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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Bolile infectioase sunt comune pentru toate organismele vii, inclusiv
pentru albine. Astfel de boli pot produce mortalitatea coloniilor intregi de albine, iar in
majoritatea cazurilor nici nu existi metode de combatere a lor. In rezultat se depopuleazi
familiile de albine, multe din ele devenind neproductive si scade posibilitatea de a le inmulti. De
aceea, depistarea bolilor albinelor, prevenirea si combaterea lor, au 0 importanta decisiva in
apiculturd. La momentul actual existd programe de monitorizare si supraveghere sanitara
veterinard a unitatilor apicole la nivel national, care prevad masuri de control si supraveghere,
sau masuri de eradicare in caz de aparitie a bolilor infectioase la albine [1, 3, 8, 9, 10, 14, 15].

Este cunoscut faptul, cda mediul inconjurator joacd un rol major in modelarea
microbiomului albinelor. Pentru protejarea coloniilor de albine se recomanda ca stupinele cu
albini mai sensibile sd fie amplasate in locatii mai putin umede, sau umbrite si respectarea
masurilor de igiend, pentru a preveni contaminarea familiilor de albine [1, 6, 7, 9, 10, 13, 5, 17].
Totodata, ecosistemul in care activeaza albinele si suplimentele utilizate in hrand depinde
diversitatea si compozitia microbiotei intestinale ale acestora [2, 4, 5, 11, 12, 16, 18, 19, 20].

Din cele mentionate rezulta faptul cd sunt necesare solutii care ar diminua riscurile si
impactul factorilor mentionati asupra sanatatii familiilor de albine precum si limitarea utilizarii
produselor medicamentoase cu impact negativ asupra familiilor de albine, inclusiv asupra
produselor apicole consumate de catre om [1, 3, 10, 17].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare.

Incidenta bolilor contagioase la familiile de albine rdmane o problema permanentd pentru
apicultori la nivel mondial, iar folosirea antibioticelor pentru controlul acestora este limitata sau
interzisd din cauza aparitiei reziduurilor in produsele apicole.

In lucrarea datid este propusi ca alternativa in folosirea antimicrobienilor utilizarea
exometabolitilor din micromicete, care pot fi administrati ca supliment alimentar cu actiune
antioxidantd si antimicrobiana contra locii americane, locii europene si aspergilozei, totodata
contribuie la stimularea indicilor productivi ai familiilor de albine.

Scopul lucririi constd in identificarea si aprecierea potentialului antimicrobian si
antioxidant al unor produse din micromicete si utilizarea lor in profilaxia unor boli bacteriene la
familiile de albine.

Obiectivele cercetirii pentru atingerea scopului propus:
1. Identificarea tulpinilor de micromicete cu potential antimicrobian si enzimatic pentru

utilizarea in profilaxia si combaterea unor boli bacteriene si micotice la albine;
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2. Obtinerea produselor din micromicete si utilizarea lor ca alternativa a preparatelor cu actiune
bactericida si fungicida, precum si in biostimularea familiilor de albine;

3. Studiul bacteriologic efectuat pentru stabilirea gradului de contaminare la familiile de albine
dupa perioada iernatului;

4. Evaluarea actiunii exometabolitilor obtinuti din micromicete ca supliment In hrana albinelor in
perioada de pregatire pentru iernat si dupa perioada de iernat asupra familiilor de albine.

Ipoteza de cercetare: Folosirea antibioticelor pentru tratamentul bolilor bacteriene la
albine este limitata sau interzisa din cauza aparitiei rezidurilor in produsele apicole. Utilizarea
solutiilor de exometaboliti din micromicete constituie o alternativd a antibioticelor, fiind
administrati ca supliment alimentar in hrana albinelor contribuie la stimularea indicilor
productivi ai familiilor de albine, totodata manifesta si o actiune antimicrobiana impotriva bolilor
precum loca americand, loca europeana si aspergiloza.

Metodologia cercetarii stiintifice.

Pentru realizarea scopului propus si a obiectivelor trasate au fost utilizate metodele de
cercetare clasice si moderne de studiu, inclusiv: metoda de izolare a fitopatogenilor din probele
prelevate din stupinele de albine si identificarea lor (Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Paenibacillus larvae); metoda de selectare a tulpinilor de micromicete cu potential antimicrobian
fatd de patogenii selectati si enzimatic (catalaza) semnificativ; studiul particularitatilor morfo-
culturale ale tulpinilor de micromicete selectate; metoda de elaborare a tehnicii de obtinere a
produselor din micromicete cu actiune bactericida, fungicida si antioxidanta; metoda de testare a
produselor microbiene obtinute 1n stupine; metode de prelucrare statistica a rezultatelor.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Au fost identificate tulpini de micromicete din genul
Penicillium, ca producdtori de substante bioactive care pot fi utilizate pentru profilaxia si
combaterea bacteriei locei americane (Paenibacillus larvae) si europene (Melissococcus
plutonius) si a aspergilozei la familiile de albine Apis melifera. Au fost obtinute produse pe baza
micromicetelor identificate cu actiune antioxidativa, bactericida, fungicida si de stimulare a
cresterii familiilor de albine. A fost stabilitd componenta bacteriologicd a microflorei din
stupinele de albine. A fost demonstrata actiunea pozitiva a hranei suplimentata cu exometaboliti
din micromicete Penicillium funiculosum si Penicillium corylophilum asupra indicilor de
sandtate a albinelor in perioada de dupa iernare si efectul pozitiv asupra stimuldrii indicilor
productivi ai familiilor de albine.

Rezultatele obtinute, care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante in
domeniul respectiv.

Folosirea antibioticilor pentru controlul bolilor contagioase la puietul familiilor de albine

este limitatd sau interzisd din cauza aparitiei rezidurilor in produsele apicole. Ca alternativa in
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folosirea antibioticelor sunt propuse solutiile de exometaboliti, obtinute in baza micromicetelor
din genul Penicillium, cu potential antimicrobian si antioxidativ, pentru profilaxia si combaterea
unor boli de origine bacteriana si fungicad, deasemenea pot fi recomandate pentru utilizare ca
supliment alimentar Tn hrana albinelor pentru stimularea indicilor de sdnatate si productivi ai
familiilor de albine.

Semnificatia teoretica. Datele obtinute prezintd interes teoretic pentru domeniul apicol ca
produse alternative ecologice pentru inlocuirea antibioticelor, dar si ca material pentru studiul de
perspectiva.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Pentru profilaxia si combaterea aspergilozei, locii

americane si europene sunt propuse solutiile de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium sp. 91 si
Penicilium sp. 97, iar solutia de exometaboliti ai micromicetei Penicillium funiculosum in
calitate de supliment alimentar in hrana albinelor pentru stimularea indicilor de sanatate inainte
de iernat si dupd iernat, pentru stimularea indicilor productivi ai familiilor de albine Apis
melifera.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate la stupinele
de albine a 2 gospodarii taranesti (2 acte de implementare), vor fi utilizate ca material teoretic si
practic pentru apicultorii din republicd in scopul controlului bolilor contagioase la puietul
familiilor de albine, sunt folosite ca material didactic in procesul de instruire a studentilor la
Facultatea de Medicind Veterinara a UTM (act de implementare).

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare au fost
prezentate si discutate la urmatoarele foruri stiintifice nationale si internationale: Al Il
Simpozion national cu participare internationald. Micromicete — perspectivi producatori de
substante bioactive. Biotehnologii avansate — realizari si perspective. Chisinau, 2013; Scietific
international conference on microbial biotehnology (2nd edition), Chisinau, 2014; 82
International scientific conference of young scientist and students "Youth scientific
achievements to the 21st century nutrition problem solution”, Kyiv, 2016; Conferinta stiintifico-
practicd cu participare internationald, cu genericul ,,Gestionarea fondului genetic animalier —
probleme, solutii, perspective”, Chisinau, 2023; Salonul International ,,Salon of Invention and
Innovative Entrepreneurship”, Chisinau, 2023. Salonul UGAL-INVENT, Galati, Roméania, 2023.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele studiului au fost reflectate in 12 lucrari stiintifice,
dintre care: 6 articole in reviste din strainatate recunoscute; 3 articole in culegeri stiintifice, 3
teze in culegeri stiintifice; 1 cerere de brevet de inventie si 2 medalii de argint obtinute la
saloanele de inventii.

Volumul si structura tezei. Teza este expusd pe 154 de pagini si cuprinde adnotarile,

listele tabelelor, figurilor, anexelor si abrevierilor, introducere, 4 capitole, concluzii generale si
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recomandari, bibliografie, care include 180 de referinte, declaratia privind asumarea raspunderii
si CV-ul autorului. Teza este ilustratd cu 52 de figuri, 13 de tabele si 11 anexe. Rezultatele
cercetarii sunt reflectate in 12 lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: albine, puietul albinelor, exometaboliti din micromicete, microorganisme

benefice, antimicrobian, antifungal, stimulatoare, profilaxie, microflora, mediu nutritiv.

