwnego

Lis¢ nasturcji wysokiej
Paczki topoli czarnej

Drzewo herbaciane
Niaouli

Cytronela wonna
Palmaroza

Cytryna zwyczajna
Majeranek ogrodowy
Rozmaryn lekarski
Szatwia lekarska
Bazylia pospolita
Mieta pieprzowa
Zurawina bfotna
Borowka czarna
Borowka brusznica
Aronia
czarnoowocowa
Jarzab pospolity
Papryka roczna
Jambolan
Granatowiec wiasciwy

Ruta zwyczajna
Macierzanka
piaskowa

Lawenda waskolistna
Bylica piotun
Jezbwka purpurowa
Nagietek lekarski
Berberys zwyczajny
Cykoria podréznik
Pokrzywa zwyczajna
NawtoC pospolita
Krwawnik pospolity
Tymianek cytrynowy
Czaber ogrodowy
Czarnuszka siewna
Imbir lekarski
Kurkuma diuga
Cebula zwyczajna
Pieciornik gesi

Kora debu
szyputkowego

Kora debu
bezszyputkowego

Kora wierzby biatej
Kora kruszyny
pospolite]

Kora kasztanowca
zZwyczajnego
Paczki
brodawkowatej
Tawuta wigzolistna
Wigzowka btotna
Przywrotnik pospolity
Rdest ptasi

Rdest wezownik
Pieciornik kurze ziele
Dziurawiec zwyczajny
Ziele ostrozenia
polnego

brzozy

Tarnina

Gtog jednoszyjkowy
Dzika ro6za
Czeremcha
zwyczajna

Kora granatu

Owoc jatowca
pospolitego

Ziele oman wielki
Ziele dziewanny
wielkokwiatowe]

Ziele rdestowca
japonskiego

Ziele szczawiu
Zwyczajnego

Ziele lebiodki biatej
Ziele tasznika
pospolitego
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04| Metodyka badan

Otrzymano pierwsze preformulacje pilotazowych kompozycji w skali mikrolaboratoryjnej
| sprawdzono ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg

1. Otrzymanie biofermentéw z wybranych substratow roslinnych (zawieszenie 4-10%
m/v w jatowym 4% roztworze wodnym melasy z trzciny cukrowej; inokulacja zaszczepkg |
mikrobiologiczng ProBioFood 4-5% v/v; inkubacja 37°C/72h; warunki beztlenowe,
kontrola wilgotno$ci inkubatorow);

2. Otrzymanie inokulatéw bakteryjnych wybranych drobnoustrojow funkcjonalnych
(zawieszenie 4-5% v/v w jatowym 4% roztworze wodnym melasy z trzciny cukrowej, OD
~ 0,5° McFarlanda; inkubacja 37°C/72h; warunki tlenowe/beztlenowe w zalezno$ci od
specyfiki drobnoustroju, kontrola wilgotnosci inkubatoréw);

3. Wykonanie analiz przeciwdrobnoustrojowych z uzyciem biofermentéow i
inokulatéw bakteryjnych, 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 ul, OD ~ 0,5° McFarlanda; wlew do
studzienek 100 ul filtratow otrzymanych z uzyciem filtrow strzykawkowych 0,2 um o
réznych stezeniach; inkubacja 37°C/24-48h; warunki mikroaerofilne, kontrola wilgotnosci
inkubatorow);

4. Wyznaczenie stezen: bakteriobdjczych i hamujacych wzrost dla komponentéow o
wstepnie potwierdzonym antagonizmie, w oparciu o zmodyfikowane standardy CLSI
— 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 pilotazowych mieszanin synbiotycznych ze sktladnikami o g
najwyzszym potencjale przeciwdrobnoustrojowym, kontrola jakosci i powtorne g o
analizy w oparciu o zmodyfikowane standardy EUCAST i CLSI '

[ "
T

[12/2021-09/2022] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU
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Wybrano pasieki o najwiekszym obcigzaniu mikrobiologicznym | sprawdzono wptyw
mieszanin na odpornosc pszczot oraz toksycznos¢ w badaniach klatkowych

1. Screening, selekcja pasiek i poszukiwanie izolatow
terenowych: metody molekularne - iloSciowy pomiar z liczbg
kopii DNA Zywych komorek w probce (QPCR, genomiczne liczby
bakterii, zastosowanie PMA — Propidium Monoazide oraz EMA —
Ethidium Monoazide do komodrek martwych, tworzg wigzania z
DNA, blokujgc PCR i amplifikacje), shotgun; fgcznie 981 pni;

2. Analizy wskaznikéw biochemicznych hemolimfy pszczot:
badania klatkowe reakcji robotnic pszczoty miodnej w wieku 2,
12 i 21 dni na poszczegolne mieszanki pilotazowe synbiotykow
(grupy testowe i kontrolna). Pobranie i zabezpieczenie hemolimfy
pszczot w celu analizy wybranych markeréw biochemicznych
(ALP, ALT, TP, TG, GLUC, GGT, UREA II, UA ll, CREA ENZ,
ASAT I, ALAT II), pobor od 10 robotnic z kazdej klatki (100
robotnic z kazdej rodziny pszczelej) z uzyciem automatycznego
analizatora biochemicznego Pentra 400 firmy Horiba ABX
(Francja), stosujgc odczynniki tej firmy oraz firmy Randox (Wielka
Brytania);

3. Ocena toksycznosci LD50 przeprowadzona wedtug metodyki
OECD 213/214, 245 z kontrolg dodatnig w formie roztworu
acetonu w czasie 24-96 godzin, rejestracja Smiertelnosci od 4
godziny trwania testu, przy zatozeniu, ze SmiertelnoS¢ w grupie
kontrolnej <10%;

[10/2021-12/2022] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU
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Opracowano pierwsze formulacje pilotazowych prototypow preparatu, ktore
zaaplikowano do pasiek doswiadczalnych

1. Opracowanie metodyki i schematéw aplikacji wraz z dawkami pilotazowych preformulacji wyrobow
synbiotycznych celem osiggniecia najefektywniejszych wynikow;

2. Przeanalizowanie danych z bazy 64 pasiek i rozpisanie ukladéw doswiadczalnych (16);
opracowanie autorskie protokoty badawcze uwzgledniajagce wymagane kryteria do spetnienia (np.
rodziny pszczele niewykazujgce historii chorobowej, o podobnej sile 1 zblizonym stopniu rozwoju,
zajmujgce odpowiednig liczbe ramek, z precyzyjnie wskazang linig i rasg pszczot, bez przekraczania 50
pni w obsadzie, prowadzone w poszanowaniu rygoréw sanitarnych, unikanie pasiek leczonych kwasami
organicznymi i tymolem na drecza pszczelego, z zachowang odlegtoscig od kolejnej pasieki o 8 km, z
optymalng bazg pozytkowq);

3. Przeskalowanie 3 pilotazowych preformulacji wyrobu do skali péttechnicznej (1000 L) z
odtworzeniem jakosci, stabilnosci i aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej;

4. Przeprowadzenie kontroli jakosci (OLD, LAB, grzyby, patogeny, Brix, ORP, pH, zawartos¢ cukrow,
HMF, analiza kwasowosci i metabolitow, rozpoczecie analiz trwatosci produktu);

5. Okreslenie obcigzenia mikrobiologicznego, profilaktyczne podawanie pilotazowych preformulacji i
ocena ich wptywu na liczbe P. larvae;

6. Podziat pasiek doswiadczalnych na 4 grupy doswiadczalne - 3 otrzymujgce 4-krotnie w odstepach 7- g«
dniowych syrop sacharozowy (20-50% m/v) z dodatkiem ApiBiotic (1,5%-100% v/v) w formie: pokarmu S,
(Gr. 1), nakraplania uliczek miedzyramkowych (Gr. Il), oprysku ramek (Gr. Ill). Grupa IV — kontrolna,
otrzymujgca tylko syrop; regularne prowadzenie przeglagdoéw, monitorowanie cech uzytkowych,
zachowania, rozwoju, parametryzacja w skali punktowe). Pobor probek larw ze wszystkich grup do
diagnostyki P. larvae, z potwierdzeniem MALDI-TOF/MS; '

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLEAWIU
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Zaaplikowano pilotazowe preformulacje prototypow produktu do pasiek i przeskalowano
produkcje do skali pottechnicznej

