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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 alternativa 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 dupd perioada de iernat asupra familiilor de albine.

Noutatea si originalitatea stiintifici. Au fost identificate tulpini de micromicete din genul
Penicillium, ca producatori 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 interzisd 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 sandtate si productivi ai familiilor de albine.
Semnificatia teoretica: datele obtinute prezinta 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 n hrana albinelor pentru stimularea indicilor de sanatate inainte 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 tardnesti (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 Medicina Veterinard a UTM (act de implementare).
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AHHOTALUSA
BYI'HEAK Beponuka: «Mcnojib30BaHue NMPOAYKTOB MHUKPOMHIIETOB B NMPOPUIAKTHKE U
0opble ¢ aMEpUKAHCKUM H eBPONeiicKUM IHWIbLLOM Yy MYes», JUCCepTalis Ha COMCKaHHE
y4E€HOU CTENEeHU JOKTOpa BeTepruHapHbIX HayK, Kumunes, 2024.
CTpykTypa [aMcceprauMM: BBeaeHue, 4 TJaBbl, OOIIKME BBIBOABI U PEKOMEHJAIHH,
ouomorpadus 180 ucrounukos, 11 nprmioxenuit, 113 crpaHuI] OCHOBHOTO TeKCTa, 52 (urypsl,
13 tabmun. Ony6nukoBansl 12 HayyHbIX paloT, 1 3asBKa HA MATEHT.
KiroueBble cjioBa: 1muesbl, MUETUHBIA PACIUION, 3K30METabO0JINThl MUKPOMMIIETOB, IOJIE3HbIE
MHUKPOOPTaHU3MBI,  IPOTUBOMHKPOOHOE, TMPOTUBOTPHOKOBOE  CPEACTBO,  CTHUMYJATOPHI,
npoduiIakTuka, MUKpodiopa, muTaTenbHas cpeaa.
Leas paGoThl: BBIABICHHE W OLEHKA AHTUMHUKPOOHOTO M ATHOKCHUAAHTHOTO MOTEHIIMAJIa
HEKOTOpPBIX IpenapaToB W3 MHUKPOMHULETOB M HUX HCIOJb30BAHUE B MNPOPHIAKTHKE
OakTepUaIbHBIX 3200JICBAHMIA MYSTUHBIX CEMEH.
3agaunm  wuccaenoBaHus. Vnentudukaums ITAMMOB  MHUKPOMMLETOB,  00JIQAArOLIUX
AQHTUMUKPOOHBIM M (PEPMEHTATUBHBIM MOTEHIMAJIOM JJISi UCIOJIb30BaHUS B NMPOPHIAKTHKE U
6opb0e ¢ OakTepUaibHBIMM U IPUOKOBBIMHU 3a00JIEBAHUSAMH ITUEII; MOJIy4YE€HHE MPOJYKTOB M3
MHUKPOMHIIETOB M HMX HCIIOJIb30BaHHE B OMOCTUMYISALIMM MYEIMHBIX CEMEW, a TaKkKe Kak
aJIbTEpHATHBA IpernaparaM O0aKTepULUIHOIO U (PYHTUIUAHOTO JEHCTBUSA; OAKTEPHOIOIUYECKOe
UCCIIIOBAaHUE TIOCIIe 3UMOBKH JUISI OINPEICNICHUs] YPOBHS 3apaKEHHOCTHh MYETIOCEMEid; OleHKa
JNeHcTBUSL  9K30METa0OJUTOB MHUKDOMHULETOB B KauyeCTBE MHILEBOM J100aBKM B MEpUOJ
MOJTOTOBKH K 3MMOBKE M MOCJI€ 3MMOBKHU HA MYEITMHBIX CEMbSIX.
Hay4yHasi HOBU3HA M OPUTMHAJIBHOCTb: V1eHTU(QHIMPOBAHBI IITAMMBI MUKPOMHIIETOB PO/
Penicillium kak mpoayueHTbl OWOJOrMYECKM AKTHBHBIX BEIIECTB KOTOPbIE MOYHO
UCCII0JIb30BaTh JUIsl MPOGMIAKTUKYA U OOpHObI ¢ aMEPUKAHCKUMH U €BPONEHCKUMU JIOKYCHBIMU
OakTepusiMM M acmepruwuie3oMm y myenuHbix cemedt  Apis  mellifera.  Ha ocHoBe
UJAECHTU(PHUIMPOBAHHBIX MUKPOMMIIETOB IOJTY4EHBI IPOIYKThI, 00JIa1al011e aHTHOKCUIAaHTHBIM,
OaKTepUIMIHBIM, (QYHTUIUAHBIM W POCTOCTUMYJIHPYIOIIUM JIEHCTBHEM MTYEIHHBIX CEMEH.
VYcraHoBlIeH OaKTEPHONIOTMYECKH CcOCTaB MHKpPO(IIOphl MUeNuHbIX yibeB. [lokazaHo
MOJIOXKHUTEIbHOE BJMSHUE KOpMma ¢ JjobaBieHueM sk3omerabonutoB P. funiculosum u P.
corylophilum Ha mnoka3zarenu 370pOBbsl MYEN B PEPUOJ MOCIE 3UMOBKH U IOJIOKHUTEIBHOEC
BIIMSIHAE Ha CTUMYIISIIUIO TIPOTYKTHBHBIX TIOKA3aTelel MIeTMHBIX CEeMEH.
ITosryyeHHBIN pe3yJbTaT, CHOCOOCTBYIOIIMH PpELICHUI0 BaKHOH Hay4YHOH mnpoOJieMbl:
[TpumeHneHre aHTHOMOTUKOB JIsl OOPBOBI C 3apa3HbIMU OOJIE3HSAMHU pacIUIofa MUYEIUHBIX ceMei
OTPaHUYEHO MJIM 3alpellieHO B CBSA3M C HAJMYMEM MX OCTAaTKOB B NMPOJYKTaxX MYenoBojcTBa. B
KayecTBE  aJbTEPHATUBHI  AHTHOMOTHMKAM  MPEUIOKEHBI ~ PAacTBOPHl  SK30METabOJIUTOB,
MHUKpoMuIieToB pozaa Penicillium, oGmagarorie TPOTHBOMUKPOOHBIM M AHTHOKCHIAHTHBIM
NOTEHUUAJIOM JUIsl TPOPUIAKTUKH U OOppObI ¢ OakTepuadbHbIMU U  TPUOKOBBIMU
3a00JI€BaHUSAMH, UX TAKXKe PEKOMEHAYIOT UCIOJIb30BaTh B KaueCTBE MUIIEBON T00aBKU B KOPM
JUTSL CTUMYJIUPOBAHHUSI TTOKa3aTelei 310pOBhs M POTYKTHBHOCTH ITYEITHHBIX CEMEH.
Teopernueckasi 3HaUMMOCThb. [loaydyeHHbIE AaHHBIE MPEICTABISIOT TEOPETHUECKUN HHTEpec
JUIE 00JacTH TYEJOBOJCTBA KaK aJbTEPHATHBHBIC HKOJOTHYECKHE NPOIYKTHI IS 3aMEHBI
AHTUOMOTHUKOB, a TAK)KE KaK MaTepHal JUIsl IEPCIIEKTUBHBIX UCCIIEJOBAaHUM.
IIpuxknagnoe 3navenue: /s npoduiakTuku U OOpHOBI C aclepruiie3oM, aMEPUKaHCKUM U
€BPOIEHCKIM THUJIBLIOM MIPEIOKEHBI PACTBOPHI 9K30MeTabomuToB mtamMmoB Penicillium sp. 91
u Penicillium sp. 97, a pactBop 3k3omerabonuToB Mukpomuiiera Penicillium funiculosum B
Ka4yecTBE NUILEBOM M00aBKM B KOPM IMYeN IS CTHUMYJISLUHU TOKa3aTeled 370pOBbs Iepen
3WMOBKOW, a IMOCIIE 3UMOBKH ISl CTUMYJISIIIH MTPOAYKTHBHBIX MTOKA3aTeNeH MISTHHBIX CEMEH.
BHepenne HayYHbIX Pe3yJILTATOB. TIOTYUEHHBIC PE3YIIBTATHI BHEAPEHB! B IMUEIMHBIE YITbU 2-X KPECTBSHCKIX
XO3SACTB (2 aKTa BHEIPEHMS), OyIyT WCTIONB30BATHC KaK TEOPETHHECKUA M TIPAKTHHYECKUNA MaTephal Jyist
ITYEJIOBOZIOB PECITYONUKH C LIETIHE0 OOPHOBI ¢ 3apasHbIMUA OOTIE3HSIMHA B PaCTUIofe MTHEMHBIX CeMeH,
WCTIONB3YFOTCSL KaK JIMIAKTHYECKUN MaTepral B TIporiecce 00ydeHrsi CTyyieHToB Ha Dakymsrere BerepunapHoi
Memanet YTM (akT BHEPEHNs).



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 u 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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INTRODUCERE
Actualitatea si importanta temei abordate incidenta bolilor contagioase la puietul familiilor de
albine ramine o problemd permanentd pentru apicultori la nivel mondial, iar folosirea
antibioticilor pentru controlul acestora este limitata sau interzisa din cauza aparitiei reziduurilor
in produsele apicole. Utilizarea exometabolitilor din micromicete constituie o alternativd a
antimicrobienilor, fiind administrati ca supliment alimentar ce contribuie la stimularea indicilor
productivi ai familiilor de albine, precum prezinta si o actiune antimicrobiana.

Bolile infectioase sunt comune pentru toate organismele vii, inclusiv pentru albine. Astfel
de boli pot produce mortalitatea coloniilor intregi de albine, iar in multe cazuri majoritatea
cazurilor nici nu existd metode de combatere a lor. In rezultat se depopuleaza familiile de albine,
multe din ele devenind neproductive si scade posibilitatea de a le inmulti. De aceea, depistarea
bolilor la albine, prevenirea si combaterea lor, au o importanta decesiva in apicultura.

La momentul actual exista programe de monitorizare si supraveghere sanitar veterinara a
unitatilor apicole le nivel national, care prevad masuri de control si supraveghere, sau masuri de
eradicare in caz de aparitie a bolilor infectioase la albini. In ultimii ani, atat in lume, cat si in R.
Moldova, a fost inregistratd 0 agravarea accentuatd a situatiei epidemiologice privind bolile
albinelor, datoritd modificarilor adverse din ecosfera. Este cunoscut faptul ca la nivel mondial
peste 300 de specii de plante cultivate sunt dependente total sau partial de polenizarea albinelor,
iar productia a 75% din culturile care asigura produse comercializate pe piata mondiala depinde
de polenizare. La unele culturi agricole (peste 90), albinele sporesc productia cu cel putin 30%
(bumbac, plante medicinale, culturi agricole, furaje pentru animale), iar aproximativ 10 % din
culturile agricole entomofile depind in totalitate de polenizarea cu albine [17, 58].

Albinele sunt insecte eusociale cu interactiune stransa cu mediul inconjurator. Din acest
considerent, asupra sanatatii albinelor actioneaza si efectele produse in timpul colectarii
nectarului si polenului, fiind expuse la o multitudine de xenobiotice. De asemenea alimentatia
deficitara, in special la sfarsitul iernii sau primdvara timpuriu (lipsa microoelementelor,
glucidelor, substantelor proteice, vitaminelor) si neadecvata (polen imbibat cu produsele
agrochimice si biocide) a coloniilor de albine, pot provoca o disbioza a microbiotei, ce prin
urmare duce la sciderea capacititii coloniilor de a raspunde la mediul inconjuritor. In
degradarea moleculelor potential toxice ajuta genomul care codificd enzime, acestea insd au o
diversitate mai mica a genelor de detoxifiere decat genomul altor insecte. Din acest considerent,
pentru a degrada moleculele potential toxice, albinele se pot baza si pe alte componente, care le

modeleaza fiziologia, cum ar fi microbiomul intestinal [5, 25, 141].
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Este cunoscut faptul, cd mediul Inconjurdtor joacd un rol major in modelarea
microbiomului albinelor. Terenurile agricole, fiind tratate cu diferite substante chimice
(pesticide, insecticide), contribuie la perturbarea statusului bacterian din intestinul albinelor,
sporind vulnerabilitatea coloniilor de albine fata de diferiti germenni de ordin infectios (virusi,
bacterii, fungi) sau fata de diferiti paraziti specifici pentru familiile de albine. Pentru protejarea
coloniilor de albine se recomanda ca stupinele cu albini mai sensibile sa fie amplasate in locatii
mai putin umede, sau umbrite [52, 53, 125,160].

Componenta microflorei coloniilor de albine variaza si in functie de locul culesului si
tipul polenului colectat. In polen, sunt diverse comunititi simbiotice de microbi, care ofera o
varietate de beneficii albinelor. Microbii asociati cu proviziile de polen sunt o sursd pentru
sanatatea albinelor, dar pot reprezenta o resursa alimentard majora pentru dezvoltarea larvelor de
albine. Totodata diversitatea si compozitia microbiotei intestinale la albine depinde de
ecosistemul in care activeaza [41, 141].

Conform datelor stiintifice componenta microbiomului la albine si produsele apicole
constau in principal din bacteriii lactice din genurile Lactobacillus si Bifidobacterium, care
formeaza un mediu simbiotic favorabil [8]. Componenta speciilor si numarul bacteriilor din
microbiomul intestinal al albinelor depinde de mai multi factori: anotimp, mediul inconjurator,
sursa, cantitatea si calitatea nectarului, starea albinei, prezenta microorganismelor in nectar [13,
160].

Albinele si microflora acidului lactic s-au dezvoltat reciproc una de cealalta: bacteriile au
primit o nisa cu nutrienti disponibili, iar albinele au primit protectia de la microorganisme
ddundtoare. Pentru a mentine un status microbian echilibrat si o rezistenta fiziologica
satisfacatoare la familiile de albine, precum si pentru diminuarea riscului de aparitie a unor boli
infectioase este necesar sistematic de monitorizat familiile de albine cu prelevarea probelor
pentru cercetare a statusului microbian, precum si fortificarea statusului fiziologic al
organismului albinelor prin alimentarea suplimentara a unor preparate biologic active.

Obtinerea in apiculturd a unor productii sporite este strans legatd de mentinerea in stupina
a familiilor de albine sandtoase §i puternice prin intreprinderea unor masuri eficiente biologice de
crestere si intretinere, de igiend si eventual de ordin medicamentos sau biostimulator. Aceste
masuri au caracter profilactic si terapeutic, avind rolul de a preveni aparitia unor boli de origine
infectioasd, parazitard, metabolica sau efectuarea tratamentului in caz de aparitie a acestor
disfunctii si boli la familiile de albine. Mentinerea starii de sanatate a familiilor de albine este o
preocupare permanentd a medicilor veterinari si apicultorilor, care trebuie sa corespunda

prevederii legislatiei sanitare veterinare. Respectarea masurilor de igiena este necesara, pentru a
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preveni contaminarea familiilor de albine si pentru a pastra starea de sanatate a acestora este una
obligatorie in apicultura [1, 19, 88, 153].

Starea igienei a familiilor de albine (a stupilor) este garantia starii de sandtate a acestora.
Albinele au o viata de familie foarte bine organizata, fiecare individ al familiei de albine are o
misiune. Mentinerea unui status igienic satisfacator in familiele de albine este 0 prerogativa a
apicultorilor si respectiv a medicilor veterinari [40, 139].

Conform studiilor recente se mentioneaza faptul ca albinele din intreaga lume au disparut
in procent de pana la 80%, motivele fiind diferite in functie de regiune. Printre principalele
motive fiind defrisarile masive, lipsa locurilor sigure pentru cuiburi, lipsa florilor, utilizarea
necontrolatd a pesticidelor, schimbarile survenite in sol, numarul in scadere al apicultorilor,
precum si raspindirea unui numar mare de boli la albine, mai cu seama a celor infectioase. Din
cele mentionate rezultd 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, 6, 47, 139].

O problema serioasa pentru apicultura este intensificarea agriculturii, schimbarea
climatica, care duc la malnutritia coloniilor de albine, ca rezultat are loc diminuarea activitatii
functiilor reproductive si a productivitatii, slabirea rezistentei familiilor de albine la boli si
daunatori. De asemenea ca rezultat al diferitor schimbari aparute in perioada de iarna, primdvara
timpuriu coloniile de albine se afla, de regula, in stare de convalescenta. Organismul albinelor
este foarte slabit din cauza insuficientei de substante nutritive, in special de proteine,
hidrocarburi microelemente, care au un rol catalizator in procesele fiziologice. in organismul
albinei substantele bioactive, intrand in componenta unor enzime si hormoni, indeplinesc functii
multiple la nivel celular, astfel jucand un rol hotarator in metabolism. Sursele principale naturale
de aprovizionare a organismului albinelor cu substante nutritive sunt nectarul si polenul, culese
de la florile plantelor melifere insd, in lipsa acestora sau 1n cazul infectarii acestora, apare
necesitatea elaborarii diverselor diete artificiale, care au ca scop sustinerea nutritiei albinelor in
diverse conditii si pe tot parcursul anului.

Metabolitii microbieni sunt considerati factori importanti ai microbiotei, cu toate ca, sunt
confundate cu interactiunile dintre dietd, functia microbiotei si fiziologia gazdei. Albina
lucratoare gdzduieste o microbiotd simpla care produce acizi organici ca produse de fermentare
a nectarului si polenului alimentar. Abundenta bacteriand din intestinul albinei este partial
asociatd cu epiteliul rectului anterior. Polenului nedigerat ii revine rolul de substrat de crestere a
microbiotei in intestinul albinelor, iar impactul produselor de fermentatie bacteriana actioneaza

asupra stdrii generale a albinei. Pentru suplinirea hranei coloniilor de albine cu substante
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bioactive sunt utilizate procedee de hranire cu diete de diferitd natura: chimica, pe baza de
plante, dar si de origine microbiana (bacterii, cianobacterii, microoalge, bifidobacterii,
lactobacterii).

Scopul lucrarii: 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 cercetarii:

1. Identificarea tulpinilor de micromicete cu potential antimicrobian si enzimatic pentru
utilizarea in profilaxia si combaterea unor boli bacteriene si micotice la albine;

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 la albine este limitata sau interzisd din
cauza aparitiei reziduurilor in produsele apicole. Utilizarea solutiilor de exometabolitilor din
micromicete constituie o alternativa a antibioticelor, fiind administrati ca supliment alimentar in
hrana albinelor contribuie la stimularea indicilor productivi ai familiilor de albine, precum si o
actiune antimicrobiand impotriva bolilor precum loca americana, loca europeand si aspergiloza.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese pentru
realizarea experimentelor: in calitate de obiecte de studiu au fost utilizate stupine cu familii de
albine si tulpini de micromicete.

Pentru realizarea obiectivelor propuse In aceastd lucrare au fost efectuate cercetdri in
urmatoarea ordine:

- Izolarea fitopatogenilor din probele prelevate din stupinele de albine si identificarea lor
(Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Paenibacillus larvae);

- Efectuarea screeningului din 22 tulpini de micromicete din CNMN dupa criteriul de
antagonism fatd de fitopatogenii Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Paenibacillus
larvae, selectati din stupinele cu albine si Melissococcus plutonius;

- Efectuarea screeningului din 22 tulpini de micromicete din CNMN dupd criteriul
enzimatic (activitatea catalazei);

- Studiul particularitatilor morfo-culturale ale tulpinilor selectate Penicillium sp. 11,
Penicillium sp. 19 si Penicillium sp. 62;
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- Elaboraea tehnicii de obtinere a produselor din micromicete si utilizarea lor ca alternativa
a preparatelor cu actiune bactericida, fungicida si antioxidanta. Tulpinile de micromicete
Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19 si Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91 si
penicillium sp. 97 au fost cultivate submers in rezultatul caruia s-au obtinut solutii de
exometaboliti, care au fost separati de biomasa prin filtrare. Solutiile de exometaboliti
ulterior au fost tratate termic la temperatura de 60°C, timp de 1 ord pentru distrugerea
celulelor formatatoare de colonii (CFC);
- Montarea experimentelor in stupine. Pregatirea hranei pentru albine suplimentata cu
solutie de exometaboliti. Pentru estimarea eficientei solutiei de exometaboliti, au fost
desfasurate experiente de testare comparativa a acestora pe familii de albine formate din
patru loturi, cate 10 familii in fiecare lot: lotul I — martor (albinele céruia au fost hranite
numai cu sirop de zahar de 50%); lotul II — Penicillium sp. 11 (3 variante - albinele caruia
au primit in hrana sirop de zahar de 50% cu adaos de metaboliti ai tulpinii Penicillium sp.
11 in cantitate de 10 ml/litru; 25 ml/litru; 50 ml/1), lotul IIT — Penicillium sp. 19 (3
variante - albinele carora au primit in hrana sirop de zahar de 50% cu adaos de metaboliti
ai tulpinii Penicillium sp. 19 in cantitate de 10 ml/litru; 25 ml/litru; 50 ml/litru) si lotul IV
— Penicillium sp. 62 (3 variante - albinele carora au primit in hrana sirop de zahar de 50%
cu adaos de metaboliti ai tulpinii Penicillium sp. 62 in cantitate de 10 ml/litru; 25
ml/litru; 50 ml/litru). Amestecul de sirop de zahar cu solutiile mentionate de
exometaboliti a fost administrat in cantitate de 200 ml pentru fiecare rama cu albine o
singura data, primavara timpuriu.
- Interpretarea rezultatelor s-a efecuat dupa fiecare etapa in concordantd cu rezultatele
obtinute in cercetarile efectuate si metoda utilizata.
Sumarul compartimentelor tezei

Capitolul 1 ,,Importanta economica, raspindire, masuri de profilaxie si combatere in loca
americana si europena la Apis melifera in Republica Moldova,,

in prima parte a | capitol am argumentat importanta economici si masurile de profilaxie
si combatere In Loca americand si europena, tinind cont de conditiile de intretinere, factorii de
mediu, evolutia clinicd a bolilor specifice albinelor. Pentru rezolvarea acestor probleme si
inbunatatirea rezistentei la factorii infectiosi si de mediu s-a cautat rezolvarea cu ajutor celor mai
noi metode de diagnostic si profilaxie.

In a doua parte a capitolului am accentuat metodele de profilaxie, combatere si
administrarea unor preparate cu proprietdti pre- si probiotice, preparate pe baza unor tulpini de
microorganisme cu proprietati antimicrobiene remarcabile, utilizate impotriva unor boli

contagioase la albine.
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Capitolul se incheie cu concluzii.

Capitolul 2 ,,Material si metode de cercetare ” contine descrierea obiectelor si metodelor
utilizate pentru realizarea cercetirilor. In calitate de obiecte de cercetare au servit stupine de
albine si 22 tulpini de micromicete din CNMN, dintre care au fost selectate selectate 5 tulpini cu
proprietati antimicrobiene si antioxidante semnificative: Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19,
Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 97. Pentru realizarea obiectivelor
propuse au fost utilizate metodele de cercetare: microbiologice, biochimice si statistice.

Aplicarea metodelor clasice si a celor moderne, dotarea corespunzitoare cu
echipamentele si mediile nutritive utilizate in studiu au asigurat descrierea obiectiva a impactului
preparatelor de origine microbiana asupra Valorilor principalelor caractere de dezvoltare ale
familiilor de albine.

Prelucrarea statistica a datelor a fost efectuata prin calcularea mediei aritmetice, deviatiei
standard si intervalului de incredere pentru o medie cu ajutorul MO Excel.

Capitolul se incheie cu concluzii.

Capitolul 3 ,Identificarea unor tulpini de micromicete cu potential antimicrobian si
antioxidant”

In acest capitol este descrisa izolarea si identificarea unor patogeni din stupinile de albine
(Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae). Efectuarea screeningului din 22
tulpini de micromicete dim CNMN, reprezentanti ai genului Penicillium, dupa criteriul enzimatic
(activitatea catalazei) si antimicrobian fata de fitopatogenii selectati din stupinile de albine:
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, agenti patogeni ai aspergilozei si Paenibacillus larvae,
agent patogen al locii americane, dar si fata de Melissococcus plutonius, agent patogen al locii
europeane.

In cea dea doua parte a capitolului ce valorifici selectarea mediilor de culturd a
micromicetelor cu potential enzimatic si antimicrobian, precum si tehnicile de obtinere a
produselor din micromicete si utilizarea lor ca alternativa a preparatelor cu actiune bactericida si
fungicida s1 antioxidanta.

Capitolul se incheie cu concluzii.

Capitolul 4 ,,Utilizarea unor produse din micromicete in scop profilactic a unor bacterioze
la familiile de albine” Cercetarile au fost efectuate in perioada 2013-2017 unde s-au
monitorizate 5 stupine cu un numar variabil de familii de albine. Facind o analiza a rezultatelor,

am observat ca ce-a mai inaltd incidentd dintre bolile inregistrate la puietul albinelor fost
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inregistrata in Loca americana. Utilizarea preparatelor medicamentoase pentru profilaxia sau
tratamentul bolilor la albine, necesita consultatia si prescriptia medicului veterinar. Important
este si faptul cd In caz de utilizare a medicamentelor veterinare ser vor folosi doar
medicamentele veterinare autorizate si puse pe piata pentru albine.

In cadrul cercetarilor noastre unul din scopuri a fost de a monitoriza starea de sanitate,
riscurile prezentei si dezvoltarii unor boli contagioase la familiile de albine din cadrul stupinei,
de la care au fost prelevate probe de material biologic si patologic pentru a stabili starea de
sdndtate $i componenta microbiocenozei familiillor de albine. Rezultatele investigatiilor
microbiologice au demonstrat o crestere semnificativa a coloniilor de microorganisme pe toate
tipurile de medii nutritive de culturd. Dupa incubarea mediilor de cultura la termostat, s-au
studiat proprietdtile morfologice al coloniilor bacteriene ce s-au dezvoltat pe mediile nutritive de
cultura, iar din coloniile obtinute, au fost preparate frotiuri, colorate dupd metoda Gram pentru
cercetdri microscopice. Rezultatele obtinute permit de mentionat cd una din cele mai riscante
perioade de supravetuire a familiilor de albine este perioada rece a anului, sau perioada de iernat.
S-a observat ca un procent considerabil din albinele moarte, sunt rezultatul prezentei formelor
bacteriilor conditionat patogene care sub actiunea unor factori favorizanti, devin patogene pentru
unele familii de albine.

Din aceste considerente ne-am propus studierea proprietatilor antibacteriene ale tulpinilor
de micromicete. Ca cultura de referintd pentru stabilirea proprietatilor bactericide si
bacteriostatice a fost folosita cultura agentului patogen Paenibacillus larvae. Indicii de sanatate
ai familiilor de albine la care am tras atentia sunt: numarul de patrate cu puiet capacit, cantitatea
de miere pe rama, prolificitatea familiei de albine.

Analizind rezultatele cu referire la indicii enumerati mai sus, se poate de mentionat ca cel
mai inalt nivel a fost inregistrat la familiile de albine la care in hrand s-a administrat
exametabolitilor din micromicete in doza de 25 ml/l de sirop de zahar.

Capitolul se incheie cu concluzii.

Compartimentul ,,Concluzii generale si recomandari” prezintd analiza rezultatelor obtinute,
formulate succint in concluziile generale, care reflectd valoarea practicd a lucrdrii prin
recomandarile oferite.

Compartimentul ,,BIBLIOGRAFIA” cuprinde 180 surse citate in teza.

Compartimentul ,, ANEXE” contine: cererea brevet de inventie; actele de implementare.
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1. IMPORTANTA ECONOMICA, RASPINDIRE, MASURI DE
PROFILAXIE SI COMBATERE iIN LOCA AMERICANA SI EUROPENA
LA APIS MELIFERA IN REPUBLICA MOLDOVA.

1.1. Importanta albinelor Apis melifera si factorii decisivi in dezvoltarea ramurei apicole.

Apicultura a fost din vechime, una din ramurile importante ale sectorului agricol ce joaca
un rol decisiv in economia nationala si in economia tarii noastre. Albinele melifere, impreuna cu
albinele salbatice si alti polenizatori, indeplinesc functii importante de ordin ecosistemic si
agricol prin polenizarea florilor, inclusiv a culturilor, servicii fara de care agricultura in special,
cultivarea plantelor entomofile (plantele polenizate de insecte) nu ar exista. Albinele participa la
polenizarea culturilor agricole entomofile, marind productivitatea cu 50-200% si Tmbunatatesc
calitatea fructelor, legumelor si semintelor [59]. Apis mellifera este apreciata la nivel global
datorita avantajelor sale apicole precum in ecologie si economia global [79].

Sectorul apicol oferd nu numai cel mai valoros produs alimentar natural - miere, propolis,
polen, ceara de albine, veninul de albine, laptisor de matca, care sunt folosite ca aditivi
alimentari in alimentatie, dar sunt utilizate in scopuri medicinal, contribuind in mod semnificativ
la bunastarea omului. Sunt folosite ca produse alimentare de inaltd calitate, fiind cautate de
public ca parte a unui mod de viatd sanatos constituind, prin urmare, resurse suplimentare pentru
imbunititirea situatiei economice a apicultorilor. In cadrul ecosistemelor agricole principalii
polenizatori sunt coloniile de albine. De asemenea prin actiunile lor coloniile de albine
contribuie la conservarea resurselor de mediu asigurand astfel dezvoltarea durabild a zonelor
rurale.

Mierea are un efect fiziologic pozitiv, in special in ceea ce priveste sdndtatea, avand in
vedere proprietatile sale antiseptice, antiinflamatoare si vindecdtoare. Totodatd, ea intareste
sistemul imunitar. In plus, toate aceste produse sunt folosite in parfumerie, cosmetic, medicina si
diferite ramuri ale industriei alimentare. Dezvoltarea si cresterea productivitatii apiculturii in
lumea moderna este posibila numai printr-un studiu profund al conditiilor de viata al albinelor, a
caracteristicilor lor biologice si fiziologice, atat ale fiecarui individ, cat si ale familiei de albine
in ansamblu. Albinele traiesc in familii numeroase (50-70 de mii de indivizi) si sunt capabile sa
colecteze multa miere si polen in rezerva, vizitand un numar mare de flori pentru aceasta. Fiecare
familie de albine apartine unei anumite specii, Apis mellifera este singura insecta sociald care a
intrat in relatii mutualiste cu oamenii [116].