CONTINUTUL TEZEI
In compartimentul Introducere se mentioneazd importanta ramurii apicole pentru
agriculturd, ecosisteme, sandatatea omului si animalelor si starea sectorului apicol la nivel
global si national. Concomitent se argumenteaza problemele cu care se confruntd apicultorii,
importanta starii epidemiologice favorabile fatd de bolile de origine bacteriand la familiile de
albine, precum si metodele de combatere in cazul bolilor contagioase. Se accentueaza
importanta utilizarii preparatelor cu actiune stimulatoare si bacteriostaticd ecologice, care nu

formeaza rezidiri in produsele apicole folosite in consumul uman.

1. IMPORTANTA ECONOMICA, RASPINDIRE, MASURI DE
PROFILAXIE SI COMBATERE IN LOCA AMERICANA SI
EUROPENA LA APIS MELIFERA IN REPUBLICA
MOLDOVA.

1.1. Importanta albinelor Apis melifera si factorii decisivi in dezvoltarea ramurii

apicole

1.2. Situatia epidemiologica fata de unele boli bacteriene ale puietului apicol.

1.3. Particularitati epidemiologice, tabloul clinic si patomorfologic in loca americana si

europeana.

1.4. Metode si mijloace de diagnostic utilizate in bolile bacteriene ale albinelor.

1.5. Masuri sanitare veterinare de profilaxie utilizate in sectorul apicol.

1.6. Metode de administrare si eficienta unor preparate cu proprietati pre- si

probiotice utilizate in profilaxia bolilor contagioase la albine.

1.7. Utilizarea unor produse microbiene in profilaxia unor boli infectioase si la

cresterea eficientei familiilor de albine.

1.8. Masuri de asanare si eradicare a unor boli contagioase la familiile de albine
Capitolul respectiv cuprinde date cu referire la importanta ramurii apicole in natura si

in sectorul agricol, date despre situatia epidemiologica fata de bolile contagioase la familiile de



albine, 1n special bolile de origine bacteriana si fungica la puietul albinelor, la nivel national si
international, metodele de control si de diagnostic actuale al bolilor contagioase la puietul
albinelor, precum si metodele de eradicare si asanare a unitatilor apicole nefavorabile de boli
contagioase. Un accent deosebit se pune pe utilizarea unor produse biologic active cu scop de
stimulare a familiilor de albine si utilizarea unor preparate cu actiune antibacterianad si
antifungica ca alternativa a antibacterienelor, concomitent inofensive la diferite rezidiri de
antibiotice 1n produsele apicole.

Datele prezentate in studiul bibliografic au contribuit la efectuarea unei analize a
situatiei in domeniul de cercetare a patologiei infectioase in apiculturd, precum si la
identificarea unor preparate inofensive cu efect stimulator asupra sanatatii familiilor de albine
si a indicilor de productivitate, prolificitate si de rezistenta fata de unii patogeni ai puietului

albinelor Apis melifera.
2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Baza experimentala si materialul utilizat in efectuarea investigatiilor stiintifice in
unititile apicole si in conditii de laborator.

2.2 Metodele de cercetare si mijloacele tehnice utilizate pentru studiu in unitatile apicole si
in conditii de laborator.

In calitate de obiecte de studiu au fost utilizate: tulpinile Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Paenibacilus larvae, Melissococcus plutonius, 22 tulpini de micromicete din genul
Penicillium din Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene si stupine cu albine Apis
mellifera.

Cercetdrile au fost efectuate in perioada 2013-2017.

Tabelul 2.1. Numarul de stupi la unititile apicole monitorizate

Nr. 2013 2014 2015 2016 2017
Stupinei nr. de nr. de nr. de nr. de nr. de
stupi stupi stupi stupi stupi

I 61 63 67 58 61

I 34 41 38 36 40

" 27 33 22 26 20

v 36 32 35 29 34

\% 38 34 36 28 30
Total 196 203 178 177 185

Pe parcursul perioadei de monitorizare a starii de sandtate a familiilor de albine (2013-

2017) sub observatie sau aflat 5 stupine cu un numar variabil de familii de albine de la 177 la

precum si de starea de sdnatate, sau starea de viabilitate dupa perioada de iernat.
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Pentru realizarea obiectivelor lucrarii au fost utilizate metodele microbiologice: studierea
microflorei din probele prelevate din stupinele de albine; studierea proprietatilor morfo-culturale
ale coloniilor de micromicete crescute pe suprafata placilor Petri cu mediu agarizat; identificarea
micromicetelor cu proprietdti antimicrobiene si enzimatice semnificative.

Metode biochimice: determinarea activitatii enzimatice — catalaza; metode de identificare
a microflorei din stupinele de albine; metodele standardizate conform regulamentelor normative
in vigoare de stabilire a indicilor de sandtate a familiilor de albine dupa iernat.

Metodele de stabilire a indicilor productivi si prolificitatea matcilor; cantitate de puiet

capacit; cantitatea de miere la primul cules. Metodele de analiza statistica a datelor.

3. IDENTIFICAREA UNOR TULPINI DE MICROMICETE CU
POTENTIAL ANTIMICROBIAN SI ANTIOXIDANT

3.1. Izolarea patogenilor aspergilozei (Aspergillus) si locii americane (Paenibacillus larvae)
din stupinele de albine si caracteristica proprietitilor morfo-culturale ale acestora.

In acest compartiment sunt prezentate rezultatele studiilor bacteriologice a probelor
prelevate de la stupinele aflate in cercetare cu caracterizarea deosebirilor morfologice a
coloniilor de fungi si bacterii, precum si a rezultatelor microscopice a formelor de
microorganisme izolate din materialul pentru cercetare.

Pentru detectarea si studierea agentilor patogeni ai aspergilozei si locei americane si
europene au fost prelevate probe din stupine de albine, probe din stup, cadavrele larvelor si
albinelor pentru depistarea agentilor aspergilozei (Aspergillus spp.). Din godeurile pentru miere
si din cele de puiet, cat si din puietul mort din stup si din afara stupului au fost prelevate probe
pentru depistarea tulpinilor Paenibacillus larvae si Melissococcus plutonius. Mierea a fost
razuitd din faguri. Prelevarea probelor a fost efectuata in lunile martie si mai. Toate probele au
fost prelevate in vase sterile si studiate in laborator. Dupa dilutii succesive probele au fost
inoculate in placile Petri pe mediul mal-agar si mediul Czapek, pentru identificarea fungilor, iar
pentru identificarea bacteriilor a fost utilizat mediul Brain Heart Infusion agar (BHI Difco).
Coloniile crescute pe cutii Petri au fost examinate vizual si izolate, apoi cultivate in culturd pura.
In rezultatul examinarii vizuale si la microscop au fost depistate tulpini de fungi din genul
Aspergillus, Penicillium, diferite genuri de bacterii.

Au fost selectate tulpinile Aspergillus niger, Aspergillus flavus, agenti patogeni ai
aspergilozei si Paenibacillus larvae, agentul patogen al locei americane, care au fost minutios

examinate si studiate particularitétile lor morfologice si culturale.



Tulpina Aspergillus niger cultivata pe mediul malt-agar formeaza colonii mari de 4-5 cm,
netede sau pufoase, de culoare neagra, miros slab de mucegai, miceliul creste abundent, bine
dezvoltat, nu prea compact, reversul caramiziu. Inaltimea coloniilor 1,0-2,0 mm, cresterea liniara
0,25-0,3 cm/zi. Maciuliile conidiale de culoare neagrd, initial au forma rotunda, iar apoi se
dezvoltd radial, la maturizare se disperseaza. Conidioforii sunt repartizati in 2 nivele, au
lungimea de 1,5-3,0 mm, latimea 15-20 p, sunt netezi, incolori. Sterigmele primului nivel au
dimensiunile 20-30 x 5-6 p, iar cele situate la nivelul al doilea cu dimensiuni de 8-10 x 3-4 p.

Conidiile sferice, suprafata rugoasa, cu diametru de 4-6 p, culoarea cafenie sau neagra Fig. (3.1)

a)
Fig. 3.1. Aspectul tulpinii Aspergillus niger: a) aspect macroscopic, b) aspect microscopic
X100

Pe mediul agarizat Czapek tulpina formeaza colonii de 2,5 - 3,0 cm, miceliul de substrat
compact, alb, scufundat sau raspandit pe suprafata substratului in strat spongios. Maciuliile
conidiale abundente, conglomerate, de culoare neagra sau cu nuante cafenii, concentrate in
centrul coloniei, initial sferic, apoi radiar. Conidioforii variaza intre 1,5 - 3,0 pum inéltime, 15-
20 pm latime, incolori sau cafenii n partea superioara. Sterigmele cafenii, bietajate. Conidiile
sferice, 45 mkm in diametru, cafenii, cu invelis bine evidentiat, rugos. Reversum incolor.

Tulpina Aspergillus flavus cultivata pe mediul malt-agar formeaza colonii cu diametrul de
3 - 4 cm, pufoase, catifelate, la mijloc miceliul mai inalt, culoarea initial galbend sau cafeniu
deschis in centru cu nuante verzui, apoi verde, foarte sporulente, reversul caramiziu. Conidioforii
sunt incolori si cu textura asprd, provin din hife, pe care sunt fialidele in doua randuri, spori
rotunzi, netezi de culoare verzuie cu dimensiuni de 3-6 um (Fig. 3.2).