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 NBO1 NBO3 NBOS NBO7 NBO9 NB11 NB13 NB15 NB17 NB19
g = NBO2 NBO4 NBOG NBOS NBE10 NB12 NBE14 NB16 NB18 NB20O
= PZ01 PZ03 P05 PZO7 PZ09 PZ11 PZ13 P15 PZ17 PZ19
=2 PZ02 P704 P706 PZ08 PZ10 PZ12 p714 P716 PZ18 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 o Warianty aplikacyjne:
E ','._f‘ A2+B2 A2+B3 A3+B1 A3+B2 A3+B3 C
E _E Pasieki aplikacyjne:
'g E NB21 NB23 NB25 NB27 NB29 PZ31
T = NB22 NB24 NB26 NB28 NB30 PZ32
= PZ21 PZ23 PZ25 PZ27 PZ29 NB28 —1I
= P22 P24 PZ26 PZ28 PZ30 pasieka
NB21

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 Kwag Kv_vas cytrynowy Kwas winowy _Kwas Kwas Kwas mlekowy Kwas
jabtkowy SZCZawiowy jednowodny siarkowy octowy cytrynowy
FAKTORY do przeliczen zawartosci konkretnych kwasow 0,067 0,045 0,07 0,075 0,049 0,06 0,09 0,064

[01/2023-07/2023]
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Wybrano formulacje preparatu najlepiej zabezpieczajgcg rodziny pszczele przed
zakazeniem

* Przeanalizowanie kart ulowych, protokotow doswiadczalno-obserwacyjnych z 64
pasiek, na podstawie ktérych wytypowano formulacje o wysokim potencjale wzgledem
rozwoju rodzin pszczelich;

* Przeanalizowanie wynikéw diagnostyki mikrobiologicznej i redukcji P. larvae z 486
rodzin pszczelich, na podstawie ktérych wytypowano formulacje o wysokim potencjale
przeciwdrobnoustrojowym w warunkach terenowych;

* Odrzucenie formulacji wyrobu, ktére nie zabezpieczyly rodzin pszczelich przed
nabyciem lub/i rozwinieciem sie zakazenia;

 Ocena rozwoju wiosennego rodzin, wydajnosci, oddzialywania preformulacji w ujeciu
calego sezonu, wlgczenie pszczelarzy w proces oceny i testowania, zabezpieczenie
materiatu biologicznego do posiewow celem oceny skutecznosci pilotazowego preparatu;

+ Sporzadzenie dokumentacji uwzgledniajacej analize wptywu aplikacji preparatu na
cechy uzytkowe rodzin pszczelich takie jak: zimotrwato$é, produkcja miodu, agresywnosc,
rozwdj, sita, kondycja i rojliwos¢. Parametr sity i kondycji odnosit sie do liczby zaczerwionych
ramek;

 Ocena wskaznikéw: zmiany masy uli poprzez pomiar wagowy i zimotrwatos¢ rodzin
pszczelich, analiza zmian behawioralnych pszczoét (nadpobudliwos¢ pszczot, petfzanie,
podejmowanie aktywnosci lotnej bgdz niemoznosc¢ latania) monitoring wktadki dennicowej,
obserwacja aktywnosci lotnej 1 raz w tygodniu przez 5 min., po podaniu preparatu, na
podstawie rejestrowania liczby pszczo6t powracajgcych do ula.

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
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Wykonano selekcje pasiek odpowiadajgcym wymogom protokotu badawczego

DANE LICZBOWE

ZYRODNICZY WE WROCLEAWIU
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Przeskalowano produkcje do skali przemystowej, rozpoczeto proby przechowalnicze, oceniono wptyw
preparatu na rodziny pszczele w ujeciu catego sezonu, opracowano metodyke aplikowania wyrobu |
przeanalizowano jego skutecznos¢ w warunkach in vivo.

« Otrzymanie preparatu w objetosci 10 000 L, przeprowadzenie
kontroli jakosci (OLD, LAB, grzyby, patogeny, Brix, ORP, pH,
zawartosc cukrow, HMF, analiza kwasowosci i metabolitéw);

Wyliczenie dawki i dtugosci trwania aplikacji w oparciu o
wszystkie dane laboratoryjne (MIC, MBC, Time-kill) i terenowe (pora
roku, okres w sezonie, uwzglednienie praktyki pszczelarskiej)

* Przeprowadzenie analiz trwatosci produktu w kolejnych interwatach
czasowych,

* Ocena funkcjonalnosci i parametrow specyfikacji zwolnieniowej;

« Ocena parametréw zimotrwatosci, sity i kondycji w 2 roku
stosowania prototypu synbiotyku - liczby zaczerwionych ramek
wedtug skali:: bardzo dobra (ponad 10 ramek wielkopolskich, 3-4
punkty), dobra (7-10 ramek wielkopolskich, 2 punkty) oraz staba
(mniej niz 7 ramek wielkopolskich 0-1 punktow);

* Ostatni pobér prébek czerwiu i miodu celem analizy kinetyki
zmian w liczebnosci P. larvae i oceny efektu protekcyjnego;

* Analizy statystyczne mikrobioméw rodzin pszczelich;

[10/2023-06/2024] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU
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Przygotowano symulacje wdrozenia synbiotyku na rynek

* Opracowanie publikacji naukowych, ulotek, broszur informacyjnych i materiatow dydaktycznych;

* Nadanie nazwy dla otrzymanego wyrobu synbiotycznego;

+ Wydanie w formie pisemnej metodyki, dawkowania i sposobdéw aplikacji synbiotyku z uwzglednieniem aspektéw praktyki pszczelarskiej;
» Pozyskanie zgody na sygnowanie wyrobu logotypem i informacjg o wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu;

* Pozyskanie zgody na sygnowanie wyrobu badaniem jakosci w Instytucie Technologii Mikrobiologicznych w Turku;

» Opracowanie etykiety, wzoru opakowania i zaplanowanie kalendarium z formami promoc;ji produktu;

« Zgtoszenie wprowadzenia do obrotu synbiotyku w Powiatowym Inspektoracie Weterynarii w Turku;

+ Aktywny udziat w konferencjach naukowych, szkoleniach i sympozjach pszczelarskich;

« Wdrozenie produktu synbiotycznego do oferty przedsiebiorstwa ProBiotics Polska;

* Poinformowanie interesariuszy i dystrybutorow o zakonhczeniu procesu B+R i1 wprowadzeniu produktu synbiotycznego na rynek
pszczelarski.

[07/2024-09/2025] | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWTU
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Na poczagtku opracowano 9 wyjsciowych mieszanin 0 wysokie]