Din vremuri stravechi au fost vinate de pe copaci si roci coloniile de albine salbatice, ca
producdtori de miere, punanduse astfel bazele apiculturii. Astfel pand in sec al XIX — lea, cand a

aparut tehnologia de producere a zahdrului, mierea era consideratd ca unicul indulcitor, untilizat
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in industria alimentard. Mierea albinelor a fost apreciatd nu numai ca aliment, ci si ca
medicament. Sectorul apicol s-a schimbat substantial, cu noi presiuni din partea agentilor
patogeni si agrochimici in utilizarea terenurilor [32; 150].

Albinele salbatice au fost studiate Tn primul rand ca producatori de miere avind drept
scop facilitarea atat a recoltarii cat si colectarii ei, apoi in calitate de polenizatori ai plantelor
agricole. Mierea de albine este apreciata dupa insusirile sale nutritive dar si dupa actiunile sale
terapeutice. Ca principalul produs al apiculturii, mierea de albine este rezultatul combinatiei
dintre nectar, mand sau sucurile dulci, colectate de catre albinele lucratoare din diferite parti ale
plantelor in amestec cu unele substante formate in glandele salivare ale albinelor.

Importanta apiculturii se datoreaza polenizarii plantelor, producerea produselor apicole
valoroase, ridicarea nivelului de trai, cresterea sperantei de viatd a omului, educational,
apiterapie, ecologic — apimonitorizare si ca obiect de studiu in biologie.

Densitatile crescute ale albinelor melifere gestionate in intervalele lor native si non-native
ar putea afecta albinele salbatice prin competitia resurselor si schimbarile in comunitatile de
plante [ 3, 125].

Odatd cu cresterea gradului de constientizare a publicului cu privire la mortalitatea
ridicata a albinelor, multi proprietari de terenuri si apicultori s-au intrebat daca aceste prerii
restaurate ar putea imbunatati semnificativ nutritia coloniilor de albine [29]. S-au dezvoltat astfel
specii de albine destinate productiei de miere. Albinele silbatice au fost permanent invaluite de o
aurd de mister, datoritd comportamentului si naturii lor extrem de sociale. De multe ori s-au facut
analogii intre comportamentul social al albinelor si cel al oamenilor [44].

De-a lungul timpului apicultorul modern a reusit sa aplice tehnologii de productie
intensive viabile si sustenabile din punct de vedere economic si de gestiune a resurselor de
mediu. Apicultorul modern al zilelor noastre poate aduna astfel produsele apicole din stup cu o
mare usurintd si eficientd sporitd, mult mai mare decit cea a vénatorului de miere sau a
culegatorului de pe timpuri [46].

In calitate de polenizatori si producitori de numeroase produse de consum uman, albinele
au o mare importanta ecologica, economica si de sanatate [111]. Ecosistemele urbane pot gazdui
comunitati de albine mai bogate decat zonele agricole intens intensificate, in special in spatiile
verzi urbane bogate in resurse, cum ar fi alocatiile si gradinile de familie. In acelasi timp,
apicultura urbana a crescut in multe orase europene, ridicand ingrijorarea ca adaugarea rapidd a
unui numar mare de albine gestionate ar putea epuiza resursele florale existente, declansand
competitia intre albinele salbatice si albinele melifere [30]. De aceea termenul de apicultura are
un alt Inteles in raport cu celelalte ramuri de productie din agriculturd si totodata un rol deosebit

de important in ceeea ce priveste legaturile si relatiile intre componentele ecosistemului.
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Practicarea apiculturii isi are inceputul odata cu necesitatile omului in obtinerea mierii si
subsprodusele acesteea. La inceputul practicticarii apiculturii, apicultorii foloseau metode
simple de crestere, pe masura ce aceasta ramura de productie se dezvolta au aparut noi proceduri
destul de complicate, iar utilajul si tehnologiile devin din ce in ce mai performante. Apicultura
este 0 activitate economica profitabila, dar este important ca nivelul tehnologiei de productie
trebuie sa se potriveasca cu realitatea economica de pe pietele solicitate [83].

Pentru dezvoltarea sectorului apicol in ultimii ani, s-au implimentat de o serie de masuri,
prin care s-au dezvoltat programe de sustinere destinate crescatorilor de albine. Ajutorul acordat
a survenit ca rezultat a existentei unor sir de probleme cu care apicultorii se confrunta mai des.
Prin pierderea masiva in mortalitatea inalta in coloniile de albine, cheltuieli exagerate pentru
obtinera mierii de albine si concurenta dura existenta pe piatd. Rolul economic a apiculturii ca
parte a agriculturii este stabilitd de importanta produselor apicole obtinute, pe care omul le
recolteaza de la albine, dar si rolul apiculturii in celelalte ramuri de productie agricold, in care
albinele au functie de polenizare. Importanta polenizarii culturilor agricole si a florei spontane
are beneficii deosebite in ceea ce priveste dezvoltare biodiversitatii in ansamblu. Biodiversitatea
florei spontane determina valoarea medicala a produselor apicole, acestea fiind utilizate cu
succes in apiterapie cu scopul tratarii diferitelor boli. Albinele, prin modul lor de viata, sunt
dependente de mediul natural in special prin hrana si comportamentul reproductiv, omul avand
responsabilitatea de a-i asigura protectia si un management durabil, prin asigurarea unui mediu
sdndtos si minimizarea riscurilor asupra existentei si bunastarii speciei, asigurdndu-i eficienta
economica in polenizare si productie [ 153, 161].

Prin polenizarea speciilor de plante cultivate si spontane, albina meliferd contribuie la
cresterea productivitatii culturilor agricole, dar si la conservarea, restabilirea si protectia
biodiversitatii prin polenizarea florei spontane, fiind o veriga de baza in lantul trofic al tuturor
speciilor. Albinele melifere, fata de alte specii de albine (sociale sau solitare) sporesc eficienta
polenizarii, ca urmare a unor particularitati anatomice si biologice. Asigurarea unui mediu curat
ne obligd sa conservam resursele naturale, avand in vedere relatia dintre depozitarea
corespunzatoare a acetor produse si viata oamenilor. Albinele sunt considerate resurse biologice
de importantd vitald. Scopul de polenizare a plantelor salbatice si cultivate — proces care
contribuie la fertilizarea si formarea semintelor, legumelor si fructelor - albinele joaca un rol
important in viata si dezvoltarea a sute de mii de specii care formeaza vegetatia Pamantului.
Resursele anorganice si energia solard din plante, prin fotosinteza materie organicd, care la
randul ei formeazd acoperirea solului fertil si furajele pentru insecte, pasari, mamifere si alte
creaturi [89]. Aceste relatii ecologic-trofice sunt esentiale pentru noi ca existentd si pentru

mediu. Dacd dorim sd le mentinem in continuare relatiile in relatia lor logica si atat de utila, este
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necesard salvarea apiculturii ca ramurd importanta a activitdfii umane. Mai mult ca atit este
necesara capacitatea de a crea toate conditiile pentru apicultura, in scopul conservarii si
dezvoltarii nelimitate a potentialului apicol.

Organizatiile specializate ale ONU au dat albinelor al patrulea loc in clasificarea agentilor
de detectare a poluarii mediului. Dirijarea activitatile sale pe o razd de zbor de aproximativ 3
kilometri (o albina acoperd o zona aproximativ 2.500 ha) la diferite inaltimi deasupra solului,
detecteaza poluanti n aer, apad si plante (substante nocive ca urmare a activitatilor industriale,
trafic, pesticide, particule radioactive) care le afecteaza negativ viata prin intoxicare. Deci,
albinele sunt agenti de detectare a poluarii mediului. Dezvoltarea economica, cresterea populatiei
trebuie sa fie insotita de imbunatatirea tehnologica si dezvoltarea industriala accelerata. Graba si
organizarea necorespunzatoare au provocat o poluare sporita mediul inconjurator si o parte din

daunele aduse naturii devin ireversibile [161].

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

In ultima perioada mediul inconjuritor a devenit neospitalier fatd de om si se datoreazi
acestuia aproape in exclusivitate, deoarece toate neajunsurile mentionate se datoreaza activitatii
umane, iar apicultura, In aceste conditii, se confruntd cu mari neajunsuri. La toate acestea se mai
adauga si unele boli ale puietului apicol provocate de fungi sau virusii.

Ascosphaera apis ce determina boala ascoferoza sau "puietul varos". Micozele se
caracterizeaza prin faptul cd dupd moarte puietul isi pastreazd forma, se mumificd, se
deshidrateaza si se intareste. Ascosferoza este o boala cu un grad mare de contagiozitate si
constituie o problema deosebitd Tn multe tari detinatoare de colonii de albine. Stadiul larvar este

.....

probabil cel mai vulnerabil la, dar efectele nutritiei larvelor asupra susceptibilitatii la boli a
albinelor nu sunt bine cunoscute [56, 57]. Boala apare de obicei in lunile aprilie — mai, evolueaza
progresiv in iunie si descreste ca intensitate in iulie-august. Prezenta si prevalenta agentilor
patogeni fungici la albinele melifere au consecinte de amploare, punand in pericol alte specii si
amenintand securitatea albinelor. Dar, tinind seama de faptul ca sporii ierneaza in intestinul
albinelor adulte si in miere, este de asteptat ca si In aceste colonii, in anul urmator, puietul varos
stup si lipsa ventilatiei eficiente [20, 101, 115].

Infectia larvelor in colonie se face: pe cale bucala, de catre albinele doici, odata cu hrana.
Transmiterea bolii de la colonia bolnava la una sandtoasd se face prin: furtisag, fagurii cu larve
bolnave, fagurii cu pasturd si miere, transferul de faguri cu albine, ustensile, inventarul apicol si

echipamentul de protectie nedezinfectate.

Sursa primard de infectie o constituie: larvele bolnave mumifiate, fagurii cu pastura si
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mierea. Sursele secundare de infectie sunt: stupii si inventarul apicol, coloniile de albine, matci si
trantori proveniti din colonii cu origine necunoscutd din punct de vedere sanitar veterinar.

Boala se recunoaste dupa aspectul in mozaic al fagurelui cu puiet datorat alternantei de
celule capacite normale cu celule care contin mumii albe, cretacee, larvele infectate se
ingdlbenesc 1si pierd segmentatia, se deshidrateaza si capatd consistenta cretei; celulele care
contin larve afectate sunt descdpacite de albine, putdndu-se observa continutul invadat de
miceliul alb al ciupercii; mumiile sunt neaderente la peretii celulei fiind indepartate de albine si
se gasesc pe fundul stupului, pe scindura de zbor si in fata stupului. Ascosferoza poate fi
diagnosticata si In teren pe baza semnelor clinice, dar confirmarea trebuie sa se faca prin
examene de laborator. Cu toate ca boala poate fi usor recunoscutd in stupind de catre apicultori
insistam ca trebuie efectuat si un examen de laborator. Nu sunt de loc putine cazurile in care
ascosferoza seamana foarte bine cu evolutia concomitenta intr-o colonie si a locii americane, sau
europene. Pe acelasi fagure pot exista atat larve afectate de ascosferoza (puiet varos) cat si larve
afectate de loca.

Prognosticul formelor usoare de ascosferoza depistate la timp, este favorabil daca se
aplicd masuri sanitare veterinare specifice si tratament eficient. Aceasta poate deveni nefavorabil
la coloniile slabe si in conditii de mediu nefavorabile apiculturii. Este o boala cronica specifica
albinelor, care poate persista in colonii ani de zile, reducand atat productia de puiet, cat si de
miere [152].

Aspergiloza in popor mai este numita puietul pietrificat este o boala infecto-contagioasa
comund larvelor si albinelor adulte facand parte din categoria zoonozelor. Boala fungica este
provocata de Aspergillus flavussingur sau in asociere cu Aspergillus niger si Aspergillus
fumigates. Aspergiloza este o boala cu un grad redus de incidenta, cu toate ca, Aspergillus flavus
este foarte raspandit Tn naturd, se intilneste in pamant, in gunoiul de grajd, in apa, pe suprafata
plantelor si animalelor in stare epifita. Foarte putine studii s-au concentrat pe aspectele
epidemiologice ale puietului pietrificat si ale larvelor bolnave de catre albinele lucratoare, este
posibil ca un numar mare de cazuri sa ramana nediagnosticate. Tulpinile de Aspergillus sunt
omniprezente si asociate cu boli la multe insecte, plante, animale si oameni. Sunt considerati
agenti patogeni oportunisti, care necesitd gazde imunocompromise pentru a stabili infectia.
Studiile microbiologice au ardtat ca sunt prevalente mari de Aspergillus in stupine, care apar
saprofit pe substraturile stupilor la albine [56].

Boala evolueaza primavara si toamna, in special dupa un cules abundent de polen cand
datorita prepararii si aplicarii necorespunzatoare a polenului in celule, pastura este contaminata

usor. Evolutia bolii este agravatd de timp umed si ploios, conditii care se intalnesc si in stupinele
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amplasate in locuri umede, lipsite de soare. Aceasta infectie provoacd pana la 50%
descompunere a nimfelor sau pupelor albinelor [102].

Situatia epidemiologica a bolii este infectia albinelor si a larvelor, care in colonie se face
pe cale bucala, odata cu hrana. Albinele culegatoare care vin in contact cu sporii acestor fungi, in
special de pe suprafata plantelor melifere, il transportd in colonia de albine si dacd intalnesc
conditii favorabile de umiditate si caldurd se dezvolta initial pe fagurii cu pasturd si pe corpul
albinelor moarte, de unde se raspandesc la intreaga populatie de puiet si la restul albinelor adulte.
Raspindirea bolii va fi eficienta prin indepartarea puietului bolnav, ce afecteaza negativ albinele.
Transmiterea bolii de la colonia bolnava la una sanatoasa se face prin mai multe cai: furtisag,
fagurii cu larve bolnave, fagurii cu pasturd si miere, transferul de faguri cu albine, ustensile,
inventarul apicol si echipamentul de protectie nedezinfectate [16].

Sursa primara de infectie o constituie: albinele si larvele bolnave pietrificate si fagurii cu
pasturd; Sursele secundare de infectie sunt: stupii i inventarul apicol, coloniile de albine, matcile
si trantori provenifi din colonii cu origine necunoscutd din punct de vedere sanitar veterinar.
Clinic si anatomopatologic boala se recunoaste dupa urmatoarele: larvele mor imediat Inainte sau
dupa momentul cédpacirii; in celulele necdpacite se poate observa panze de mucegai galben-
verzui sau negru; zona de fagure afectat, se largeste progresiv cuprinzdnd mai multe celule cu
puiet si formand insule sau plaje de mucegai; larvele sunt invadate de miceliu galben-verzui, se
deshidrateaza, sunt aderente la peretii celulei si au consistentd dura; albinele prezintd stari de
agitatie, incapacitate de zbor, cad in fata stupului, fac miscari dezordonate ale membrelor,
cavitatii bucale si mor in cateva ore prin toxemie; cadavrele prezinta abdomenul usor marit care
in scurt timp devine dur ca si toracele; miceliul invadeaza corpul albinelor cu incepere de la
intestin, strabate tegumentul si iese prin orificiile naturale acoperind intreg corpul albinei cu un
strat de miceliu de culoare galben-verzuie [56].

Diagnosticul bolii se stabileste prin: examen clinic si anatomopatologic si examene de
laborator. Aspergiloza poate fi diagnosticata si in teren pe baza semnelor clinice, dar confirmarea
trebuie sa se facd prin examene de laborator. Prognosticul este favorabil dacd se iau masuri de
inlaturare a conditiilor care favorizeaza dezvoltarea micozei [54].

Puietul in sac este o boald infecto-contagioasa specific larvelor de albind, carora le
determind moartea in stadiul de puiet capacit, larvele luand aspectul caracteristic de sac plin cu
lichid. Agentul patogen al bolii este un virus filtrabil, denumit Morator aetatule, care se
localizeaza in celulele glandelor hipofaringiene, toracice, celulele dermice, corpul gras si celulele
nervoase. Odata cu preluarea hranei infectate, poate avea loc contaminarea atat a albinelor, cat si
a larvelor, care sunt foarte sensibile in perioada de transformare in prenimfa. Contaminarea cu

acest patogen prin cavitatea bucald poate avea lor si la inlaturarea larvelor bolnave de catre
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albinele sanatoase. Racirea bruscd a vretii, cat si ploile prelungite in timpul sezonului activ sunt
principalii factor de aparitie a acestei boli. In deosebi aceastd boald se acutizeaza primavarea,
cand sunt infectate o mare parte din albinele doici astfel, consideranduse cd acest virus a
supravietuit in albinele adulte in timpul iernii fara puiet [48]. Ca si in cazul altor boli boala
puietul in sac se raspandeste de la o colonie la alta prin furtisaj, prin schimbarea fagurilor
infectati de catre apicultori dintrun stup in altul, dar s.a. Se considera ca acest agent patogen este
mereu prezent in coloniile de albine si isi intensifica activitatea cad apar conditiile favorabile
pentru dezvoltarea sa. Evolutia acestei boli depinde foarte mult de puterea familiei in care a
aparut, care poate vindeca sau stimula dezvoltarea ei fara interventia din exterior a apicultorului.
Clinic si anatomopatologic boala se recunoaste dupa urmatoarele: aspectul de puiet imprastiat al
fagurelui cu puiet afectat; moartea larvelor la 4 zile dupa capacire; celule cu capacele scufundate
sau perforate; din alb-sidefiu, culoarea larvelor devine treptat galben-cenusiu si apoi brun; dupa
moarte larvele extrase din celule au aspectul unui sac plin cu lichid; prin deshidratare larva se
transforma intr-o cojitd brund asezata pe plaseul celulei cu capul recurbat spre abdomen, dand
aspectul cunoscut de papuc chinezesc”; larva moarta nu prezinta miros, nu este aderenta la
peretii celulei, iar continutul nu este filant; albinele adulte din coloniile afectate de boald pierd
apetitul pentru polen si au o viatd mai scurtd. Diagnosticul bolii se stabileste prin examene de
laborator. Prognosticul bolii poate fi grav dacd nu se iau masuri de mentinere a unei stari de
igiend 1n stupi si stupind, prin eliminarea si topirea fagurilor vechi, a celor cu puiet afectat, mort

si ramas neeclozionat si Nu se asigura hrana din surse sigure, calitative si cantitative [48].

1.3. Particularititi epidemiologice, tabloul clinic si patomorfologic in loca
americana si europeana.
Loca americand este o boald cu evolutie gravd produsd de un bacil sporogen
Paenibacillus larvae care afecteaza in spetd puietul albinelor, semne de boala apar de regula
dupa capacire si provoacd mari pierderi economice in apicultura [154.10]. Maladia are un
caracter enzootic, cu difuzibilitate mare in stupina contaminatd, evolueaza sezonier, in lunile
aprilie — august, cu varf evolutiv in iulie — august. Primavara si vara suprafata de puiet capata o
culoare pestritd. Vara tarziu, cand activitatea de crestere a puietului regreseaza, se observa cateva
celule ramase. Dar si atunci cand imaginea externa pare sa arate bine este posibil ca unele celule
sa fie atacate. Capacelele acestor celule sunt infundate si in mare parte perforate. Sub capacel,
larva se descompune intr-o masa pastoasa de culoarea cafelei cu lapte care se intinde ca un
filament. Pe alocuri in jgheabul din partea inferioara a celulei se afla o masa uscata sub forma de
solzi, ea aderd de peretele celulei si poate fi inlaturati cu greu [160]. In prezent, acest agent

patogen este larg raspandit in albinele europene - Apis mellifera. Cu toate acestea, se stie putin
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despre contagiozitatea si patogenitatea Paenibacillus larvae la albinele asiatice care cuibeaza
cavitatea, Apis cerana. Mai mult, cunostintele comparative despre contagiozitatea si
patogenitatea Paenibacillus larvae intre ambele specii de albine melifere sunt limitate [82].

Loca Americana se manifesta in doua forme: forma de iTnmultire bastonasul si forma de
durata sporii. Bastonasele cu flagel se reproduc relativ repede prin diviziune, ele se umfla si
formeaza sporii. Flagelii se pierd si constituie in diagnosticul de laborator o dovadd importanta.
Numai sporii sunt contagiosi si doar larvele pot fi infectate. Albinele sunt transmitatoare de
spori, prin hranirea puietului. In intestinul mijlociu al larvei, sporii se transforma in 24 de ore in
bastonase. Acestea trebuie sid patrundd prin peretele intestinal pentru a se putea inmulti in
lumenul intestinal. Numarul sporilor care provoaca o infectie depinde de etapa de dezvoltare a
larvei, in cazul larvelor foarte tinere sunt foarte putini spori. Deja dupa 48 de ore de la infectare
sunt prezenti peste 10.000 de spori si dupa patru - cinci zile peste 10 milioane de spori pentru
infestare. Infestarea are loc de cele mai multe ori la larvele tinere, factorul decisiv fiind greutatea
larvei. Numarul de spori necesari unei noi infestari poate fi conditiile de dezvoltare din intestinul
mijlociu al larvei in plin proces de schimbari. Dar nu fiecare larva este la fel de sensibila fata de
infestare. Decisiv pentru agentul patogen este daca el poate sa produca rapid un numar suficient
de bastonase, pentru a patrunde mucoasa intestinului mijlociu. Larvele in colonii cu rezistenta
diferitd par sd se deosebeasca atat in perioada de dezvoltare a intestinului, cat si in compozitia
continutului din intestin. De 0 mare insemnatate este si compozitia laptisorului. La albinele din
coloniile mai rezistente efectul antibacterian al laptisorului si implicit inhibarea germinarii
sporilor este mai puternicd decat la celelalte. In afard de aceasta, reactiile de apirare in
hemolimfa influenteaza rezistenta [10, 89, 129]. Puietul familiilor de albine se poate opune
infestarii in mod diferit. Larvele de matca sunt cele mai sensibile, iar cele de trantori mai putin
sensibile. Infestarea se face pe cale orald, odatd cu hrana administratd de albinele doici, sporii
patrund in intestinul larvei, iar din a sasea zi se multiplica foarte repede producand moartea in 3 -
4 zile. Albinele tinere, incercand sa indeparteze larvele moarte din celule, se contamineaza si
transmit sporii la alte larve. Cantitatea de spori din mierea contaminatd, extrasa are rol potential
pentru contaminarea totala cu spori a familiei de albini, in acelasi timp are valoare de prognostic
nefavorabil in evaluarea riscului de aparitie a viitoarelor focare de loca Americana la nivelul
stupinei [129, 157].

In timpul ierndrii existd o sursd de spori la albinele adulte, ceea ce favorizeaza cresterea
riscului de infectie in primavara. Mai mult ca atdt mierea contaminata poate fi ca un rezervor de
infectie al sporilor de Paenibacillus larvae, comparativ cu puietul bolnav, capabile pentru a
produce colonii bolnave clinic. Transmiterea bolii de la o familie bolnava la alta sanatoasa,

precum si de la o stupina la alta se face prin furtisag, trantori, adapare, unelte din stupina, diferiti
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paraziti (molia de ceard), trecerea fagurilor de la un stup la altul si prin hranirea cu miere
infestata. Prin examinarea mierii s-a putut dovedi ca nu in toate coloniile a caror hrana contine
spori, loca americand poate sa izbucneasca [95, 158]. Suprafetele fagurilor de puiet din aceste
colonii sunt adesea pestrite. Hotarator in acesta evolutie este instinctul de curatenie al albinelor
care, partial este determinat genetic. Albinele pot recunoaste starea celulelor inainte ca capacelul
sd se schimbe in baza descompunerii bacteriene din celuld. Puterea de aparare a coloniei de
albine este insa stabilitd si de capacitatea albinelor de a separa sporii din hrana din gusa de miere
cu ajutorul ventriculului. Sporii ajung in intestinul albinelor unde cel putin o parte din ei
germineaza. Sporii sunt eliminati cu fecalele. Pericolul de infectie existd in acest caz numai
atunci, cand fecalele sunt depuse in cuib, datoritd unei altei boli. Nu in fiecare colonie
transmiterea lui Bacillus larvae duce, in mod obligatoriu, la inmultirea si raspandirea acestuia in
colonie si deci, la izbucnirea epidemiei. Celulele bolnave din stadiile incipiente ale infectiei pot
fi usor trecute cu vederea [10,60].

Prognosticul este nefavorabil datoritd faptului ca boala are o evolutie grava, agentul
patogen este foarte rezistent, iar indepartarea larvelor moarte din fagurii care constituie sursa de
contaminare. Simptomatic fagurii cu puiet infectat au aspect caracteristic: capacele infundate, de
culoare mai inchisa si uneori perforate, larvele moarte raspandesc un miros asemanator cleiului
de tamplarie sau de peste alterat. Larvele moarte 1si pierd forma si culoarea, se incretesc si se
ingalbenesc, devenind apoi crem si in cele din urma brune. Continutul lor se transforma intr-0
masa vascoasa care se intinde sub forma de filament. Pe masura trecerii timpului, larvele se
usucd, masa vascoasd se reduce treptat pana se transformd intr-o cojitd dispusd in lungul
peretelui inferior al celulei, de care este strans lipita, ceea ce face sa nu poata fi scoasa afara de
catre albine. Pentru stabilirea diagnosticului se procedeaza ca in cazul locii americane,
trimitandu-se probe la laboratorul veterinar. Diagnosticarea precoce a coloniilor infectate, dar
care nu sunt incd bolnave, ne ofera posibilitatea de a elimina aceste colonii de sporii de
Paenibacillus larvae prin metoda roiului scuturat, prevenind astfel distrugerea coloniei. Prin
urmare, supravegherea coloniilor de albine pentru infectarea cu Paenibacillus larvae, urmata de
masuri sanitare adecvate este o interventie foarte importantd pentru controlul locii americane.
Pentru identificarea sporilor de Paenibacillus larvae in coloniile infectate, se folosesc in mod
obisnuit mostre fagure de miere, albine adulte sau resturi de stup [10, 45].

Loca Europeana este o boala infectocontagioasa, care afecteaza de reguld larvele tinere,
determindndule moartea in stadiul de puiet necdpacit. Boala este produsd de un streptococ,
Melissococcus plutonius in combinatie cu alte cateva bacterii Gram-pozitive (Achromobacter
eurydice, Bacillus pumilus, Brevibacillus laterosporus, Enterococcus faecalis, Paenibacillus

alvei, Paenibacillus dendritiformis) implicate ca urmare a infectiei secundare [51]. Boala are un
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caracter enzootic la o parte din coloniile aceleiasi stupine, datoritd contaminarii mecanice a
puietului cu agentul patogen rezistent in timp. Patogenitatea unei bacterii depinde de virulenta
acesteia, iar intelegerea mecanismelor care influenteaza virulenta poate permite imbunatatirea
controlul bolii [65].

Loca europeana evolueaza sezonier, in perioada aprilie — mai, uneori cu intermitenta,
alteori pana toamna tarziu, in deosebi la familiile slabe care au iernat cu rezerva insuficientd de
hrana si neprotejate corespunzator impotriva frigului. Este o boald cu raspandire globala, care
afecteaza albinele melifere, ce duce la infectii letale ale larvelor si in cazuri severe, chiar la
moartea coloniilor. In ultimul timp, a fost documentatd o profunda diversitate genetica si
fenotipica pentru agentul cauzal Melissococcus plutonius. Cu toate acestea, lucrarile
experimentale privind impactul diverselor tulpini de M. plutonius asupra gazdelor cu fundal
genetic diferit lipsesc complet si rolul invadatorilor secundari este putin inteles [90, 91].

Contagiozitatea bolii este datorata urmatoarelor cauze: multiplicarii florei bacteriene
patogene 1n intestinul larvelor; inmulfirii germenilor pe seama hranei existente in intestinul
larvei; mentinerii florei bacteriene in coloniile bolnave, in fagurii cu puiet afectat, in rezervele de
pasturd si 1n organismul matcilor si albinelor; cresterii virulentei germenilor microbient;
toxinelor eliminate de flora bacteriana si difuzdrii acestora in tot organismul larvei; gravelor
perturbari fiziologice care se produc in organismul larvelor, urmate de imbolnavire si moarte.
Infectia epidemiologicd a larvelor in colonie se face pe cale bucald, de catre albinele doici, odata
cu hrana si pe cale transovariand, prin matci. Infestarea cu Loca Europeana incepe atunci, cand
larvele ingera bacteriile, care pot fi prezente in alimentele din puiet, sau pot fi transmise de la
albinele infectate. Bacteriile se inmultesc la nivelul intestinului mijlociu al larvelor infectate,
care concureazd cu larvele pentru alimente, adesea determinand moartea larvelor inainte de
captare. Odata cu inaintarea infectiei, albinile bolnave sufera un raspuns sistemic cu o schimbare
a metabolismului si a sistemului de aparare imun activ. Mai mult, larvele sunt capabile sa-si
refacd raspunsul la o invazie secundara in infectiile in stadiu avansat [89, 90]. Larvele devin apoi
0 masa semi-fluida si isi schimba culoarea de la un alb perlat sandtos la o culoare galbend, apoi
maro. Larvele moarte se usuca lent devenind o substanta ,,cauciucatd” care adera vag la nivelul
celulei [158]. Albinele incearca sa indeparteze larvele moarte, in timp ce le elimina larvele devin
infectate, partile bucale ale albinelor asistente devin contaminate cu bacterii. Loca Europeana
este raspandita de albinele asistente cu larve in timpul hranirii. Ocazional, unele larve infectate
vor supravietui infectiei ca larve si vor deveni adulti, care raspandesc bacteriile in materiile
fecale, infectand in continuare colonia. Pe masura ce boala contamineaza colonia, aceasta poate
deveni mai susceptibila la furtisag. Orice albina venita la furtisag, care vine in contact cu bacteria

de Loca Europeana actioneaza ca vectori care raspandesc bacteriile. In cazuri grave de boala,
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aceasta va duce la moartea coloniei. Loca Europeana este extrem de contagiosa si poate ramane
viabila timp de cativa ani in miere, ceara si echipamente. Tratamentul necontrolat cu antibiotice
a dus la aparitia unor tulpini rezistente la antibiotice, solicitand proceduri de tratament alternative
sigure care ar putea controla aceste boli. Se stie cd microflora intestinald al albinelor afecteaza
sdndtatea generald a albinelor prin cresterea rezistentei acestora la o serie de boli prin
modificarea raspunsului imun si productia de diferiti metaboliti antimicrobieni. in totalmente
aceste bacterii rezistente din intestin sunt identificate ca bacterii probiotice si asigura sanatatea
acestor albini minuscule [103].