Pe mediul Czapek coloniile au dimensiunea de 2 - 3 cm, sferice, miceliul scurt, catifelat,
culoarea initial galbuie, la mijloc cu nuante verzui, apoi verde deschis, sporulate, reversul
cardmiziu. Conidioforii incolori, fialide in doud randuri, sporii rotunzi, netezi sau slab rugosi,

verzui, dimensiune de 3 - 6 um.
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a) b) &L Lir
Fig. 3.2. Aspectul tulpinii Aspergillus flavus a) aspect macroscoplc b) aspect microscopic

X100

Paenibacillus larvae este o bacterie Gram pozitiva, formeaza spori, este agentul cauzator
al locei americane (AFB), cea mai devastatoare boala bacteriana a albinei. Cultivata pe mediul
BHI Difco formeaza colonii rotunde de culoare galbuie (Fig. 3.3 (1)), marginea neteda, profilul
usor convex, consistenta vascoasd, gradul de transparentd opac, aspectul coloniei — neteda
lucioasd. La examinarea microscopicad s-a constata ca: celulele au forma de bacili grosi solitari

sau cate 2, dupa o perioada indelungata de timp pe mediul agarizat bacilii se ingroasa, mai mult

solitari, formeaza spori (Fig. 3.3 (2)).
i .

I

s

4l .
Flg 3.3. Tulpina Paenibacillus larvae: 1- colonii, 2 - bastonase (dupa 2 zile de cultivare), 3 —

bastonase si spori ( dupa 1 luna de pastrare pe mediul agarizat).

Tulpinile selectate au fost utilizate in cercetarile ulterioare in calitate de cultura test, de
asemenea a fost testata si tulpina Melissococcus plutonius agentul patogen al locei europene.
3.2. Identificarea tulpinilor de micromicete cu proprietiti enzimatice semnificative si
eficienta fatia de agentii patogeni ai locei americane, locei europene si aspergilozei la
familiile de albine.

A fost efectuat screeningul din 22 tulpini de micromicete din CNMN, ce apartin genului
Penicillium, pentru a selecta tulpini cu potential antimicrobian semnificativ.

Ca agenti patogeni au fost testate micromicetele Aspergillus niger, Aspergillus flavus si

bacteriile Paenibacillus larvae si Melissococcus plutonius.
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Ca martor au fost testate antibioticele Furazolidon, Tetraciclina si Neomicina (Tabelul

3.1).
Tabelul 3.1. Activitatea antimicrobiana a tulpinilor de micromicete fata de agentii
patogeni al aspergilozei, locii americane si locei europene
Ne d/o Diametrul zonei de inhibitie a test-culturilor (mm)
Tulpinile testate Aspergillus | Aspergillus Paenibacillus Melissococcus
flavus niger larvae plutonius
1 Penicillium sp. 11 15,5+2,5 0 0
2 Penicillium sp. 19 0 0 0
3 Penicillium sp. 32 22,5+2,5 0 0
4 Penicillium sp. 52 0 0 12,7+1,5 12,0+1,0
5 Penicillium sp. 62 28,2 £2.2 28,5+2,6 150+1.2 15,0+1,5
6 Penicillium sp. 78 0 0 0
7 Penicillium sp. 79 0 0 0
8 Penicillium sp. 80 0 0 0
9 Penicillium sp. 81 0 0 0
10 Penicillium sp. 83 0 0 0
11 Penicillium sp. 88 0 0 0
12 Penicillium sp. 93 0 0 0
13 Penicillium sp. 91 0 0 203+1,8 21,0£1,5
14 Penicillium sp. 97 32,0+3,2 154 +1,1 15,0 +1,3 15,0£1,0
15 Penicillium sp. 100 0 0 0
16 Penicillium sp. 101 0 0 0
17 Penicillium sp. 102 0 0 0
18 Penicillium sp. 103 0 0 0
19 Penicillium sp. 104 0 120+23 102 +1,1 10,0+1,0
20 Penicillium sp. 106 0 0 0
21 Penicillium sp. 109 0 0 0
22 Penicillium sp. 110 0 0 20,5+£2,3 19,5+1,5
Furazolidon (10 mg 0 0 0
per rondeld)
Ma'rt(-)r,. Tetraciclina (30 mg 0 0 20,0+1,2
antibioti <
ce per rondeld)
Neomicina (15 mg per 0 0 220+1,3
rondeld)

Din numarul total de micromicete testate sensibilitate fata de patogenul A. flavus au
manifestat 4 tulpini: Penicillium sp. 32; Penicillium sp. 62, la care diametrul zonei de inhibitie a
cresterii test-tulpinii a constituit 22,5, 28,2 mm respectiv, iar la tulpina Penicillium sp. 11
diametrul zonei de inhibitie a fost de 15,5 mm. O sensibilitate sporitd fatd de acest patogen a
manifestat tulpina Penicillium sp. 97, diametrul zonei de inhibitie fiind de 32 mm.

Fata de A. niger — de asemenea 3 tulpini de micromicete (Penicillium sp. 62; Penicillium
sp. 97 si Penicillium sp. 104) au manifestat sensibilitate, valorile zonelor de inhibitie fiind de
28,5, 15,1 s1 12,0 mm respectiv. Preparatul testat furazolidon, ce posedad proprietdti antifungice
nu a manifestat activitate fata de patogenii de aspergiloza Aspergillus niger si Aspergillus flavus.

Astfel, tulpinile de micromicete testate au demonstrat o sensibilitate semnificativa fata de

patogenii genului Aspergillus comparativ cu preparatul furazolidon. Tulpina Penicillium sp. 62,
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posedd o sensibilitate sporitd fata de A. flavus, cat si fata de A. niger, cu zone de inhibitie de
28,2 si respectiv 28,5 mm, iar tulpina Penicillium sp. 97 poseda o sensibilitate sporita fata de A.
favus (zona de inhibitie 32,0 mm) si este sensibila fata de A. niger (zona de inhibitie 15,0 mm).

Din 22 tulpini de micromicete testate, proprietati antibacteriene fata de P. larvae si
Melissococcus plutonius posedda numai 6 tulpini (Penicillium sp. 52, Penicillium sp. 62,
Penicillium sp. 91, Penicillium sp. 97, Penicillium sp. 104, Penicillium sp. 110). Diametrul zonei
de inhibitie a cresterii acestor patogeni variaza de la 10,0 mm (Penicillium sp. 104) pana la 21,0
mm (Penicillium sp. 91). Diametrul maxim al zonelor de inhibitie a cresterii patogenului P.
larvae a fost inregistrat de tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 110 si constituie 20,3
mm si respectiv 20,5 mm, iar a tulpinii Melissococcus plutonius 21,0 mm si respectiv 19,5 mm.
De asemenea sensibilitate fatd de acest patogen au manifestat si tulpinile Penicilliu sp. 62 si
Penicillium sp. 97 cu zone de inhibitie de 15,0 mm.

A fost efectuat screeningul tulpinilor de micromicete dupa criteriul activitatii catalazei.

Tabelul 3.2. Activitatea catalazei tulpinilor de micromicete obtinute in rezultatul
screeningului

Ne d/o Tulpinile testate Activitatea Ne d/o Tulpinile testate Activitatea
catalazei, catalazei,
U/ml U/ml

1 Penicillium sp. 11 231,1+10,0 12 Penicillium sp. 93 8,3+0,2

2 Penicillium sp. 19 116,6+4,5 13 Penicillium sp. 91 0

3 Penicillium sp. 32 0 14 Penicillium sp. 97 0

4 Penicillium sp. 52 9,540,5 15 Penicillium sp. 100 3,0

5 Penicillium sp. 62 28,0+0,5 16 Penicillium sp. 101 0

6 Penicillium sp. 78 8,0+0,2 17 Penicillium sp. 102 9,7+0,3

7 Penicillium sp. 79 10,2+4+0,3 18 Penicillium sp. 103 7,3+0,2

8 Penicillium sp. 80 7,2+0,2 19 Penicillium sp. 104 10,0+0,5

9 Penicillium sp. 81 1,7+0,1 20 Penicillium sp. 106 7,3+-2

10 Penicillium sp. 83 8,8+0,2 21 Penicillium sp. 109 5,7+0,2

11 Penicillium sp. 88 21,6+0.4 22 Penicillium sp. 110 1,840,2

In rezultatul cercetarilor efectuate s-a stabilit ca din cele 22 tulpini testate la 4 tulpini
activitatea catalazei nu a fost depistata, la 2 tulpini activitatea catalazei a fost semnificativa
(Penicillium sp. 11 - 231,1 U/ml si Penicillium sp. 19 - 116,6 U/ml), s-a evidentiat si tulpina
Penicillium sp. 62, la care activitatea catalazei a constituit 28,8 U/ml. La restul tulpinilor, luate in
studiu, activitatea catalaze in lichidul cultural a variat in limitele 1,7 - 21,6 U/ml.