przeciwdrobnoustrojowej wzgledem P. larvae w warunkach in-vitro

05| Wyniki prac B+R

aktywnosci

» Parasaccharibacter

» Bacillus megaterium

» Gilliamella apicola

* Enterococcus

« Streptomyces

* Lactobacillus

» Lactobacillus gasseri

* Lactobacillus

* Lactobacillus

apium, » Bacillus cereus * Snodgrassella alvi casseliflavus rimosus crispatus * Lactobacillus kullabergensis helveticus
» Lactobacillus » Bacillus subtilis » Actinomadura apis » Pediococcus + Streptomyces * Lactobacillus amylovorus * Lactobacillus » Lactobacillus jensenii
amylovorus |, » Bacillus + Bartonella apis pentosaceus narbonensis fructivorans * Lactobacillus helsingborgensis » Lacticaseibacillus
» Lactobacillus amyloliquefaciens » Acinetobacter » Pediococcus » Lactobacillus hilgardii rhamnosus » Bombilactobacillus casei
amylovorus I, » Bacillus licheniformis calcoaceticus acidilactici * Lactobacillus * Lactobacillus mellis » Levilactobacillus
» Lactobacillus apis, » Bacillus pumilus » Streptococcus constellatus crispatus * Lactobacillus apis brevis
* Lactobacillus e Lysinibacillus faecalis * Lactobacillus melifer * Lactobacillus * Lactobacillus * Lactobacillus
meliventris, fusiformis » Enterococcus » Lactobacillus fructivorans melliventris farciminis
* Apilactobacillus faecium johnsonii * Lactobacillus * Lactobacillus
apinorum « Enterococcus durans * Lactobacillus reuteri panisapium delbrueckii
« Lactococcus lactis « Ligilactobacillus « Apilactobacillus « Bifidobacterium
« Streptococcus salivarius apinorum bifidum
thermophilus « Lactiplantibacillus * Lactobacillus « Bifidobacterium
plantarum kimbladii longum
» Lactobacillus « Bombilactobacillus » Bifidobacterium lactis
acidophilus mellifer « Bifidobacterium
* Lactobacillus coryneforme
bulgaricus « Bifidobacterium
» Lactobacillus asteroides
fermentum » Bifidobacterium
animalis
Lis¢ yerba mate, lis¢ Lebiodka amerykanska, Ruta zZwyczajna, Kora debu szyputkowego, Ziele bylicy = bozego Owoc jatowca Tarnina, Gtég Pieprz ribesioidy, Pieprz Lis¢ debu szyputkowego,
wawrzynu szlachetnego, Eukaliptus cynereus, Macierzanka piaskowa, Kora debu drzewka, lis¢ wierzby pospolitego, Ziele oman | jednoszyjkowy, Dzika | sarmentozny, owoc ziela angielskiego,
Ziele bylicy bozego Gnaphalium, Turbinata, Lawenda waskolistna, bezszyputkowego, Kora | biatej, lis¢ orzecha | wielki, Ziele dziewanny réza, Czeremcha | Gozdzikowiec korzenny, lis¢ rukwi wodnej, kwiat
drzewka, [is¢ wierzby | Szanta zwyczajna, Bylica piotun, Jezdéwka wierzby  biatej, Kora | wioskiego, paczki sosny | wielkokwiatowej, Ziele zwyczajna, Kora granatu Mirt  pospolity, Chmiel nagietka lekarskiego, lisé
biatej, lis¢ orzecha Mietolisna werbenowata purpurowa kruszyny pospolitej, Kora | zwyczajnej, iS¢ brzozy rdestowca japonskiego, zwyczajny, Ziele nasturcji wysokiej, pgczki
wiloskiego, paczki sosny Lebiodka pospolita, kasztanowca brodawkowatej, lis¢ oliwki | Ziele szczawiu przetacznika lekarskiego, topoli czarnej, Tymianek
zwyczajnej, iS¢ brzozy | Aksamitka zZwyczajnego, Paczki europejskiej, iS¢ debu zZwyczajnego, Ziele Ziele fiotka trojbarwnego, pospolity, Ziele glistnika
brodawkowatej, lis¢ oliwki drobnokwiatowa, brzozy = brodawkowatej, szyputkowego, owoc lebiodki  biatej, Ziele Lis¢ nasturcji wysokiej. | jaskdlcze ziele, Ziele
europejskiej, iS¢ debu Tymianek pospolity, Tawuta wigzolistna, ziela angielskiego, lis¢ | tasznika pospolitego Paczki topoli czarnej krwawnicy pospolitej,
szyputkowego, owoc | Ziele glistnika jaskotcze Wigzéwka btotna, rukwi wodnej, Lawenda Ziele $wierzbnicy polnej
ziela angielskiego, lis¢ | ziele Przywrotnik pospolity waskolistna, Bylica
rukwi  wodnej,  kwiat piotun, Jezowka
nagietka lekarskiego, lis¢ purpurowa

nasturciji wysokiej, paczki
topoli czarnej

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
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Nastepnie na poszczegolnych etapach dokonywano stopniowe] selekcji eliminujgc
wadliwe, pilotazowe kompozycje

1 2: 3: 4: 5: 6 7 9:

Niemoznos¢ Trudno$¢c w Znikoma
namnazania na ozywianiu i aktywnosc¢

pozywce namnazaniu przeciwdrobno-
przemystowej szczepow, <1000 ustrojowa,;

jtk/ml Niska aktywnos$c¢

metaboliczna
4: 6: 8: 9:
Pre-formulacja ulega Trudno$¢ w przeskalowaniu Wysoka toksycznos¢ wobec
zakazeniom; preformulaciji; pszczot, LD50=10% v/v;
Wozrost Clostridiales w Pre-formulacja niestabilna
mikrobiomie ula po aplikacji (pH>4.0); Gwattowna redukcja LAB;
Brak surowcow roslinnych do
‘ wiekszej produkcji;
1 5:

Brak primingu immunologicznego;

Brak redukgcji P. larvae w warunkach terenowych;

Brak dostatecznego rozwoju rodziny pszczelej; pogorszona
zimotrwatosc; brak redukgji P. larvae w warunkach terenowych

\ 4

1:
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Sprawdzano rowniez relacje odwrotng - czy P. larvae nie powoduje ograniczania
wzrostu killerowych bakterii probiotycznych

Rycina 5. Nieskuteczna préba zahamowania wzrostu killerowych szczepdw bakterii kwasu mlekowego bedacych komponentami wyrobu ApiBiotic przy uzyciu inokulantéw
P. larvae (badanie antagonizmdw).

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWIU



05| Wyniki prac B+R
I Wypracowano koncowg formute preparatu z synergicznie dziatajgcymi komponentami

Boostery wzrostu i substancje
prebiotyczne

Mieszanka surowcow roslinnych
(antagonistycznych, redukujacych,
prebiotycznych):

« [|isS¢ vyerba mate, [iS¢ wawrzynu

szlachetnego;

« ziele bylicy bozego drzewka, lis¢ wierzby
biatej;

« lis¢ orzecha wiloskiego, paczki sosny Szczepy killerowe (antagonistyczne,
zwyczajnej; redukujace, ,,czyszczace”):

- li$¢ brzozy brodawkowatej, lig¢ oliwki Parasaccharibacter apium PBPO1,
Lactobacillus amylovorus PBP02,

europejskiej;
PR . Lactobacillus amylovorus PBPO3,
. Ilsc_ del_)u szyputkowego, owoc ziela Lactobacillus apis PBP04
allp’g|elsk|eg.o, _ _ _ Lactobacillus meliventris PBPO5,
* lisc rukwi  wodnej, kwiat nagietka Apilactobacillus apinorum PBPO06.
lekarskiego;
« liS¢ nasturcji wysokiej, paczki topoli
czarnej

Szczepy zasiedlajace:
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 WROCEAWIU
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badan wifasnych dziatanie plejotropowe
sktadnikow biologicznie czynnych | Model Evidence Based Veterinary Medicine

Lis¢ oliwki europejskiej: oleuropeina,
silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
blokuje namnazanie sie P. larvae,
osfania larwy pszczoét wytwarzajgc
specjalng powtoke izolujgcg

Paczki sosny zwyczajnej:
monoterpeny, umiarkowane dziatanie
na Gram+, silnie immunogenne,
pobudzajgce uktad immunologiczny,
zaburzenie funkcjonowania pompy
protonowe;j

Lis¢ yerba mate: polifenole. Ksantyny.
umiarkowane dziatanie antybakteryjne
wobec P. larvae. w niskich stezeniach
wspierac rozwoj LAB zwtaszcza dziata
jako booster wobec Parasaccharibacter,
apium, dziata antyoksydacyjnie

Lis¢€ nasturcji wysokiej:
glukozynolaty, posiada zdolnosci
agregowania komorek bakteryjnych,
utatwia dostep do btony
cytoplazmatycznej drobnoustrojéw,
dziata toksycznie na DNA

Owoc ziela angielskiego: eugenol,
dziatanie bakteriobdjcze, otwiera
komorki bakteryjne i poddaje ich tresc
cytoplazmatyczng na zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe

Lisé brzozy brodawkowatej:
flawonoidy, zapobiega wytwarzaniu
zarodnikéw P. larvae, unieczynnienie
ruchliwos$ci P. larvae. Dochodzi do
perforacji i permeabilizacji btony
komérkowej

Lisé wawrzynu szlachetnego:
eugenol, cineol, dziata nieselektywnie
oczyszczajgc inne drobnoustroje
patogenne, chronigce P. larvae, osfabia
dziatanie blokerow antagonistycznych

Kwiat nagietka lekarskiego;
polisacharydy, saponiny stymuluje
Lactobacillus, dziata przeciwzapalnie
(posrednio ogranicza patogeny),
pobudza odpornosc¢ pszczoétiich larw

Lis¢é rukwi wodnej: glukozynolaty,
polisacharydy, sprzyja wzrostowi LAB,
jednoczesnie ogranicza patogeny
oportunistyczne w czasie superinfekcji

Lis¢ debu szyputkowego: garbniki,
hamuje wzrost i adhezje bakterii,
bakteriostatyczny, utrudnia
zagniezdzanie sie komorek
bakteryjnych w larwach

Lis¢ ziele bylicy bozego drzewka:
tujon, kamfora, terpeny. silne dziatanie
antybakteryjne (Gram+). Dezintegruje
biofilm bakteryjny, zmniejsza energie w
postaci ATP, ktéra niezbedna jest dla

ruchu rzesek.