Contaminarea bolii are loc de la colonia bolnava la una sanatoasa ce se face prin: furtisag,
fagurii cu larve bolnave, fagurii cu pastura, matci, trantori, albine ratacite, transferul de faguri cu
albine, paraziti, pradatori, ustensile, inventarul apicol si echipamentul de protectie nedezinfectat.

Sursa primarda de infectie o constituie larvele bolnave si fagurii cu pastura.
Sursele secundare de infectie sunt: stupii si inventarul apicol, fagurii cu detritusuri larvare,
colonii de albine, matci si trantori proveniti din colonii cu origine necunoscutd din punct de
vedere sanitar veterinar. Perioada maxima de incubatie a bolii este de 45 zile.

Clinic si anatomopatologic boala se recunoaste dupa urmatoarele: aspectul de puiet
imprastiat al fagurelui afectat, datorat alternantei de celule cu oud, larve necédpacite si celule
goale Tn zone compacte cu puiet capacit; agezarea larvei in pozitie anormala 1n celula (rasucita cu
partea dorsald sau ventrald spre deschiderea celulei); tegumentul larvei devine aproape
transparent evidentiind traheile si tubul digestiv; culoarea larvei din alb-sidefiu se schimba in
galben intens pana la maroniu mat; corpul isi pierde turgescenta segmentatia se accentueaza,
devine flasc si se transforma intr-o masa pastoasd semilichidd, neaderentd la peretii celulei; in
functie de agentul cauzal, larvele afectate pot degaja un miros acru sau ugor aromat dar in cele
mai multe cazuri, acestea nu degaja nici un miros caracteristic; larvele moarte se deshidrateaza,
se muleaza pe fundul celulelor, au aspectul unor solzisori, de culoare maronie si de consistenta
cauciucului, ce pot fi usor extrasi din celule [129, 158]. Pentru a testa rapid, se poate folosi o
scobitoare sau ceva asemanator si se sondeaza celula, apoi scoasa. Odata uscat, rdmane o
substanta cauciucatd pe scobitoare. Semnele clinice dispar de cele mai multe ori spontan la
sfarsitul sezonului activ dar boala poate sd reapara. Diagnosticul bolii se stabileste prin examen
clinic, anatomopatologic si examene de laborator. Loca europeana poate fi diagnosticata si in
teren pe baza semnelor clinice, dar confirmarea trebuie sd se facd prin examene de laborator
[117, 129].

Prognosticul formelor usoare de loca europeana depistate la timp, este favorabil daca se
efectueaza tratament medicamentos eficient. Aceasta poate deveni nefavorabil la coloniile slabe

si in conditii de mediu nefavorabile apiculturii.
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1.4. Metode si mijloace de diagnostic utilizate in bolile bacteriene ale albinelor.

Diagnosticarea bolii in stadiile incipiente ale dezvoltarii sale ne va permite sa identificim
rapid centrul infectiei si sa simplificim in mod semnificativ tratamentul. In caz contrar, boala se
poate raspandi la toate familiile de albini provocand pierderi imense apicultorului. Astfel, este
nevoie de un control mai riguros, cum ar fi desfacerea cuibului numai la umbra la temperatura
aerului incepand de la 14°C, dar se mai admite si o revizie fugitiva la temperatura de 10-12°C.
Pentru examinare vor fi luate anumite masuri atat pina la, cat si in timpul examinarii cuibului:
pregatirea si sterilizarea inventarului necesar, folosirea echipamentului de protectie, spalarea
minutioasd a miinilor, utilizarea fumului pe deasupra ramelor numai in caz de necesitate. Dupa
desfacerea cuibului examinarea se face cu un anumit scop si foarte rapid cu respectarea anumitor
reguli: sunt strict intezise miscarile bruste ale apicultorului, lovirea in stup, strivirea albinelor
infectate, sa stea in fata sau in cale albinelor, ca sa nu le impedice sa zboare, sa evite furtisagul
[22, 72]. In unele cazuri verificarea activitatii familiilor de albine se poate face fara deschiderea
cuibului numai privind activitatea albinelor de la urdinis, sau examinarea numai a portiunii din
fata urdinisului. Pe baza semnelor clinice si a examenelor de laborator de inaltd precizie
(laboratoarele sanitar-veterinare raionale sau la Centru Republican de Diagnostica Veterinara din
Chisinau) se poate pune diagnosticul precis.

Astfel, diagnosticul prezumtiv se pune pe baza semnelor clinice, iar diagnosticul de
certitudine se stabileste in laborator. Pentru aceasta este nevoie de colectarea probelor. Proba se
va colecta pe o portiune de aproximativ 20 cm? in dimensiune ce va contine o parte din puietul
mort cu putind miere prezentd in proba. Monstra va fi plasata intr-un recipient inchis si trimisa la
laborator pentru diagnostic. In cazul probele cum ar fi mierea, liptisorul de matca, polenul de
albine si ceara de albine, acestea se colecteazd aproximativ 50 g intr-un recipient curatat si se
trimit la laborator. Cultura bacteriana trebuie pastratd la temperatura de 4°C care poate fi pastrata
pana la 6 luni sau 1n forma liofilizatd pe mediul de culturd care este compus din zaharoza (10%)
extract de drojdie (5%) in 0.1 M KH, POy, pH 6.6. Cultura uscata se depoziteaza la 4°C si poate
fi pastrata citiva ani. Proba trebuie sa fie etichetata vizibil si informatii precum tipul esantionului,
se vor inregistra numele fermei, numarul stupului, locatia, data si colectarea probelor de fagure
cu puiet suspect, cu dimensiuni de minimum 10/15 cm. In cadrul diagnosticului de laborator se
efectueazd si examenul anatomopatologic, bacterioscopic si bacteriologic. Metodele de
diagnosticarea a puietului apicol a fost stabilit pentru certificarea produselor apicole. Prin
respectarea tehicilor, aceasta va promova productia de albine si produse apicole sigure si de

calitate pentru consumul uman atat la nivel national cat si international [161].
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Teste de diagnostic pentru Paenibacillus larvae

Testul de lapte Holst este un test simplu bazat pe nivelul ridicat de enzime proteolitice
produse prin sporularea larvelor de Paenibacillus larvae [68].

Testul de reducere a nitratilor poate fi efectuat pe un mediu precum BHIT, cu azotat de
potasiu adaugat (1-2 mg/L de mediu). Dupad ce a aparut cresterea, adaugam o picatura de reactiv
acid sulfanilic-alfa-naftol se va produce o culoare rosie, daca nitratul a fost redus la nitriti.
Diagnosticul nu ar trebui sa fie bazat numai pe acest test, ci comparate impreuna cu simptomele,
morfologia bacteriana si caracteristicile de crestere ale colonie bacteriene [97].

Testul catalazei se picura o picaturd de peroxid de hidrogen 3% este plasata pe o culturad
in crestere activa pe mediu solid, majoritatea bacteriilor aecrobe descompun peroxidul in apa si
oxigen, producand spuma spumoasa, dar Paenibacillus larvae este aproape intotdeauna negativa
pentru aceasta reactie [67].

Test anticorp fluorescent. Tehnica anticorpilor fluorescenti necesitda prepararea
anticorpilor specifici colorati cu un colorant fluorescent. [147].

Loca europeana este produsa de bacteria Melissococcus pluton (Streptococcus pluton)
provoaca boala puietului. Streptococcus pluton a fost reclasificat in noul gen Melissococcus de
catre Bailey si Collins [14]. M. pluton este observat in general la inceputul ciclului de infectie
inainte de aparitia microflorei variate asociate cu aceasta boald. Celula M. pluton este scurta, nu
formeaza spori si are forma de lancetd. Celula masoara 0,5-0,7um in lungimea 2,0 — 5,0 um si
apare individual, 1n perechi sau in lanturi. Cand este colorat cu carbol fuchsin, apare violet inchis
pe un fundal mai deschis. O oarecare distorsiune apare in timpul procesul de fixare si colorare;
acest lucru poate fi redus prin colorare negativa. M. pluton poate fi, de asemenea, detectat
folosind imunosorbent legat de enzime teste antiseruri policlonale [7], sau reactia in lant a
polimerazei [64].
Test de laborator: metodele de diagnostic se face prin tehnici de diagnostic de laborator, cum ar
fi metoda patologica, metoda bacteriologicd, reactia in lant a polimerazei (PCR). Sensibilitatea si
specificitatea dintre abordarile mentionate sunt diferite.
Metoda patologica: principul acestei metode este de a observa orice simptom clinic la celula de
albine.
Examen microscopic: tehnica microscopica este de a observa morfologia bacteriei Paenibacillus
larvae pentru a distinge loca americana si alte boli ale puietului. Metoda are o specificitate
scazutd, deoarece este utilizatd in mod obisnuit ca test rapid pentru verificarea prealabila [10].
Metoda bacteriologica

Aceasta metodad se bazeaza pe detectarea bacteriilor patogene in stupul de albine, care se

va face prin pasi de cultivare si izolare bacteriend, in vederea obtinerii unei culturi pure. Medii
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folosite sunt agar-sange sau orice mediu adecvat. Identificarea bacteriilor este confirmata in
continuare printr-un set de teste biochimice pentru a confirma prezenta Paenibacillus larvae.
Metoda imunologicd: acestd metode se bazeaza pe reactia specifica dintre antigen si anticorp.
Reactia in lant a polimerazei (PCR) detectarea lui P. I. ADN-ul larvelor se va face prin
purificarea ADN-ului bacterian simplificandu-si gena ARN 16 S [10].

Septicemia este bacteria Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas apiseptica), care
provoaca septicemie la albinele adulte. Aceastd boala are ca rezultat distrugerea tesuturilor
conjunctive ale toracelui, picioarelor, aripilor si antenelor la albini. In consecinti, albinele
afectate mor atunci cand sunt manipulate, avind un miros putred. P. aeruginosa tijele masoara
0,5-0,8 x 1,5-3,0 um. Sunt gram negativi si apar singuri, in perechi sau in lanturi scurte. Un
frotiu bacterian si coloratia Gram poate fi usor pregatitd dupa indepartarea unei aripi din torace si
scufundand baza aripii intr-o picatura de apa pe o lama de microscop. Pentru a izola acest
organism, Intindeti baza unei aripi pe mediu Agar de izolare, la temperatura de crestere este de
37° C. P. aeruginosa. Cultura se caracterizeaza prin excretia de pigmenti difuzibili galben-verzui
in lumina ultravioletd (lungime de unda este sub 260 nanometri). Septicemia poate fi, de
asemenea, diagnosticatd prin reproducerea simptomelor bolii in albine sdnatoase, in cusca. Acest
lucru se realizeaza prin prepararea unui extract de apa (macerati echivalentul unei albine
suspecte per ml de apd) si inoculand albinele sandtoase in torace sau scufundarea acestora in
extract de apa. Albinele cu septicemie mor in 24 de ore [10].

Boala Spiroplasmoza este bacteria care provoaca spiroplasmoza la albinele adulte
melifere. Spiroplasma este un procariot elicoidal, mobil, fara pereti celulari care se gaseste in
hemolimfa albinelor adulte infectate. Organismul este un filament minuscul, incolacit si uneori
ramificat, cu diametrul de 0,7-1,2 um. Lungimea creste odata cu varsta si variaza de la 2u m
pand la mai mult de 10 um [33]. Spiroplasma poate fi observatd cel mai bine in hemolimfa,
folosind microscopia in cAmp intunecat. Ele pot fi, de asemenea, vazute utilizdnd imersia in ulei
obiectivul unui microscop cu contrast de faza. Hemolimfa poate fi luatd din albine adulte prin
perforarea membranei intersegmentare direct in spatele mai intdi coxae, folosind un tub capilar
fin facut din varful unei pipete Pasteur. Acest organism poate fi cultivat in mediu standard de
bulion de micoplasma si in mediul de cultura de tesuturi de tantari [33, 123]. Atunci cand sunt
rezultatele testelor de laborator, medicul veterinard va interpreta rezultatele patologice si semne
clinice pentru a trata si controla eficient boala. Au existat cazuri in care apicultorii bine pregatiti
au diagnosticat incorect o boala intr-un stup, ducand la pierderea inutila a coloniilor si a

productiei de miere.
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1.5. Masuri sanitare veterinare de profilaxie utilizate 1in sectorul apicol.
Combaterea bolilor bacteriene ale albinelor are la baza masuri sanitare veterinare de
profilaxie care se refera la toate bolile, precum si masuri aplicate pentru fiecare boala in parte.
Raéspandirea agentilor patogeni ai albinelor reprezintd o amenintare asupra dezvoltarii sectorului
apicol. Implementarea masurilor de biosecuritate n apicultura joaca un rol esential in sprijinirea
sanatatii albinelor in sectorul apicol. Loca americand si loca europeand sunt boli supuse
declararii oficiale si sunt incluse pe Lista B la O.1.E. [117]. Pentru profilaxia acestor boli, in
functie de extinderea geograficd si de gravitatea evolutiei n stupine, trebuie sd existe o buna
colaborare intre apicultori si medicii veterinari. Profilaxia bolilor bacteriene la albine este bazata,
in principal, pe masuri generale, reglementate si recomandate de normele sanitare veterinare. in
cadrul masurilor de prevenire a bolilor la albine, se impune respectarea unor reguli tehnologice
sau de protectie sanitard foarte stricte, pe langa actiuniile specifice pentru fiecare boala specifica,
un rol important il reprezinta aplicarea masurile de profilaxie generala, dintre care pentru
perioada de iernat, se recomandd urmatoarele: alegerea vetrei de iernare, sa poata fi protejata de
vanturile reci, sd se asigure linistea necesara albinelor, sa fie usor de curdtat de zapada iar apa
dupa dezghet sa se scurga usor, protejarea de soareci prin instalrea de gratare la urdinis [103].

Supravegherea modului de iernare si starea famililor de albine prin controale auditive fara
a se recurge la deschiderea stupului: zumzetul moderat si uniform arata ca familia de albine este
in stare buna si ca iernarea decurge normal; bazaitul puternic aratd ca, familia este in suferinta;
zumzetul slab, nsotit de zgomotul asemanator fosnetului frunzelor, aratd ca familia este
infometata; cand zumzetul este foarte slab sau nu se percepe aproape deloc, se va interveni, fara
abuz insd, prin lovirea cu mana a peretelui din fata al stupului, iar daca albinele raspund printr-un
zumzet puternic, care insd inceteazd imediat, inseamna ca familia ierneazd in conditii bune.
Indepartarea fira zgomot a zipezii neafnate si a ghetii de pe scandurelele de zbor ale stupilor si
desfundarea urdinisurilor blocate de albinele moarte [103].

Asigurarea §i supravegherea zborurilor de curdtire ale albinelor avand in vedere cd, in
sezonul nefavorabil, albinele au capacitatea de a acumula in intestinul gros o cantitate importanta
de excremente, care pot declansarea diareea pe fond se pot instala boli grave, in special
nosemoza, excremente care se vor elimina prin zboruri de curdtire in zilele cu temperaturi de
+12°C. Aprecierea modului de iernare a albinelor se face dupa aspectul diferitelor resturi scoase
de pe fundul stupului, dupa cantitatea de albine moarte gasite pe jos, in fata urdinisului,
respectiv: mortalitatea crescuta a albinelor atentioneaza faptul ca familia a iernat cu prea multe
albine-varstnice, uzura organismului lor din cauza unor boli, prezenta albinelor umede,
mucegdite, arata ca in stup este prea multa umiditate[43].

Supravegherea obligatorie a apicultorului in stupind pentru a urmari modul de
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desfasurare a zborului, identificarea familiilor, ce prezinta stari anormale si solufionarea altor
situatii constatate. Colaborarea permanentd cu serviciile sanitare veterinare si cu Asociatia
apicultorilor [ 48, 161].

Masurile de combatere constau in evitarea factorilor favorizanti care pot determina
aparitia bolii. Raspandirea bolilor bacteriene este determinata de factorii favorizanti si anume:

- cresterea numarului de colonii de albine pe o suprafatd mica cu transmitere de la o
stupina la alta;

- practicarea apiculturii pastorale si aglomerarea temporara a stupinei langa alte stupini
avand situatii epidemiologice necunoscute;

- eliminarea unor medicamente precum antibioticele, oxitetraciclina si eritromicina
utilizate in controlul acestei boli, pentru ca acestea lasa reziduuri in miere;

- nerespectarea masurilor de igiend obligatorii si a masurilor sanitare impuse de lege
(echipamente provenite din stupine infectate sunt obligatoriu sterilizate sau distruse);

- distrugerea familiilor de albine in care a fost confirmata loca americana prin ardere;

- dezinfectia si mentinerea unei igiene corespunzatoare inventarului unei stupine (utilaje
de baza, inventarul necesar pentru manuirea si ingrijirea familiilor de albine, inventarul
pentru Insarmarea ramelor si fixarea fagurilor artificiali, inventarul pentru extractia si
conditionarea mierii, inventarul pentru extractia si conditionarea mierii, inventarul divers
apicol, inventarul gospodaresc, alte materiale consumabile);

- aplicarea legislatiei sanitar-veterinare in vigoare privind supravegherea bolilor infecto-
contagioasela albine;

- supravegherea clinicd si anatomopatologica a puietului cdpacit, in perioada aprilie —
septembrie la: cel putin 15% din coloniile stupinelor ,,pepiniere matci”; 5% din coloniile
stupinelor de productie; primavara dupd iernat si toamna dupd stuparitul pastoral; la
schimbarea vetrei stupinei;

- 1mportul de material biologic apicol sd provind numai dintr-o zona indemna de loca
americana [18, 103].

Se considera zonad indemna de locd americana daca 5 ani de la ultima izolare, la sondajele
anuale de supraveghere efectuate de Directia sanitar veterinara, probele au avut rezultate
negative la agentii etiologici care produc boala. Loca americand este o boald obligatoriu
declarabila supusa investigatiilor de laborator si carantinei in zona respectiva. Recoltarea de
probe de catre medicul veterinar de liberd practica si medicul veterinar oficial din cadrul directiei
sanitar-veterinare si trimiterea acestora catre un laborator specializat in scopul supravegherii
stupinei  (pentru supraveghere — examen anatomopatologic si  microscopic  direct

(bacterioscopic); pentru diagnostic — examen bacteriologic si PCR conventional). Probele pentru
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examenele de laborator se constituie din faguri intregi sau portiuni de 20 sz/probﬁ, fagure cu
puiet capacit. Fagurii intregi pot contine si rezerva de hrand (miere cdpacitd). Fagurele se
ambaleaza corespunzitor si va fi insotit de o notd cu urmatoarele date: denumirea stupini,
numele apicultorului, adresa exactd, numarul familiilor de albine din stupina si alte date legate de

stupina [161].

1.6. Metode de administrare si eficienta unor preparate cu proprietati pre- si probiotice
utilizate in profilaxia bolilor contagioase la albine.
Din punct de vedere al hranei, albinele sunt independente de om, pentru ca acestea isi

recolteazi si isi prepard singure hrana [114]. In anii care nu sunt conditii optime de dezvoltare a
coloniilor de albine apicultorii trebuie sd compenseze deficitul de substante energetice (mana,
nectar) si substante proteice (polen) prin administrarea unor retete de hrand; totodatd hranirea
albinelor este necesara si in cazul insuficientei asupra fetei de zbor determinatd uneori de
incarcatura prea mare de stupi in acea zona. Hranirea suplimentara a albinelor influenteaza direct
si evident nu numai nivelul productiilor apicole, dar si reproductia, starea de sanatate si implicit
procesele de dezvoltare ale coloniilor de albine [112, 130, 76, 146]. In afard de caracterizarea
tipurilor de hrana administrata, nutritia albinelor analizeaza si modul in care substantele nutritive
si energia sunt utilizate In organism, precum si eficienta utilizdrii acestora In diferite procese si
productii ale coloniilor de albine [119].

Probioticele reprezintd o alternativd a antibioticelor pentru evitarea imbolndvirilor la
nivelul sistemului digestiv al albinii, mentindnd sub control flora microbiana prin organisimele
vii pe care le contin. In anumite perioade ale sezonului apicol, mai ales dupa culesul de rapita si
floarea soarelui se inregistreazd mortalitati ridicate ale albinelor, iar una din cauze este
intoxicarea albinelor cu pesticide si neonicotinoide. Probioticele si suplimentele pentru albine se
ocupa de mentinerea unei flori microbiene sdnatoase in tractul digestiv, oferind astfel protectie in
apdrarea impotriva bolilor. Utilizarea produsului imbunatateste semnificativ sistemul imunitar al
albinelor. Produsul nu contine organisme modificate genetic si este complet sigur pentru oament,
animale si plante. Produsul este in conformitate cu reglementarile Comisiei Europene pentru
produsele care pot fi utilizate in agricultura ecologica [114]. Albinele se pot intoxica atat prin
recoltarea nectarului acestor flori, cat si a apei de pe frunze. In sprijinul acestui neajuns se
folosesc anumite suplimente de hrana pentru albine, care contin probiotice [27, 81].

Unul dintre ele, 1a noi in tard, este EM Probiotic, care poate fi folosit pentru producerea
ecologica si conventionala a produselor apicole. Utilizarea probioticului EM 1in apiculturad
produce miere fara substante chimice, care este mai sdnatoasa si are o valoare mai mare. Este un

produs bazat pe microorganisme eficiente si un probiotic puternic si antioxidant. Familiile
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sandtoase de albine sunt cele mai importante in apiculturd, deoarece numai comunitatile
sandtoase pot da cea mai buna miere [73].

Avantajele produsului: impiedicd dezvoltarea bolilor, cum ar fi boala intestinului -
nosemoza. Protejeaza membrana mucoasei a intestinului n albine, imbogatidu-1 cu o microflora
benefica. In acest fel, flora intestinali produce substante antibacteriene impotriva agentului
cauzal al bolilor intestinale si previne aparitia nosemozei.

PH-ul produsului este de 3,5 - aciditate. Varroa in astfel de conditii nu este in masura sa
supravietuiasci si si se manifeste. Produsul nu ucide Varroa, dar il neutralizeaza. In plus,
imbunatateste sistemul imunitar al albinelor, care sa dovedit a fi foarte util in lupta Impotriva
Varroa. Prin pulverizarea probioticului in stup albinele sunt mai calme si nu mai este necesar sa
se foloseasca fumul. Reduce riscul aparitiei moliei de ceara.

Utilizarea EM Probiotic previne conditiile de aparitie a ciupercilor care atrag moliile de
ceard in interiorul stupului. In acest caz, produsul este aplicat prin pulverizare sub forma de
picaturi mici pe cadre si stupi. Stabilirea familiilor care sunt slabite in timpul iernii.
Imbunititeste supravietuirea si starea albinelor care sunt mai rezistente la boli si la efectele
nocive ale pesticidelor. Prevenirea nosemozei: 50 ml de probiotice pe 1 litru de apa fiartd si
racitd.Utilizarea EM Probiotic reduce utilizarea majoritdtii medicamentelor. Dupa aplicarea
medicamentelor la albine, EM Probiotic ajuta albinele sa-si restabileasca starea naturala. Pentru
igiena instrumentelor de lucru, echipamentele utilizate pentru munca albinelor atat in stupi, cat si
in jurul stupilor. Folosind actiunea dezinfectantd a probioticului EM in exteriorul stupului, acizii
organici produsi de bacteriile acidului lactic inhiba eficient agenti patogeni, cum ar fi Nosema
apis, Nosema ceranae si protejeazi impotriva Varroa, moliilo. In acest scop ramele si toate
accesoriile sunt pulverizate cu EM. Pentru dezinfectie biologica - 0,6 | probiotic / 10 litri de apa
[73].

Tratamentul nosemozei:

La fiecare 7-10 zile se pulverizeaza in fata stupului. La 1 litru de apa calduta, fara clor se adauga
2 péana la 3 dopuri EM probiotic si 4 pand la 5 picaturi de nozevit. Solutia rezultatd poate fi
adaugata in turte si / sau sirop si pulverizatd pe toate laturile.

Avand 1n vedere ca acestea sunt microorganisme vii, este necesara o Ingrijire constanta
atat pentru albine, cat si pentru microorganismele naturale care asigura un mediu sdnatos si curat.
Adaugarea in apa de bau: dozare 50 ml in apa de baut / colonie de albine. Odata cu adaugarea
probioticului in apa, albinele nu merg in vasele inconjurdtoare, ci raman in cercul dorit. Datorita
probioticului EM siropul are un termen de valabilitate mai mare si o valoare nutritivd mai mare
si stimuleazi dezvoltarea coloniilor de albine. In timpul iernii, utilizati 50 ml pe 1 litru de apa

nechlorata racita. Ca aditiv pentru hrana albinelor: se adauga 50 ml probiotic/1 kg turte [73].
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Prebioticele sunt substante care beneficicaza in dezvoltarea si multiplicarea
microorganismelor 1in sistemul digestiv al animalelor. Administrate separat sau in acelasi timp
Cu un probiotic, prebioticele creeaza in tractul intestinal conditii favorabile de mediu pentru
microorganismelor utile; Tnacelasi timp, prebioticele pot actiona specific impotriva colonizarii
germenilor cu potential patogen (salmonele, clostridii, E.coli) pe mucoasa peretilor intestinali. In
grupa prebioticelor se 1inscriu unele oligozaharide si acidifian{i. Administrarea unor
oligozaharide ca prebiotice prezintd o cale interesantd de manipulare a florei intestinale si a
metabolismului monogastricelor fara a folosi antibiotice. Chiar dacd sunt glucide solubile,
oligozaharidele rezista atacului enzimelor digestive endogene, omul si animalele neputandu-le
metabolize direct; ca urmare, acestea ajung nedegradate in intestin, unde au calitatea de a
influenta selectiv flora microbiana [114].

S-a constatat rolul ca prin introducerea oligozaharidelor in ratia animalelor, in doze mici,
se obtin rezultate semnificative in sporul de greutate si starea de sanatate a animalelor, efectele
fiind dependente de tipul oligozaharidelor, dar si de specia animalelor [114].

Hrana si apa acidifieatd, administratd animalelor, se realizeaza in scopul controlarii
microflorei digestive, imbunatatirii valorificarii hranei, stimuldrii productiilor i mentinerii starii
de sanatate. Utilizarea acidifiantilor in alimentatia albinelor are la baza, in principal, urmatoarele
considerente:

- suplinirea cantitatii endogene de acid din stomac, insuficienta indeosebi la albinele
tinere; valorea excesiva de acid la nivel stomacal are ca urmare imbunatatirea conversiei
pepsinogenului in pepsind, urmata de o mai buna digestie si valorificare, indeosebi a proteinelor
din hrang;

- prin micsorarea Valorii pH-ului in sistemul digestiv are efecte de previnere si proliferare
unor agenti patogeni inadaptabili la mediu acid, precum Salmonella, Clostridium,
Staphylococcus sau E.coli, fiind insa favorizatd multiplicarea microorganismelor utile;

- acizil organici influenteaza si ca agenti chelatici, In prezenta lor Tmbunatatindu-se
utilizarea substantelor minerale din hrana ingerata;

- unii acizi organici joaca rol important in metabolismul energetic .

Acizii organici mai des utilizati in scop prebiotic sunt acidul formic, acidul propionic,
acidul lactic, acidul citric, acidul fumaric, acidul sorbic; de asemenea, sunt utilizate saruri ale
acestor acizi: propionati, citrati, formiati; Acidul citric este acidul organic cel mai des utilizat in
alimentatia albinelor, cunoscut de apicultori ca fiind sarea de lamaie. Acesta are rol in invertirea
zaharului pe care il contin unele retete de hrand pentru albine, scutind astfel o parte din secretia
de invertazi produsi de glandele faringiene ale albinelor. In unele studii este indicat faptul ca

siropul de zahar invertit chimic cu acid citric in concentratie de 3 g/l sirop utilizat in hrana
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albinelor a determinat o valoare a longevitdtii mai mare cu 22% fatd de cea a albinelor hranite cu
sirop neinvertit, apropiindu-se de durata de viata a albinelor hranite cu miere [89].

Malnutritia este un factor major care std la baza pierderilor gestionate de colonii de
albine, care poate fi contracarata prin hranirea dietelor artificiale, care urmaresc sa furnizeze
macro si micronutrienti esentiali [84]. Suplimentele nutritive actuale pentru albine necesita
imbunatatire si resurse noi acesibile si ieftine. Algele si microalgele sunt considerate ca surse
alternative de hrana si suplimente nutritive pentru animale, inclusiv albinele melifere. Biomasa
de alge este promitdtoare ca sursa alternativa de hrana, precum si ca sursd de produse naturale
care moduleaza sanatatea pentru albine. Conform literaturii de specialitate efectele suplimentarii
cu alge asupra productivitatii coloniilor de albine, precum si efectele asupra fiziologiei si
sanatatii individuale al albinelor sunt evidente. Biomasa de alge pare a fi potrivitd pentru
utilizare ca aditiv pentru hrana albinelor si ca sursd de produse naturale care stimuleaza
sanatatea. De se considera ca ar putea imbunatati dezvoltarea de suplimente nutritive durabile pe
baza de alge pentru albine [109, 118, 127].