3.3. Selectarea mediilor de cultura a micromicetelor cu potential enzimatic si antimicrobian
semnificativ.

Pentru identificarea mediului optim de cultura a tulpinilor selectate, ce poseda activitate
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antimicrobiana sau enzimatica, acestea au fost cultivate pe 4 medii nutritive: malt-agar; Czapek;
Sabouraud, amidono-amoniacal. Examinarea si caracteristica particularitatilor morfo-culturale a
tulpinilor s-a efectuat dupa 4, 7 si 14 zile de cultivare.

in rezultatul cercetarilor efectuate s-a demonstrat ci, tulpinile Penicillium sp. 11,
Penicillium sp. 19, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91, Penicillium sp. 97 cresc bine pe toate
mediile nutritive testate (malt-agar, Czapek, Sabouraud si amidono-amoniacal), insa cea mai
buna crestere la toate tulpinile studiate a fost inregistrata pe mediul malt-agar. Pe mediul malt-
agar, comparativ cu restul mediilor testate, la toate tulpinile studiate, miceliul aerian a fost mai
bine dezvoltat si sporularea mai intensa. Bine au crescut tulpinile si pe mediul Czapek. Astfel,
pentru a evalua activitatea lor antimicrobiana in dependenta de mediul de cultura, tulpinile
mentionate au fost cultivate pe mediul malt-agar si Czapek (Tab. 3.3).

Tabelul 3.3. Activitatea antimicrobiana a tulpinilor de micromicete in dependenta de

mediul de cultura

Ne Mediul de Diametrul zonei de inhibitie a test-culturilor (mm)
d/o | Tulpinile | culturd Aspergillus | Aspergillus | Paenibacillus | Melissococcus
testate flavus niger larvae plutonius
1 | Penicillium | Malt-agar 15,5+£2.5 0 0 0
sp. 11 Czapek 140+1,5 0 0 0
2 | Penicillium | Malt-agar 0 0 0 0
sp. 19 Czapek 0 0 0 0
3 | Penicillium | Malt-agar 290+2,5 |[285+1,5 155+2,0 16,0+ 1,5
sp. 62 Czapek 255+15 |268+1,8 14,5+1,0 15,0+ 1,0
4 Penicillium | Malt-agar 235+1,5 24,0+1,5
sp. 91 Czapek 22,0 +1,6 22,0 £2,0
5 | Penicillium | Malt-agar 335+2,5 15,5+2,0 150+ 1,0 15,0+2,0
sp. 97 Czapek 28,0 +2,0 14,5 +1,5 125+1,5 13,5+2,0

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, activitatea antimicrobiana la toate tulpinile

studiate, cultivate pe mediul de cultura malt-agar a fost mai mare comparativ cu mediul Czapek.
La cultivarea tulpinii Penicillium sp. 62 pe mediul malt-agar zona de inhibitie a patogenului
Aspergillus flavus a fost de 29 mm, iar in rezultatul cultivarii pe mediul Czapek de 25,5 mm. De
asemenea sensibilitatea fatd de patogenii Aspergillus niger, Paenibacillus larvae si
Melissococcus plutonius a fost mai pronuntata la cultivarea tulpinii pe mediul malf-agar,
comparativ cu mediul Czapek. Diametrul zonei de inhibitie a patogenului A. niger sub actiunea
exometabolitilor tulpinii cultivate pe mediul malt-agar constitue 25 mm comparativ cu 26,8 mm
pe mediul Czapek. Totodatd s-a constat cad, fata de patogenul Paenibacillus larvae si
Melissococcus plutonius diametrul zonei de inhibitie, la utilizarea tulpini cultivata pe mediul
malt-agar este de 15,5 — 16,0 mm, iar cultivatd pe mediul Czapek de 14, 5 -15,0 mm. Zona de

inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae si Melissococcus plutonius la testarea tulpinii

14



Penicillium sp. 91 cultivata pe mediul Czapek a constituit 22 mm, fata de 23,5 mm si respectiv
24,0 mm cultivata pe mediul malt agar. Astfel, s-a stabilit ca, mediul de cultura optim pentru
tulpinile Penicillim sp. 11, Penicillium sp. 19, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91, Penicillium
sp. 97 a fost malt-agar.

3.4. Tehnici de obtinere a produselor din micromicete si utilizarea lor ca alternativa a
preparatelor cu actiune bactericidi, fungicida si antioxidanta.

Au fost identificati potentialii agenti de biocontrol impotriva fitopatogenilor majori:
Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae, in conditii in vitro.

Tulpinile Penicilliu sp. 91 si Penicilliu sp. 97, care au demonstrat cea mai buna crestere
pe mediul agarizat malt-agar au fost inoculate in mediul lichid malt de bere de 6B si cultivate in
baloane Erlenmayer de 500 ml cu cite 100 ml mediu nutritiv, timp de 5 zile, la temperatura de
28-30°C, pe agitator cu 180-200 r/min. Dupi cultivare separarea lichidului cultural de biomasi s-
a efectuat prin filtrare. Activitatea antibacteriand a solutiilor obtinute a fost testatd in laborator
asupra patogenilor luati in studiu. In godeuri de pe cutiile Petri cu patogeni a fost introdus cite
0,1 ml solutie de exometaboliti ai tulpinilor de Penicillium (Tab. 3.4).

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, cultivate In must de bere de 6B, exometabolitii
culturilor P.sp. 91 si P.sp. 97, manifesta o sensibilitate mai pronuntata fata de patogenii testati,
comparativ cu rezultatele obtinute pe medii agarizate. Deci putem presupune ca, exometabolitii
tulpinilor Penicillium sp.91 si Penicilliu sp. 97 ar putea fi utilizati pentru profilaxia si
combaterea, atat a tulpinii Paenibacillus larvae, agent patogen al locii americane, cat si asupra
tulpinii Melissococcus plutonius, agentul patogen al locei europene.

Tabelul 3. 4. Diametrul zonelor de inhibitie a fitopatogenilor sub actiunea exometabolitilor

tulpinilor Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 97

Ne d/o Diametrul zonei de inhibitie a test-culturilor (mm)
Tulpinile testate Aspergillus Aspergillus niger Paenibacillus larvae
flavus
1 Penicillium sp. 91 0 0 21,0 +1,2
2 Penicillium sp. 97 33,0+2,5 18,0 +£1,5 16,0 +1,0

Pentru inactivarea CFC (celule formatatoare de colonii) din solutiile de exometaboliti,
obtinute in rezultatul cultivarii submerse a tulpinilor selectate: Penicillium sp. 11; (Penicillium
funiculosum CNMN FD 11), Penicillium sp. 19 (Penicillium piceum CNMN FD 21) si
Penicillium sp. 62 (Penicillium corylophilum CNMN FD 20), au fost testate trei regimuri de
temperatura (+60°C, +70°C si +80°C) si 3 durate de tratament (20 min, 40 min, 60 min). Dupa
fiecare 20 minute a fost inoculat 1 ml solutie de exometaboliti pe cutii Petri pe mediul agarizat

malt-agar, pentru stabilirea prezentei CFC, paralel a fost determinata activitatea catalazei (Tab.
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3.5). Reiesind din rezultatele prezentate in Tab. 3.5. la temperatura de +60°C +70°C lipsa CFC

este dupa o ora de tratare, iar la temperatura de 80°C dupa 20 minute de tratare.

Tabelul 3.5. Actiunea temperaturii asupra CFC in dependenti de durata de tratare

Tempera- Durata de Prezenta CFC (celulelor formatatoare de colonii)
tura(°C) tratare, min | penicillium funiculosum | Penicillium piceum | Penicillium
CNMN FD 11 CNMN FD 21 corylophilum  CNMN
FD 20
20 gazon gazon Gazon
+60°C 40 multe CFC multe CFC multe CFC
60 lipsa CFC lipsa CFC lipsa CFC
+70°C 20 multe multe Multe
40 unice unice Unice
60 lipsa CFC lipsa CFC lipsa CFC
+80°C 20 unice unice Unice
40 lipsa CFC lipsa CFC lipsa CFC
60 lipsa CFC lipsa CFC lipsa CFC

Pe parcursul tratarii termice activitatea catalazei solutiilor de exometaboliti s-a modificat
semnificativ. Odata cu majorarea temperaturii si a duratei de tratare activitatea catalazei
solutiilor studiate s-a diminuat semnificativ (Tab. 3.6).

Tabelul 3.6. Activitatea catalazei solutiilor de exometaboliti in dependenta de temperatura

si durata de tratare

Tempera- Durata de Activitatea catalazei, U/ml
tura(°C) tratare, min | penicillium funiculosum | Penicillium piceum | Penicillium
CNMN FD 11 CNMN FD 21 corylophilum  CNMN
FD 20
20 430,0 £22,6 600,8+25,2 45,8+11,1
+60°C 40 403,3 + 23,6 580,5+£20,6 42,4+8,6
60 393,3 £13,1 580,4+19,8 40,8+ 8,5
+70°C 20 380,5+22,6 580,8+20,3 35,24+6,3
40 350,3+£21,2 550,6+25,3 30,6+4,2
60 300,8+17,5 500,6+28.3 28,5425
+80°C 20 350,4+21,4 396,3+15,7 25,5+£2.5
40 300+22,0 295,5+18,5 20,6+1,8
60 250,5+16,7 203,8+14,2 10,2+1,0

Mai stabile au fost solutiile de exometaboliti la tratarea timp de 1 ora la temperatura de
+60°C. Activitatea catalazei la acest regim de tratare, in toate solutiile, s-a diminuat
nesemnificativ. Odatd cu majorarea temperaturii si duratei de tratare activitatea catalazei
diminueaza semnificativ. Astfel, pentru obtinerea solutiilor de exometaboliti ai tulpinilor
Penicillium funiculosum CNMN FD 11, Penicillium piceun CNMN FD 21, Penicillium
corylophilum CNMN FD 20 fara CFC este necesar de a trata solutiile de exometaboliti, obtinute
in rezultaul cultivarii tulpinilor in medii lichide, timp de 1 ora, la temperatura de +60°C.