Paczki topoli czarnej: flawonoidy,
kwasy fenolowe (propolisowy profil),
silny inhibitor wzrostu i namnazania sie
P. larvae, diugotrwaty efekt
przeciwdrobnoustrojowy, najdtuze;j
trwate zwigzki antybiotyczne

Lis¢ wierzby biatej: salicylany,
modulator Srodowiska, otwiera komorki i
tkanki, uwrazliwia, odstania, dezintegruje,
pozwala lepiej przechodzi¢ substancjom
aktywnym do wnetrza, zmienia potencjat
ORP, rozkurcza

Lis¢ orzecha witoskiego: juglon, silny
antybakteryjny, wybiorczy, i
przeciwgrzybiczy — asekuruje holobiom
w trakcie przebudowywania
mikrobiomu pszczét, zapobiega
kietkowaniu zarodnikow
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Uzasadniono na podstawie literatury i badan wtasnych dziatanie plejotropowe sktadnikow
biologicznie czynnych | Model Evidence Based Veterinary Medicine

Parasaccharibacter apium: bakteria kwasu octowego, kolonizuje jelito przednie i gruczoty gardzielowe,
stabilizuje pH, poprawia trawienie cukrow, silnie zwigzana z dtugowiecznoscig robotnic, kluczowa dla larw,
obecna w mleczku pszczelim, chroni larwy przed patogenami oportunistycznymi, stymuluje odpornosc
wrodzong (AMPSs), konkurencja o nisze + zakwaszanie srodowiska, silne hamowanie form wegetatywnych P.
larvae, produkcja kwasu octowego i metabolitow antybakteryjnych, jedna z najlepiej udokumentowanych
naturalnych barier przeciw zgnilcowi.

Lactobacillus apis: rdzen mikrobioty jelita srodkowego, poprawia bariere jelitowa, stabilizuje mikrobiom
kolonii po dziataniu przeciwdrobnoustrojowym wielu kompleksowych sktadnikow, zmniejsza presje
patogenow srodowiskowych, silna indukcja peptydow przeciwdrobnoustrojowych, obniza stan zapalny jelita,
bezposrednie hamowanie P. larvae, zakwaszanie + konkurencja o skfadniki, ogranicza kolonizacje jelita larw,
szczep bazowy odpornosci kolonii.

Lactobacillus meliventris: zwigzany z fermentacjg pierzgi, poprawia biodostepnos¢ polifenoli,
antyoksydacyjny efekt metabolitéw, stabilizacja mikrobiomu, hamuje rozwéj patogendw przez poprawe
konkurencji mikrobiologicznej, stabilizator Srodowiska.

Apilactobacillus apinorum: ochrona jelita tylnego, utrzymuje integralnos¢ nabtonka, ogranicza przenoszenie
patogendéw przez karmicielki, bardzo silne dziatanie immunomodulujgce, regulacja ekspresji genow
odpornosciowych, silna inhibicja wzrostu P. larvae, zakwaszanie + bakteriocyny, wazny element odpornosci
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Przeanalizowano wyniki chromatograficzne podobnych wyrobow ProBiotics 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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Podano mechanizm dziatania farmakobiotycznego zwigzkow flawonoidowych

Etap | — destrukcja struktury sciany bakteryjnej i
btony cytoplazmatycznej na drodze trawienia
enzymatycznego przy aktywnosci amylaz,
esteraz i kwasow organicznych

Etap Il — zniszczenie materiatu genetycznego
komorki mikroorganizmu poprzez odszczepienie
reszty fosforanowej od biatek przy uczestnictwie
fosfataz oraz hydroliza wigzania prowadzgca do

dezintegracji i fragmentacji DNA

Etap Il — sukcesywnie postepujgca autoliza
komorki mikroorganizmu, odstoniecie tresci
komorkowej i poddanie jej na dziatanie
bakteriocyn, antybiotykow i poszczegolnych
substancji bioaktywnych

Kwas hydroksybenzoesowy
kwas kawowy
kwas cynamonowy

Kwas kawowy + kwercetyna + mirycetyna
Kwas p-kumarowy
Kwas ferulowy

Kwercetyna, kwas galusowy

Galangina

Uszkodzenia strukturalne i funkcjonalne sciany
komodrkowej i btony cytoplazmatyczne;j

Dochodzi do perforacji i permeabilizacji btony
komorkowej w wyniku czego dochodzi do
nadmiernej utraty jondw wodorowych i
potasowych a w rezultacie obniza sie potencjat i
ciggtosc¢ btony. Nastepstwem tego jest
zaburzenie funkcjonowania pompy protonowej i
zmniejszenie energii w postaci ATP, ktora
niezbedna jest dla ruchu rzesek.

Zdolnosc¢ bakteriobojcza dzieki hamowaniu
aktywnosci gyrazy DNA u bakterii.

Posiada zdolnosci agregowania komorek
bakteryjnych, utatwia dostep do btony
cytoplazmatycznej drobnoustrojow. Blokowanie
INOS mRNA podczas rozwoju stanu zapalnego.
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Empirycznie potwierdzono, ze ApiBiotic spetnia definicje farmakobiotyku najnowsze|
generacji tgczgcego metabolity pochodzenia roslinnego i bakteryjnego

Farmakobiotyk (pharmabiotic) to termin obejmujgcy
zywe lub nieaktywne mikroorganizmy, ich skfadniki

. L Ze wzgledu na
(np. , struktury ~ komorkowe,  fragmenty  Scian | ¢ imaceutyczne”
komorkowych) lub metabolity (produkty wytwarzane |konotace — oczekuje| o 2y\?vych Szcie‘?péw{jak
przez mikroby), ktore majg udokumentowany wptyw |S% 2e dzatanie jest)popionki) “ale obejmuje | Musi byé
. : . obrze — zbadane,  Z|ij 56 nieaktywne | udokumentowana funkcja — —\
terapeutyczny lub modulujgcy mikrobiote gospodarza okreslonym mikroorganizmy, ich | farmakologiczna /| Zakres dziatania moze |
W sposob korzystny dla zdrowia lub leczenia choréb; mechanizmem lub  orodukty | metabolity. terapeutyczna — czyli| obejmowac  modulacje
dOWIOdamI (nie f lt(ylkO wplyw na stan zdrowia|mikrobioty ~— (np.
0goélnym efektem lub przebieqg choroby. przywracanie réwnowagi
W szerszym znaczeniu farmakobiotyki to biologiczne —dietetveznym). e ' mikrobiologicznel,
7 . _ _ ; - amowanie patogendw,
czynniki, zwigzane z mikrobiotg, ktére mogg byc modulacja ~ odpowiedzi
. N . ” . immunologicznej).
traktowane jako ,terapeutyki mikrobiotyczne” — czyli
substancje lub byty mikrobiologiczne, ktore petnig role

leku lub wspotdziatajg w leczeniu, przez wplyw na
mikroflore gospodarza;

W naszym przypadku mechanizm ten zostat
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, ze ApiBiotic jest potgczeniem trzech nowoczesnych koncepcji

B —

ProBiotics | 1|1}

API

biotic ar o
ProBtotr;s

'Vd

biotic

do stosowania w profilaktyce
Ignilea amerykasiskiego
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Sprawdzono
farmakobiotykach

W przegladach literaturowych
zauwaza sie, ze termin

pharmabiotic jest uzywany raczej

w Srodowisku naukowym jako
koncepcja obejmujgca zywe
mikroorganizmy, ich metabolity
lub sktadniki, z potencjalnym
zastosowaniem terapeutycznym,
ale nie ma formalnych
dokumentow instytucji unijnych
(EMA/EFSA), ktore by te
koncepcje regulowaty
bezposrednio (np. w ramach
prawa medycznego lub
zywnos$ciowego).