Unii cercetatori recomanda efectuarea hranirilor de completare in luna august cu sirop de
zahar invertit cu acid citric 3 g/l sirop, cu scopul reducerii uzurii organismelor albinelor prin
prelucrarea zaharului (continutul in proteine al organismului fiind cu 3,5% mai mare fata de cel
al albinelor hranite cu sirop neinvertit). Din punct de vedere al dozajului de acid citric sunt si
studii care precizeaza faptul ca folosirea unor cantitati mai mari de 1g/l sirop are un efect invers
al celui de invertire si anume are loc o cristalizare puternica in faguri pe timpul iernii [113].

Acidul acetic (otetul) se foloseste In optimizarea hranei pentru albine cu rol in invertirea
mai buna a zaharului si totodata pentru schimbarea aciditatii siropului, fapt ce duce la diminuarea
inmultirii sporilor de nosema. Doza uzuala este de 1-2 ml/L sirop administrat [113].

In Republica Moldova ca prebiotic se foloseste pe larg in profilaxia bolilor la familiile de albine

produsul Super Protein Pattie.

1.7. Utilizarea unor produse microbiene in profilaxia unor boli infectioase si la cresterea
eficientei familiilor de albine.

Polenizarea culturilor agricole este un factor important in obtinerea unei roade bogate.
Albinele melifere (Apis mellifera), ca principalii polenizatori ai plantelor agricole joaca un rol
important 1n agricultura, totodata fiind si unicii producatori de miere. Din pacate, in ultimii ani
in Intreaga lume au avut loc pierderi mari de familii de albine, din diferite motive cea ce
necesitatea studierea mai amanunsiti a factorilor ce stau la baza acestui declin [131]. In mai
multe cercetari a fost demonstrata existenta factorilor care duc la declinul familiilor de albine,

bunastarea si supravietuirea lor, printre care: scaderea diversitatii genetice, pierderea habitatului,
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lipsa furajelor (nectar si polen), prezenta unei game largi de agenti patogeni si paraziti,
introducerea de specii exotice, schimbadrile climatice sau practicile agricole intensive
(pesticidele/insecticidele folosite in sistemele agricole, pentru combaterea daunatorilor,
intensificarea tratamentelor impotriva parazitilor) [35, 39, 63]. In ultimile doud decenii, in
rezultatul combinatiei acestor factori au fost Inregistrate un numadr tot mai mare de boli
infectioase virulente (loca americand, aspergiloza, nosemoza, varooza, diferiti virusi), care au
dus la declinul coloniilor de albine [ 11, 12, 75, 80].

Albinele sunt insecte eusociale cu interactiune stransd cu mediul inconjurator. De aceea
asupra sanatatii albinelor actioneaza si efectele produse in timpul colectarii nectarului si
polenului, fiind expuse la o multitudine de xenobiotice. Deasemenea alimentatia deficitara, in
special la sfarsitul iernii sau primavara timpuriu (lipsa microoelementelor, glucidelor, substantelor
proteice, vitaminelor) si neadecvata (polen imbibat cu produsele agrochimice si biocide) a
coloniilor de albine, pot provoca o disbioza a microbiotei, scaderea capacitatii coloniilor de a
raspunde la mediul inconjuritor. In degradarea moleculelor potential toxice ajuti genomul care
codifica enzime, acestea insa au o diversitate mai mica a genelor de detoxifiere decat genomul
altor insecte. De aceea, pentru a degrada moleculele potential toxice, albinele se pot baza si pe
alte componente, care le modeleaza fiziologia, cum ar fi microbiomul intestinala [69, 92, 93,
105].

A fost demonstrat, ca mediul inconjurator joaca un rol major in modelarea microbiomului
albinelor. Terenurile agricole, fiind tratate cu diferite substante chimice (pesticide, insecticide),
contribuie la perturbarea bacteriana din intestin, sporind vulnerabilitatea coloniilor de albine fata
de infectii (virusi, bacterii, fungi) [106]. In polen, sunt diverse comunititi simbiotice de microbi,
care oferd o varietate de beneficii albinelor. Microbii asociati cu proviziile de polen sunt o
centrald pentru sdnatatea albinelor, dar si pot reprezenta o resursa alimentara majord pentru
dezvoltarea larvelor de albine [41]. Totodata diversitatea si compozitia microbiotei intestinale la
albine difera in dependenta de ecosistema in care activeaza [96].

Conform datelor stiintifice componenta microbiomului la albine si produsele apicole
constau in principal din bacteriii lactice din genurile Lactobacillus si Bifidobacterium, care
formeaza un mediu simbiotic favorabil [28, 55, 78, 173]. Componenta speciilor si numarul
bacteriilor din micromiomului intestinal al albinelor depinde de mai multi factori: anotimp,
mediul inconjurator, sursa, cantitatea si calitatea nectarului, starea albinei, prezenta
microorganismelor in nectar [27, 28, 110]. Corby-Harris V. [34] presupune ca, albinele si
microflora acidului lactic s-au dezvoltat reciproc una de cealalta: bacteriile au primit o nisa cu

nutrienti disponibili, iar albinele au primit protectia de la microorganisme daundtoare.
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Studiile efectuate asupra microbiotei intestinale la albinele Apillus melifera, cat si a
albinelor salbatice Apis florea au demonstrat ca, taxonii dominanti identificati nu difera
semnificativ. La A. florea taxonii dominanti apartin familiei Enterobacteriaceae (79,47%),
Lactobacillaceae (12,75%), Oxalobacteraceae (7,45%) si Nocardiaceae (0,13%). Bacteriile
predominante au apartinut Enterobacter, Citrobacter, Lactobacillus, Massilia, Escherichia-
Shigella, Klebsiella, Serratia, Pantoea. Genurile Rhodococcus si Morganella, apartinand filelor
Actinobacteria Proteobacteria, Firmicutes, si Bacteroidetes [58]. La albinele Apillus melifera a
fost descoperita o varietate de filotipuri bacteriene, inclusiv multi agenti patogeni posibili si
organisme de alterare a alimentelor si bacterii potential benefice, precum bacteriile lactice
(LAB), care sunt locuitori permanenti ai tractului gastrointestinal al albinelor, inclusiv diferite
specii de Lactobacillus (L. mellis, L. mellifer L. helsingborgensis, L. kullabergensis, L.
melliventris si L. kimbladii, L. kunkeei), de asemenea Bartonella/Brucella, dar care sunt
reprezentate mai putin [8, 31, 55, 86, 104].

Pentru profilaxia, tratamentul, ridicarea inunitatii si cresterea eficientei familiilor de
albine in prezent se folosesc diferite metode cu aplicarea produselor de origine microbiana.
Oamenii de stiintd din intreaga lume isi concentreaza interesul asupra utilizarii probioticelor la
albinele melifere ca metoda alternativa de profilaxie impotriva agentilor cauzali, atat ai loclii
americane cat si europene. Bacteriile probiotice produc substante bactericide sau bacteriostatice,
inclusiv bacteriocine, peroxid de hidrogen, siderofore, lizozime, proteaze, care actioneaza asupra
altor populatii microbiene [124, 137]. In calitate de probiotice sunt utilizate amestecuri de
bacterii ce apartin genurilor Bifidobacterium si Lactobacillus [ 4, 13].

Boala locei americane este cauzati de Paenibacillus larvae. In prezent, acest agent
patogen este larg raspandit in albinele europene-Apis mellifera care este letal atunci cand larvele
de albine sunt infectate cu spori la concentratie medie [82].

In profilaxia si combarerea Paenibacillus larvae (locei americane) a albinelor se propune
a fi administrat si amestecul obtinut din pudra de zahar cu biomasa actinobacteriei Streptomyces
canosus CNMN-Ac-04 in doza de 1,8 - 2,2 g de biomasa uscatd la 100 g pudra de zahar.
Amestecul se administreaza cate 100 g la o familie de albine intr-o singura repriza [26].

Combaterea acestei boi este studiatd intens. Astfel, Bielik B et al. [17] au demonstrat in
conditii de laborator, cat si confirmat intr-un studiu pilot, efectul probiotic al tulpinii
Apilactobacillus kunkeei V18 asupra Paenibacillus larvae si Melissococcus plutonius. De
asemenea a fost demonstrat cd, metabolitii produsi de bacterii, reprezentanti ai genului
Bifidobacterium pot inhiba agentul patogen Melissococcus plutonius [110]. Pentru a stimula
activarea sistemului imunitar la albine si a combate Paenibacillus larvae Evans J.D si Lopez

D.L (2004) propun sa fie folosit un amestec din bacterii nepatogene ca probiotic, pentru a spori
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imunitatea albinelor, ajutand larvele de albine si la alte stadii de viatd sd supravietuiasca
atacurilor agentilor patogeni din camp. A fost demonstrat atat in vitro, cat si in vivo ca, flora
combinata de acid lactic a albinelor inhiba cresterea patogenul Paenibacillus larvae in mod
diferit in dependenta de speciile de bacteria lactice prezente in intestin [151, 156]. Audisio M.C.
si col. [12] in rezultatul studiului tulpinilor de Lactobacillus spp. si de Enterococcus spp, izolate
din intestinul albinelor lucratoare Apis mellifera L, au selectat 2 tulpini: L. johnsonii si E.
faecium, care sau manifestat ca producatori semnificativi de acid lactic (valorile au fost cuprinse
intre 177 si 275 mM), iar in vitro au inhibat diferiti agenti patogeni umani de origine alimentara
si agentul loci americane Paenibacillus larvae. Totodata E. faecium SM21 a produs compusi
asemanatori bacteriocinei cu efecte anti-Listeria. Zhang Z. si col. [160] au demonstrat ca,
anumiti membri ai intestinului influenteaza procesele neurologice ale albinelor.

In rezultatul studiului tulpinilor de Lactobacillus si Bacillus isolate din intestinul
albinelor din nord-vestul Argentinei, Audisio M.C. si col. [11] au selectat doua tulpini cu
proprietdti probiotice semnificative: Lactobacillus johnsonii CRL1647 si Bacillus subtilis subsp.
subtilis. Testele efectuate in stupine, atat experimentale, cat si comerciale, au demonstrat ca,
fiecare tulpind poseda proprietdti probiotice si e capabilda sd stimuleze familiile de albine:
cresterea numarului de oud de cétre matca, ceea ce a produs, prin urmare, o crestere a numarului
de albine si, in consecintd, un randament mai mare de miere. Mai mult, bacteriile benefice au
redus incidenta a doua boli importante ale albinelor: nosemoza si varooza.

Combaterea infectiilor fungice la coloniile de albine este una dintere problemele ce
necesitd o abordare urgenta, caci aspergilozele sunt foarte periculoase.

Fungii din genul Aspergillus sunt agenti patogeni oportunisti si reprezinta una dintre cele
mai relevante amenintari de origine fungicd pentru sdndtatea umand, animala, dar si a familiilor
de albine, provocand boala aspergiloza (puietul petrificat). Este o patologie contagioasd comuna,
atat larvelor, cat si albinelor adulte, produsa de Aspergillus flavus, Aspergillus niger si
Aspergillus fumigatus [36, 100]. Pentru combarterea acestei boli se folosesc mai multe metode,
inclusiv utilizarea preparatelor de origine microbiana. Foley K. (2014) au studiat si demonstrat
efectele nocive ale aspergilozei asupra familiilor de albine. Astfel, au testat 10 tulpini, izolate din
stupine, reprezentanti ai genului Aspergillus asupra albinelor lucratoare adulte, dar si asupra
larvelor. In rezultatul studiului efectuat s-a dovedit ca, trei tulpini (A. flavus, A. nomius si A.
phoenicis) din cele zece specii identificate au fost patogene pentru larvele de albine. De
asemenea, s-a demonstrat ca, albinele adulte sunt foarte susceptibile la infectia cu A. flavus
atunci cand au Ingerat conidii. Totodata niciuna dintre cele doua tulpini de A. fumigatus utilizate
in testele doza-raspuns nu a indus mortalitate la larve, dar au fost patogenice pentru albinile

lucratoare din stupine.
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Pentru a proteja puietul de albine de infectii si a suprima cresterea agentilor patogeni
fungici Miller D.L. [101] propune a fi utilizata bacteria Bombella apis. Rezultatele cercetariloe
in aceasta directie au demonstrat ca, tulpinile de Bombella apis inhiba cresterea a doi agenti
patogeni fungici de insecte, Beauveria bassiana si Aspergillus flavus. Bombella apis protejeaza
puietul de albine de infectia fungica prin secretia unui metabolit antifungic.

Supernatanti fara celule produsi de Lactobacillus johnsonii AJS ar putea fi o alternativa
naturald promitatoare pentru combaterea acarienul ectoparazitar Varroa si intarirea sanatatii
albinelor [37].

O problema serioasd pentru apicultura este intensificarea agriculturii, schimbarea
climatica, care duc la malnutritia coloniilor de albine, ca rezultat are lor diminuarea activitatii
functiilor reproductive si a productivitatii, sldbirea rezistentei familiilor de albine la boli si
daunatori. De asemenea ca rezultat al diferitor intemperii aparute in perioada de iarna, primavara
timpuriu coloniile de albine se afla, de reguld, in stare de convalescentd. Organismul albinelor
este foarte slabit din cauza insuficientei de substante nutritive, in special de proteine,
hidrocarburi microelemente, care au un rol catalizator in procesele fiziologice. In organismul
albinei substantele bioactive, intrdnd in componenta unor enzime si hormoni, indeplinesc functii
multiple la nivel celular, astfel jucand un rol hotarator in metabolism. Sursele principale naturale
de aprovizionare a organismului albinelor cu substante nutritive sunt nectarul si polenul, culese
de la florile plantelor melifere insa, in lipsa acestora sau in cazul infectdrii acestora, apare
necesitatea elaborarii diverselor diete artificiale, care au ca scop sustinerea nutritiei albinelor in
diverse conditii si pe tot parcursul anului [84, 89].

Metabolitii microbieni sunt considerati factori importanti ai influentei microbiotei bazate
pe dieta asupra gazdei. Cu toate acestea, modelele mecaniciste sunt confundate de interactiunile
dintre dietd, functia microbiotei si fiziologia gazdei. Albina lucrdtoare gazduieste o microbiotd
simpld, care produce acizi organici ca produse de fermentare a nectarului si polenului alimentar.
Abundenta bacteriand din intestinul albinei este partial asociatd cu epiteliul rectului anterior.
Polenului nedigerat ii revine rolul de substrat de crestere a microbiotei in intestinul albinelor, iar
impactul produselor de fermentatie bacteriana actioneaza asupra starii generale a albinei [122,
128].

Pentru suplinirea hranei coloniilor de albine cu substante bioactive sunt utilizate procedee
de hranire cu diete de diferitd natura: chimica, pe bazd de plante, dar si de origine microbiana
(bacterii, cianobacterii, microoalge, bifidobacterii, lactobacterii) [50, 126, 141].

Microoalgele si cianobacteriile sunt o sursd bogatd si usor accesibila de substante
bioactive (vitamine, enzime, micro - si macroelemente, proteine, hidrocarburi), utilizare in

diferite domenii, inclusiv in apicultura.
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Astfel, este cunoscuta o sursa de produse naturale, care moduleaza sanatatea albinelor in
baza biomasei de Chlorella vulgaris si Arthrospira platensis (spirulina) ce contin 25 de
metaboliti si includ lipide complexe, acizi grasi esentiali, vitamine si substante fitochimice.
Chlorella vulgaris, in aceasta dieta, este o sursda de mai multi acizi grasi esentiali, care contribuie
la cresterea valorii nutritionale, iar Arthrospira platensis este o sursa de proteine biodisponibile
si substante fitochimice (in special carotenoide), care cresc rezistenta la stres. Aceastd dieta este
o nutritie de precizie la albinele melifere [126].

Este cunoscut procedeul de hranire a albinelor la sfarsit de iarnd sau primavara timpuriu
cu un amestec de zahar pudra si miere de albine luate in raport de 7 : 3 respectiv, cu adaos de
suspensie de 2% de biomasa a tulpinii de microalga Oocystis borgei Snow CNMN-AV-08 in
cantitate de 8-12 ml la 1 kg de amestec. Hranirea albinelor se efectueaza o singurd data in
cantitate de 180-220 g de amestec la fiecare rama cu albine. Utilizarea acestui procedeu
contribuie la stimularea functiilor imunomodulatoare, fortificarea imunitatii organismului
albinelor, cresterea viabilitatii puietului si a rezistentei familiilor de albine la boli [142].

De asemenea este cunoscut procedeul de hranire a familiilor de albine Apis mellifera care
prevede hranirea albinelor la sfarsit de iarnd sau primavara timpuriu cu un amestec de zahar
pudrd si miere de albine luate in raport de 7 : 3, respectiv, cu adaos de suspensie de 2% de
biomasa a tulpinii de microalga Scenedesmus quadricauda CNMN-AV-10 (supliment nutritiv
Scenecuadri), in cantitate de 8-12 ml la 1 kg de amestec, totodata hranirea albinelor se efectueaza
o singura datd in cantitate de 180-220 gr. de amestec la o rama de albine. Aceasta contribuie la
stimularea functiilor ovogeneze si a pontei reginelor, cresterea cantitatii de puiet cdpacit si a
numarului de albine lucratoare eclozionate masiv, care a conduce la cresterea cantitativa a puterii
familiilor de albine si la sporirea productivitatii lor [140].

Pe baza cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02, sunt propuse mai multe procedee
de hranite a familiilor de albine. Este cunoscut procedeu de hranire a familiilor de albine
primdvara cu un amestec de solutie de 1% mas. de extract din biomasa tulpinii cianobacteriei
Spirulina platensis CNM-CB-02 (supliment nutritiv Apispir) si sirop de zahar de 50% luate in
raport de 1:500. Biomasa de Spirulina platensis CNM-CB-02 contine vitamine, enzime, micro -
si macroelemente [25].

Totodata a fost demonstrat ca, in rezultatul cultivarii cianobacteriei Spirulina platensis
CNM-CB-02 in prezenta compusilor organici coordinativi, suplimentele nutritive bioactive
utilizate la hranirea albinelor, obtinute din extractul biomasei sunt mai eficiente, comparativ cu
suplimentul nutritiv bioactiv Apispir, obtinut din extractul biomasei cianobacteriei Spirulina
platensis cultivate doar pe mediul traditional cunoscut, fard prezenta compusilor organici

coordinativi [143].
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Astfel, unul din procedee propuse consta in hranirea albinelor primavara cu un amestec
de solutie de 1% mas. de extract din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 si
sirop de zahar de 50% luate in raport de 1:500, respectiv, biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis CNM-CB-02 fiind cultivata in prezenta compusului organic coordinativ cu proprietati
imunomodulatoare — selenit de Fe(l11) hexahidrat — FeSeO3-6H,0, care catalizeaza unele functii
importante din activitatea vitala a albinelor. Hranirea albinelor cu acest amestec se efectueaza in
aprilie in cantitate de 100-130 ml de amestec la o rama cu albine, la fiecare 2 zile, timp de doua
saptamani [144].

Un alt procedeu consta in hranirea familiilor de albine Apis mellifera, cu biomasa tulpinii
cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02, obtinuta la cultivarea 1in prezenta
KCr(SO4)2:12H20 (suplimentul ,,Apispir+Cr”), administrat in componenta mediului nutritiv in
cantitate de 30-35 mg/L in una din primele trei zile de cultivare. Hranirea albinelor cu amestec se
efectueaza in cantitate de 100-130 ml de amestec la o rama cu albine, la fiecare 2 zile, timp de
doua saptamani. Suplimentul nutritiv Apispir+crom contine: aminoacizii, peptidele, vitaminele,
pigmentii, microelementele, in special, cromul care este catalizator al unor functii importante de
regenerare a celulelor tesuturilor ovariene ale matcilor, precum si a glandelor lactogene ale
albinelor lucratoare [145].

De asemenea este cunoscut procedeu de hranire a familiilor de albine ce include un
amestec de solutie de 1% mas. de extract din biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis
CNM-CB-02 si sirop de zahar de 50% luate in raport de 1:500, respectiv, totodata se utilizeaza
biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 obtinuta la cultivare in prezenta
Zn(CH2CICOO0)2-4H20, administrat in componenta mediului nutritiv in cantitate de 30-35
mg/L in una din primele trei zile de cultivare, iar hranirea albinelor cu amestec se efectueaza in
cantitate de 100-130 ml de amestec la o rama cu albine, la fiecare 2 zile, timp de doua saptamani.
Rezultatul utilizarii acestui procedeu constd in sporirea productivitatii de miere a familiilor de
albine Apis mellifera [143].

Sunt cunoscute suplimente nutritive bazate pe tulpini de bacterii sau produse bacteriene.
In rezultatul studiului efectuat de catre [5] cu administrarea unui amestec bacterian de
bifidobacterii si Lactobacilaceae si a unui produs comercial HiveAliveTM, pe baza de plante, s-a
constatat ci majoritatea tulpinilor bacteriene administrate au fost prezente in intestin. In
microbiota intestinald nu au fost observate mari modificari, variatii semnificative, comparativ cu
lotul ne tratat, au fost observate numai pentru Snodgrassella sp. pentru amestecul bacterian,
Bartonella sp. in HiveAliveTM si Bombilactobacillus sp. pentru ambele loturi.

Este cunoscut procedeul de crestere a familiilor de albine, care include hranirea albinelor

cu sirop de zahdr de 50%, in care se introduce un aditiv furajer, care include tulpini de lacto- si
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bifidobacterii in cantitate de 1x10° UFC/g, prercum si, In % mas.: lactuloza pana la 5, extract de
drojdii pana la 20, pectina pana la 10, in cantitate de 50-200 mg/L de sirop. Hranirea se
efectueaza din calculul un litru de amestec la o familie de albine, seara, peste fiecare 10-12 zile,
incepand din primele zile ale lunii aprilie pana la inceputul culesului principal. In rezultat are lor
cresterea puterii familiei de albine, a prolificitatii matcilor, a numarului de puiet capacit si in
sporirea productiei de miere [49].

De asemenea este cunoscut un procedeu de hranire a albinelor cu un amestec din sirop de
zahar si suspensie a tulpinii Bacillus subtilis 11B, cu concentratia celulelor de 1x10°...1x10° la 1
ml de sirop de zahar, iar hranirea albinelor se efectucaza in decurs de 30 zile, pentru stimularea
functiilor fiziologice ale albinelor si de protejare a lor impotriva maladiilor infectioase, care
poseda un nivel inalt de activitate enzimatica si un spectru larg de actiune antibacteriana [149].

Analiza datelor bibliografice referitor la utilizarea unor produse microbiene in profilaxia
unor boli infectioase si cresterea eficientei familiilor de albine demonstreaza ca,
microorganismele sunt utilizate pe larg in apicultura in calitate de: biopreparate pentru
combaterea patogenilor si acarienilor, probiotic, supliment nutritiv, pentu hranirea albinelor, care
contribuie la sporirea productivitatii reginei, vitezei de crestere a puietului de albine si asigurd o

sporire a cantitatii de miere.

1.8. Masuri de asanare si eradicare a unor boli contagioase la familiile de albine.

Exista o serie de masuri cu caracter general, pe care apicultorul le poate lua imediat, fata
de orice boala aparuta in stupind. Dacd se detecteaza o boald in oricare dintre stupii, este
important sd aplicdm masurile adecvate pentru a o eradica. Acest lucru trebuie facut cit mai
curand posibil pentru a preveni boala sa se rdspandeascd din stupina sau la stupul altor apicultori.
Stupii slabi sunt mult mai probabil sa fie afectati, astfel incat mentinerea unei rezistente bune a
stupului va reduce riscul de raspandire a bolilor si daunatorilor [155].

Deschiderea stupilor si interventiile in viata coloniei de albini se va face numai cind este
strict necesar. Bolile se raspindesc mai ales de stupar prin lipsa masurilor de igiend si de la
miscarea fagurilor cu puiet sau hrana de la un stup la altul.

Scoaterea ramelor, in special a celor cu puiet si scuturarea albinei acoperitoare, nu numai
ca deplaseaza larvele din patul lor cu hrana si lipseste pe tinerele fiinte de grija doicilor, dar pina
cind sosesc altele, care sa acopere fagurele cu puiet, acesta sta si asteapta flamind, neacoperit si
neingrijit. Toate acestea se vor resfringe in puterea de rezistentd si vitalitatea viitoarelor albine.
Cind se face hranirea albinelor sa nu se schimbe hranitoarele, care trebuie sa poarte numarul de

ordine al stupului respectiv.
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Fagurii mai vechi de trei ani trebuie schimbati cu altii noi, iar in cei care au fost larve
bolnave, e mai bine sa fie arsi. Ladita de lucru portativa din prisacd, in care se pun obisnuit
fagurii cind se verificd coloniile, trebuie flambatd, pentru a evita contaminarea si extinderea
vreunei boli. Cind se introduce o matca in stup, colivia trebuie bine dezinfectata intr-0 baie de
aburi cel putin un sfert de ora si apoi pusa la uscat. Aceasta masurd are un dublu scop: ucide
microbii ce eventual ar fi pe ea si inlatura mirosul matcii precedente, miros ce persistd mult timp
pe peretii interiori ai colivei. Toate ustensile folosite de apicultor la cercetarea stupilor trebuie
mereu dezinfectate. De asemenea, dalta apicola va fi dezinfectatd dupa fiecare folosire. Stuparul
trebuie Tn permanenta sa fie curat.

Stupii nu trebuie asezati prea simetric In prisacd, urmarindu-se prin aceasta o asezare
estetica a ei, ci, pusi in diferite pozitii, mai cu seama dacd nu este loc suficient. Pentru buna
orientare a albinelor in prisaca, stupii vor avea scindurelele de zbor vopsite in culori variate, iar
pe tabla acoperisurilor se vor face desene geometrice, cercuri, triunghiuri, patrate, linii pe la
colturi etc. pentru ca din zbor, albinele sa-si identifice stupul si sa se duca direct la el.

Se vor planta, ca puncte de reper, diferiti arbusti, variati ca forma si specie. in prisaca
stupii vor sta pe picioare sau postamente Tnalte de cel putin 15-20 cm, caci umezeala pamintului
face sa putrezedsca fundul stupului, Intretinand si umiditate in interior, ceea ce dduneaza familiei
de albini. Adapatorul sa aiba in permanenta apa curatd care sa curga in fir subtire pe scandura,
lar scandura pe care curge apa sa fie des flambata.

Terenul din fata stupului trebuie bine curatat farda buruieni. Cind in stupina a aparut o
boala grava cum e loca americana este bine ca vatra stupinei sa fie sdpatd si pamintul intors.

Stupii sd fie fara crapaturi, chituiti si vopsiti, feriti de curenti daundtori in interior. Sd aiba
capace invelite cu tabla sau cardon gudronat, pentru ca umezeaza sd nu patrunda in stupi.

Cel putin o datd pe an, In primavard, cu ocazia reviziei de fond, stupii se flambeaza in
interior, impreuna cu toate partile componente.

Detectarea precoce a prevalentei sporilor subclinici si managementul carantinei, va oferi
o solutie preventiva eficienta, durabild, fara substante chimice, pentru a reduce atit incidenta
focarelor, cat si riscul de transmitere continua la scara larga [98].

Dupa o prealabild curatire, stupii se dezinfecteaza cu o solutie calda de sodd caustica
3 - 4 %, se lasa la soare timp de 6 ore, dupa care soda se indeparteaza prin clatire cu multa apa,
se usuca §i se revopsesc. Vatra stupinei, dupa curatirea mecanica, se dezinfecteaza cu oxid de
calciu (var nestins) 0,5 kg/m? prin préfuire si intoarcerea unei brazde de pamant, reziduurile din
stupi si stupind se distrug obligatoriu prin ardere. Inventarul apicol se dezinfecteaza prin
flambare, iar echipamentul de panza prin fierbere timp de 30 minute. Albinele moarte, stupii

vechi si inventarul de mica valoare (perne, paturi etc.) se distrug prin ardere. Mierea infectata se
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dilueaza cu o cantitate egala de apa, dupa care se sterilizeaza prin fierbere pana revine la volumul
initial si se foloseste exclusiv In hrana oamenilor. Fagurii se reformeaza pentru extragerea cerii,
iar bostina se arde. Obtinerea unei vindecari definitive presupune luarea unor masuri auxiliare
privind distrugerea fagurilor cu mult puiet bolnav, transvazarea familiilor bolnave in stupi
dezinfectati, dezinfectia stupilor, a inventarului si utilajului apicol, inlocuirea cat mai frecventa a
fagurilor, pastrarea in stupind numai a familiilor de albine puternice si active.

Deasemenea schimbarea matcii familiilor bolnave este o masura recomandatd pentru
eradicarea bolii. Odatd ce un stup prezintd manifestarea clinicd a bolii, singura modalitate
eficientd de a o eradica si de a preveni raspandirea bolii este prin arderea stupului, a
echipamentului si a coloniei. Datoritd naturii sale virulente si a efectelor daunatoare asupra
coloniilor de albine, loca americana este clasificatd ca o boald de notificare la nivel mondial.

Sunt necesare metode eficiente, sigure si durabile pentru a asigura bunastarea coloniilor de

albine [42].

1.9 Concluzii la compartimentul 1
In rezultatul studierii literaturii pe tema abordati s-a constatat ca:

1. Pe plan mondial si national, albinele au un rol important in agricultura, medicind, alimentatie
datoritd produselor care se obtin de la familiile de albine, precum si rolulul in polenizarea
plantelor entomofile, de asemenea este de apreciat rolul apiterapiei in tratamentul diferitor boli;
2. Din cauza schimbdrilor climaterice, influentei nefaste a omului albinele au avut de suferit,
toate acestea au dus la dezvoltarea infectiiolor bacteriene, fungice si parazitare, intoxicatii
cauzate de folosirea substantelor insecticide, pesticide, etc.;

3. Pentru rezolvarea acestor probleme si imbunatatirea rezistentei la factorii infectiosi, parazitari
si de mediu sunt propuse diferite metode de diagnostic, profilaxie si tratare.