S-a demonstrat ca, tulpina Penicillium.sp. 62 (Penicillium corylophilum CNMN FD 20)

poseda proprietati antifungice fata de patogenii Aspergillus niger si Aspergillus flavus. Reiesind
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din faptul ca, solutiile de exometaboliti fara CFC 1-si diminueaza din proprietatile biosintetice a
fost evaluatd actiunea acestei asupra patogenilor in conditii de laborator.

Astfel, solutiile de exometabolitii, fara CFC, ai tulpinii Penicillium sp. 91 cu actiune
bactericida, dar si ai tulpinii Penicillium sp. 97, cu actiune bactericidd si fungicida, se
recomandd a fi administrate ca alternativd a preparatelor cu actiune bactericida si fungicida
pentru profilaxia stupinelor de albine, sau pot fi combinate cu alte metode de control al bolilor
loca americand si loca europeand la albine, atdt toamna inainte de iernat, cit si primavara
timpuriu.

4. UTILIZAREA UNOR PRODUSE DIN MICROMICETE iN SCOP DE
PROFILAXIE A UNOR BACTERIOZE LA FAMILIILE DE ALBINE

In acest capitol sunt prezentate rezultatele cu referire la situatia epidemiologicd fata de
bolile contagioase la familiile de albine in Republica Moldova; eficienta utilizarii
exametabolitilor din micromicete la unii indici de sanatate si productivi ai albinelor, precum si
efectul acestora in prevenirea bolilor bacteriene si fungice la familiile de albine Apis melifera.
4.1. Date cu referire la situatia epidemiologica a bolilor infectioase la albine in Republica
Moldova.

Conform datelor monitorizarii situatiei epidemiologice investigatiile clinice si cercetarile
efectuate la familiile de albine se poate de mentionat, ca incidenta bolilor infectioase au variatii
de la an la an. Din rezultatele Tab. 4.1 se observa ca pe parcursul perioadei anilor 2013-2017 la

familiile de albine monitorizate au fost intalnite boli infectioase si parazitare.

Tabelul 4.1. Incidenta cazurilor de boli contagioase la stupinele de albine pe parcursul
anilor 2013-2017

Denumirea 2013 2014 2015 2016 2017
bolii/nr.  de [y, % nr. % nr. % nr. % nr. %
cazuri cazuri cazuri cazuri cazuri cazuri

Loca 8 |a408| 9o |443| 7 |393| 5 |282| 6 |32
americana

Loca 5 | 25| 6 |29 | 4 |22/ 3 1690 | 4 | 216
europeana

Ascosferoza 4 2,04 3 1,48 2 1,12 1 0,56 2 1,08
Salmoneloza 3 1,53 3 1,48 5 2,81 4 2,26 1 0,54
Aspergiloza 2 1,02 0 0,00 0 0,00 2 2,26 0 0,00
Varooza 16 8,16 18 8,87 13 7,30 15 8,47 9 4,86
Nosemoza 2 1,02 4 1,97 3 1,69 6 3,39 4 2,16

Facand o analiza a rezultatelor din tabel, s-a stabilit ca ce-a mai inalta incidenta dintre
bolile inregistrate la puietul albinelor a prezentat-o Loca americana, avind valori de la 2,82%
pind la 4,43% din numarul total al familiilor de albine aflate sub monitorizare. Incidenta

cazurilor de Loca europeand au avut variatii de la 1,69% pina la 2,96%, iar cazurile de
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Ascosferoza au avut valori de la 0,58% pina la 2,04%.

La albinele adulte dintre bolile de origine bacteriana in special a fost inregistrata
Salmoneloza cu variatii de incidenta de la 0,54 % la 2,81%, urmata de 4Aspergiloza cu variatii de
incidenta cuprinse intre 0% la 2,26%.

Facind o analizd a datelor cu referire la bolile de origine parazitara, observam ca
incidenta ce-a mai inaltd a fost inregistratd la Varoozd, cu o incidenta de 1a 4,85% la 8,87%,
urmatd de Nozemoza , cu o incidenta de la 1,02% pina la 3,39%.

4.2. Metodica de stabilire a gradului de viabilitate si a statusului de sinatate a familiilor
de albini in perioada activa a anului si in perioada de iernat.

Pentru a pastra familiile de albine Intr-o stare fiziologica buna, capabila sa fie gata pentru
un nou sezon de cules in urmatorul an, este necesar de pregatit familiile de albine pentru
perioada de iernare. Foarte important sunt masurile de monitorizare a starii de sanatate a
familiilor de albine si anume prin prisma examenelor microbiologice, care ar permite de evaluat
riscul prezentii bacteriilor cu potential de contagiozitate si de a provoca boli si mortalitate sporita
la familiile de albine in perioada iernatului. Rezultatele obtinute in studiul microbiologic denota
faptul cd, 1n aceastd perioada microbiota familiilor de albine reprezintd o asociere de
microorganisme nepatogene, precum si conditionat patogene, fiind reprezentata de Streptococi,
Stafilococi, bacterii din genurile E. coli, Salmonella spp., fungi si drojdii. Toate aceste forme de
bacterii prezintd un risc major pentru familiile de albine si pot conduce la aparitia unor boli
contagioase in cazul reducerii rezistentei fiziologice a familiilor de albine, pe fonul unor factori
igienici sau alimentari favorizanti.

4.3. Metode si mijloace de igiena si de dezinfectie In apicultura.

Igiena teritoriului stupinei, a inventarului, echipamentului, transportului, cat si a
personalului (apicultorilor) este foarte importanta atat in etapa de productie, dar mai ales in etapa
de conditionare a produselor.

In acest subpunct sunt prezentate unele recomandiri de ordin sanitar-veterinar care
conduc la insecuritatea familiilor de albine, precum si diminuarea riscului de dezvoltare a unor
focare de boli contagioase in cadrul stupinelor.

4.4. Date cu referire la microbiocenoza familiilor de albine inaintea perioadei de iernat
si dupa perioada de iernat.

Pentru a stabili starea de sanatate la familiile de albine dupa perioada de iernat a fost
efectuat un studiu la stupina de albini a Institutului de Zoologie a Universitatii de Stat din
Moldova. Ca material de cercetare au servit familiile de albine investigate dupa perioada de
iernat. De la examinarea familiilor de albine au fost prelevate trei probe, selectate prin metoda

aleatorie, pentru cercetdri bacteriologice.
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Rezultatele investigatiilor microscopice au confirmat prezenta bacteriilor din genul E.
colli, care au reprezentat peste 50% din numarul formelor bacteriene, urmate de Streptococi si
Stafilococi cu o pondere de pana la 30%, flora fungica cu o pondere de 15%, si pina la 5 %
formele de bacterii din genul Salmonella spp. Datele obtinute sugereaza cad, monitorizarea
periodica a familiilor de albine conduce la utilizarea unor masuri sanitare veterinare care ar
minimiza incidenta factorilor de risc ce favorizeaza cresterea procentului de mortalitate a
albinelor melifere in perioada de iernat.

4.5. Eficacitatea utilizarii unor produse din micromicete la familiile de albine in
perioada de pregatire pentru iernat.

In scopul mentinerii unui status microbian benefic si pentru a stimula rezistenta
fiziologica a organismului albinelor in perioada de iernat, a fost obtinuta solutia de exometaboliti
pentru a fi utilizata la familiile de albine impreuna cu turtele din faina de griu, care au servit ca
hrand suplimentara si ca preparat in profilaxia bolilor contagioase, precum si ca stimulator de
rezistenta fiziologica al familiilor de albine.

Din acest considerent, toamna, Tnainte de iernat au fost introduse in stup turtele de grau
preparate cu amestecul sirop de zahdr de 50% cu solutii de exometaboliti ai culturilor
Penicillium. sp. 11, Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 62, in calitate de supliment in hrana
albinelor. Au fost testate 3 concentratii de exometaboliti: 10 ml/l, 25 ml/l si 50 ml/l de sirop de
zahdr.

Primavara, dupd iernat a fost evaluata actiunea exometabolitilor de micromicete asupra
albinelor dupa indicii de sanatate: procentul de albine moarte dupa iernat; cantitatea de miere
ramasa din iarnd (%); comportamentul albinelor; activitatea de zbor a albinelor; prezenta
mucegaiului In stup; modul de capacire; rezistenta la iernare.

In rezultatul acestor cercetiri s-a stabilit ci cel mai mic procent de albine moarte de 2 +
0,5 % a fost obtinut in cazul concentratiei de exometaboliti de 50 ml/kg de turte de griu,
comparativ cu 18 + 0,5 % la albinele din grupa martor. Acest indice a constituit 4 + 0,5 % la
familiile de albine care au primit exometabolitii ai tulpinii Penicillium sp.91, fiind urmat de
varianta cu exometaboliti ai tulpinii Penicillium sp.62, care au constituit 7+1,0 %. La grupul lot
martor la care exometabolitii de micromicete au fost inlocuit cu preparate antifungice in doza de
1g/l si 2g/1, procentul de mortalitate in perioada iernatului a constituit 5,5 + 1,5 si 4,5 + 0,5
procente respectiv.