funkcjonalnosc

ApiBiotic w kontekscie

W przeglgdzie ,Recent Insights
About Probiotics Related
Pharmabiotics in Gastrointestinal
Disorders” autorzy okreslajg
farmakobiotyki jako ,prebiotyki,
probiotyki, synbiotyki,
paraprobiotyki, postbiotyki,
metabiotyki, next-generation
probiotics i inne byty
mikrobiologiczne lub ich

W artykule ,Probiotics and
pharmabiotics: Alternative
medicine or an accepted
pharmacological strategy?”
sugeruje sie, ze termin
pharmabiotic ma objgc¢ peten
zakres mozliwosci
terapeutycznych, ktére oferuje
mikrobiota — nie tylko zywe
mikroby, ale takze ich produkty i

produkty, ktore majg potencjat komponenty
dziatania farmakologicznego [https://[pmc.ncbi.nim.nih.gov/artic
poprzez interakcje z mikrobiotg” les/PMC3026447/]

[https://link.springer.com/article/1
0.1007/s12602-025-10613-3]

05| Wyniki prac B+R

wiedzy naukowej

W publikacji ,The Pharmacobiotic
Potential of the Gastrointestinal
Tract” autorzy omawiaja, ze
probiotyki mozna rozumiec jako
szczegolny przypadek
farmakobiotykéw — a
farmakobiotyki mogg byc¢
definiowane jako
,mikroorganizmy lub ich produkty
majgce wtasciwosci promujgce
zdrowie lub
zapobiegajgce/odwracajgce
chorobe” w kontekscie przewodu
pokarmowego
[https://analyticalsciencejournals.
onlinelibrary.wiley.com/doi/10]
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Sprawdzono funkcjonalnosc¢ ApiBiotic w kontekscie wiedzy naukowej o supresbiotykach

Supresbiotyki to dos¢ nowe i jeszcze nieformalnie ustandaryzowane pojecie, ale w literaturze branzowej i praktyce rolniczej uzywa sie go w kontekscie
zaawansowansowaych, wielosktadnikowych preparatéw mikrobiologicznych, ktdrych celem jest aktywne ttumienie (supresja) patogendw glebowych lub

zwierzecych i odbudowa zdrowia gleby badz innych holobiontéw.

Co zwykle zawiera supresbiotyk?

Gtowne funkcje supresbiotykow

Supresbiotyk jako aktywna biologia

Mozna je rozumiec jako wyzszg forme
biopreparatow, ktore dziatajg nie tylko
stymulujgco, ale rowniez ochronnie i
stabilizujgco - konsorcja pozytecznych bakterii
(np. PGPR - Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria, szczepy killerowe, szczepy o
zwiekszonej sekrecji metabolitdow) grzyby
antagonistyczne (np. Trichoderma) metabolity,
enzymy i naturalne antybiotyki
mikroorganizmow substancje humusowe,
poprawiajgce srodowisko dla mikrobiomu
czasem ekstrakty fermentowane, ktére
zwiekszajg ich aktywnosc¢

Supresja patogendéw holobiontéw— dziatanie
antagonistyczne, konkurencja o przestrzen i
zasoby, wytwarzanie enzymow rozktadajgcych
struktury patogendéw. Odbudowa zniszczonego
mikrobiomu holobiontéw— przywracanie
rownowagi biologicznej po nadmiernej
chemizacji, przesuszeniu czy degradaciji.
Wzmacnianie odpornosci roslin— indukowana
odpornos$¢ (ISR), pobudzanie mechanizmow
obronnych. Poprawa struktury i aktywnosci
biologicznej holobiontow — wicksza aktywnosc¢
enzymatyczna, lepsza mineralizacja resztek,
poprawa agregaciji. Stabilizacja catego
agroekosystemu— dziatanie nie dorazne, ale
systemowe (nasiono — gleba — korzen —
resztki).

Supresbiotyk to biologiczny ,budowniczy i
obronca” srodowisk biologicznych, ktory:
odbudowuje mikrobiom, hamuje patogeny — i
robi to w sposob zintegrowany,
wielokierunkowy.
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Sprawdzono funkcjonalnos¢ ApiBiotic w kontekscie wiedzy naukowe] o metabiotykach

« krétkotancuchowe kwasy tluszczowe (np. octan, maslan)
* biosurfaktanty
senzymy
. e . . » hormony roslinne (cytokininy, auksyny)
Do metabiotykow zalicza si€ . anybiotyki biologiczne
1 . » hormony roslinne (cytokininy, auksyny)
m.in.. « siderofory
» kwasy organiczne
* poliaminy
* peptydy i biatka sygnatowe

*Metabiotyki to pojecie stosowane gtéwnie w
kontekscie mikrobiologii, probiotykéw i zdrowia
roslin/gleby, cho¢ pierwotnie pojawito sie w naukach
medycznych. To nie zywe bakterie, lecz ich

Metab|otyk| —_ bi0|ogia produkty/metabolity majgce efekt probiotyczny lub
biostymulujgcy.
Zaawansowana «Metabiotyki to bioaktywne metabolity wytwarzane

przez mikroorganizmy, ktére majg korzystny wptyw
na organizm (cztowieka, zwierzecia lub rosliny),
mimo ze same mikroorganizmy nie muszg byc¢
obecne.

*Bioaktywne substancje pochodzenia
; mikrobiologicznego, ktdre wspierajg wzrost roslin,
|nne funkCJe poprawiajg kondycje gleby, zwiekszajg odpornosc¢
na stres, hamujg patogeny (bez koniecznosci
stosowania innych inhibitorow)

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



05| Wyniki prac B+R

Wyznaczono parametry MIC | MBC dla wszystkich sktadnikow biologicznie 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. larvag ATCC 9545 P. larvae CCUG 50846 P. larvae 48973
Metabolity nalezgce do szczepu probiotycznego: MIC [mglem®] ~ MBC[mglem®]  MIC[mglcm®]  MBC [mglcm?] MIC [mglem®]  MBC [mglem?]
Parasaccharibacter apium PBP01 0,100 0,100 500 750 >1000 >1000
Parasaccharibacter apium PBP02 >1000 >1000 1000 1000 >1000 >1000
Lactobacillus amylovorus PBP03 >1000 >1000 750 1000 >1000 >1000
Lactobacillus amylovorus PBP04 100 100 0,100 1,00 100 100
Lactobacillus apis PBP05 >1000 >1000 500 750 100 750
Lactobacillus meliventris PBP06 >1000 >1000 100 100 >1000 >1000
Apilactobacillus apinorum PBPO7 1000 1000 500 750 >1000 >1000
Lactobacillus crispatus PBP08 100 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
PBP01+PBP03+PBP04+PBP05+PBP06+PBPO7 750 750 1000 1000 750 750
PBP01+PBP02+PBP03+PBP04+PBP05+PBP06+PBPO7+PBP03 750 750 1000 1000 750 750

Tabela 1. Dane liczbowe z wyznaczonymi parametrami MIC i MBC dla metabolitow poszczegdlinych
czynnikéw probiotycznych wobec 3 genotypow P. larvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973

Tabela 2. Dane liczbowe z wyznaczonymi parametrami MIC i MBC dla metabolitéw poszczegdlnych
czynnikéw roslinnych wobec 3 genotypéw P. larvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973
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Wyznaczono czas | stezenie

szczepu probiotycznego
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potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego

Rysunek 17 — Rysunek 20: Krzywa zabijania ilustrujgca zalezno$¢ miedzy stezeniem metabolitéw PBPO1 (17), PBP02 (18), PBP03 (19), PBP04 (20) a czasem ich dziatania na

zywotnos$¢ komorek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 48973. Na slajdzie przedstawiono tylko przyktadowe wyniki dla niektérych szczepéw.
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Wyznaczono czas | stezenie potrzebne do zabicia komoérek P. larvae dla kazdego

substratu roslinnego

(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

Time [h]

10+
v
&> 8 v
£
L
2
o
=
2
=3
<1
a
LSk s e s s s e s s |
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24