4. Un rol important in combaterea, profilaxia si iradicarea bolilor la albine il are gradul de
instruire, calititile de organizare ale medicului veterinar si apicultorului.

5. In combarea si profilaxia bolilor la albine in prezent se utilizeaza diferite produse de origine
microbiand, preparate cu proprietdti pre si probiotice cu rezultate remarcabile.

6. Personalul impicat in cresterea si Intretinerea famiilor de albine trebuie s posede cunostinte

ample in diagnosticarea si iradicarea bolilor contagioase.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

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

Actualmente, la nivel national sunt elaborate planuri de monitorizare si de contingentd in
situatii de confirmare a bolilor infectioase si parazitare la familiile de albine. Pentru mentinerea
situatiei epidemiologice favorabild se recomandd controlul periodic pentru identificarea oricarei
forma de boala.

Printre bolile albinelelor care se supun declararii obligatorie se mentioneaza: Loca
americana, Loca europeana, Nozemoza, Acarapioza, gandac de stup - Aethina tumida, varrooza
si acarianul — Tropilaelaps.

Conform rapoartelor oficiale anuale prezentate de citre ANSA si din observatiile proprii
se poate de mentionat ca situatia epidemiologica la familile de albine din republica este variabila
de la an la an, cu incidenta periodica a unor boli infectioase de origine bacteriana precum: Loca
americand, Loca europeand, Ascosferoza, Aspergiloza, Salmoneloza, iar din bolile de origine
parazitard: Varooza , Nozemoza si AcarapioOza.

Cercetarile au fost efectuate in perioada 2013-2017. Analizind datele cu referire la bolile
de origine bacteriana monitorizate la 5 stupine au variat de la an la an: 2013 — 196 stupi; 2014 —
203 stupi; 2015 — 178 stupi; 2016 — 177 stupi; 2017 — 185 stupi.
precum si de starea de sdndtate, sau starea de viabilitate dupa perioada de iernat.

In perioada mentionata, periodic s-au prelevat probe de albine, de puiet, resturi din stupi
dupa perioade de iernat, precum si probe din stupi in cazul unor suspiciuni de boli, in baza de
mortalitate majorata la albinele adulte si la puiet.

Pentru identificarea micromicetelor cu proprietdti antimicrobiene si antioxidante in studiu
au fost luate 22 tulpini din Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN), care
sunt depozitate ca potentiali producdtori de diverse substante bioactive ce prezintd interes
biotehnologic.

In rezultatul screeningului efectuat, dupd proprietitile antimicrobiene si enzimatice
(catalaza), au fost selectate 3 tulpini: Penicillium sp. 11 (P. funiculosum CNMN FD 21),
Penicillium sp. 19 (P. piceum CNMN FD 21) si Penicillium sp. 62 (P. verrucosum CNMD FD),
care au manifestat o activitate antioxidanta (a catalazei) inaltd si o activitate antimicrobiana
semnificativa fatd de fitopatogenii testati. Deasemenea au fost selectate tulpnile Penicillium sp.
91 si Penicillium sp. 97 ce poseda sensibilitate antimicrobiana semnificativa fatd de patogenii

luati in studiu.
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In calitate de test-culturi au fost testate 2 tulpini de micromicete ce apartin genului
Aspergillus: Aspergillus niger si Aspergillus flavus, agenti patogeni ai aspergilozei si bacteria
Paenibacillus larvae, agent patogen al locii americane la albine, care au fost izolate din probele
prelevate din stupinele cu albine.

Echipament de laborator:

Microscoape optice (Lomo Mikmed — 2; B-2921, Camera video; Balante electronice AQT 250,
WTB-200; Balantd analiticdi BJIP-200; pH-metru portabil WTW; Autoclav T'K/100/3;
Sterilizator I'TI-40MO; Termostat Biobase.

2.2. Metodele de cercetare si mijloacele tehnice utilizate pentru studiu in unititile apicole

si In conditii de laborator

Metodele de cercetare

Pentru realizarea obiectivelor lucrarii au fost utilizate urmatoarele metode:
microbiologice:

a) Studierea microflorei din probele prelevate din stupinele de albine.

In acest scop au fost utilizate mediile de culturd: Malt-agar si Czapek [177, 178].
Componenta mediului nutritiv malt-agar (g/)!:

Agar — 20;

Extract de malt 6 (Ba) — 1 litru;

pH-5,5-6,0.

Componenta mediului nutritiv Czapek (g/1):
Zaharoza — 30;

NaNO; - 2,0;

K2HPO,—1,0;

Mg SO4x7H,0 - 0,5;

KCI - 0,5; FeSO,x7H,0 — 0,01;

Agar — 20,0;

Apa distilata — 1L; pH - 6,5 -7,0.

Probele prelevarte au fost supuse dilutiilor succesive, apoi cite 0,1ml suspensie de spori a fost
inoculat pe cutii Petri cu medii agarizate mentionate.

Dilutiile succesive s-au efectuat dupa schema din Fig 2.1.
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0.1 mi

Fig. 2 1. Tehnica efectuarii dilutiilor succesive pentru inocularea pe medii nutritive
agarizate.

Cultivarea tulpinilor de micromicete s-a efectuat in termostat la temperatura de 28°C,
timp de 7 - 14 zile (in dependenta de viteza de crestere a tulpinii).

Tulpinile izolate din probele prelevate din stupine Aspergillus niger, Aspergillus flavus, de pe
cutiile Petri au fost inoculate in tuburi inclinate cu malt-agar si cultivate la temperatura de de
28°C, timp de 10 zile.

Tulpina P. larvae a fost izolata si cultivata pe mediul Brain Heart Infusion agar (BHI Difco).

Culturile Aspergillus niger si Aspergilus fumigarus, izolate din stupine, care sunt agenti
patogeni ai aspergilozei (puietul pietrificat) la albine, dar si tulpina de bacterii Paenibacillus
larvae, agent patogen al locii americane al albinelor Apis mellifera se pastreaza la temperatura de
4°C, pe mediile agarizate mentionate anterior.

b) Studierea proprietatilor morfo-culturale ale coloniilor de micromicete crescute pe suprafata
placilor Petri cu mediu agarizat.

Coloniile de Aspergillus si Paenibacillus larvae, izolate din probele prelevate din stupine
au fost identificate in baza particularitatilor cultural ale coloniilor (dimensiune, forma, relief,
marginea, riversul si miros) si examinarii la microscop (miceliu, forma, suprafata sporilor, etc).
Au fost efectuate si analize biochimice pentru Paenibacillus larvae.

Tulpinile de micromicete din CNMN, selectate in rezultatul screeningului efecuat dupa
criteriul antimicrobian si enzimatic au fost cultivate pe diferite medii si studiate proprietatile
morfo-culturale. Mediile de cultura agarizate: Malt-agar, Czapek (componenta descrisa anterior),
Sabouraud si amidono-amoniacal [178, 175].

Componenta mediului Sabouraud (g/):
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pepton — 10;
Glucoza — 40;
agar — 20; pH-5,5-5,8.

Tabelul 2.1. Componenta mediului amidono-amoniacal(g/l)

amidon solubil — 10; Componenta solutiei de saruri:
K;HPO, - 1,0; FeSO,-0,1;

MgSO4 - 1,0; MgCl, - 0,1;

NaCl - 1,0; ZnS0O,-0,1;

(NH,4),S04 - 2,0; ZnS04-0,1;

CaCO3 -2,0; H,0 — 100 ml;

Solutie de saruri — 1ml PH 5,6 - 5,8.

Culturile au fost examinate vizual si la microscopic si descrise particularitatile morgologice si

culturale utilizand determinatoarele in vigoare: [162, 163, 164, 165, 172, 171].

¢) ldentificarea micromicetelor cu proprietati amtimicrobiene si enzimatice semnificative
Identificarea a fost efectuata conform indicatoarelor dupa proprietatile morfo- culturale
descrie anterior [162, 164, 165, 168, 169, 179, ].
De asemenea in calitate de culturi test a fost testatd si tulpina Melissococcus plutonius,
agent patogen al locii europene, care a fost obtinuta din materialul colectat de la o stupina din s.
Lozova, r-nul Straseni.

d) Determinarea proprietatilor antimicrobiene a tulpinilor

Proprietatile antimicrobiene au fost studiate conform metodei difuzimetrice, prin
utilizarea blocurilor de geloza [170]. Metoda este bazata pe capacitatea de difuziune a
metabolitilor produsi de microorganismele studiate in profunzimea gelozei si a actiunii
substantei active din zona de difuzie asupra culturilor fitopatogene. In calitate de tulpini-test au
fost folositi fitopatogenii: Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacilus larvae. In
conformitate cu marimea zonelor de inhibitie tulpinile cercetate se impart in sensibile, moderat
sensibile si rezistente:

o zonei de inhibitie pand la 10mm - sensibilitate scazuta;

o zonei de inhibitie de 11-15mm - sensibilitate medie;

o zonei de inhibitie de 15-25mm - sensibile ;

o zonei de inhibitie mai mare de 25mm - sensibilitate sporita.
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Biochimice
Determinarea activitatii enzimatice — catalaza

Pentru determinarea catalazei micromicetele au fost cultivate in baloane Erlenmayer,
volumul 500 ml cu 100 ml mediu lichid cu compozitia (%): KNO3 — 0,5; glucoza — 4,0;
NaH,PO, — 0,15; KH,PO, — 0,1; MgSO,4 x 7 H,O — 0,05; FeSO4 x 7 H,O — 0,001; extract de
drojdii — 0,1. Cultivarea s-a efectuat la temperatura de 28°C, timp de 6 zile, pe agitator cu 160 -
180 rot./min. Valoarea pH-ului 6,3. In calitate de inocul s-a utilizat solutia apoasi de spori cu
concentratia 5x10° spori/ml mediu cultural. Lichidul cultural a fost separat de biomasi prin

filtrare. Activitatea catalazei a fost determinata in lichidul cultural prin metoda titrimetrica [163].

Etapele determinarii catalazei:

1) In colbe de 50 ml se adaugi solutie de H,O; in tampon fosfat (0,01 N solutie de H,O, in
0,006M tampor fostat) se adaugd 0,5 ml solutie de exometaboliti. Se inhibeazd 3 min in
congelator (-20°C), apoi reactia se opreste adaugand 2 ml solutie de acid sulfiric de 5 N.

2) Se adaugd in colba 2 ml solutie de KI de 10% si cite 1-2 picaturi de solutie de molibdat de
amoniu de 1%. Peste 3 minute se face titrarea cu tiosulfat de natriu de 0,01N.

3) Ca indicator pentru finisarea titrarii se adauga 1-2 picaturi solutie de amidon de 1 %. In proba
martor in loc de 0,5 ml solutie de exometaboliti se adauga 0,5 ml H,O distilata.

Calculele se fac conform formulei: X = (Vin - Vex) X 0,17/0,5 0,034 * 3 = (Vi - Vex) 3,33 P,
unde: X — activitatea catalazei in 1ml solutie de exometaboliti,

V- cantitatea de tiosulfac utilizata la proba martor;

Vex - cantitatea de tiosulfac utilizata la proba experimentala (cu sol de exometaboliti);

0,17 - cantitatea de H,02(mg), ce corespunde 1 ml tiosulfat de natriu de 0,01N;

0,034 — cantitatea H,O, ce corespunde 1 mk M;

0,5 — numarul ce indica dilutia solutiei de exometabolit:

3 — timpul de incubare (min);

P— factorul de dilutie.

Prolificitatea matcilor:

Reprezinta studierea cantitatii de oud depuse in 24 ore de matcd. O matca poate depune
intr-0 zi de la 1500 — 2000 oua/zi, iar altele mai prolifice in jur de 2500 oud/ zi. Prolificitatea
matcii este dependentd de puterea familiei, modul de organizarea a cuibului, conditiile de
crestere, capacitatea albinelor - doici de a produce laptisor, cat si de cantitatea si calitatea

rezervelor de hrana.
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Pentru aprecierea prolificitatii, dezvoltdrii si cresterii familiei de albini, am apreciat
cantitatea de puiet capacit, cu ajutorul retelei cu patrate cu dimensiunea de 5x5 cm, la fiecare 12
zile in 3 reprize (a 12 zi, 24 zi si 36 zi).

Astfel numarul de patrate cu puiet cdpdcit obtinut am inmultit la 100 si Tmpartit la 12,
astfel se obtine numarul depus de oua intr-0 zi [48].

Cantitatea de miere la primul cules.
A fost determinata reiesind din cantitatea de miere obtinute de pe ramele din stupine a unei
famiilii de albine.

Cantitate de puiet capacit. Numarul de celule cu puiet capacit din cuib se determind prin

masurarea cu rama Netz a numarului de patrate (5 X 5 cm) ocupate cu puiet capacit care se
inmulteste cu 100, rezultind numarul total de celule cu puiet capacit [74].
Puterea familiei reprezinta cantitatea de albind existenta in cuib la momentul aprecierii.

Pentru interpretarea rezultatelor puterii familiei de albini am folosit metoda "patratelor",
aceastd metoda constd Tn numdrarea patratelor de puiet cdpacit 5x5 cm ce se egaleazd cu 100
celule, calcularea am efectuat-o la fiecare ciclu de 12 zile. Fiindca o albinid in dezvoltare se afla
in celula capacita 12 zile, astfel Impartind cantitatea totald de puiet la 12 vom afla cite albine in
medie vor ecloziona in fiecare zi sau pe perioada ciclului. Aprecierea puterii familiei de albini

odata la 12 zile nu este deranjatoare, insa obtinem rezultate precise [48].

de analiza statistica a datelor.

Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea
instrumentelor statisticii  descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterilor standart,
coeficientului de wvariatie) si statisticii inferentiale (testele de valabilitate si testele de
semnificatie). Calculul indicatorilor statistici a fost efectuat utilizand programul Microsoft Office
Excel 2010. Gradul de semnificatie a diferentei mediilor indicilor la loturile comparate a fost

determinat utilizand criteriul student.

2.3. Analiza, sistematizarea si interpretarea rezultatelor stiintifice.

Pentru realizarea obiectivelor propuse in aceastd lucrare au fost efectuate cercetari in urmatoarea
ordine:

- Izolarea fitopatogenilor din probele prelevate din stupinele de albine si identificarea lor
(Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Paenibacillus larvae);

- Efectuarea screeningului din 22 tulpini de micromicete din CNMN dupa criteriul de
antagonism fata de fitopatogenii Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Paenibacillus larvae,

selectati din stupinele cu albine;
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- Efectuarea screeningului din 22 tulpini de micromicete din CNMN dupa criteriul
enzimatic (activitatea catalazei).

- Studiul particularitatilor morfo-culturale ale tulpinilor selectate Penicillium sp. 11,
Penicillium sp. 19 si Penicillium sp. 62 (examinarea vizuala si la microscop).

- Obtinerea solutiei de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19 si
Penicillium sp. 62 prin cultivarea submersa a culturilor. Lichidul cultural, obtinut dupa cultivarea
submersa a tulpinilor de micromicete (P. funiculosum CNMN FD 11, P. piceum CNMN FD 19 si
P. verrucosum CNMN FD 62) a fost tratat termic timp de 1 ord la temperatura 60°C, pentru a
distruge celulele formatatoare de colonii (CFC) si a obtine solutia de exometaboliti, care apoi a
fost administrata 1n diferite concentratii in hrana albinelor.

Montarea experimentelor in stupine. Pregatirea hranei pentru albine suplimentatd cu
solutie de exometaboliti. Pentru estimarea eficientei solutiei de exometaboliti, au fost desfasurate
experiente de testare comparativa a acestora pe familii de albine formate din patru loturi, cate 5
familii 1n fiecare lot: lotul I — martor (albinele caruia au fost hranite numai cu sirop de zahar de
50%); lotul Il — P.sp. 11 (3 variante - albinele caruia au primit in hrana sirop de zahar de 50% cu
adaos de metaboliti ai tulpinii P.sp. 11 in cantitate de 10 ml/litru; 25 ml/litru; 50 ml/1), lotul III —
P.sp. 19 (3 variante - albinele carora au primit in hrand sirop de zahar de 50% cu adaos de
metaboliti ai tulpinii P. sp. 19 in cantitate de 10 ml/litru; 25 ml/litru; 50 ml/litru) si lotul IV —
P.sp. 62 (3 variante - albinele carora au primit in hrand sirop de zahar de 50% cu adaos de
metaboliti ai tulpinii P. sp. 62 in cantitate de 10 ml/litru; 25 ml/litru; 50 ml/litru). Amestecul de
sirop de zahar cu solutiile mentionate de exometaboliti a fost administrat in cantitate de 200 ml
pentru fiecare rama cu albine o singurd datd, primdvara timpuriu.

Pentru studia actiunea solutiilor de exometaboliti in profilaxia bolilor contagioase ,
precum si ca stimulator de rezistentd fiziologicad a familiilor de albine, toamna, inainte de iernat
au fost introduse in stup solutiile de exometaboliti ai culturilor Penicillium sp. 11, Penicillium sp.
91 si Penicillium sp. 62, in calitate de supliment in hrana albinelor (in turtele din faina de griu).
Au fost testate 3 concentratii de solutii de exometaboliti: 10 ml/l, 25 ml/l si 50 ml/l de sirop de
zahar. Rezultatele obtinute in perioada cercetarilor de primdvara au fost evaluate conform
parametrilor: % de albine moarte dupa iernat; cantitatea de miere ramasa din iarnda (%);
comportamentul albinelor; activitatea de zbor a albinelor; prezenta mucegaiului in stup; modul
de capacire; rezistenta la iernat.

Interpretarea rezultatelor s-a efecuat dupa fiecare etapd in concordantd cu rezultatele
obtinute in cercetarile efectuate si metoda utilizata.

La finalul cercetarilor a fost evaluat impactul solutiilor de exometaboliti de micromicete

suplimentatd in hrana albinelor asupra patogenilor: loca americana (Paenibacillus larvaie) si
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aspergiloza (Aspergillus niger si Aspergillus flavus), dar si asupra cresterii si dezvoltarii
familiilor de albine Apis mellifera (prolificitatea matcii, oud/24 ore; cantitatea de puiet capacit;

puterea familiei; cantitatea de miere).

2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Pentru realizarea experimentelor, in calitate de obiecte de studiu au fost utilizate Stupine cu
familii de albine si tulpini de micromicete.

2. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate metodele de cercetare: microbiologice,
biochimice, statistice.

3. Aplicarea metodelor clasice si a celor moderne, dotarea corespunzatoare cu echipamentele si
mediile nutritive utilizate in studiu, au asigurat descrierea obiectiva a impactului preparatelor de
origine microbiand asupra valorilor principalelor caractere de reproductie a reginei si de

dezvoltare ale familiilor de albine.
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3. IDENTIFICAREA UNOR TULPINI DE MICROMICETE CU
POTENTIAL ANTIMICROBIAN SI ANTIOXIDANT

3.1 lzolarea patogenilor aspergilozei (Aspergillus) si loci americane (Paenibacillus larvae)
din stupinele de albine si caracteristica proprietatilor morfo-culturale ale acestora

Albinele Apis mellifera L. sunt polenizatorii esentiali ai plantelor, care in prezent sunt
afectati de mai multi factori de stres care le perturba functia ecologica, reduc productia de miere,
iar in situatii extreme produc pierderi de colonii. In ultima perioada dezvoltarea apiculturii este
periclitatd cu o deosebitd amploare si de diferite maladii: aspergiloza, loca americand si
europeand, salmoneloza, etc., provocate de fungi, bacterii, virusi, acarieni [ 9, 21, 52, 101].

Aspergiloza reprezintd una dintre cele mai relevante amenintari de origine fungica pentru
sanatatea umana si animala, genul Aspergillus include agenti patogeni oportunisti, care pot
infecta si albinele (Hymenoptera, Apoidea) in toate etapele de dezvoltare. Diagnosticul
aspergilozei albinelor se face pe baza semnelor externe caracteristice ale puietului mort si ale
adultilor (larva devine verde deschis sau maro inchis si tare), precum si dupa studii microscopice
si micologice. Cercetarile recente indica faptul ca diferite specii de Aspergillus pot fi patogene,
atat pentru larve cat si pentru albinele adulte [57]. Un studiu efectuat in Anglia a aratat ca, din 10
specii recuperate din stupine, trei specii (4. favus, A nomius si A. phoenicis) au manifestat
patogenitate pentru larvele de albine. Testate in dieta albinelor adulte in diferite concentratii, A.
flavus s-a dovedit a fi patogen la toate dozele studiate, in timp ce A. niger si A. fumigatus nu au
fost infectiosi pentru albine. Virulenta mai puternica manifestata de A. flavus la albinele melifere
rezultd din toxicitatea mai mare in comparatie cu A. niger si A. parasiticus, cea ce e posibil ca
mortalitatea larvelor sd se datoreze mai degraba toxicitatii decat invaziei fungice [57].
Micromicetele din genul Aspergillus spp., sunt patogeni oportunisti si isi dezvaluie patogenitatea
numai in anumite circumstante, in Special atunci cand gazdele sunt imunocompromise, metodele
de aparare sunt suprimate sau ocolite [54].

Bacteria Gram pozitiva Paenibacillus larvae, care formeaza spori, este agentul cauzal al
loci americane, un agent patogen periculos pentru larvele de albine Apis mellifera. Aceasta este
cea mai raspandita dintre bolile larvelor de albine. Larvele tinere (din primul si al doilea stadiu)
sunt foarte susceptibile la aceastd boala, ingestia a doar 10 spori infectiosi fiind suficientd pentru
a provoca mortalitatea [160]. Bacteria Paenibacillus larvae este rezistenta la antibiotice, cea ce
complica tratatea bolii. In prezent sunt cunoscute mai multe metode de combatere a acestei
maladii. Astfel, studile efectuate pe larve infectate in vitro si, de asemenea, pe stupi in camp au
demonstrat ca fagii au un efect profilactic, prevenind infectia si, de asemenea, un efect curativ,

ajutand la anihilarea infectiei. Fagii Paenibacillus larvae par sa fie siguri de utilizat si eficienti
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ca tratament pentru AFB, iar interesul fata de acestia In urmatorii ani va continua sa creasca
[148]. De asemenea pentru profilaxiaa si combaterea Paenibacillus larvae pote fi administrata in
dieta familiilor de albine si amestecului de biomasa de Streptomyces canosus CNMN-Ac-04 cu
pudra de zahar in raport de 1,8-2,2 g. BAU la 100g pudra de zahar o singura data in cantitate de
100 g amestec la familie [120].

Pentru detectarea si studierea agentilor patogeni ai aspergilozei si locii americane si
europene au fost prelevate probe din stupine de albine. Au fost prelevate probe din stup, dar si
din cadavrele larvelor si albinelor pentru depistarea agentilor aspergilozei (Aspergillus spp.). Din
camerele de miere si din camerele 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 razuita din faguri cu o lingurita. Prelevarea probelor a fost efectuata, in
martie si mai. Toate probele au fost prelevate in vase sterile si studiate in laborator. Dupa dilutii
succesive probele au fost inoculate in cutii 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 cultura pura.

In rezultatul examindrii la microscop au fost depistate tulpini de fungi din genul
Aspergillus, Penicillium, etc. De asemenea au fost depistate diferite genuri de bacterii, au

predominat insa bacteriile din genul Bacillus (Fig. 3.1).

Fig. 3.1. Aspectul microorganismelor izolate din stupine.

Pentru cercetari ulterioare au fost selectate tulpinile Aspergillus niger, Aspergillus flavus, agenti
patogeni ai aspergilozei si Paenibacillus larvae, agentul patogen al locii americane, agentul
patogen al locii europene, care au fost minutios examinate si studiate particularitatile lor
morfologice si culturale. Tulpina Melissococcus plutonius agentul patogen al locii europene, nu a
fost depistata in stupinile de albine studiate.

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, riversul caramiziu. Indltimea coloniilor 1,0-2,0 mm, cresterea liniara
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0,25-0,3 cm/zi. Maciuliile conidiale sunt mari de culoare neagra, initial au forma rotunda, iar
apoi se dezvolta radial, la maturizare se disperseazd in mai multe parti. 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. (3.2)

[
Fig. 3.2. - Aspectul coloniilor Aspergillus niger

_—

Pe mediul agarizat Cezapek 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 ambundente, conglomerate, de culoare neagra sau cu nuante cafenii, concentrate in
centrul coloniei, la inceput sferic, apoi radiar. Conidioforii variaza intre 1,5 - 3,0 um inaltime, 15
- 20 pum latime, incolori sau cafenii in partea superioara. Sterigmele cafenii, bietajate. Conidiile
sferice, 45 um in diametru, cafenii, cu invelis bine evidentiat, rugos. Reversum incolor. Exudatul
lipseste. Mirosul tipic de mucegai.

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 texturd aspra, provin din hife, pe care sunt fialidele in doua randuri, spori

rotunzi, netezi de culoare verzuie cu dimensiuni de 3-6 um (Fig. 3.4 (1), Fig. 3.5).
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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, sporulente, reversul
caramiziu. Conidioforii incolori, fialide in doud randuri, sporii rotunzi, netezi sau slab rugosi,
verzui, dimensiune de 3-6 um (Fig. 3.3 (2), Fig. 3.4).

Dezvoltarea optimala a culturii se manifesta la temperatura de 25...29°C.

Fig. 3.4. Aspectul coloniilor tulpinii Aspergillus flavus (1 -dupa 4, 2- dupa 14 zile de
cultivare pe mediul de culturi malt-agar)

Fig. 3.5. Morfologia celulelor tulpinii Aspergillus flavus

Paenibacillus larvae este o bacterie Gram pozitiva, formeaza spori, este agentul cauzator
al locei americane (AFB), cea mai devastatoare boald bacterianad a albinei. Cultivata pe mediul
BHI Difco formeaza colonii rotunde de culoare gilbuie (Fig. 3.5(1)), marginea neteda, profilul
usor convex, consistenta vascoasd, gradul de transparenta opac, aspectul coloniei — netea
lucioasd. La examinarea microscopica s-a constata ca: forma celulelor - bacili grosi solitari sau
cate 2, dupa o perioada indelungata de timp pe mediul agarizat bacilii se ingroasd, mai mult
solitari, formeazi spori (Fig. 3.5 (2)). Tulpina creste bine la temperatura de 30-36°C pe mediul

nutritiv mentionat anterior (BHI Difco), dar de asemenea creste si pe mediul agar-nutritiv.
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Fig. 3.6. Tulpina Paenibacillus larvae: 1- colonii, 2 - bastonase (dupa 2 zile de cultivare), 3 —
bastonase si spori ( dupi 1 luna de pastrare pe mediul agarizat).

%

Tulpinile selectate au fost utilizate In cercetarile ulterioare in calitate de cultura test.

3.2. Identificarea tulpinilor de micromicete cu proprietiti enzimatice semnificative si
eficienta fata de agentii patogeni ai locii americane, locii europene si aspergilozei la
familiile de albine.

Micromicetele se adapteaza usor la conditiile mediul inconjurator, deoarece au
capacitatea de a produce enzime induse, care pot descompune mediul pe care sunt localizate si
de a folosi unele din substantele obtinute ca sursa nutritiva. Datodita proprietdtilor enzimatice
mucromicetele sunt cei mai activi distructori ai diferitor materiale (lemn, beton, textile, cauciuc,
petrol, etc.), cat si a produselor de origine vegetald si animald, fiind considerati ca sanitari ai
naturii. In conditii favorabile si medii specifice micromicetele se dezvolta rapid, formand timp
de 2-3 zile colonii vizibile si bine diferentiate, de dimensiuri, forma si margine diferitd in
dependenta de gen si specie. Coloniile de micromicete se caracterizeaza prin miceliul aerian si de
substrat bine dezvoltat, de diferite culori (alb, galben, brun, roz, verde, negru, albastru, etc.) si
diferite nuante in dependenta de gen si specie [38, 62].

Micromicetele reprezinti sursa principali a biotehnologie moderne. In ultimii ani pentru
producerea unui spectru larg de substante bioactive se utilizeaza cu succes microorganismele,
fapt determinat de caracteristicile tehnologice pretioase: ciclul scurt de dezvoltare, posibilitatea
cultivarii in conditiile reglarii si obtinerii sistemelor enzimatice cu o componenta prognozata a
unei cantitdfi nelimitate de diferite substante bioactive. Un rol aparte il au micromicetele din
genul Penicillium. Micromicetele din genul Penicillium cu proprietati biosintetice semnificative
si-a gasit intrebuintarea in medicind si farmaceuticd, precum si pentru obtinerea substantelor
bioactive utilizate in diferite ramuri ale economiei [15, 77, 174].

Mucegaiurile produc pentru industria farmaceutica compusi deosebiti de importanti,
precum antibioticele si enzimele cu rol terapeutic, dar pot fi si patogeni periculosi pentru om,
plante, insecte s.a. Totodata micromicetele (mucegaiurile) sunt un pericol pentru om, plante

animale, insecte, provocand diferite maladii periculose ce pot fi letale in anumite cazuri.
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Mucegaiurile inferioare ce afecteaza albinele se caracterizeaza prin miceliu aseptat,
colonii ce se dezvolta rapid, au aspect paslos si culori alb, bej, cenusiu, brun, sunt extinse, avind
tendinta de a ocupa tot spatiul disponibil. Rezistenta albinelor la imbolnaviri cu astfel de
patogeni se datoreaza imunitatii naturale si dobandite, efectului antibiotic al secretiei glandelor
salivare si fitocidelor, bactericidelor si fungicidelor din nectarul si polenul plantelor. De
asemenea albinele adulte "poartd" in intestinul mediu spori ai agentilor patogeni, care
prolifereaza cand albinele nu dispun de hrana de calitate, cand au organismul uzat si cand
conditiile din stup nu sunt corespunzatoare [57, 101] .