Indicele cu referire la cantitatea de miere ramasa pe rame, cel mai mare indice - 28+2,5 %
a fost constatat la familiile de albine, care au primit ca supliment de hrand, exometabolitii din
tulpina de micromicete Penicillium sp. 11 in doza de 25 ml/kg de turtele de griu, comparativ cu

indicele 7 + 1,0 % la grupa lot martor.
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Cel mai nalt indice a rezistentei la iernat — 98 + 0,2%, a fost stabilit la familiile de albine
care au fost alimentate cu supliment de hrana cu adaus de exometaboliti ai tulpinei Penicillium
sp.11, in dilutia de 50 ml/kg de rute din faind de griu, comparativ cu grupa lot martor — 82 + 0,5
%. La familiile de albine care au primit ca supliment in hrand exometaboliti ai tulpinii
Penicillium sp.91, acest indice a constituit 96,0 £ 0,5%, iar la grupa de albine ce au primit in
hrana suplimentard exometabolitii tulpinii de micromicete Penicillium sp. 62 indicele a avut
valori de 93 £1,0%. La familiile de albine ce au fost tratate cu preparate antifungice (1 g/l si 2
g/1) acest indice a constituit respectiv 94,5 £ 1,5 % s1 95,5 £ 0,5 %.

Luind 1n calcul, cd in cazul cercetarilor efectuate in perioada de toamnd in care au fost
utilizati exometaboliti ai tulpinii Penicillium.sp. 91 in stupii familiilor de albine, primavara a fost
depistat mucegai in cele 3 variante testate, primavara au fost testate tulpinile Penicillium sp. 11,
Penicilliu sp. 19 si Penicilliu sp. 62, pentru a evita aparitia mucegaiului in stup.

4.6. Eficacitatea utilizarii exometabolitilor din micromicete la familiile de albine.

Dupa perioada de iernat (primavara), au fost testate in calitate de supliment in hrana
albinelor solutiile de exometaboliti ai tulpinilor: Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19 si
Penicillium sp. 62 in trei concentratii (mg/1): 10 ml/1, 25 ml/l, 50 ml/1 de sirop din zahar.

Au fost monitorizati indicii: numarul de patrate cu puiet capdcit; prolificitatea familiei de
albine; cantitatea de miere pe ramd; puterea familiei. Cele mi bune rezultate au fost obtinute la

utilizarea exometabolitilor tulpinii Penicillium sp. 11 (Penicillium funiculosum)

= M+10ml/l mM+25ml/l = M+50ml/|

180 2M
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Nota: P<0,01.
Figura 4.1. Numarul de patrate cu puiet capacit, % fata de lot martor (100%) in varianta

cu exometaboliti ai micromicetei Penicillium funiculosum (Penicillium sp. 11)
Rezultatul influentei exometabolitilor tulpinii Penicillium funiculosum (P.sp.11) asupra
procesului de formare a patratelor de puiet capacit au fost examinate dupa 12, 24 si 36 zile de

la administrarea siropului de zahar cu adaus de exametaboliti, este prezentat pe Fig. 4.1.
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La a 12-a zi dupa administrarea solutiei de exametaboliti, numarul patratelor cu puiet capacit a
avut variatii de la 143, 64 patrate (in dilutia 10 ml/l) pina la 146,91 patrate (in dilutia 50 ml/l),
comparativ cu familiile de albine din grupa lot martor (indicator constant - 100 patrate de puiet
capacit). Cel mai inalt indice cu variatii de la 149,22 pind la 161,08 patrate de puiet capacit, a
fost obtinut la 36 zile de la administrarea exometabolitilor dun tulpina Penicillium sp.11.

Un alt indicator aflat in studiu, a fost axat pe stabilirea procentului de prolificitate a
matcilor de albine, in cazul utilizarii in hrdna albinelor a siropului de zahar suplimentat cu solutia
de exometaboliti obtinuti din tulpinii de micromicete Penicillium funiculosum (Penicillium
sp.11). Rezultatul acestui studiu este prezentat in Fig. 4.2. de unde observam, ca cel mai inalt
indicator al prolificitatii familiilor de albine a avut semnificatii de 134,2% la 36 zile dupa
administrarea solutiei de exometaboliti in dilutia de 25 ml/l sirop, fiind cu 34,2% mai mare

comparativ cu indicele prolificitatii albinelor din grupa lot martor.

HM+10ml/I B M+25 ml/l 5 M+50 ml/l
%/M
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Nota: P<0,01
Fig. 4.2. Prolificitatea matcilor de albine, % fata de lotul martor (M=100%) sub actiunea

EM tulpinii Penicillium funiculosum (Penicilliu sp. 11).

Urmatorul indice aflat sub monitorizare a fost axat pe stabilirea cantitatii de miere
colectata pe rame, in dinamica, la 12, 24 si 36 de zile dupa hranirea albinelor cu adaos de sirop in
combinatie cu solutia de exometabolitii ai tulpinei de micromicete Penicillium funiculosum
(Penicillium sp.11) (Fig. 4.3). Astfel, cel mai inalt procent de colectare a cantitatii de miere a fost
stabilit la 24 de zile dupa alimentarea albinelor cu supliment de exometaboliti in concentratia de
50 ml/l de sirop, avind valori de 131,31%, iar la 36 zile de la hranirea albinelor, cu un mic
decalaj, acest indicator a constituit 127,95%, sau cu 27,95% mai mare comparativ cu indicatorul

albinelor din grupa lot martor.
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Nota: P<0,05
Figura 4.3. Cantitatea de miere pe rama, % fata de lot martor (M = 100%), obtinute in

varianta cu utilizarea EM de Penicillium funiculosum (Penicillium sp. 11).

Un alt indice este puterea familiei. Reiesind din datele obtinute s-a constatat ca puterea
familiei dupa 36 de zile, in cazul suplimentarii hranei de albine cu exometaboliti din tulpina
Penicillium funiculosum, constituie: in varianta martor 2, 75 kg de albina ; in varianta M+10 ml/l
EM — 4,0 kg de albina, In varianta M+25 ml/l EM — 4,31 kg de albina, si in varianta M+50ml/|
EM—4,24 kg de albind. Din datele prezentate se poate de observa cd, cele mai bune rezultate
au fost obtinute in varianta in care, in calitate de supliment in hrana albinelor, au fost utilizate 25
ml solutie de exometaboliti ai tulpinii Penicillium funiculosum la 1 litru de solutie de zahar de
50% si constituie 156,7% fatd de varianta martor (P < 0,05).

Rezultatele obtinute in variantele montate cu utilizarea exometabolitilor tulpinilor
Penicillium sp. 19 si Penicillium sp. 62 au fost mai mici.

S-a demonstrat ca valorile maxime ale indicilor monitorizati la familiile de albine, au fost
obtinute dupa 36 zile de la administrarea exometabolitilor din tulpina Penicillium piceum
(Penicillium sp.19), in varianta cu dilutia 50 ml/l. Astfel, numarul de péatrate cu puiet capacit a
constituit 115,84 %, prolificitatea — 96,6%, cantitatea de miere pe rama — 128,2%, puterea
familiei - 112,7% fata de lotul martor.

Datele obtinute au demonstrat, ca cel mai mare numar de patrate cu puiet capacit a fost
inregistrat la familiile de albine care au primit exometabolitii din tulpina Penicillium
corylophilum (Penicillium sp. 62) la 24 de zile de la aplicarea hranei in varianta cu concentratia
de 10 ml/l, acest indice a constituit 132,69%, iar la concentratia de 25 ml/l cel mai inalt indice de
prolificitate - 110,6 % si cea mai mare cantitate de miere - 112,54 % fata de lotul martor. Cele
mai bune rezultate ale puterii familiei — 116,4% (P < 0,05) fatd de martor au fost inregistrate in

varianta in care concentratia solutiei de exometaboliti a constituit 50 ml/I.
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CONCLUZII GENERALE

1. In rezultatul cercetarilor au fost identificate 2 tulpini de micromicete: Penicillim sp.
91 si Penicillium sp. 97 cu potential antimicrobian fata de bacteria Paenibacillus larvae,
agent patogen al locei americane si Melissococcus plutonius, agent patogen al locei
europene, iar zonele de inhibitie a patogenilor mentionati sub actiunea exometabolitilor
acestor tulpini au avut variatii in limitele 15,5 - 34,0 mm.

2. Au fost selectate tulpinile Penicillium corylophilum CNMN FD 20 (Penicillium sp.
62) si  Penicillium sp. 97, care au manifestat o sensibilitate semnificativa fata de
fitopatogenii Aspergillus flavus si Aspergillus niger, agenti patogeni ai aspergilozei cu zone
de inhibitie de 29 mm, 28,5 mm si respectiv 33,5 mm si 15,5 mm.

3. Investigatiile microbiologice au demonstrat ca, exometabolitii tulpinile Penicillium
funiculosum (Penicillium sp. 11) si Penicillium piceum (Penicillium sp. 19), poseda o inalta
activitate a catalazei cu valori de 430 U/ml si 600 U/mll respectiv, fapt ce a permis
utilizarea acestora ca supliment al hranei albinelor in calitate de antioxidanti.