1000 mg/cm?
750 mg/cm?
500 mg/cm?
250 mg/cm?
125 mg/cm®
10 mg/cm®

5 mglcm®

1 mg/cm®
Control

Y EEREEE

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

(55)

Killing curve showing the r

v

¢ v vy =000V

101
& 84
=
L
S5 61_@
'S
L

S 49 L]
S
- 24

0

T T T T T
0 2 4 6 810

Time [h]

time of its effect

Logso (CFU/cm®)

between i i
on the viability of Paenibacillus larvae CCU
101

.
6

o -

T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24
Time [h]

T T T T
12 14 16 18 20 22 24

-
-
-
-
-~
-
=
A
R

-~ 1000 mg/cm?®
- 750 mg/em®
-+ 500 mg/cm®
-¥ 250 mg/em®
-+ 125 mg/em®
-©- 10 mg/icm®
& 5mg/cm?
-4 1 mg/cm®
-¥ Control

of English oak bioferment and the
G 48973 bacterial cells

1000 mg/cm®
750 mglem®
500 mg/cm®
250 mg/cm®
125 mglcm®
10 mg/em®

5 mg/cm®

1 mglem®
Control

(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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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of White willow bioferment and the
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Marigold bioferment and the time
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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
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(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
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Rysunek 53 - Rysunek 66: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem
metabolitdw W (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 czasem ich dziatania na zywotnos$c
komdérek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 48973. Na slajdzie przedstawiono tylko

przyktadowe wyniki dla niektérych surowcéw roslinnych.
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Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae przez kompleksowy

05| Wyniki prac B+R

sktad ApiBiotic

Szczepy patogenne:

P. larvae ATCC 9545

P. larvae CCUG 50846

P. larvae CCUG 48973

(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 dla metabolitéw synbiotyku ApiBiotic wobec 3 genotypéw
P. larvae: ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973
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Rysunek 67. Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznosc
miedzy stezeniem metabolitéw ApiBiotic a czasem
ich dziatania na zywotnos¢ komorek bakterii

Paenibacillus larvae ATCC 9545.
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Rysunek 68. Krzywa zabijania ilustrujgca
zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitdéw ApiBiotic
a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komorek

bakterii Paenibacillus larvae CCUG 50846

=
(=]

1000 mg/em®
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=-]
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Rysunek 69. Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢
miedzy stezeniem metabolitdw ApiBiotic a czasem
ich dziatania na zywotnos¢ komodrek bakterii

Paenibacillus larvae CCUG 48973
| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWTIU



05| Wyniki prac B+R

Okreslono aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg dla kazdego substratu roslinnego i
Szczepu probiotycznego

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, metoda studzienkowo-dyfuzyjna [mm] wobec

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, metoda
studzienkowo-dyfuzyjna [mm] wobec P. larvae
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> c || 8|88 |Q D ~ o =
= 2= 2|a|3|3|2|C|IE|lmw | R e
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O slelsla|l2|e|®z|s|D|a| &
VI IX| x| S22 ]=lalr]|w S
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ATCC 9545 0[5]0(0]0|3[|1[2]|0 1,1260

o
[N

P. larvae
o
o
> H
o ()
iy - o
S AR R A P AR A A A - R A =
o SlE[e|elel2|8l2|s|s|¥|t|a|R|5|g|2|2%88
5 |E|5|z|F|E18 °|0|F|5|E|6| |a|>|% s 85
) ¢|x|5| |¢|% 5 |0
N| &
ATCC945 1 0 | 5 1012 |6 (7|8 |1|6|2|4|4|6|3|4 103 |26489
CCUGH0846f 0 [ 15| 10 | 5 [10|10f25| 5 |15 (5 (11|13 |13|12| 7 |12 |12 35433
CCUG48973f 0 | 8 | 7 | 7|9 |12(8 |3 |15(8 (1110|128 | 9 | 7 |11 2,8937

CCUG50846 | 0 (15|11 |5 |11|10(15| 3|5 | 7 | O |4,8107

CCUG48973 | 0| 8| 4|8 |2[13]4|6]|4] 0] 34,0356

Tabela 4. Wyniki wartosci usrednionych z 4 serii powtorzeniowych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej z

efektem tzw. heat-mapy, przedstawiajgce aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg metabolitbw pochodzenia
roslinnego wobec genotypow ATCC 9545, CCUG 50846, CCUG 48973, uzyskane metodg studzienkowo-
dyfuzyjng wedtug zmodyfikowanych standardow EUCAST.

Tabela 5. Wyniki wartosci usrednionych z 4 serii powtdrzeniowych
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej z efektem tzw. heat-mapy,
przedstawiajgce aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg metabolitow
pochodzenia bakteryjnego wobec genotypow ATCC 9545, CCUG
50846, CCUG 48973, uzyskane metodg studzienkowo-dyfuzyjng
wedtug zmodyfikowanych standardow EUCAST.
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Okreslono aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg dla ApiBiotic
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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 wartosci usrednionych z 4 serii
powtorzeniowych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej z
efektem tzw. heat-mapy, przedstawiajgce aktywnosé

przeciwdrobnoustrojowg metabolitbw wyrobu ApiBiotic wobec
genotypu ATCC 9545, uzyskane metodg studzienkowo-

dyfuzyjng wedtug zmodyfikowanych standardéw EUCAST.
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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. Wyniki wartosci usrednionych z 4 serii powtdrzeniowych

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej z efektem tzw. heat-mapy,

przedstawiajgce aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg metabolitow
wyrobu ApiBiotic wobec genotypu CCUG 50846, uzyskane metodg
studzienkowo-dyfuzyjng standardéw

EUCAST.

wedlug  zmodyfikowanych
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Kontrola () [0 0 0.0000
Kontrola () | 9 5 4 2.6458
1 2 2 2 0,0000
5 3 4 kY 0,5774
10 3 5 4 0,5774
125 T 7 6 05774
25 9 9 9 0,0000
50 11 12 12 0.3774
75 12 12 11 0,5774
100 16 17 16 0,5774

Tabela 8. Wyniki wartosci usrednionych z 4 serii powtdorzeniowych

aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej z efektem tzw. heat-mapy,

przedstawiajgce aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg metabolitow

wyrobu ApiBiotic wobec genotypu CCUG 48973,

metodg

standardow EUCAST.

studzienkowo-dyfuzyjng

uzyskane

wedlug  zmodyfikowanych
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Okreslono aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg dla ApiBiotic

Rysunek 71 — Rysunek 73: Ptytki Petriego z podtozem Columbia (agarem krwawym) w czasie testow studzienkowo-dyfuzyjnych wedtug EUCAST z uzyciem réznych stezen
preparatu ApiBiotic w kompozycji z nosnikiem cukrowym (50 i 60% sacharoza) wobec P. larvae Eric I, Eric Il i Eric Il po inkubacji (od lewej Rysunek 71, Rysunek 72, Rysunek

73), archiwum wiasne, fot. Piotr Nowotnik
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Udokumentowano znaczacy wptyw ApiBiotic na reakcje uktadu odpornosciowego
pszczot

Oprac. Remigiusz Btaszczak

ASAT Il ALAT I GGT

35 1600

B
B
|| el |-
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
"B W@ n2Z [UD " XD ALY Z mK70.m KO
TP Wykres 2 — Wykres 6. Wartosci liczbowe ASAT, TP, ALAT Il i GGT w

hemolimfie pszczdt z grupy testowej i kontrolnej po 3-krotnej aplikacji

produktu ApiBiotic do pokarmu.
| i
15,5602 9 -@_: o

Preparat ApiBiotic oznaczony symbolami <B> oraz <B’> wyraznie
zwieksza produkcje aminotransferazy asparaginianowej (ASAT) i
alaninowej (ALAT) jak réwniez przyczynia sie do wzrostu Gamma-
glutamylotranspeptydazy (GGT) i biatka catkowitego (TP) a wiec moze
zwieksza¢ produkowanie peptydéw odpornosciowych u pszczot

g/L

Preparat

PREPARAT
2B 8B 8Z =K70 mKO HB BB HEz EK70 HKO
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I Wykluczono negatywny wptyw ApiBiotic na rodzimg mikroflore pszczot