Raspandirea agentilor patogeni se produce prin intermediul albinelor, trantorilor,
parazitilor albinelor, pradatorilor familiei de albine, apei, mierii si pasturei infectate, fagurilor cu
puiet, miere sau pastura ramelor, componentelor stupilor, adapatoarelor, hranitoarelor, utilajelor
si uneltelor apicole si apicultorului.

Aspergiloza (puietul pietrificat) este o boald micotica provocata de Aspergillus flavus si
mai rar de Aspergillus niger. Aspergiloza poate aparea in tot cursul sezonului activ, fiind
favorizata de excesul de umiditate. Miceliul se dezvolta in celule, ce poate fi confundat cu
polenul galben-verzui. El se intinde pe suprafata fagurelui sub forma de insule. Infestarea se
realizeaza odatd cu recoltarea polenului. Puietul bolnav se deshidrateazd pana cand are o
consistentd durd, se acopera cu un mucegai galben-cenusiu, apoi verzui. La albinele adulte,
miceliul de nuantd verzuie apare pe suprafata corpului, in spatiile dintre inelele abdominale.
Albinele bolnave de aspergiloza devin la inceput nelinistite, apoi prezintd miscari anormale, cad
de pe faguri, nu pot zbura, paralizeaza si mor. In forma incipientd a bolii se transvazeaza
familiile in alti stupi cu faguri noi, se topesc fagurii vechi, se dezinfecteaza intregul utilaj si se
aplicd tratamentul specific pentru loca americana. Daca albinele adulte sunt afectate, familia de
albine se arde [70, 71, 72].

Aceastd boala este foarte periculoasa Intrucat poate provoca afectiuni pulmonare si la om.
Este cunoscut ca agentii antimicrobieni interferd cu procesele specifice, esentiale pentru
cresterea si diviziunea agentilor patogeni: bacterii, fungi. Ei pot fi grupati ca inhibitori ai
peretelui celular bacterian si fungic, ori ca inhibitori ai functiei membranei citoplasmatice,

inhibitori ai sintezei acizilor nucleici si inhibitori ai functiei ribosomale [38, 128].

a) Selectarea tulpinilor de micromicete cu proprietiti antimicrobiene fata de patogenii locii
americane, locii europene si aspergilozei la familiile de albine.
In prezent se efectueaza multiple cercetiri in obtinerea unor biopreparate ce ar putea

combate aceasta maladie. Cercetarile efectuate de cétre noi au fost efectuate in aceasta directie.
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A fost efectuat screeningul din 22 tulpini de micromicete din CNMN, ce aparfin genului
Penicillium, cu potential antimicrobian cultivate pe mediul malt-agar.

Ca agenti patogeni au fost testate micromicetele Aspergillus niger, Aspergillus flavus si
bacteria Paenibacillus larvae, izolate din stup si bacteria Melissococcus plutonius.

Ca martor au fost testati antibioticii Furazolidon, Tetraciclina si Neomicina.

La efectuarea screeningului au fost parcurse urmatoarele etape:
1. pregatirea mediilor pentru insdmantarea culturilor test si ale tulpinilor de micromicete utilizate

in screening (Fig.3.7).

Fig. 3.7. Pregitirea mediilor de cultura pentru inocularea microorganismelor
2. Insimantarea complexa a 22 de micromicete din CNMN pe mediul malt-agar si cultivarea
timp de patru zile pentru obtinerea unui gazon uniform.
3. Insamantarea culturilor-test Aspergillus niger si Aspergillus flavus in cutii Perti pe mediul
malt-agar si a bacteriilor patogene Paenibacillus larvae si Melissococcus plutonius pe mediul
Brain Heart Infusion agar (BHI Difco).
4. Pregatirea godeurilor pe cutiile Petri Tnsdmantate cu patogeni si a blocurilor de geloza de pe

cutiile Petri dupa 4 zile de cultivare a micromicetelor (Fig 3.8).

Fig. 3.8. Pregatirea blocurilor de geloza si introducerea lor in godeur pe cutii Petri
insimintate cu patogeni.
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5. Difuzia exometabolitilor de micromicete in mediul agarizat timp de 12 ore la temperatura

camerei, apoi cultivarea in termostat la temperatura de 30-36°C, timp de 24 ore pentru bacterii si

la temperatura de 28-30°C, timp de 4 zile pentru fungi.

6. Examinarea si mdsurarea zonelor de inhibitie a patogenului testat.

Rezultatele obtinute n acest screening sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Activitatea antimicrobiana a tulpinilor de micromicete fata de agentii patogeni
al aspergilozei, locii americane si locii 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 20,3 +1,8 21,0£1,5
14 Penicillium sp. 97 32,0+3,2 154 +1,1 150+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 12,0£23 10,2+ 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 19,515
Furazolidon (10 mg 0 0 0
Marto per rondeld)
r, Tetraciclina (30 mg 0 0 20,0+ 1,2
antibi per rondela)
otice Neomicina (15 mg 0 0 22,0+ 1,3
per rondeld)

Din numarul total de micromicete testate sensibilitate fatd 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
dimamerul zonei de inhibitie a fost de 15,5mm. O sensibilitate sporitd fata de acest patogen a

manifestat tulpina Penicillium sp. 97, diametrul zonei de inhibitie fiind de 32 mm.
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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 si 12,0 mm respectiv (Figura 3.9, Figura 3.10). Preparatul testat furazolidon, ce poseda
proprietati antifungice nu a manifestat activitate fatd de patogenii de aspergiloza Aspergillus

niger si Aspergillus flavus.

2

Fig. 3.10. Zonele de inhibitie a patogenului Aspergillus niger sub actiunea exometabolitilor
micromitetelor studiate: 1) Penicillium sp. 62; 2) Penicillium sp. 97.

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

patogenii genului Aspergillus comparativ cu preparatul furazolidon. Tulpina Penicillium sp. 62,

poseda o sensibilitate sporita 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.
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favus (zona de ingibitie 32,0 mm) si este sensibild fata de A. niger (zana de inhibitie 15,0 mm)
(Figura 3.11) [136, 167].

® Aspergillus flavus ~ ® Aspergillus niger

35 1
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5_
a— | | | |

Furazolidon P.sp. 62 P.sp. 97 P.sp.104 P.sp.11

Fig. 3.11. Zonele de inhibitie a patogenilor A. niger si A. flavus sub actiunea
exometabolitilor de Penicillium.
Rezultatele prezentate in Tabelul 3.1. ne demonstreaza ca, din 22 tulpini de micromicete
testate proprietati antibacteriene fatd de P. larvae si Melissococcus plutonius poseda 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). Astfel, diametrul zonelor
de inhibitie formate de catre tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 110 sunt la un nivel cu

martorul tetraciclina si putin mai mici decit zonele de inhibitie a neomicinei (Fig. 3.12).

Fig. 3.12. Zonele de inhibitie a patogenului P. larvae: 1 - centru tetraciclina,

dreapta Penicillium sp. 62; 2 - centru neomicina, stinga — Penicillium sp. 104.
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Conform rezultatelor prezentate 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 fata de acest patogen au manifestat si tulpinile

Penicilliu sp. 62 si Penicillium sp. 97 cu zone de inhibitie de 15,0 mm [133, 138].

b) Selectarea tulpinilor de micromicete dupa criteriul activitatii catalazei.

Micromicetele sunt cunoscute ca producdtori semnificativi de substante bioactive ca
vitamine, enzime si antibiotice. Enzimele sunt catalizatorii tuturor reactiilor biochimice din
organismele vii. Miliardele de celule din corpurile vii sunt constant amenintate de compusii
chimici cunoscuti sub numele de radicali liberi. Atunci cand aceste molecule se acumuleaza la
nivelul organismului, ele sunt capabile sa deterioreze celulele si materialul genetic, ceea ce poate
duce la diviziune celulara anormala, sau pieirea organismului. Pentru anihilarea radicalilor liberi
sunt utilizati antioxidanti dintre care fac parte enzimele oxidative (catalaza, superoxidismutaza,
etc). Anume enzimele oxidative joacd un rol important in anihilarea radicalilor liberi din
organismele vii [92, 93]. Rectiile produse in celula pot provoca modificari oxidative, care duc la
deteriorarea celulelor. Celulele au dezvoltat mai multe mecanisme de apdrare antioxidanta,
precum enzime, metaboliti, vitamine. Pentru anihilarea radicalilor liberi sunt utilizati antioxidanti
dintre care enzimele oxidative (catalaza, superoxidismutaza, etc). catalaza este una dintre
enzimele antioxidante , care atenuiaza stresul oxidativ, prin distrugerea peroxidului de hidrogen
celular in rezultatul céruia se produce apa si oxigen. Astfel, enzimele oxidative joaca un rol
important in anihilarea radicalilor liberi din organismele vii [61, 108].

Reiesind din cele mentionate la selectarea micromicetelor ca producdtori de substante
bioactive pentru testarea asupra albinelor s-a tinut cont de acest lucru.

Astfel, a fost efectuat screeningul din 22 tulpini de micromicete dupa criteriul de sinteza a
catalazei. Tulpinile de micromicete luate in studiu au fost cultivate submers in baloane
Erlenmayer de 500 ml cu cate 100 ml mediu nutritiv, timp de 6 zile, la temperatura de 28-30°C,
prin agitare continud. Componenta mediului nutritiv (%): KNO3 - 0,5; glucoza — 4,0; NaHPO4 —
0,15; Ky;HPO4 x 3H,0 — 0,25; MgSO4x7H,0 — 0,5; Fe;SO4 x 7 H,O — 0,001; CaCOs- 0,2;
extract de drojdii — 0,5, pH — initial 6,0-6,2, restul apa distilatd pana la 1 L. Dupa separarea
biomasei de lichidul cultural a fost determinata catalaza prin metoda titririca.

Rezultatele obtinute in aceste cercetari sun prezentate in Tab. 3.2.
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Tabelul 3.2. Activitatea catalazei tulpinilor de micromicete obtinute in rezultatul
screeningului

Ne d/o Tulpinile testate Activitatea catalazei, U/ml
1 Penicillium sp. 11 231,1+10,0
2 Penicillium sp. 19 116,6+4,5
3 Penicillium sp. 32 0
4 Penicillium sp. 52 9,5+0,5
5 Penicillium sp. 62 28,0+0,5
6 Penicillium sp. 78 8,0+0,2
7 Penicillium sp. 79 10,2++0,3
8 Penicillium sp. 80 7,2+0,2
9 Penicillium sp. 81 1,7+0,1
10 Penicillium sp. 83 8,8+0,2
11 Penicillium sp. 88 21,6+£0.4
12 Penicillium sp. 93 8,3+0,2
13 Penicillium sp. 91 0
14 Penicillium sp. 97 0
15 Penicillium sp. 100 3,0
16 Penicillium sp. 101 0
17 Penicillium sp. 102 9,7+0,3
18 Penicillium sp. 103 7,3+0,2
19 Penicillium sp. 104 10,0+0,5
20 Penicillium sp. 106 7,3+-.2
21 Penicillium sp. 109 5,7+0,2
22 Penicillium sp. 110 1,8+0,2

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

Deci, lichidul cultural al tulpinilor Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19 si Penicillium
Sp. 62 ar putea fi utilizat In scopul anihilarii radicalilor liberi ce se formeaza in organismele vii.

De asemenea putem constata ca, tulpinile ce posedd proprietati semnificative
antibacteriene (Penicillium sp. 91) sau antifungice (Penicillium sp. 97) nu au manifestat
activitate catalazica in lichidul cultural.

Astfel, reiesind din rezultatul cercetarilor obtinute in cele doud screeninguri efectuate
dupa criteriul proprietdtilor antimicrobiene, cat si activitatii catalazei pentru cercetarile ulterioare

au fost selectate tulpinile: Penicillium sp. 11; Penicillium sp. 19; Penicillium sp. 62 ce au
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manifestat o activitate catalazitd semnificativa, totodata tulpinile Penicillium sp. 11 si
Penicillium sp. 62 manifesta si activitate antimicrobiana semnificativa.

Tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 97 ar putea prezenta interes in profilaxia si
combaterea patogenului Paenibacillus larvae, totodata tulpina Penicillium sp. 97 poate fi
utilizata si in profilaxia si combarerea aspergilozei (Aspergillus niger, si Aspergillus flavus).

Astfel, in continuare au fost selectate mediile de culturd agarizate pentru tulpinile
Penicillium sp. 11; Penicillium sp. 19; Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91 si Penicillium sp.
97, pentru a obtine cresterea cea mai buna si o sporulare abundentd, cea ce ar permite obtinerea
optima a substantelor bioactive, precum catalaza si produse cu activitate actimicrobiana.

3.3. Selectarea mediilor de cultura a micromicetelor cu potential enzimatic si antimicrobian
semnificativ.
Microorganismele utilizeaza diferite substante chimice din mediul de culturd, fie ca sursa

de energie, fie ca material de constructie pentru crestere si multiplicare, producand modificari ale
mediului initial (disparitia unor substante din mediu, aparitia unor produsi noi, modificari de pH,
producere de gaze etc.). Aceste modificari reflectd natura echipamentului enzimatic si deci,
indirect particularitatile genetice ale microorganismelor respective. Mediile sintetice au o
compozitie chimica definita si nu contin nici un factor de crestere. Ele prezintd un avantaj major
pentru studiile de determinare a capacitatii si a ratei de metabolizare a unui compus chimic al
mediului, deoarece diferitele sale componente, in proportie bine determinatd se pot doza cu
precizie dupa dezvoltarea culturii. Diferenta de concentratie semnifica gradul de utilizare a
substantei respective. Aceste medii ofera posibilitatea de a izola si reproduce cresterea culturilor
in conditii de laborator. Componenta mediilor sintetice se stabileste in dependentad de capacitatile
biosintetice si necesitdtile culturilor care vor fi cultivate. De asemenea se tine cont si de
capacitdtile biosintetice specifice a microorganismelor, unele pot utiliza in calitate de sursa de
azot sau carbot numai anumite substante chimice, fard de care cultivarea lor in conditii de
laborator nu este posibila. De aceea nu exista o retetd de mediu care sd raspundd necesitatilor
nutritive ale tuturor microorganismelor cultivate. Mediile uzuale constituie suportul nutritiv
pentru un mare numar de microorganisme. Pentru izolarea si cultivarea micromicetelor sunt
utilizate mai multe medii nutritive, care permit cresterea majoritatii micromicetelor, dintre care:
Malt-agar; Czapek; Sabouraud Glucose Agar ; Amidono amoniacal; mediul Waksman s.a. [2, 66,
87, 99, 107, 158, 159].

Peptonele din Sabouraud Glucose Agar sunt o sursa de factori care sustin cresterea
azoticd. Glucoza utilizatd Tn mediile nutritive asigurd o sursd de energie pentru cresterea
microorganismelor. Concentratia ridicatd de glucozad asigurd un avantaj pentru cresterea

micromicetelor (stabile din punct de vedere osmotic), in timp ce majoritatea bacteriilor nu
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tolereazd concentratia ridicati de zahar. In plus, valoarea redusi a pH-ului din mediile
mentionate este optima pentru micromicete, dar nu si pentru multe bacterii [107]. Conform
datelor stiintifice mediul nutritiv joaca un rol important in cresterea si dezvoltarea
micromicetelor si poate modifica proprietatile morfo-culturale si biosintetice ale culturii [85, 94,
166, 180].

Reiesind din cele mentionate pentru selectarea mediului optim de cultura a tulpinilor
selectate, ce poseda activitate antimicrobiand 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.

Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 62 si descrierea lor sunt descrise in Fig.3.13, Tab. 3.3.

Durata de Mediul de cultura
cultivare

Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-
amoniacal

4 zile

7 zile
(fata)

7 zile

(revers)

14 zile
(fatd)

14 zile
(revers)

Fig. 3.13. Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 62 cultivate pe mediile de cultura:
malg-agar, Czapek, Sabouraud, amidono-amoniacal.
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Tabelul 3.3. Particularititile morfo-culturale ale tulpinii P.sp. 62 cultivati pe diferite medii
nutritive in dependenta de durata de cultivare.

Durata de Mediul agarizat
cultivare
(zile) Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-amoniacal

4 Diametrul coloniei - | Diametrul Diametrul Diametrul coloniei -
1,4-1,5cm.  Culoarea | coloniilor 0,4 cm. | coloniei 1,1-1,3 | 1,0 cm. Culoarea
initial  alba, apoi | Culoarea verde- | cm, culoarea coloniei galben-
verde-albastrie. Forma | albastrie. Forma | verde galbuie, verde, neregulata,
neregulatd,  profilul | neregulata. rugoasa. Forma | rugoasa. Profilul
umbonat, margimea | Profilul umbonat, | neregulata, convex. Bordura alba
ondulata. Cu o | marginea umbonata, cu o cu d- 2mm. Reversul
bordura alba de 3mm. | ondulata. Bordura | bordura alba de caramiziu cu nuante
Reversul — cafeniu | alba de 2mm. |4-5mm. Reversul | de roz.
deschis. Reversul verzui. | gélbui.

7 Diametrul coloniei - | Diametrul Diametrul Diametrul coloniei-
3,0-3,5cm.  Culoarea | coloniei — 2,3-2,5 | coloniei 2,3-2,5 | 2,4-2,5cm, culoarea
verde intunecat. Spori | cm. Culoarea | cm, verde | verde inchis, foarte
verzi. Forma rotunda, | verde 1intunecat, | intunecata, in | sporulente, miceliul
profilul plat, marginea | rugoasa,  forma | centru galbena, | catifelat, forma
intreagd cu o bordurd | neregulata, rugoasa, neregulata, profilul
alba de 2mm. | profilul plat, | umbonata, foarte | plat. Marginea
Reversul cafeniu | marginea sporulenta, ondulata, pufoasa.
deschis. ondulata. Bordura | neregulata. Reversul roz, spre

albd de 2mm. | Bordura alba de | centru verzui.
Reversul cafeniu- | 2 mm, pufoasa.
visiniu. Reversul

caramiziu.

14 Diametrul coloniei — | Diametrul Diametrul Diametrul coloniei
3,5 - 4,0 cm, culoarea | coloniei — 2,5-3,0 | coloniei 2,5 cm, | 2,5cm, culoarea verde
verde inchis. Foarte | cm, verde inchis, | verde intunecat, | inchis, foarte
pufoase si sporulente. | rugoasa, rugoasa, sporulenta, forma
Colonii rotunde, plate, | neregulata, plata, | neregulata neregulata, profilul
bordura alba de 2mm. | foarte sporulentd. | sporulenta. plat, marginea
Reversul caramiziu. Marginea Marginea ondulata. Reversul

ondulata, bordura | ondulata, foarte | roz cu nuante de
galbena de Imm. | sporulenta. verde, mai intens spre
Reversul  rosu- | Reversul centru.

viginiu. Coloreaza | caramiziu.

mediul in rosu.

Confor descrierii particularitatilor morfo culturale ale tulpinii Penicillium sp. 62

prezentate n Tabelul 3.3, Figura 3.13, tulpina creste bine pe toate 4 medii agarizate testate: Malt-
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agar; Czapek; Sabouraud si amidono-amoniacal. Diamertul coloniilor tulpinii testate pe mediul
malt-agar dupa 14 zile de cultivare este de 4 cm, pe mediul Czapek de 3 cm, iar pe mediile
Sabouraud si Amidono-amoniacal de 2,5 cm. Pe primele 2 medii si sporularea tulpinii este mai
intensa. Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 97 cultivata pe mediile agarizate malt-agar,
Czapek, Sabouraud si amidono-amoniacal sunt prezentate in Fig. 3.14, iar descrierea acestora

este prezentata in Tab. 3.4.

Durata Mediul de cultura
de
cultivare

Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-
amoniacal

4 zile

7 zile
(fatd)

7 zile

(revers)

14 zile
(fatd)

14 zile

(revers)

Figura 3.14. Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 97 cultivate pe diferite medii de
cultura (Malt-agar, Czapek, Sabouraud, amidono-amoniacal) .
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Tabelul 3.4. Particularitatile morfo-culturale ale tulpinii Penicilliu sp. 97 cultivati pe
diferite medii in dependenta de durata de cultivare.

Durata Mediul agarizat
de Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-
cultivare amoniacal
(zile)
4 Diametrul coloniei | Diametrul coloniilor | Diametrul coloniei | Diametrul
- 17 1,8 cm. | 0,8-0,9 cm. Culoarea | 1,0-1,1cm, culoarea | coloniei-0,2-0,3
Culoarea  verde- | verde-inchis spre | verde spre centru | cm. Culoarea
intunecatd. Forma | centru  galbena. galben, catifelatd, | alba, circulara,
umbonatd, profilul | Forma  neregulatd. | rugoasa, circulard, | marginea
umbonat, Profilul  umbonat, | marginea intreaga, | intreagd, rugoasa.
margimea ondulata. | marginea ondulata. | profilul putin | Profilul  convex.
Cu o bordura alba — | Bordura alba de | convex, bordura | Reversul
gilbuie de 3mm. | 2mm. Reversul | alba de 4-5mm. | caramiziu
Reversul — cafeniu | verzui. Reversul
deschis. caramiziu.
7 Diametrul coloniei | Diametrul coloniei — | Diametrul coloniei | Diametrul
- 25 3,2 cm. | 2,3-2,5 cm. Culoarea | 2,0-2,5cm, culoarea | coloniei - 2,0-2,5
Culoarea verde | verde intunecat, | verde intunecat, in | cm, culoarea
intunecat, rugoasa, forma | centru galbena, | verde inchis,
catifelata, forte | neregulata, profilul | rugoasa, profil usor | foarte sporulenta,
sporulentd,  spori | plat, marginea | convex, neregulata, | miceliul catifelat,
verzi. Forma | ondulata. = Bordura | sporulenta. Bordura | forma circulara,
neregulata, profilul | galbuie — 1mm. alba 2mm, foarte | marginea
plat, marginea cu | Reversul rosu. | pufoasd. Reversul | intreagd, profilul
hife  impleticite. | Coloreaza  mediul | caramiziu cu | plat. Reversul roz,
Reversul agarizat in rosu. nuante roz. spre centru mai
caramiziu. intunecat.
14 Diametrul coloniei | Diametrul coloniei — | Diametrul coloniei | Diametrul
3,5 4,0 cm, | 3,0-4,0 cm, culoarea | 2,5 3,0cm, culoarea | coloniei  2,5-3,0
culoarea verde | verde intunecat, | verde intunecat, | cm, verde inchis,
inchis, catifelata, | catifelata, rugoasa, neregulatd | foarte sporulenta,
sporulenta, neregulata, plata, | sporulenta. circulard,  plata
neregulata, plata, | sporulenta. Marginea | Marginea ondulata. | catifelata,
marginea dintatd. | ondulata. Reversul | Profilul usor | marginea
Reversul caramiziu | rosu visiniu. convex. Reversul | intreaga. Reversul
spre centru cu roz. | Coloreazd  mediul | cdramiziu, alocuri | roz. Coloreaza
agarizat in rosu. roz. mediul in roz.

Conform datelor prezentate in Fig. 3.14 si Tab. 3.4 tulpina Penicillium sp. 97 creste si se

dezvolta bine pe toate 4 medii de cultivare testate. Mediile malt-agar si Czapek insd, pentru

aceasta tulpind, sunt mai prielnice pentru cultivare, deoarece creste si sporuleaza mai repede. Pe
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aceste medii a fost inregistrat si diametrul maximal al coloniilor de 3,5 - 4,0 cm, cat si o

sporulare mai intensa.

Tulpina Penicillium sp. 91 cultivata pe mediile de culturda mentionate a demonstrat de

asemenea ca cea mai reusitd variantd este cultivarea tulpinii pe mediul malt-agar. Colonile

tulpinii Penicillium sp.91, cultivata pe diferite mediile agarizate sunt prezentare in Fig. 3.15, iar

descrierea acestora in tab. 3.5.

Durata de
cultivare

Mediul de cultura

4 zile de
cultivare

7 zile
(fatd)

7 zile

(revers)

14 zile
(fatd)

14 zile

(revers)

Malt-agar

Czapek Sabouraud

Amidono-

amoniacal

Fig. 3.15. Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 91 cultivate pe diferite medii agarizate:

Malt-agar; Czapek; Sabouraud; Amidono-amoniacal.

In tab. 3.5 sunt descrise modificarile particularitatilor morfo-culturale ale tulpinii

Penicillium sp. 91, pe mediile malt-agar, Czapek, Sabouraud, Amidono-amoniacal ce au fost

cultivate timp de 14 zile.
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Tabelul 3.5. Particularititile morfo-culturale ale tulpinii Penicillium sp. 91, cultivati pe

diferite medii, in dependenta de durata de cultivare.

Durata de Mediul agarizat
cultivare Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-
(zile) amoniacal
4 Diametrul coloniei | Diametrul Diametrul Diametrul coloniei-
- 35 - 45 cm. | coloniilor 2,5 cm. | coloniei 3,0-3,5 | 2,0-2,5 cm, culoarea
Culoarea  verde- | Culoarea galbena, | cm, culoarea | verde intens, spori
gilbui, forma si|la mijloc alba, | verde albicioasd, | galbeni, neregulata,
marginea rizoida, | foarte pufoasd si | rugoasd, cu spori | rugoasa. Profilul
foarte sporulentd si | sporulentd. Forma | verzi, forma si | convex. Bordura
rugoasd,  profilul | rizoidala. Profilul | marginea albd cu d - 5 mm.
convex. Cu o | ombilicat, rizoidala, profilul | Marginea dintata
bordura alba de 4- | marginea  rizoida | convex. Marginea | Reversul verzui.
5mm. Margine cu | foarte sporulenta. | albdi cu  spori
spori. Reversul — | Bordurd alba de |verzi. Reversul
caramiziu. 5mm. Reversul | galben deschis.
transparent.
7 Diametrul coloniei | Diametrul coloniei | Diametrul Diametrul coloniei-
4,3 50 cm. |- 25-3,0 cm. | coloniei 4,5- 4,0-5,0cm, culoarea
Culoarea verde | Culoarea  galben | 5,0cm, culoarea verde galbui, foarte
deschis cu nuante | verzui, foarte | verde cu hife albe | sporulent, sporii
galbui, rugoasa, | rugoasd, forma si | in centru, spori repartizati  uniform,
forma si marginea | marginea rizoida, | verzi, rugoasa, neteda, catifelata,
rizoidala, profilul | profilul ombilicat, | forma si marginea | forma  neregulata,
convex. Reversul | foarte sporulenta. rizoida, convexa, | profilul umbonat,
caramiziu. Reversul in centru sporii marginea  dintata.
transparent cu | lipsesc. Reversul | Reversul verde suriu.
nuante verzui. caramiziu.
14 Diametrul coloniei | Diametrul 2,8 -3,2 | Diametrul 5,0-5,5 | Diamertul  coloniei
5,0 6,0 cm, | cm, culoarea | cm, rugoasd, | 5,0 cm, culoarea
culoarea verde | galben-verde, culoarea verde, la | verde inchis, foarte
deschis, rugoase si | foarte rugoasd, | mijloc hife albe | sporulenta,
foarte  sporulente, | profilul convex, | fara spori, sporii | catifelata, forma
forma i marginea | forma §i marginea | verzi, forma | neregulata, profilul
rizoidala, profilul | rizoida, foarte | neregulat, umbonat, marginea
convex. Reversul | sporulenta. marginea rizoida | dintata. Reversul
caramiziu inchis. Reversul caramiziu | foarte sporulenta. | verde-suriu.

cu nuante de roz si
o bordura roza.

Reversul
caramiziu.

Penicillium sp. 91 creste si se dezvoltd bine pe toate mediile testate. Mediul optim insa,

pentru cultivarea micromicetei Penicillium sp. 91, conform diametrului coloniilor (5,5 - 6,0 cm)
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si gradului de sporulare (foarte sporulente), este mediul malt-agar. Pe acest mediu tulpina data se
dezvoltd mai repede si mai bine, pe cind pe mediul amidono-amoniacal cresterea si dezvoltarea
tulpinii este mai lenta.

In rezultatul cultivarii tulpininii Penicillium sp. 11 pe diferite medii de culturd s-a
demonstrat ca, cea mai reusita varianta este cultivarea tulpinii pe mediul malt-agar (Figura 3.16).
Pe parcursul a 14 zile de cultivare pe mediul malt-agar tulpina Penicillium sp. 11 isi modifica
culoarea, forma, sporularea, reversul. Astfel, in final tulpina formeaza colonii de 4,0— 5,0 cm,
bombate, hifele impleticite spongios, sporularea foarte intensd, marginea neteda. Maciuliile
conidiale abundente, conglomerate, galben-verzi. Culoarea coloniilor la inceput galben - verde,
oranj sau alba in centru roza, apoi verde-caramiziu cu nuante de roz, marginea galbend sau
incolora (0,5cm). Reversul de culoare castanie sau caramizie. Sporii rotunzi cu marginea neteda.
Miros tipic de mucegai.

Pe mediul Czapek coloniile sunt bombate la mijloc, impleticite spongios, culoarea verde-
surie, galbena cu nuante roze. Treptat culoarea se schimba in verde-caramiziu la centru cu
nuantd violet - brun. Marginea galben-deschis, apoi incolora (0,3 cm). Maciuliile conidiale de
culoare verde. Sporii rotunzi cu marginea neteda. Reversul de culoare caramizie sau galben-brun.

Miros tipic de mucegai.