4. A fost stabilita tehnica de obtinere a unor produse antimicrobiene si antioxidante pe
baza micromicetelor: Penicillium sp. 91, Penicillium sp. 97, Penicillium sp. 11, Penicillium
sp. 19, Penicillium sp. 62 pentru aplicarea in apiculturd. Aceasta consta in cultivarea
submerse a tulpinilor de micromicete cu ulterioara tratare termica a solutiilor de
exometaboliti obtinute la temperatura de 60°C, timp de 1 ora.

5. Studiul microbiotei familiilor de albine a demonstrat ca, dupa perioada iernatului
existd o combinatie de forme bacteriene din genurile: E. coli, cu ponderea peste 50%, o
asociere de Streptococi, Stafilococi cu ponderea pana la 30%, pana la 5 % formele de
bacterii din genul Salmonella spp. si unele forme de fungi cu un raport de 15%.

6. Utilizarea solutiilor de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium funiculosum
(Penicillium sp. 11.), Penicillium corylophilum (Penicillium sp. 62) si Penicillium sp. 91 in
concentratie de 25 ml/l - 50 ml/l, inainte de iernat, a contribuit la imbunatatirea indicilor de
sanatate a albinelor, exprimati prin reducerea procentului de albine moarte dupa iernat,
fortificarea rezistentei albinelor la iernare, stimularea gradului de carpacire precum si
ameliorarea comportamentului albinelor si a activitatii de zbor.

7. Administrarea solutiei de exometaboliti ai tulpinii Penicillium funiculosum
(Penicillium sp. 11), suplimentar in hrana albinelor in concentratiec de 25 ml/l solutie de
zahar de 50%, primavara timpuriu, a contribuit la stimularea indicilor de productivitate fata
de martor, fiind exprimati prin majorarea numarului de larve capacite cu 61%, indicele de

prolificitate cu 34,2%, cantitatea mierii pe rama 13% si puterea familiilor cu 56,7%.
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RECOMANDARI PRACTICE

Se recomanda utilizarea solutiilor de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium sp. 91 si
Penicillium sp. 97, ca alternativd a preparatelor cu actiune bactericida si fungicida pentru
profilaxia stupinelor de albine contra bolilor Loca americana si Loca europeana.

Pentru profilaxia si combaterea fungilor Aspergilus niger si Aspergillus flavus, agenti
patogeni ai Aspergilozei la albine se recomanda utilizarea exometabolitilor micromicetelor
Penicillium sp. 97 si Penicillium sp.11.

Pentru profilaxia infectiilor bacteriene si fungice, dar si stimularea familiilor de albine se
recomanda administrarea ca supliment in hrana albinelor solutia de exometaboliti ai tulpinii
Penicillium funiculosum in concentratie de 25 ml/l de sirop de zahar de 50%, cite 200 ml de

amestec la rama.
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ADNOTARE

BUGNEAC Veronica :”Utilizarea unor produse din micromicete in profilaxia si combaterea
locei americane si europene la albine”, teza de doctor in stiinte medical-veterinare, Chisinau,
2024.

Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie cu 180
titluri, 11 anexe, 113 pagini text de baza, 52 figuri, 13 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 12 lucrari stiintifice si o cerere de brevet de inventie.

Cuvinte-cheie: albine, puietul albinelor, exometaboliti din micromicete, microorganisme
benefice, antimicrobian, antifungal, stimulatoare, profilaxie, microflora, mediu nutritiv.

Scopul lucrarii: identificarea si aprecierea potentialului antimicrobian si antioxidant al unor
produse din micromicete si utilizarea lor in profilaxia unor boli bacteriene la familiile de albine.
Obiectivele cercetarii: Identificarea tulpinilor de micromicete cu potential antimicrobian si
enzimatic pentru utilizarea in profilaxia si combaterea unor boli bacteriene si micotice la albine;
obtinerea produselor din micromicete si utilizarea lor in biostimularea familiilor de albine
precum si ca alternativad a preparatelor cu actiune bactericida si fungicida; studiul bacteriologic
efectuat pentru stabilirea gradului de contaminare la familiile de albine dupa perioada iernatului;
evaluarea actiunii exometabolitilor din micromicete ca supliment In hrana in perioada de
pregatire pentru iernat si dupa perioada de iernat asupra familiilor de albine.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Au fost identificate tulpini de micromicete din genul
Penicillium, ca producdtori de substante bioactive care pot fi utilizate pentru profilaxia si
combaterea bacteriei locei americane (Paenibacillus larvae) si europene (Melissococcus
plutonius) si a aspergilozei la familiile de albine Apis melifera. Au fost obtinute produse pe baza
micromicetelor identificate cu actiune antioxidativa, bactericida, fungicida si de stimulare a
cresterii familiilor de albine. A fost stabilitd componenta bacteriologicd a microflorei din
stupinele de albine. A fost demonstrata actiunea pozitiva a hranei suplimentata cu exometaboliti
din micromicete Penicillium funiculosum si Penicillium corylophilum asupra indicilor de
sandtate a albinelor in perioada de dupa iernare si efectul pozitiv asupra stimuldrii indicilor
productivi ai familiilor de albine.

Rezultatul obtinut, care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante:
Folosirea antibioticilor pentru controlul bolilor contagioase la puietul familiilor de albine este
limitatd sau interzisa din cauza aparitiei reziduurilor in produsele apicole. Ca alternativa a
antibioticelor sunt propuse solutiile de exometaboliti, obtinute in baza micromicetelor din genul
Penicillium, cu potential antimicrobian si anti oxidativ pentru profilaxia si combaterea unor boli
bacteriene si fungice, de asemenea sunt recomandate pentru utilizare ca supliment alimentar in
hrana albinelor pentru stimularea indicilor de sdndtate si productivi ai familiilor de albine.
Semnificatia teoretica: datele obtinute prezintd interes teoretic pentru domeniul apicol ca
produse alternative ecologice pentru inlocuirea antibioticelor, dar si ca material pentru studiul de
perspectiva.