Relative Abundance

0.754

0.254

g Wielerella;s__Wielerella bovis

945.00000 0.0

g__Acinetobacter;s__Acinetobacter sp. Y 0.0 0.0 0.0

g__ Psychrobacillus;s__Psychrobacillus glz 0.0
g Campylobacter;s__Campylobacter co 0.0
g Paenibacillus;s__Paenibacillus larvae 0.0
g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp. FSL 0.0
g__Halalkalibacterium (ex Joshi et al. 202 0.0
g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp. MV 0.0
g Monoglobus;s__Monoglobus pectinily 0.0
g Evansella;s__Evansella sp. LMS18
g__Paenibacillus;s__Paenibacillus yongine 0.0

0.0

141.273410.0

k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c__Betaproteobacteria;o__Neisseriales;f__Neisseriaceae;g__Wielerella;s__Wielerella bovis

944.96647 k__Bacteria;p__Pseudomonadota;c__Gammaproteobacteria;o__Moraxellales;f__Moraxellaceae;g__Acinetobacter;s__Acinetobacter sp. YH12138
934.51823 943.50456 128.91766 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Psychrobacillus;s__Psychrobacillus glaciei

871.16106 943.50456 118.60425 k__Bacteria;p__Campylobacterota;c__Epsilonproteobacteria;o__Campylobacterales;f__Campylobacteraceae;g__Campylobacter;s__Campylobacter coli
807.80389 938.45908 113.44754 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus larvae

522.69664 232.09203 934.65305 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp. FSL K6-1122

934.51823 686.18513 59.302125 k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Halalkalibacterium (ex Joshi et al. 2022);s__Halalkalibacterium halodurans
934.51823 782.04923 216.58167 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus sp. MMS20-I1R301

934.51823 867.82237 60.591301 k__ Bacteria;p__Bacillota;c__Clostridia;o__Monoglobales;f __Monoglobaceae;g__Monoglobus;s__Monoglobus pectinilyticus

934.51823 802.23115 83.796481 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Bacillaceae;g__Evansella;s__Evansella sp. LMS18

934.51823 565.09364 238.49767 k__Bacteria;p__Bacillota;c__Bacilli;o__Bacillales;f__Paenibacillaceae;g__Paenibacillus;s__Paenibacillus yonginensis

Rycina 1. Przyktadowe wyniki screeningu mikrobiologicznego qPCR celem wytypowania pasiek najbardziej obcigzonych presjg ze strony

P. larvae

Sample Name

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
Othaers
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Rycina 2. Przyktadowy wynik analizy shotgun obrazujgcy drzewo filogenetyczne w celu sprawdzenia czy preparat nie zaburza w sposob istotny pierwotnego mikrobiomu larw
pszczoty miodnej
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Udokumentowano dziatanie przeciwdrobnoustrojowe preparatu w warunkach in-vivo

W Before M After
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Rysunek 75. Poroéwnanie liczebnosci P. larvae przed i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic
w grupach doswiadczalnych — przedstawienie w formie wykresu typu boxplot. Widoczne sg
zmiany liczbowe na osi o-y gdzie po podaniu preparatu liczba bakterii zgnilca
amerykanskiego spada we wszystkich trzech grupach 1-3 oznaczajgcych 1l-preparat w
pokarmie, 2- preparat w formie nakraplania uliczek miedzyramkowych i 3-preparat w formie

oprysku plastrow gniazdowych.
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Rysunek 76. Indywidualne reakcje mikrobioméw larw pszczelich z rodzin
pszczelich w grupie 1 na aplikacje preparatu ApiBiotic przedstawione za
pomocg wykresu spaghetti. Widoczne sg zmiany liczbowe na osi 0-y gdzie
po podaniu preparatu liczba bakterii zgnilca amerykanskiego spada we
wszystkich ulach 1-10 oznaczajgcych numer kolejny rodzin pszczelich dla
grupy przyjmujgcej preparat w pokarmie.
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Udokumentowano dziatanie przeciwdrobnoustrojowe preparatu

W warunkach in-vivo

——] ) § S ol i e ] e e ) s |
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Rysunek 77. Indywidualne reakcje mikrobiomow larw
pszczelich z rodzin pszczelich w grupie 2 na aplikacje
preparatu ApiBiotic przedstawione za pomocg wykresu
spaghetti. Widoczne sg zmiany liczbowe na osi o-y gdzie
po podaniu preparatu liczba  bakterii  zgnilca
amerykanskiego spada we wszystkich ulach 1-10
oznaczajgcych numer kolejny rodzin pszczelich dla grupy
przyjmujgcej preparat w formie nakraplania uliczek

miedzyramkowych.
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Rysunek 78. Indywidualne odpowiedzi mikrobiomow
larw rodzin pszczelich z grupy 3 na aplikacje
preparatu ApiBiotic przedstawione za pomocag
wykresu spaghetti. Widoczne sg zmiany liczbowe na
0si 0-y gdzie po podaniu preparatu liczba bakterii
zgnilca amerykanskiego spada we wszystkich ulach
1-10 oznaczajgcych numer kolejny rodzin pszczelich
dla grupy przyjmujgcej preparat w oprysku plastrow

gniazdowych.
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Rysunek 79. Indywidualne odpowiedzi mikrobiomow larw
w rodzinach pszczelich z grupy 4, ktére nie otrzymaty
preparatu ApiBiotic, przedstawione przy uzyciu wykresu
spaghetti. Brak zmian liczbowych w obrebie bakterii

zgnilca amerykanskiego.
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Udokumentowano zagniezdzenie sie komorek bakterii kwasu mlekowego w srodowisku
ulowym

9 9
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Rysunek 80. Zmiany liczebno$ci bakterii kwasu mlekowego (LAB) w larwach Rysunek 82. Zmiany liczebnosci bakterii kwasu mlekowego (LAB) w czerwiu przed
przed i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 1. I po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 3.
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Rysunek 81. Zmiany liczebnoséci bakterii kwasu mlekowego (LAB) w larwach Rysunek 83. Zmiany liczebnosci bakterii kwasu mlekowego (LAB) w czerwiu
przed i po zastosowaniu preparatu ApiBiotic w grupie 2. bez zastosowania preparatu ApiBiotic w grupie 4.

| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



05| Wyniki prac B+R

Zidentyfikowano ilosciowo profil kwasow organicznych obecnych w ApiBiotic

Probki Lp. pH srednie Kwasowos¢ ogblna Kwas jabtkowy Kwas szczawiowy K‘?’::ncxz::;vy 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 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 3,51 19,04 1,28 0,86 1,33 1,43 0,93 1,14 1,71 1,22

9 3,49 19,24 1,29 0,87 1,35 1,44 0,94 1,15 1,73 1,23

10 3,49 19,16 1,28 0,86 1,34 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 0,48 0,31 0,38 0,57 0,41

Tabela 10., Rycina 3 — Rycina 4. Kwasowos¢ synbiotyku ApiBiotic z profilem kwaséw organicznych
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baketerii Paenibacillus lat vae wywolujacej zgnilec amerykariski w rodzinach pszczelich.

*  poprawia patametry odpoi nosci i wzinacnia batiery przeciwdiobnoustrojowe
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*  pozwala Zinniejszyc presje zgnilca amerykaniskiego na fizjologiczny mikiobiom
larw 10dzin pszczelich,

*  wspiera wzinacnianie i odbudowe mikrobiomu Larw i dorostych osobnikow
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Osiggnieciem jakie] wiedzy zakonczyt sie projekt badawczo-rozwojowy?
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Whnioski koncowe i podsumowanie prac B+R

W wyniku przeprowadzonych prac badawczo-rozwojowych sformutowano nastepujgce wnioski:

[1] wykazano wysokg wrazliwos¢ komorek wegetatywnych P. larvae (Eric I, Eric Il, Eric 1ll) na antagonistycznie dziatajgce w stosunku do tych
patogenéw substancje biologicznie aktywne, obecne w uzytych komponentach mikrobiologicznych i roslinnych w sktadzie preparatu,
wyrazong wyznaczonymi stezeniami MIC i MBC oraz krotkim czasem przezywalnosci po zastosowaniu okreslonych stezen synbiotyku;