Fig. 3.16 Colonii ale tulpinii Penicilliul sp. 11 dupa 14 zile de cultivare pe diferite medii de
cultura (1- malt-agar; 2 — Czapek; 3 — Sabouraud; 4 — amidono-amoniacal).
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Pe mediul Sabouraud tulpina creste bine, formeaza colonii mari de 3 - 4 cm, culoarea
initial albd apoi caramizie cu nuante verzi, la mijloc miceliul mai dezvoltat, marginea neteda cu o
bordura galbuie sau caramizie de 3-5mm, riversul caramiziu. Miros tipic de mucegai. Sporii
rotunzi netezi sau rugosi de culoare verzuie.

La tulpina Penicillium sp. 19 cultivata pe mediile agarizate luate in studiu a demonstrat o
crestere abundenta pe toate cele 4 medii testate (Fig 3.17).

Pe mediul malt-agar tulpina formeaza colonii cu diametrul de 2,5 - 3,5 cm, culoarea
galbena la mijloc galben-verzuie. Coloniile initial sunt de culoare alba, apoi la mijloc apare
culoarea galbena treptat devine verzuie, riversul initial oranj treptat devine cafeniu-orangat,

marginea regulata, foarte pufoase si sporulente. Exudatia abundenta, culoarea picaturilor oranj.

[ 4
-0 N

Figura 3.17. Aspectul coloniilor tulpinii Penicillium sp. 19, dupa 7 zile de cultivare pe
diferite medii de cultura (1 malt-agar, 2 — Czapek, 3 — Sabouraud, 4 — amidono-amoniacal).

Conidioforii formeaza un manunchi compact, au marimea de 25-50 X 2,5-35 mcm, pereti
netezi. Penele sunt tipic biverticilate si simetrice, alcdtuite din 10-12 metule cu marimea de 10-
12 x 1,8-2,2 mcm, cu 7-9 sterigme (12-15 x 1,5-2,2 mcm), ascutite la varf. Conidiile sferice (2,5-
3,0 mcm) sau elipsoidale (2,0-3,0 x 2,0-2,8 mcm), netede, de culoare verde inchis ce formeaza
lanturi lungi.

Cultivata pe mediul mediu Czapek tulpina Penicilliu sp. 19 formeaza colonii cu diametrul
de 1,5-2,5 cm. Initial culoarea este alba, apoi galbend cu nuante verzui, forma regulatad foarte
pufoase, sporulente. Exudatia in ambundenta, culoarea picaturilor galbena. Conidioforii au pereti
netezi, marime de 25-50 X 2,5-35 mcm. Conidiile sferice sau elipsoidale cu suprafata neteda,
culoarea verde, marimea 2,5-3.0 mcm, formeaza lanfuri lungi. Riversul de culoare oranj-
caramiziu. Mediul Sabouraud de asemenea este benefic pentru cultivarea tulpinii Penicillium sp.
19. Pe acest mediu coloniile au culoarea initial galben deschis, apoi verde galbuie, rotunde,
bombate, cu marginea neteda, riversul caramiziu. Exudatia lipseste sau apar picaturi mici de
culoare galbena. Conidiile sferice sau epsoidale (2-3 mcm), culoarea verde, marginea neteda sau
rugoasa.

In rezultatul cercetirilor efectuate s-a demonstrat ca, 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), insd cea mai
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buna crestere la toate tulpinile studiate a fost inregistrata pe mediul malt-agar. Pe acest mediu, la
toate tulpinile studiate, miceliul aerian a fost mai bine dezvoltat si sporularea mai intensa,
comparativ cu restul mediilor testate. De asemenea o crestere semnificativd au Inregistrat
tulpinile si pe mediul Czapek. Astfel, pentru a evalua activitatea lor antimicrobiana in

dependentd de mediul de cultura, tulpinile mentionate au fost cultivate pe mediul malt-agar si

Czapek. Rezultatele sunt prezentate in Tab. 3.6.

Tabelul 3.6 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 | cultura Aspergillus | Aspergillus | Paenibacillus | Melissococcus
testate flavus niger larvae plutonius
1 | Penicilliu | Malt-agar | 15,5+2,5 0 0 0
msp. 11 Czapek 14,0+ 1,5 0 0 0
2 | Penicilliu | Malt-agar 0 0 0 0
msp. 19 | Czapek 0 0 0 0
3 | Penicilliu | Malt-agar | 29,0+2,5 |285+1,5 155+2,0 16,0+1,5
msp. 62 Czapek 255+1,5 |268+1,8 14,5+1,0 150+ 1,0
4 | Penicilliu | Malt-agar 235+1,5 24,0+1,5
msp. 91 Czapek 22,0+1,6 22,0+2,0
5 | Penicilliu | Malt-agar | 33,5+2,5 15,5+2,0 15,0+ 1,0 15,0+ 2,0
m sp. 97 Czapek 28,0 2,0 14,5 £1,5 125+1,5 135+2,0

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, la toate tulpinile studiate, cultivate pe mediul de
cultura malf-agar activitatea antimicrobiand a fost mai mare comparativ cu mediul Czapek.
Astfel, la cultivarea tulpinii Penicillium sp. 62 pe mediul malt-agar zona de inhibitie a
patogenului Aspergillus flavus este de 29 mm, iar in rezultatul cultivarii pe mediul Czapek de
25,5 mm (Fig. ). De asemenea sensibilitatea fata de patogenii Aspergillus niger, Paenibacillus
larvae si Melissococcus plutonius este mai pronuntata la cultivarea tulpinii pe mediul malf-agar,
comparativ cu mediul Czapek (Tab. 3.6, Fig. 3. 18). 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. Totodata s-a constat cd, 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 la utilizarea tulpinii cultivata pe mediul

Czapek de 14, 5 -15,0 mm.
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Fig. 3.18. Actiunea exometabolitilor tulpinii Penicillium sp. 62 asupra patogenului
Aspergillus flavus in dependenti de mediul de cultivare (dreapta — Malt-agar, stinga —
Czapek), 1-fata, 2 — revers

Activitatea antimicrobiana a tulpinii Penicillium sp. 97, de asemenea, a fost mai inalta la
cultivarea pe mediul malt-agar, comparativ cu mediul Czapek. In rezultatul actiunii
exometabolitilor tulpinii Penicillium sp. 97, obtinute la cultivarea pe mediul Czapek, diametrul
zonei de inhibitie a fitopatogenului Aspergillus flavus a constituit 28 mm, iar in rezultatul
cultivarii tulpinii pe mediul malf-agar diametrul zonei de inhibitie a patogenului mentionat a
variat 1n limitele 33,5 mm (Tab. 3.6, Fig. 3.19)

Figura 3.19. Actiunea exometabolitilor tulpinilor de micromicete asupra patogenului
Aspergillus flavus in dependenta de mediul de cultivare (dreapta — Malf-agar, stinga —
Czapek), 1-fata, 2 - revers

Anterior a fost demonstrat ca, tulpina Penicillium sp. 91 manifesta sensibilitate numai
fatd de bacteriile patogene: Paenibacillis larvae, agentul patogen al locii americane si

Melissococcus plutonius, agentul patogen al locii europene.
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Conform rezultatelor prezentate in Tab. 3.6 activitatea antimicrobiand a micromicetelor
depinde direct de mediul de cultivare si dezvoltare a tulpinii testate.
Rezultatele testarii activitatii antibacteriene a tulpinilor Penicillium sp. 91, cultivate pe

diferite medii nutritive, fata de patogenul Paenibacillus larvae, sunt prezentate in Figura 3.20

ODiametrul zonei de inhibitie

24

23 -
22 ¥ |

19

Neomicina Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-
amoniacal

Fig. 3.20. Activitatea anibacteriana a tulpinii Penicillium sp. 91 fata de Paenibacillus larvae
in dependenta de mediul de cultivare.

Diametrul maximal al zonei de inhibitie a patogenului testat a fost inregistrat la utilizarea
tulpinii cultivatd pe mediul malt-agar si constituie 23,2 mm fatd de 23,0 mm obtinutd de cétre
antibioticul neomicina (23mm) ce a servit ca martor. Zona de inhibitie a patogenului la testarea
tulpinii Penicillium sp. 91 cultivata pe mediul Czapek constituie 22 mm, ce nu diferd substantial
de martor. Cultivarea tulpinii pe mediile Sabouraud, sau amidono-amoniacal a demonstrat o
activitate antibacteriana mai slaba, zona de inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae fiind de
21,0 mm, fata de 23,0 mm, obtinuta in varianta martor. Astfel, putem constata ca, mediul optim
pentru cultivarea tulpinii Penicillium sp. 91, in scopul obtinerii activitatii antibacteriene
maximale, este mediul malt-agar.

In cazul cercetirilor noastre tulpina Penicillium sp. 11 a manifestat o sensibilitate
nesemnificativa fatd de patogenul Aspergillus flavus, zona de inhibitie, la cultivarea pe mediul
malt-agar, constituind 15,5 mm, iat pe mediul Czapek — 14,0mm.

In rezultatul studiului efectuat putem concluziona ci, mediul de culturd optim pentru
tulpinile Penicillim sp. 11, Penicillium sp. 19, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91, Penicillium
sp. 97 este malt-agar. Pe acest mediu a fost obsevata cea mai buna crestere si cea mai intensa
sporulare a tulpinilor mentionate. Totodata tulpinile cultivate pe acest mediu au manifestat o
activitate antimicrobiand mai Inaltd fatd de restul mediilor de culturd testate. Astfel, pentru

cercetarile ulterioare tulpinile mentionate au fost cultivate pe mediul malt-agar [22, 23, 24].
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3.4. Tehnici de obtinere a produselor din micromicete si utilizarea lor ca alternativa a
preparatelor cu actiune bactericida, fungicida si antioxidanta

Micromicetele (mucegaiurile) sunt microorganisme de tip eucariot, monocelulare sau
pluricelulare, diferentiate din punct de vedere morfologic si care se reproduc prin spori formati
numai pe cale asexuatd sau pe cale mixta (asexuata si sexuata). Acestea sunt o sursad inepuizabild
de potentiali producatori de principii bioactive pentru biotehnologie si microbiologie. Un rol
important le revine micromicetelor in producerea enzimelor, care sunt utilizate in diverse
domenii: diagnoza clinica, industria alimentard, industria chimica, farmacologie, textila,
agricultura, epurarea apelor reziduale, etc. [121, 166, 174, 176].

Biosinteza enzimatica a microorganismelor este influentatd atat de componenta mediului
nutritiv, cat si de alti factori fizici si chimici, astfel incat productivitatea produsului preconizat sa
fie maximala. Determinarea si aplicarea valorilor optime ale acestor factori permite nu doar
intensificarea biosintezei, cresterea randamentului si activitatii enzimatice, dar face posibila si
programarea compozitiei componentelor enzimatice in concordantd cu destinatia lor, elaborarea
procedeelor efective de realizare a proceselor biotehnologice [134, 135].

Mediile de cultura sunt un un amestec de saruri si diverse substante de origine organica,
care sustin cresterea si metabolismul microorganismelor in conditii de laborator, dar si
industrial. Ca resurse potentiale pentru biotehnologia microbiologicd pot servi orice compusi
organici, care pot fi adaptati la cerintele specifice ale diferitelor tipuri de microorganisme in
dependenta de scopul propus. Exista tipuri diferite de medii de culturd, inclusiv: medii nutritive -
contin o varietate de nutrienti, cum ar fi carbohidrati, proteine si minerale, pentru a sustine
cresterea microorganismelor; medii selective - contin substante specifice, care inhiba cresterea
anumitor tipuri de microorganisme, permitdnd cresterea doar a anumitor tipuri de
microorganisme; medii diferentiale - contin substante, care permit distingerea diferitelor tipuri de
microorganisme in functie de caracteristicile lor de crestere; medii specifice de imbogatire -
contin substante care stimuleaza cresterea anumitor tipuri de microorganisme [ 94, 158, 174].

Micromicetele (mucegaiurile) sunt microorganisme usor adaptabile, deoarece au
capacitatea de a forma enzime induse in functie de natura substratului pe care se afld. Sunt
microorganisme mezofile, cu temperaturi optime de crestere la 25°C. Un numar restrans sunt
termofile, cele patogene avand temperatura optima la 37°C. Altele sunt adaptate la temperaturi
scazute (0 - 3°C). Microorganismele se dezvolta intr-un domeniu limitat de temperatura minima
si maxima. Daca se depdseste temperatura maxima cu cateva grade se produce moartea celulelor

deoarece are loc denaturarea proteinelor din citoplasma [ 162, 163, 169].
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Tulpinile selectate pe baza activitatii antimicrobiene si a productiei de enzime (P.sp.11,
P.sp.19, P.sp.62, P.sp.91 si P.sp 97) au fost cultivate submers pe medii nutritive optime, pentru a
obtine o cantitate semnificativa de principii bioactive.

Cultivarea s-a efectuat pe agitator cu agitatie continua de 180-200 r/min (Fig.3.21)

Fig.3.21. Cultivarea submersa a culturilor de micromicete pe agitator si obtinerea solutie
de exometaboliti

Studiul nostru si-a propus sd identifice potentiali agenti de biocontrol impotriva
fitopatogenilor majori Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae, in conditii in
vitro. Astfel, in rezultatul screeningul efectuat din 22 tulpini de micromicete din CNMN au fost
selectate 2 tulpini: Penicilliu sp. 91 si Penicilliu sp. 97 cu potential antimicrobian semnificativ.
Tulpinile Penicilliu sp. 91 si Penicilliu sp. 97, care au demonstrat cea mai bund crestere pe
mediul agarizat malt-agar au fost inoculate in mediul lichid malt de bere de 6B si cultivae 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 biomasa s-
a efectuat prin filtrare. Activitatea antibacteriand a solutiilor obtinute a fost testatd in laborator
asupra patogenilor luati in studiu. Astfel, in godeuri de pe cutiile Petri cu patogeni a fost introdus
cite 0,1 ml solutie de exometaboliti ai tulpinilor de Penicillium. Rezultatul obtinut este prezentat
in Tab. 3.7.

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.
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Tabelul 3. 7 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
flavus larvae
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

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, cultivate Tn 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.

Pentru confirmarea acestor rezultate cutiile Petri in care au fost insdmantati patogenii
Aspergillus flavus si Aspergillus niger au fost stropite cu solutie de exometaboliti ai tulpinii

Penicillium sp. 97 pe jumatate de cutie. Rezultatul acestui test sunt prezentate in Fig. 3.21.

Fig. 3.22. Actiunea solutie de exometaboliti ai tulpinii Penicillim sp. 97 asupra patogenilor
1- Aspergillus flavus si 2 — Asperillus niger (a) — martor (netratat, b) — tratat cu solutie de
exometaboliti) dupa S zile de cultivare.

Din imaginile prezentate in Fig.3.22 se vede clar efectul exometabolitilor tulpiniii
Penicillium sp. 97 asupra patogenilor testati. In jumatatea cutii Petri cu patogeni ce a fost tratata
cu solutie de exometaboliti crestrea patogenilor este suprimata sau complet inhibata.

Din rezultatele obtinute putem concluziona ca, tulpinile Penicillium sp. 91 si Penicillium
sp. 97 pot fi considerate ca perspectivi producdtori de substante bioactive cu actiune
antimicrobiand pentru prevenirea si combaterea, Paenibacillus larvae, agent patogen al locii
americane si Melissococcus plutonius, agentul patogen al locii europene, totodata Penicillium sp.
97 manifesta sensibilitate semnificativa si fatd de agentii patogeni ai aspergilozei (A. niger si
A flavus) la familiile de albine.

Conform datelor din literatura de specialitate, pentru profilaxia si combaterea

Paenibacillus larvae, agentul patogen al locii americane si Melissococcus plutonius, agentul
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patogen al locii europene, pot fi utilizate aceleasi preparate, deasemenea asupra acestor patogeni
actioneaza ca inhibitor si bacteriile din genul Bifidobacterium ce se afla in intestinul albinelor
[17, 110].

Astfel, am putea 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
locii europene.

Tulpinile selectate Penicillium sp. 11 si Penicillium sp. 19 sunt depozitate in CNMN ca
perspectivi producatori de catalaza cu cifru Penicillium funiculosum CNMN FD 11 si respectiv
Penicillium piceum CNMN FD 21.

Mediul optim pentru cultivarea submersa a tulpinii P.sp.11 (Penicillium funiculosum 11)
are urmdtoarea componenta (%): glucoza - 4,0; KNO3 — 0,74; NaH,PO, — 0,25; K,HPO,4 — 0,25;
MgSQO4x7H,0 — 0,005; FeSO4x7H,0 — 0,005; extract de drojdii — 1,8, pH initial — 6,6.

Tulpina Penicillium funiculosum 11 a fost cultiva in baloane Erlenmayer de 1 litru in care
s-au introdus 200 ml mediu nutritiv, in conditii de agitare continua (180- 200 r.p.m) la
temperatura de 28...30°C timp de 6 zile. Dupa cultivare, lichidul cultural a fost separat de
biomasa prin filtrare. In lichidul cultural a fost determinata activitatea catalazei. Activitatea
catalazei tulpinii Penicillium sp. 11 pe mediul optim a constituit — 430U/ml.

Tulpina P. sp.19 (Penicillium piceum) a fost cultiva in baloane Erlenmayer de 1 litru in

care se introduc 200 ml mediu nutritiv, in conditii de agitare continua (180 - 200 r.p.m) la
temperatura de 28...30°C timp de 5 zile.
Compozitia mediului nutritiv (%): glucoza — 4,0; NaNO3; — 0,5; K,HPO,4 — 0,5; FeSO4x7H,0 —
0,005; extract de drojdii -1,5; Tween 20 — 2,0 mM/I; solutie de microelemente 1 ml (compozitia
(%): MnSOy4- x 4H,0 — 0,01; NH4M0704 x 4H,0 — 0,01; CuSO,4 — 0,01; ZnSO,- 0,02; CoCl,-
0,02); apa distilata pind la 1 litru, pH initial — 6,2. Separarea lichidului cultural de biomasa s-a
efectuat prin filtrare.

Activitatea catalazei tulpinii Penicillium piceum CNMN FD 21 dupa 5 zile de cultivare a
constituit 600 U/ml.

Tulpina Penicillium sp. 62 este depozitata in CNMN cu cifru Penicillium corylophilum
CNMN FD 20, perspectiv producator de substante bioactive cu potential antimicrobian.

Mediul optim pentru cultivarea submersa a acestei tulpini are urmatoare componentd (g/l):
glucoza — 30,0; NaNO3 —1,0; CaCO3 — 2,0; MgSO4x7H,0 — 1,0; KH,PO,4 — 1,0; extract de
drojdii -10 ml; apa distilata pana la 1 litru; pH initial — 6,0 - 6,2. Dupa cultivarea pe mediul
mentionat timp de 5 zile, la temperatura de 28-30°C, cu agitare continud, lichidul cultural a fost

separat de biomasa prin filtrare. Activitatea catalazei a constituit 55,2 U/ml
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Activitatea semnificativa a catalazei si activitatea antibacteriana a tulpinilor Penicillium
sp. 11, Penicillium sp. 19 si Penicillium sp. 62 au condus la presupunerea ca, solutiile de
exometaboliti ai tulpinilor mentionate ar putea proteja albinele de aspergiloza, totodatd stimuland
dezvoltarea acestora. Astfel, solutiile de exometaboliti ai tulpinilor mentionate au fost testate in
stupine asupra familiilor de albine.

Solutiile de exometaboliti obtinute in rezultatul cultivarii submerse a tulpinilor
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) contin
spori viabili (celule formatatoare de colonii - CFC), ce ar putea dauna organismelor vii
(albinelor), nimerind in intestinul acestora. Pentru inactivarea CFC solutiile de exometaboliti au
fost supuse tratamentului termic.

Moartea, inactivarea celulelor microbiene, este dependenta de numerosi factori biologici
corelati cu natura microorganismelor. Inactivarea termica este dependenta si de starea fiziologica
a celulelor (cele tinere mor mai repede decat cele mature, deoarece contin mai multa apa).
Rezistenta termica a micromicetelor (mucegaiurilor) sub forma de hife, sau spori, este mica,
majoritatea sunt inactivate la temperaturi de 80°C, cei mai rezistenti spori sunt distrusi la 88°C in
10 minute. Temperatura optima de cultivare a micromicetelor variaza in limitele 25-30°C.
Depisirea cu 5-10°C a temperaturilor maxime de cultivare poate avea efect letal, deoarece
aceasta determind inactivarea metabolismului microbian, ca urmare a denaturarii i coagularii
proteinelor [180].

Formele vegetative ale bacteriilor, drojdiilor si micromicetelor sunt inactivate daca se
mentine timp de 10-30 min temperatura de 60 — 80°C. Ascosporii de drojdie si sporii de
micromicete pot sa reziste pana la 80°C timp de 30 de minute.

Endosporii bacterieni (bacterii in forma sporulatd) din genurile Bacillus, Clostridium,
datorita structurii lor specifice si a continutului scazut de apa libera, au rezistenta mai mare la
temperatura mai mare decit temperatura maxima (T > Ty). Pentru inactivarea lor in mediu de
vapori saturati (umed) e necesard o temperaturd de 120°C, timp de 10-20 minute, iar in mediu
uscat necesitd temperatura de 160°C circa 2 ore, sau la 180°C circa 45 minute [180, 159].

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
temperaturd (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-
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agar, pentru stabilirea prezentei CFC, de asemenea paralel a fost determinatd activitatea

catalazei. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tab. 3.8.

Reiesind din rezultatele prezentate in Tab.3.8 la temperatura de 60°C — 70°C lipsa CFC

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

Tabelul 3.8 Actiunea temperaturii asupra CFC in dependenti de durata de tratare

Temperatura | Durata  de | Prezenta CFC (celulelor formatatoare de colonii
°C) tratare, min - “penicillium  funiculosum | Penicillium _ piceum | Penicillium _corylophilum
CNMN FD 11 CNMN FD 21 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 tratdrii termice activitatea catalazei solutiilor de exometaboliti s-a modificat
semnificativ. Odatd cu majorarea temperaturii si a duratei de tratare activitatea catalazei

solutiilor studiate s-a diminuat semnificativ (Tab. 3.9).

Tabelul 3.9Activitatea catalazei solutiilor de exometaboliti in dependenta de temperatura si
durata de tratare

Temperatura | Durata  de Activitatea catalazei, U/ml
(°’C) tratare, min - "penicillium  funiculosum | Penicillium  piceum | Penicillium corylophilum
CNMN FD 11 CNMN FD 21 CNMN FD 20
20 430,0 £ 22,6 600,8+25,2 45.8+11,1
60°C 40 4033 +23.6 580,5+20.,6 42.448.6
60 3933+ 13,1 580,4+19,8 40,8+ 8,5
70°C 20 380,5+22,6 580,8+20,3 35,2+6,3
40 35034212 550,6+25.,3 30,6442
60 300,8+17,5 500,6+28.3 28,5+2.5
80°C 20 350,4421,4 396,3+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 ord 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
diminuiazd 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 cultivirii tulpinilor in medii lichide, timp de 1 or3, la temperatura de 60°C.
86



S-a demonstrat ca, tulpina P.sp. 62 (Penicillium corylophilum CNMN FD 20) poseda
proprietati antifungice fata de patogenii Aspergillus niger si Aspergillus flavus. Reiesind din
faptul cd, solutiile de exometaboliti fard CFC 1si diminuiaza din proprietatile biosintetice a fost
evaluata actiunea acestei asupra patogenilor in conditii de laborator. Cutiile Petri inoculate cu
patogenii Aspergillus niger si Aspergillus flavus au fost tratate cu solutia de exometaboliti fara

CFC ai tulpinii Penicillium corylophilum CNMN FD 20. Rezultatele sunt prezentate in Fig. 3.23

Fig. 3.23. Actiunea exometabolitilor fara CFC ai tulpinii Penicillium corylophilum CNMN
FD 20 asupra fitopatogenilor prelevati din stupul de albini (1 — A, flavus., 2 — A.niger. a —
martor (netratat, b — tratat cu solutie de exometaboliti) dupa 5 zile de cultivare.

Efectul solutie de exometaboliti fara CFC ai tulpinii P. sp. 62 (Penicillium corylophilum
CNMN FD 20) denota faptul ca, in rezultatul tratarii termice solutia datd nu si-a pierdut
proprietdtile biosintetice, dar atat activitatea enzimatica, cat si antifungica este la un nivel inalt.

Conform rezultatelor prezentate in acest studiu putem concluziona ca, pentru obtinerea
produselor din micromicete si utilizarea lor in biostimularea familiilor de albine este necesar de
a cultiva tulpinile Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19, Penicillium sp. 62 in medii nutrivive
optime, iar apoi de a trata solutiile de exometaboliti obtinuti timp de 1 ora, la temperatura de
60°C, pentru distrugerea (inactivarea) CFC.

Astfel, solutiile de exometabolitii, fara CFC, ai tulpinii Penicillium sp. 91 cu actiune
bactericida, dar si ai tulpinii Penicillium sp. 97, cu actiune bactericida si fungicida, ar putea fi
administrate ca alternativa a preparatelor cu actiune bactericida si fungicida pentru profilaxia
stupinelor de albine, sau se pot combina cu alte metode de control al bolilor loca americana si

loca europeana la albine, atat toamna inainte de iernat, cét si primdvara timpuriu.
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3.5 Concluzii la Capitolul 3

1. Din probele prelevate din stupinile de albine au fost izolati si studiati patogenii:
Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Paenibacillus larvae.

2. Au fost selectate tulpinile de micromicete: Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 19,
Penicillium sp. 62 cu potential enzimatic semnificativ si tulpinile: Penicillium sp. 91 si
Penicillium sp. 97 cu proprietati antimicrobiene fata de patogenii familiilor de albine
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Melissococcus plutonius si Paenibacillus larvae..

3. S-a stabilit ca mediul optim de culturd pentru tulpinile selectate: Penicillium sp. 11,
Penicillium sp. 19, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 97 este mal-
agar, care permite o crestere si sporulare intensa.

4. Pentru obtinerea produselor din micromicetele Penicillium funiculosum CNMN FD 11
(Penicillium sp. 11), Penicillium piceum CNMN FD 21 (Penicillium sp. 19) si
Penicillium corylophilum (Penicillium sp. 62), ce urmeaza a fi testate in stupine,
tulpinile se cultiva submers, iar solutiile de exometaboliti obtinute ce trateaza termic timp
de 1 ord la temperatura de 60°C, pentru distrugerea CFC. In acelasi mod se obtin solutiile
de exometaboliti fara CFC ai tulpinilor Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 97, care pot
fi utilizate ca alternativd a preparatelor cu actiune bactericidda si fungicida pentru
profilaxia familiilor de albine, contra locii americane si locii europe, atat toamna , inainte

de iernat, cat si primavara timpuriu.
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4. UTILIZAREA UNOR PRODUSE DIN MICROMICETE iN SCOP DE
PROFILAXIE A UNOR BACTERIOZE LA FAMILIILE DE ALBINE.

4.1 Date cu referire la situatia epidemiologica a bolilor infectioase la albine in Republica
Moldova.

Ramura apicold la nivel de republica are o dezvoltare moderata si cu o crestere treptata a
numarului familiilor de albine. Cresterea numarului de familii de albine se datoreaza cerintelor
tot mai mari de produse apicole la nivel national si international, precum si datoritd investitiilor
in domediul apicol acordat de programele de dezvoltare din partea Uniunii Europene, cat si din
partea Guvernului Republicii Moldova sub forma de subsidii.

Dezvoltarea continua a sectorului apicol cu rezultate semnificative depinde de multi
factori intrinseci si extrinseci. Pe linga asigurarea conditiilor de intretinere corespunzatoare,
asigurarea cu cules, o importantd deosebitd o are asigurarea unui vid sanitar benefic, precum si
mentinerea unei situatii epidemiologice satisfacitoare stabild a stupinelor de albine. In acest
scop, conform planului strategic national, sunt prevazute actiuni strategice de monitorizare a
bolilor la familiile de albine. Pentru bunastarea albinelor se atrage atentia la locurile de
amplasare a stupinelor. Important este ca in stupina in permanenta sa se asigure igiena, ordinea si
curdtenia. Amplasarea stupinelor s se faca in zone cu o flora bogata si diversificata, iar vetrele
permanent vor fi uscate, protejate de vant, cu expunere la soare in special pe perioada diminetilor
mai reci si umede — departe de livezi si/sau culturi ce sunt supuse unor tratamente fitosanitare
regulate si cu o adapatoare cu apa potabila pentru a nu recolta apa contaminata din natura [71].

Prezinta importanta frecventa si corectitudinea inspectdrilor sistematice a stupilor, iar in
timpul monitorizarilor sa se evite introducerea accidentald a unor germeni patogeni, precum si
depistarea in fazele precoce a unor boli infectioase, sau excluderea transmiterii unor germenti
patogeni in stupind sau de la un stup la altul.

Cu regularitate se examineaza ramele cu faguri din corpuri. Pentru o buna gestionare a
stupurilor se recomanda ca in fiecare an sa se nlocuiasca aproximativ o patrime, pina la (30%)
din fagurii unui stup, in special, cei proveniti de la ramele de corpuri (fagurii cei mai inchisi la
culoare). Prin innoirea regulatd a fagurilor se ofera dinamism coloniilor si semnificativ scade
presiunea infectioasd asupra acestora. De tinut cont, ca fagurii brun inchis spre negru nu se vor
folosi in caturi.

Este cunoscut faptul ca cele mai periculoase boli sint considerate cele infectioase, care
pot fi introduse in stupind de catre apicultori cu inventarul, cu hrana, hainele, sau de catre
insectele ddunatoare, albinele hoate, precum si de catre albinele lucratoare in timpul culesului si

contactul cu plantele si florile potential contaminate de alte albine lucratoare. Actualmente, la
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nivel national sunt elaborate planuri de monitorizare si de contingenta in situatii de confirmare a
bolilor infectioase si parazitare la familiile de albine. Pentru mentinerea situatiei epidemiologice
favorabild se recomanda controlul periodic pentru identificarea oricarei forma de boala.