Valoarea aplicativa: Pentru profilaxia si combaterea aspergilozei, locii americane si europene
sunt propuse solutiile de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium sp. 91 si Penicilium sp. 97, iar
solutia de exometaboliti ai micromicetei Penicillium funiculosum in calitate de supliment
alimentar in hrana albinelor pentru stimularea indicilor de sandtate Tnainte de iernat si dupa
iernat, pentru stimularea indicilor productivi ai familiilor de albine Apis melifera.
Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele obtinute au fost implementate in stupinele
de albine a 2 gospodarii taranesti (2 acte de implementare), vor fi utilizate ca material teoretic si
practic pentru apicultorii din republica in scopul controlului bolilor contagioase la puietul
familiilor de albine, sunt folosite ca material didactic in procesul de instruire a studentilor la
Facultatea de Medicina Veterinara a UTM (act de implementare).
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AHHOTAIUA
BYT'HEAK Beponuka: «Mcnosib3oBanue NMPOAYKTOB MHKPOMHIIETOB B NpOopuIakTHKe U
0opb0e ¢ aMepUKAHCKUM M eBPONEeliCKHM THWIBIOM Yy MYe», JUCCEpTaIys Ha COMCKaHHUE
y4€HOU CTETIeHH JIOKTOpa BeTepuHApHBIX HaykK, Kummues, 2024.
CtpykTypa [uccepTanMu: BBeAcHHME, 4 TyaBbl, OOIIME BHIBOABI M PEKOMEHJAINH,
oubmmorpadus 180 ucrounukos, 11 npunosxenuii, 113 crpanuil OCHOBHOTO TeKCTa, 52 Gurypsl,
13 Tabmui. Omy6nukoBaHbl 12 HaydHBIX padoT, 1 3asBKa Ha ATEHT.
KiroueBble ci10Ba: Mmyesnbl, MUENUHBIA PACIUION, YK30META00IUTH MUKPOMHIIETOB, MOJIE3HBIC
MHUKpPOOPTaHU3MBI,  [POTUBOMHUKPOOHOE, IPOTUBOTPUOKOBOE  CPEICTBO,  CTUMYJISITOPHI,
npoduIakTuKa, MUKpodIopa, muTaTeabHas Cpea.
Heas paGoTbl: BBIBICHHE M OLEHKA AHTUMHUKPOOHOTO M aTHOKCHIAAHTHOTO MHOTEHIMAa
HEKOTOPHIX TIPenapaToB W3 MHUKPOMHIETOB W WX HCIOJIB30BaHHE B MPOQUIAKTHKE
OakTepualbHBIX 3200JICBAaHNI MYETHMHBIX CEMEH.
3agaun  wucciaenoBaHusi: ljneHTudukanus ~—MITaMMOB — MUKPOMHMIIETOB,  00JIaJarolIuX
AHTUMHUKPOOHBIM U (PEPMEHTATHBHBIM TOTEHIMAJIOM JUIS HCIOJIB30BaHUS B MPODUIAKTHKE U
0opbbe ¢ OakTepHadbHBIMH U T'PUOKOBBIMHU 3a00JIEBAHUSMHU ITUEN; TOJyYEHHE MPOTYKTOB U3
MHUKPOMHIIETOB M MX HCIOJb30BaHUE B OMOCTUMYJSALMM ITYEJIMHBIX CEeMeH, a Takke Kak
aJIbTepHATHBA TIperaparaM OaKTePHIUIAHOTO M (DYHTHUIMIHOTO JCHCTBUS; OaKTEPHUOIOTHYECKOEe
HCCIICAOBAHHUEC T10Cii€ 3UMOBKHU I OIIPCACIICHUS YPOBHS 3apaKCHHOCTb H‘IéﬂOC@Meﬁ; OLICHKAa ﬂeﬁCTBI/IH
HK30METa0OJUTOB MHUKPOMHUIIETOB B KadyeCTBE IHUIICBOH MO0ABKM B TEPHOJ MOATOTOBKH K
3MMOBKE M [IOCJIE 3UMOBKU Ha MYETUHBIX CEMbSIX.
Hayynasi HOBM3HA U OPUTHHAJIBHOCTB: VICHTHOUIIMPOBAHBI MITAMMBI MUKPOMHIIETOB PO/
Penicillium xak npoaynieHThl OMOJIOTHYECKH AKTUBHBIX BEIIECTB KOTOPhIE MOKHO MCCHIONB30BaTh JJIST
npoduIakTuku 1 OOpbObI C aMEPUKAHCKMMHU M E€BPOINEHCKUMHU JIOKYCHBIMU OaKTEepUsIMHU U
acreprimuie3oM 'y myenuHbix cemedd Apis mellifera. Ha ocHoBe wuIeHTH(PHIMPOBAHHBIX
MHUKPOMHIIETOB TOJIYYECHBI MPOAYKTHI, OOJIQJAI0NINe aHTHOKCHIAHTHBIM, OaKTEpUIIUIHBIM,
(GYHTMIMIHBIM U POCTOCTUMYJIHMPYIOIIUM  JIeHCTBUEM IMYETUHBIX CeMed. Y CTaHOBIIEH
0aKTEePHOIOTHYECKHA COCTaB MHUKPOQIIOPHl TUENHWHBIX yibeB. [loka3aHO MOIOKUTEITHHOE
BIMSHUE KOopMa C Jo0aBieHueM sk3oMertabomutoB P. funiculosum u P. corylophilum na
MOKa3aTeIH 3/I0POBBS ITUEI B pepro/ ITOCIIE 3UMOBKH U TIOJIOKHUTEIBHOE BIUSHUE HA CTUMYJISIIHIO
MPOAYKTUBHBIX MOKA3aTesel MIeTNHBIX CEMEH.
ITosryuyeHHBbINl pe3yJibTAaT, CHOCOOCTBYIOIIMH pelIeHUI0 Ba’KHOH Hay4HOil NpodiemMbl:
[TpuMeHeHne aHTUOMOTHKOB AJIsi OOPBOBI ¢ 3apa3HBIMU OOJIE3HSAMH PACILIOAA MYEIMHBIX ceMei
OTPAaHMYEHO WM 3ATPEIICHO B CBSA3M C HAIMYHMEM MX OCTAaTKOB B MPOJYKTaX IUYEOBOJACTBA. B
KayecTBe  aJIbTEpPHATUBbI ~ AHTMOMOTHUKAM  TPENJIOKEHBI  PAacTBOPHI  IK30METaOOJIUTOB,
MukpomuiieToB poaa Penicillium, ob6namarorye MpOTHBOMUKPOOHBIM M aHTHOKCHIAHTHBIM
NOTEHIMAJIOM i NPOQHUIAKTUKM ¢ OOppObI ¢ OakTepualbHBIMA W TPUOKOBBIMHU
3a00JIeBaHUSAMH, UX TAKXKE PEKOMEHAYIOT MCIIOJIb30BAaTh B Ka4eCTBE MHIIEBOI JOOABKH B KOPM
JUIsL CTUMYJIMPOBAHUS TTOKa3aTelNei 310pOBbs U POy KTUBHOCTH IMTYEITMHBIX CEMEH.
TeopeTnueckasi 3HAYUMOCTD. [loydeHHBIE TaHHBIE MPEICTABISIOT TEOPETHYECKUI HMHTEpec
UiE  00NacTH IMYENOBOACTBA KaK aJbTEPHATUBHBIC HKOJOTHYECKUE TPOIYKTHI i 3aMeHbI
aHTHOMOTHKOB, & TAK)KE KaK MaTepHaI JJIs IEPCIEKTUBHBIX UCCIIECIOBAHHIA.
Ipukaaanoe 3Havenue: /s npopuiakTikd U OOPHOBI C acTepruiie30M, aMEpUKAHCKUM U
€BPOIMEHCKMM THHJIBIIOM IPEIOKEHBI PACTBOPBI AK30MeTab0auToB mrammoB Penicillium sp. 91
u Penicillium sp. 97, a pactBop sx30omMerabonuToB Mukpomuiera Penicillium funiculosum B
Ka4eCTBE MUINEBON J00aBKM B KOPM IT4eN JUIA CTHUMYJLSIIMU TIOKa3aTelel 370pOBbs MeEpes
3MMOBKOW, a IMOCIIE€ 3UMOBKH JJIsi CTUMYJISIIIUH MTPOAYKTUBHBIX MTOKa3aTeNeH MISTUHBIX CEMEH.
Buenpenne Hay4YHbIX Pe3YJILTATOB. TOTyYCHHBIC PE3YIIBTAThl BHEAPCHBI B TUEIMHBIC YIBU 2-X KPECTHSIHCKHIX
XO3STCTB (2 aKTa BHEIPEHIs), Oy/IyT WCTIONB30BATECS KAK TEOPETHHECKUM M TIPAKTHUECKWA Matepual st
ITYEJIOBOZIOB PECITYOIMKH C TIENTBI0 OOpHOBI € 3apa3HbIMU OOME3HIMU B PACITIONE MUEIMHBIX CEMEH,
WCTIONB3YFOTCSL KaK JIATAKTIYECKU Matepyall B TPOLIecce 0O0ydeHHs! CTy/ieHToB Ha Dakyrsrere BeteprHapHOii
Mempnet Y TM (akt BHEpEHus).
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ANNOTATION
BUGNEAC Veronica: "The use of some products from micromycetes in the prophylaxis and

combating of the American and European foulbrood in bees", doctoral thesis in medical-
veterinary sciences, Chisinau, 2024.

Thesis structure: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography with 180 titles, 11 annexes, 113 pages of basic text, 52 figures, 13 tables. The
obtained results are published in 12 scientific papers and an application for an invention patent.
Key words: bees, bee brood, exometabolites of micromycetes, beneficial microorganisms,
antimicrobial, antifungal agent, stimulants, prevention, microflora, nutrient medium

Purpose of the work: to identify and evaluate the antimicrobial and antioxidant potential of
some preparations from micromycetes and their use in the prevention of bacterial diseases of bee
colonies.

Objectives of the research: Identification of micromycete strains with antimicrobial and
enzymatic potential for use in the prevention and control of bacterial and fungal diseases of bees;
obtaining products from micromycetes and their use in the biostimulation of bee colonies, as
well as an alternative to bactericidal and fungicidal drugs; bacteriological research is carried out
in bee colonies after the wintering period to establish level of bacterial contamination;
evaluation of the effect of exometabolites of micromycetes as a food additive during the period
of preparation for wintering and after wintering on bee colonies.

Scientific novelty and originality: Strains of micromycetes of the genus Penicillium have been
identified as producers of biologically active substances wich can be used for prevention and
control of American and European foulbrood bacteria (larvae « M. plutonius) and aspergillosis in
bee colonies Apis mellifera. Based on the identified micromycetes, products were obtained that
have antioxidant, bactericidal, fungicidal and growth-stimulating effects on bee colonies. The
bacteriological composition of the microflora of bee hives has been established. The positive
effect of food with the addition of exometabolites P. funiculosum and P. corylophilum on the
health of bees in the period after wintering and a positive effect on stimulating the productive
performance of bee colonies have been shown.

The result which contributes to solving an important scientific problem: The use of
antibiotics to combat infectious diseases of the brood of bee colonies is limited or prohibited due
to the presence of their residues in beekeeping products. As an alternative to antibiotics,
solutions of exometabolites, micromycetes of the genus Penicillium, which have antimicrobial
and antioxidant potential for the prevention and control of bacterial and fungal diseases, are
proposed; they are also recommended for use as a food additive in feed to stimulate the health
and productivity of bee colonies.

Theoretical significance: The data obtained are of theoretical interest for the field of beekeeping
as alternative ecological products for replace antibiotics, as well as material for future research.
Applicative value of the work: For the prevention and control of aspergillosis, American and
European foulbrood, solutions of exometabolites of Penicillium sp. 91 and Penicillium sp. 97,
strains have been proposed, and a solution of exometabolites of the micromycete Penicillium
funiculosum as a food additive in the food of bees to stimulate health indicators before wintering,
and after wintering to stimulate the productive indicators of bee colonies.

Implementation of the scientific results: The results obtained were introduced into the
beehives of 2 peasant farms (2 acts of implementation), will be used as theoretical and practical
material for beekeepers of the republic in order to combat infectious diseases in the brood of bee
colonies, are used as didactic material in the process of training students at the Faculty of
Veterinary Medicine UTM (act of implantation).
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