[2] opracowano metode z rozwigzaniem biologicznym, zintegrowang z praktykg pszczelarskg, do zmniejszania presji wystepowania zgnilca
amerykanskiego w rodzinach pszczelich przez wspieranie rozwoju mikrobiomu fizjologicznego pszczét i ich larw, konkurujgcego z
Paenibacillus larvae, umozliwiajgc w ten sposob blokowanie nadmiernego namnazania sie | wytwarzania endospor tego patogenu;

[3] wykazano, ze jest mozliwe zastosowanie farmakobiotyku ApiBiotic w ramach szybkiej, celowanej ochrony rodzin pszczelich przed nabyciem
| rozwinieciem sie zakazenia, co potwierdzita préba srodowiskowego ograniczenia wzrastajgcej liczby obszaréw zapowietrzonych i
rozszerzajgcych sie ognisk zakaznych, podlegajgcych eradykaciji przez stuzby weterynaryjne;

[4] ApiBiotic jako synteza technologii, know-how i zasobdéw mikrobiologii oraz biotechnologii jest preparatem wykorzystujgcym mikroorganizmy,
rosliny i ich metabolity do biokontroli bakterii P. larvae, skutecznie redukujgcym ryzyko powstania terenowych ognisk chorobowych;

[5] synbiotyk wykazuje petne bezpieczenstwo dla pszczot oraz produktdw pszczelich przeznaczonych do spozycia i wykorzystania przez
cztowieka gdyz w jego sktadzie znajdujg sie naturalne czynniki pochodzenia roslinnego i mikrobiologicznego, niewymagajgce okreslania
parametru MRL, ponadto stosowany bedzie po za okresem produkcyjnym w pasiekach.
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Gdzie poszukiwac informacji naukowej o ApiBiotic?

I.  Publikacje omawiajgce czes¢ wynikow z prac laboratoryjnych:

1. DOI: 10.3390/microbiolres15040161, znajduje sie pod adresem: https://www.mdpi.com/2036-7481/15/4/161
2. DOI: 10.2139/ssrn.5529821, znajduje sie pod adresem: https://papers.ssrn.com/sol3/papers.cfm?abstract id=5529821
3. Rozprawa doktorska: https://bip.upwr.edu.pl/uniwersytet/doktoraty-habilitacje/postepowania-doktorskie/piotr-nowotnik-130.html ;

Il. Publikacje omawiajace czes¢ wynikéw z prac terenowych:

1. DOI: 10.20944/preprints202509.0803.v1, znajduje sie pod adresem: https://www.preprints.org/manuscript/202509.0803 ;

2. DOL: 10.13140/RG.2.2.10981.67040, znajduje sie pod adresem:
https://www.researchgate.net/publication/398600667 Development_of a_ metabolic_preparation_with_high_antimicrobial _potential for_us
e_in_the_prophylaxis_against_Paenibacillus_larvae causing_American_foulbrood_in_bee colonies?channel=doi&linkld=693b646f06a9ab
54f84668b0&showFulltext=true

3. Rozprawa doktorska: https://bip.upwr.edu.pl/uniwersytet/doktoraty-habilitacje/postepowania-doktorskie/piotr-nowotnik-130.html ;

.  Dodatkowe wyniki mozna odnalez¢ pod linkiem: https://orcid.org/0000-0002-9682-5570 tudziez pod linkiem:
https://www.researchgate.net/profile/Piotr-Nowotnik

v' Preparat, w oparciu 0 zgode wydang przez Gtéwnego Lekarza Weterynarii i pozytywng opinie Instytutu Weterynarii w Putawach zostat
przebadany w warunkach polowych ,in — vivo”;

v Preparat powstat we wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu, ktéry rekomenduje nasze rozwigzanie;

v' W naszych zasobach posiadamy tez liczne listy intencyjne, w ktérych wyrazano juz od roku 2019 petne poparcie dla opracowania takiego

rozwigzania produktowego, technologii i know-how.
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Zapraszamy do sledzenia aktualnych trendow 1 komunikatow naukowych z
wykorzystaniem probiotechnologii w pszczelarskiej prewencji weterynaryjne;

https://www.facebook.com/groups/914946650975556/ https://www.facebook.com/groups/1361585222381791

Zarzadzanie mikrobiomem rodzin pszczelich wsparciem w Zgnilec amerykanski pszczot: biokontrola i prewencja
chorobach pszczot weterynaryjna
@ Grupa publiczna - 33 czlonkéw @ Grups publiczna - 44 cztonkow
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Zdjecia przedstawione w niniejszej prezentacji pochodzg z archiwum prywatnego ProBiotics Polska
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DODATKOWE, SZCZEGOLOWE WYNIKI BADAN
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Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego
szczepu probiotycznego
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Rysunek 1 - Rysunek 4: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitow PBPO1 (1), PBP02 (2),
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PBPO03 (3), PBP04 (4) a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komoérek bakterii Paenibacillus larvae ATCC 9545
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Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego

szczepu probiotycznego
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Rysunek 13 — Rysunek 16: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitow PBP05 (13), PBP06 (14), PBP0O7 (15), PBP08 (16) a czasem ich

dziatania na zywotnos¢ komorek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 50846.
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Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego
Szczepu probiotycznego
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Rysunek 5 — Rysunek 8: Krzywa zabijania ilustrujgca zalezno$¢ miedzy stezeniem metabolitow PBPO5 (1), PBP06 (6),

PBPOQ7 (7), PBP08 (8) a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komérek bakterii Paenibacillus larvae ATCC 9545
| UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWIU



05| Wyniki prac B+R

Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego
szczepu probiotycznego
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Rysunek 9 — Rysunek 12: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitow PBPO1 (9), PBP02 (10), PBP03
(11), PBPO04 (12) a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komorek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 50846.
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Rysunek 21 — Rysunek 24: Krzywa zabijania ilustrujgca zalezno$¢ miedzy stezeniem metabolitéw PBPO5 (21), PBP06 (22), PBP07 (23), PBP08 (24) a czasem ich dziatania na

zywotnos¢ komoérek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 48973. | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWIU



Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P

substratu roslinnego

(29)

Killing curve showing the between

of White willow bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae ATCC 9545 bacterial cells

10

Logo (CFUcm®)

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10121416 18 20 22 24
Time [h]

(30)

Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Marigold bioferment and the time
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Scots pine bioferment and the time
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of Mugwort bioferment and the time

of its effect on the viability of Paenibacillus larvae ATCC 9545 bacterial cells
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Black poplar bioferment and the
time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae ATCC 9545 bacterial cells
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Rysunek 29 — Rysunek 38: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy
stezeniem metabolitdw WW (29), MD (30), EO (31), L (32), N (33), WT (34), A (35), P

(36), M (37), BP (38) a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komorek bakterii

Paenibacillus larvae ATCC 9545.
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Wyznaczono czas i stezenie potrzebne do zabicia komorek P. larvae dla kazdego
substratu roslinnego
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time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae ATCC 9545 bacterial cells
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time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae ATCC 9545 bacterial cells
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Rysunek 25 — Rysunek 28: Krzywa zabijania ilustrujgca zalezno$¢ miedzy stezeniem metabolitéw W (25), YM (26), EO (27), SB (28) a czasem ich dziatania na zywotnos¢

komorek bakterii Paenibacillus larvae ATCC 9545. | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU



substratu roslinnego
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Allspice bioferment and the time of
its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 50846 bacterial cells
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Mugwort bioferment and the time

of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 50846 bacterial cells
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Scots pine bioferment and the time
of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 50846 bacterial cells
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Black poplar bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 50846 bacterial cells
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Rysunek 39 — Rysunek 52: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitow W (39), YM (40), EO (41), SB (42), WW (43),
MD (44), EO (45), L (46), N (47), WT (48), A (49), P (50), M (51), BP (52) a czasem ich dziatania na zywotnos¢ komoérek bakterii Paenibacillus

larvae CCUG 50846. | UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCEAWIU
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Killing curve showing the relationship between metabolite concentration of Allspice 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 Mugwort 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 Scots pine 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 Black poplar bioferment and the

time of its effect on the viability of Paenibacillus larvae CCUG 48973 bacterial cells
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Rysunek 53 - Rysunek 66: Krzywa zabijania ilustrujgca zaleznos¢ miedzy stezeniem metabolitow W (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 czasem ich dziatania na zywotnos¢ komorek bakterii Paenibacillus larvae CCUG 48973.
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