Printre bolile albinelelor care se supun declararii obligatorie se mentioneaza: Loca
americand, Loca europeand, Nozemoza, Acarapioza, gidndac de stup - Aethina tumida, varrooza
si acarianul — Tropilaelaps.

Conform rapoartelor oficiale anuale prezentate de catre ANSA si din observatiile proprii
se poate de mentionat ca, situatia epidemiologica la familile de albine din republica este variabila
de la an la an, cu incidenta periodica a unor boli infectioase de origine bacteriand precum: Loca
americand, Loca europeand, Ascosferoza, Aspergiloza, Salmoneloza, iar din bolile de origine
parazitara: Varooza, Nozemoza si Acarapidoza.

Cercetarile au fost efectuate in perioada 2013-2017. Analizind datele cu referire la bolile
de origine bacteriand monitorizate la 5 stupine:

Tabelul 4.1. Numarul de stupi la unitatile 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
I 27 33 22 26 20
\Y/ 36 32 35 29 34
\Y 38 34 36 28 30

Total 196 203 178 177 185

Pe parcursul perioadei de monitorizare a starii de sanatate a familiilor de albine (2013-
2017) sub observatie sau aflat 5 stupine cu un unmar variabil de familii de albine de la 177 la
precum si de starea de sdnatate, sau starea de viabilitate dupa perioada de iernat.

In perioada mentionata, periodic s-au prelevat probe de albine, de puiet, resturi din stupi
dupa perioada de iernat, precum si probe din stupi in cazul unor suspiciuni de boli, in baza de
mortalitate majoratd la albinele adulte si la puiet. In Tab. 4.2 sunt prezentate unele din bolile
supuse monitorizarii si incidenta cazurilor de boala in functie de numarul familiilor de albine
aflate sub supraveghere.

Conform datelor monitorizdrii situatiei epidemiologice investigatiile clinice si cercetarile
efectuate la familiile de albine se poate de mentionat cd incidenta bolilor infectioase au variatii
de la an la an. Din rezultatele tabelului 2 se mentioneaza cd pe parcursul perioadei anilor 2013 -

2017 la familiile se albine monitorizate au fost intilnite boli infectioase si parazitare.
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Tabelul 4.2 Incidenta cazurilor de boli contagioase la stupinele de albine pe parcursul

anilor 2013-2017.

Denumirea 2013 2014 2015 2016 2017
bolii/nr. de | nr. % nr. % nr. % nr. % nr. %
cazuri cazuri cazuri cazuri cazuri cazuri
Loca 8 |408| 9 |443| 7 |393| 5 |28 | 6 |324
americana

Loca 5 |255| 6 [296| 4 |225| 3 |169| 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 rezultateleor din tabel, observam ca ce-a mai inaltad incidenta dintre
bolile inregistrate la puietul albinelor a fost inregistratd in Loca americand, avind valori de la
2,82% pina la 4,43% din numarul total al familiilor de albine aflate sub monitorizare. Incidenta
cazurilor de Loca europeana au avut variatii de la 1,69% pind la 2,96%, iar cazurile de
Ascosferoza au avut valori de la 0,58% pina la 2,04%.

La albinele adulte din bolile de origine bacteriand 1n special a fost inregistrata
Salmoneloza cu variatii de incidenta de la 0,54 % la 2,81%, urmata de Aspergiloza cu variatii de
incidenta cuprinse intre 0% la 2,26%.

Facind o analizd a datelor cu referire la bolile de origine parazitard, observam ca
incidenta ce-a mai inaltd a fost inregistrata la Varoozd, cu o incidenta de la 4,85% la 8,87%,
urmata de Nozemoza , cu o incidenta de 1a1,02% pina la 3,39%.

Unele actiuni in caz de suspiciune la boli contagioase.

Important sa se cunoasca ca in situatiile de suspiciune sau confirmare a prezentei unei
boli declarabile sau cand se stabileste o mortalitate crescuta la familiile de albine, cu dificultati
de a stabili cauza, trebuie sa se anunte medicul veterinar oficial, responsabil de supravegherea
medical — veterinara din regiunea respectiva. Medicul veterinar de reguld va preleva probe de
material patologic si biologic si si va trimite in laborator (CRDV) in mod oficial pentru
confirmarea bolii.

In cazul cand sunt confirmate bolile mentionate, se stabileste o zona de protectie pe o
razi de pini la 5 km. In aceastd zond de protectie, se interzice vanzarea, comercializarea,
transportul, inchirierea, imprumutul, se inlaturd familiile afectate, matcile, faguri, de stupii si de

ustensilele anexe provenind din focar sau din zona respectiva.
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Apicultorii din zona respectivd sunt informatti de situatie si sunt obligati sa aplice
masurile de combatere si de profilaxie recomandate de reprezentantii ANSA, cu aplicarea de

masuri specifice in dependentd de boala confirmata de laborator.

Unele actiuni cu referire la tratamentele familiilor de albine in focarele de boli contagioase.

Pentru a preveni aparitia si raspindirea bolilor contagioase la familiile de albine se
recomanda controlul sistematic al familiilor de albine pentru identificarea oricarei forme de
boala. Asistematic apicultorii trebuie instruiti si informati sa aplice strategia de prevenire a
bolilor in conformitate cu reglementarile la nivel national.

Utilizarea preparatelor medicamentoase pentru profilaxia sau tratamentul bolilor la
albine, necesitd consultatia si prescriptia medicului veterinar. Important este si faptul ca in caz de
utilizare a medicamentelor veterinare se vor folosi doar medicamentele veterinare autorizate si
puse pe piata pentru albine, in functie de modalitatile recomandate in prospectul medicamentului
veterinar, respectind modul de administrare. Pentru a exclude aparitia rezidurilor de
medicamente in miere, sau alte produse apicole, nu se vor trata niciodatd familiile de albine in
perioada de cules. Se exclud si tratamentele preventive. Nu sunt recomandate antibioticile si
sulfamidele pentru tratamentul si combaterea bolilor bacteriene, precum si nozemozei. Acest fapt
se explica prin prezenta rezidurilor de medicamente in produsele apicole, care prin urmare va fi

exclusd din alimentatia omului.

Activitati sanitare veteriane de profilaxie in bolile contagioase.

Pentu a preveni aparitia bolilor contagioase la familiile de albine este necesar de respectat
unele cerinte si reguli sanitare veterinare. Stupinele trebuie supravegheate sistematic prin
inspectari clinice, patomorfologice a albinelor lucritoare, trantorilor si puietului cadpacit, in
perioada activd a familiillor de albine pe parcursul culesului (martie — octombrie).
Obligatoriu, pentru a cunoaste care ar fi riscurile de aparitie a bolilor contagioase se efectueaza
supravegherea prin examene de laborator. In caz de necesitate se poate recurge si la diagnosticul
complet de laborator, care prevede prelevarea probelor de material biologic si patologic, ce
consta din albine moarte, albine vii In marime de 25 g per proba, inclusiv faguri intregi sau
portiuni cu dimensiunile de 20 cm? per proba, fagure cu puiet capdacit de trantor si a albinelor
lucratoare.

O importanta deosebita in profilaxia bolilor sunt respectarea urmatoarelor cerinte:

- In cadrul stupinelor trebuie intretinute doar familii puternice;

- plasamentul stupinelor trebuie prevazut pe locuri uscate, cu rezerve bune de polen floral,
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- se va evita hrdnirea suplimentara cu hrand gluco-proteicd pe baza de miere si polen
nesterilizate, sau a caror sursa provine din afara stupinei proprii, sau de la familii slabe si cu
semne de boala din propria stupina;

- se vor monitoriza permanent familiile de albine pentru a depista in fazele precoce orice
suspectie de boli contagioase;

- de exclus interschimbarea de materiale si echipamente de la stupii suspecti in

contaminare cu boli contagioase la stupii sanatosi (fara schimbari, abateri, simptome de boala).

4.2. Metodica de stabilire a gradului de viabilitate si a statusului de sanatate 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, capabild sa fie gata pentru
un nou sezon de cules in urmatorul an, este necesar de pregatit familiile de albine pentru
perioada de iernare. De reguld aceastd perioadd cuprinde perioada repaosului de iarna (perioada
de timp de la formarea ghemului de iernare si pana la revizia de fond in primavard), mai cu
seama acesata perioada cuprinde lunile: octombrie/noiembrie - ianuarie/februarie.

Importanta este si perioada Inlocuirii albinelor de iernare si de dezvoltare in primavara.
In dependenta de conditiile climaterice, aceasti perioada de la an la an ar putea varia cu unele
diferentie de timp, exprimate prin momentul de debut si durata. Responsabilitatea apicultorilor in
aceastd perioada este foarte mare si prevede luarea in calcul a multor momente si activitati pentru
ca depasirea perioadei de iarnd sa se desfdsoare in condifii cat mai bune, cu o mortalitate a
albinelor acceptabild, sau mai cu semd, in limitele fiziologice normale, atat la nivelul stupinei, cu
indici in limitele de la 0 pind la maximum 10%, cét si la nivel de familie de albine.

Pentru a afla starea familiilor de albine pe timp de iarna se examineza foaia de control
(pusa pe fundul stupului) si prin controlul auditiv (ascultind zumzetul specific, ce ofera indici
despre starea albinelor din stup) efectuat cu ajutorul unui tub de sticld in interiorul stupului.
Primavara se evaluiaza mortalitatea albinelor dupa perioada de iarna (cantitatea de albine moarte
pe fundul stupului), examinandu-se tot odatd si marimea familiilor de albine, strea lor, prezenta
matcii si pontei acesteia, rezervele de hrana, capacitatea de zbor a albinelor, suprafata de puiet,
prezenta unor semne de boald (infectiile in stup).

De asemenea 1n caz de mortalitatea este semnificativa si apicultorul nu poate stabili cauza
se trimit probe in laboratoarele autorizate pentru a stabili exact cauza si a stabili diagnoza precisa
in caz de infectii a familiilor de albine. In ulele cazuri mortalitatea albinelor poate fi stabiliti de
catre apicultori. Unele mortalitati pot fi evaluate si de apicultor: ca de exemplu atunci cand
albinele mor de foame. In acest caz albinele mor de reguli in acelasii timp, toate albinele se

gasesc cu capul in interiorul celulei. De aceia pentru a preveni acest lucru este necesat de
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efectuat mai multe verificari ale stupinelor de albine incepand cu luna martie si in caz de
necesitate de a interveni prompt.

Se recomanda efectuarea unui control sumar primavara, in luna martie, intr-o zi insorita,
care si permita deschiderea stupului si examinarea minutioasi a starii familiei de albine. In acest
caz se stabileste puterea familie, starea matcii dupd cantitatea de puiet capdcit si necdpacit,
rezerva de hrand, starea albinelor lucratoare dupa aspectul general al fagurilor (pete de diaree,
calitatea pontei), cantitatea de albine moarte, prezenta sau lipsa infectiilor. Astfel, in rezultatului
controlului sumar se stabileste starea familiilor de albine dupa perioada de iernat in rezultatul
caruia In caz de necesitate se iau masurile de rigoare.

Masurile luate in perioada de primivaravizeaza urmatorul scop:

- cresterea cantitatil corespunzatoare de puiet pentru a asigura populatia de albine
culegatoare necesara valorificarii culesurilor;

- eliminarea albinelor moarte;

- introducesea in stup a unor suplimente nutritive, pentru a mentine familiile de albine 1n

stare activa;

- eliminarea albinelor moarte;

- asigurarea spatiului necesar depozitarii mierii;

- diminuarea pierderii de albine in cazul roirii naturale;

- stimularea septelului prin roire artificiala.

.

Figura 4.1. Examinarea clinici a stupinei

Pentru a avea rezultate bune la primele culesuri in primavara, important este procedura de
inlocuire a albinelor de iernare si o buni dezvoltare timpurie in primavara. In acest scop este
necesar de intreprins urmatoarele masuri:

- stramtorarea cuibului pe necesarul de rame si rezerve cu ajutorul diafragmei, fapt ce ar

asigura cresterea rapida a populatiei in primavara;
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- de a impacheta (izola) cuiburile si de a asigura o buna ventilatie;

- de a alege unele vetre insorite, fara curenti sau vanturi puternice pe perioada de iernarea
albinelor, iar pozitia stupului se face in asa mod pentru ca sa fie maximum cuprins de
caldura solara;

- de exclus zgomotul, sunete puternice la stupina;

- de facilitat posibilitatea zborurilor de curatire in zilele calduroase — cind temperatura
mediului depiseste peste 12°C, pentru eliminarea continutului fecalelor din rect si
prevenirea Imbolnavirilor care se manifesta cu sindrom diareic;

- in cazul iernilor cu multa zapada vatra stupinei va fi curatata de zapada, de asemenea vor
fi curatate si scandurelele de zbor pentru evitarea formarii de gheata si de a exclude
blocarea ventilatiei,

- de efectuat controlul iernarii - prin foaia de control (pusa pe fundul stupului) si prin
control auditiv cu ajutorul unui tub de cauciuc (ascultarea zumzetului specific care ofera
indicii despre starea de viabilitate a ghemului de albine, aflate in stupi;

- daca este insuficientd de hrand, de regulda se administreazd deasupra ramelor turte
energetice care sa stimuleze dezvoltarea familiei de albine, spre sfarsitul lunii februarie,
numai dupa ce s-a realizat un zbor de curdtire;

- pentru evaluarea mortalitatii n primavara cand se noteaza marimea familiei de albine,
prezenta matcii, suprafata de puiet, rezerve de hrana, numarul de albind moarta pe fundul
Stupului, prezenta semnelor de boala.

Foarte important sunt masurile de monitorizare a stdrii de sandtate a familiilor de albine si
anume prin prizma 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 si care ar putea duce la pierderi foarte mari sau catastrofale pentru
stupina. Pentru a exclude asa situatii se recomanda de a preleva probe de albine moarte, resturile
din stup, portiuni de faguri, probe de pastura, polen, pentru a efectua investigatii de laborator
(bacteriologice si bacterioscopice).

Un studiul in cadrul cercetarilor noastre unul din scopuri a fost de a monitoriza starea de
sandtate, riscurile prezentei si dezvoltdrii unor boli contagioase la familiile de albine din cadrul a
2 stupine, de la care au fost prelevate cate 8 probe de material biologic si patologic pentru a
stabili starea de sandtate si componenta microbiocenozei familiilor de albine. Examinarea clinica
a stupinei nr.1 si prelevarea materialului pentru cercetare este prezentata pe Fig. 4.1 si Fig. 4.2.

Probele de material patologic au fost prelevate in pachete de hartie, in mod aleatoriu, a
cate patru loturi de la fiecare stupind. De la nivelul intestinelor albinelor, cu pipeta, a fost

prelevat continutul, care a servit ca material pentru insdmantarea mediilor nutritive.
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Concomitent, insamintarile au fost efectuate si de la albinele moarte, din resturile stupilor. Au
fost folosite mediile nutritive - agarul peptonat, mediul Endo, Salmonella Shigiella Agar, mediul
Sabouraud. Interpretarea rezultatelor a fost facuta in functie de tipul coloniilor de
microorganisme, intensitatea de crestere a acestora pe mediile nutritive si structura morfologica a
coloniilor microbiene.

Pentru examenul microscopic, din coloniile crescute pe mediile nutritive au fost pregatite
frotiuri, care au fost colorate dupa metoda Gram si examinate la microscopul biologic, 0b.10x40
si 10x100.

Figura 4.2. Prelevarea materialului pentru cercetare

Rezultatele investigatiilor microbiologice au demonstrat ca, atat de la stupina nr.1, cat si
de la stupina nr.2, s-a observat o crestere semnificativa a coloniilor de microorganisme pe toate

tipurile de medii de cultura.

Figura 4.3. Colonii de microorganisme pe mediile nutritive
(probe prelevate de la stupina nr.1)



Pe Fig. 4.3 sunt prezentate placile Petri cu mediile nutritive (de la stinga la dreapta) Endo,
Salmonella Shigiella Agar, Agarul peptonat si Sabouraud. Pe mediul Endo, din lavajele probelor
1, 3 si 4 au crescut intensiv colonii microbiene specifice pentru E. coli, cu forma sferica sau
ovald, de culoare rosu inchis si avand luciul metalic. Mai putine au fost coloniile E. coli in
placile Petri insemanttate din proba nr.2.

Pe mediul Agar Salmonella Shigiella se observa o decolorare neuniforma a mediului
nutritiv cu cresterea pe toatda suprafata placii Petri a coloniilor de Salmonella, caracterizate cu
culoare roz deschis, si cu forme ovale. Pe mediul agarul peptonat se observa o crestere intensiva
a coloniilor de Streptococi si Stafilococi de culoare surie, plasate pe toata suprafata placii Petri.
Concomitent, pe mediul Sabouraud se observa o crestere masivd a coloniilor de fungi
microscopici, de culoare alb-surie, cu forma sferica si cu aspect pufos, coloniile fiind

concrescute pe suprafata mediului.

Figura 4.4. Colonii de E.coli pe mediul Figura 4.5. Colonii de Salmonella si
Endo Enteribacterii pe mediul Salmonella

De la stupina nr. 2, din materialul prelevat au fost efectuate insamantari pe aceleasi medii
nutritive. Pe Fig. 4.4 sunt reprezentate coloniile de E. coli care au crescut pe mediul Endo, avind
culoarea rosu inchis si cu luciul metalic, plasate pe toatda suprafata placii Petri. Pe Fig. 4.5 se
observa decolorarea mediului si prezenta combinatiei asociate a coloniilor de Salmonella.
Acestea au culoarea cafenie inchis situate preponderent 1a periferia placilor Petri, reprezentate cu
forme sferice, plasate separat pe substratul nutritiv. Concomitent aici se observa si prezenta

coloniilor de enterobacterii, care sunt de culoare cafeniu deschis, localizate in centrul placii Petri.
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Figura 4.6. Colonii de Streptococi si Figura 4.7. Colonii de fungi
Stafilococi pe agarul peptonat microscopici pe mediul Saburo

Pe Fig. 4.6 sunt prezentate coloniie de Streptococci si Stafilococi ce s-au dezvoltat pe
agarul peptonat. Acestea sunt de culoare surie cu forma sferica, fiind plasate pe toata suprafata
placilor Petri. Intensitatea de crestere este practic analogicd de la toate cele patru probe de
cercetare. In cazul cand insamantirile au fost efectuate pe mediul Sabouraud (Fig. 4.7) se
observa o crestere masivd a coloniilor de fungi microscopici. Coloniile fungilor sunt bine
evidentiate, sunt de culoare surie cu aspect pufos si concrescute in stratul superficial al mediului

microbian nutritiv.

Figura 4.8. Colonii de E.coli, Figura 4.9. Colonii de Streptococisi
0b.10x90 Stafilococi, 0b.10x90
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Rezultatele investigatiilor microscopice sunt prezentate pe Fig. 4.8., Fig. 4.9. si Fig. 4.8.
sunt reprezentate coloniile E. coli, colorate dupa metoda Gram, care au forma de bastonase cu
marginile ovale, de culoare roz inchis, plasate separat si in gramezi, iar pe Fig. 4.9 sunt
reprezentati Streptococii si Stafilococii, care sunt de coloare albastra, cu forma sferica sau ovala,
plasati ordinar sau in gramezi.

Rezultatele obtinute denota faptul cd, cercetarile bacteriologice sunt un element obligator
pentru monitorizarea situatiei epidemiologice fata de bolile contagioase la familiile de albine. S-a
stabilit ca, in 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.

Se atrage o atentie deosebitd pastrarii unei bune igiene personale, care prevede ca
imbracamintea trebuie sa fie curatd si adaptatd (bonetd, salopetd cu buzunare inchise,
incaltaminte, manusi, mascd speciald, etc.) pentru a evita contaminarea, sau transmiterea
agentilor patogeni. Este stict necesar ca personalul, ce se ocupa de familiile de albine, sa posede
un cetificat medical de sdnatate anual, In care sd fie mentionat cd nu sufera de o boalad
contagioasd. De asemenea pentru a exclude riscurile de contaminare a familiilor de albine este
interzis lucru persoanelor care suferd de boli cutanate, respiratorii sau intestinale, respectarea
regulilor de igiend personala (spdlarea, dezinfectarea si uscarea miinilor pina si dupa efectuarea
anumitor operatiuni in stup). La prisacd se interzice fumatul, consumul de bauturi alcoolice.
Hainele apicultorilor trebuie sa fie curate, adaptate lucrului la prisaca cu albinele.

Ca masuri de prevenire a bolilor contagioase la stupine, indiferent de situatia epidemica,
este necesar de efectuat dezinfectii periodice si sistematice a teritoriului, inventarului si utilajului
apicol.

De reguld, finalul igienizarii se afla intotdeauna dezinfectia. Dezinfectia este tot atat de
importanta ca si combaterea insasi a bolilor contagioase. Daca se fac greseli in aceasta privinta
sau daca nu se lucreaza constiincios pot aparea boli infectioase cu consecintele sale pustiitoare.

Din acest considerent, este necesara efectuarea examenului sanitar periodic al intregului efectiv
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de albine de catre medicul veterinar, la toate familiile de albine, in lunile martie - aprilie si
august — septembrie. In cazul depistirii (confirmarii) unor boli contagioase bacteriene (loca
americana, loca europeand) se recurge la distrugerea familiilor de albine prin ardere.

De mentionat faptul ca, familiile de albine cu semne clinice de boli infecto-contagioase
nu pot fi deplasate in pastoral decat dupa indeplinirea masurilor de asanare si de lichidare a
focarelor de boala la stupina.

Citeva reguli care sunt obligatorii pentru o stare buna epidemiologicd fatd de bolile
contagioase :

- Dezinfectia stupilor se face numai cand acestia se afld in stare buna.

- Stupii vechi, deteriorati, ar trebui mai bine sa fie arsi.

- Dezinfectia se face, de preferinta prin flambarea partilor de lemn.

- Mai intai insa, totul trebuie perfect curdtat, iar urmele de ceard si propolis razuite. Prin
aceastd metodd nu se pot Inlatura absolut tofi sporii, dar numarul lor va fi redus
substantial. Putinii spori ramasi nu pot reinfecta familiia de albine.

- Uneltele, ca dalta apicola, hranitoarele si centrifuga de miere, dar si stupii din material
plastic vor fi spalate cu calcinat de sodiu in concentratie de 3% péana la 5 %. in final,
acestea trebuie clatite bine cu apa curata.

- Efectuarea tratamentelor la familiile de albine este o activitate foarte responsabili la
momentul actual. Se recomandd eliminarea unor medicamente precum antibioticele,
oxitetraciclina si eritromicina, utilizate in controlul bolilor bacteriene la familiile de
albine, deoarece acestea lasa reziduuri in miere.

In cazul nerespectirii masurilor de igiend obligatorii si a masurilor sanitare impuse de lege

exporturile de miere si alte produse apicole sunt interzise [43,48, 89].

4.4 Date cu referire la microbiocinoza 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 comune constituite din
cate 5 stupi, selectate prin metoda aleatorie, probele generale fiind constituite din albine (albine
moarte), resturi din interiorul stupilor, cdte minimum 50 de albine de la fiecare stup examinat,
pentru cercetari bacteriologice, in vederea stabilirii prezentei si diversitatii florei bacteriene de la

albinele moarte in perioada iernatului.

100



Pentru izolarea formelor bacteriene si fungice de la probele colectate au fost folosite
medii de culturd obisnuite, selective si speciale precum: nutrient agar, bulion RVS, agar XLD,
Brilliance Salmonella Agar, mediul Endo, mediul Sabouraud. Dupa incubarea mediilor de
cultura la termostat, s-au studiat proprietatile morfologice al coloniilor bacteriene ce sau
dezvoltat pe mediile nutritive de cultura, iar din coloniile obtinute, au fost preparate frotiuri,
colorate dupa metoda Gram pentru cercetari microscopice.

Dupa examinarea studiului clinic al familiilor de albini pentru a stabili starea lor dupa
perioada de iernat, in mod prioritar, de la familiele cu statutul fiziolofic nesatisfacator (mobilitate
redusa a roiului de albine, mortalitatea excesiva a albinelor, materii diareece pe peretii stupilor si
pe fagurile stupului), dupd principiu aleatoriu, s-au prelevat probele de albine pentru
investigatiile de laborator (Fig. 4.10si4.11) [22].

Fiura 4.10. Prelevarea robelo dupa iernat Figura 4.11. Investigatii de laborator

Investigatiile bacteriologice au confirmat cd, pe mediile de culturd de ordin general,
precum si pe mediile speciale pentru unele forme bacteriene, s-a observat o crestere
semnificativd de colonii bacteriene. Ce-a mai intensiva crestere a coloniilor bacteriene s-au
inregistrat pe mediul Endo, unde s-au observat colonii microbiene specifice pentru genul de
bacterii E. coli, caracterizate morfologic cu colonii cu forme sferice si ovale, de culoare rosu-
inchis, avand si un luciu de culoare rosu inchis sau bordo cu aspect metalic. Aceste colonii (pe
acest mediu) au fost predominante, de ce-a mai mare intensitate de crestere pe mediile de cultura
(Fig. 4.12).

In acelasi timp, pe mediul Agarul peptonat se observi o crestere intensiva clar vizibila de
colonii a formelor bacteriene Streptococi si Stafilococi, caracterizate cu culoare alb-surie si cu

forme sferice, plasate uniform pe toata suprafata placii Petri (Fig. 4.13).
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In cazul insamintdrilor efectuate pe mediul Salmonella Shigiella Agar, initial s-a
observam o decolorare neuniforma a mediului nutritiv, iar mai apoi s-a stabilit o dezvoltare
moderata a coloniilor de Salmonella spp. pe intreaga suprafata a placii Petri, iar coloniile aveau

culoarea roz-deschis si cu un aspect umed, cu forme ovale ale coloniilor (Fig. 4.14).

Figura 4.12. Intensitate de crestere pe Figura 4.13. Colonii bacteriene
mediile de cultura de Streptococi si Stafilococi

Figura 4.14. Salmonella Shigiella Figura 4.15. Colonii fungice pe mediu
pe mediu Agar Saburo

Insamintarile efectuate concomitent pe mediul Sabouraud au demonstrat o crestere
caracteristica tipic pentru coloniile de fungi microscopici. Coloniile fungice s-au dezvoltat pe
toata suprafata placii Petri, iar aspectul coloniilor a avut un caracter de dezvoltare intensiva,
filamentos-pufos, de culoare alb-surie, cu forme sferice plasate pe suprafata substratului,
concrescute in suprafata mediului nutritiv (Fig. 4.15).

Pentru studiul morfologic-microscopic al coloniilor bacteriene dezvoltate pe mediile de
culturd, din coloniile microbiene si fungice cu structurd morfologicd tipica, bine dezvoltate, au
fost preparate frotiuri, care au fost colorate dupa metoda Gram si examinate la microscopul

biologic sub imersie, cu dimensiunea 10x100.
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Figura 4.16. Bacteriile coliforme Figura 4.17. Bacterii din genul

E. coli si Salmonella spp. Streptococi si Stafilococi flora bacilara

Rezultatele studiului microbiologic confirma cd, in familiile de albine dupa iernat
predomini o flora bacteriand asociati. In aceasti combinatie de forme bacteriene predomina
bacteriile coliforme din genurile precum E. coli si Salmonella spp. (Fig. 4.16) si o asociere de
bacterii din genul Streptococi, Stafilococi flora bacilara si unele forme de fungi (Fig. 4.17).

Rezultatele investigatiilor microscopice au confirmat prezenta bacteriilor din genul E.
coli, 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 pind la 5 %
formele de bacterii din genul Salmonella spp.

Rezultatele obtinute permit de mentionat ca, una din cele mai riscante perioade de
supravetuire a familiilor de albine este perioada rece a anului, sau perioada de iernat. Apicultorii
ar trebui sa se pregateasca fundamental pentru iernatul familiilor de albine. Flora bacteriana cu
care trece familia de albini in perioada de iernat este decesiva pentru sanatatea acestora. Un alt
factor nu mai putin important este volumul de hrana si calitatea acesteia (mierea calitativad). De
regula de fiecare datd rezerva de hrand trebuie sa fie cu un surplus de 15-20% din necesarul
ordinar pentru o familie de albine, deoarece perioada iernatului este de multe ori imprevizibila ca
duratd. Totusi, componenta microbiocenozei familiilor de albine este indicatorul de baza a
familiilor de albine in perioada iernatului. Din acest considerent, corect ar fi ca inaintea perioadei
iernatului, sa fie prelevate probe de la familiille de albine pentru a analiza riscurile
microbiologice, care persista sau care ar putea sa devina factori importanti in procentul de
viabilitate a cuibului de albini pe perioada iernatului.

In studiul microbiologic efectuat s-a demonstrat ca flora bacteriana la familiile de albine

dupa perioada de iernare este asociatd, polimorfa, constituitd din forme bacteriene din genurile,
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E. coli, Salmonella, strepto si stafilococi in combinatic cu forme de fungi microscopici.
Rezultatele obtinute demonstreaza ca un procent considerabil din albinele moarte, sunt rezultatul
prezentei formelor bacteriilor conditionat patogene, care sub actiunea unor factori favorizanti,
devin patogene pentru unele familii de albine, fapt exprimat prin mortalitate crescuta cu 25-30%
comparativ cu alte familii de albine, unde intensitatea florei bacteriene este foarte redusa. Datele
obtinute sugereaza ca, monitorizarea periodicd 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.

Actiuni de monitorizare si de combatere a locii americane si locii europene.

Loca americana si loca europeand sunt boli de origine bacteriand cu raspindire practic la
nivel global. Se considera ca sunt unele dintre cele mai periculoase boli ale puietului albinelor
din rasa Apis mellifera si al altor specii. Daca facem o paraleld diferentiala se poate de
mentionat ca Loca americana afecteaza puietul de albine capacit, ce ar insemna varsta larvelor
de 5-7 zile, pe cand loca europeana afecteaza puietul necapacit, adica cu virsta de 3-5 zile.
Ambele boli se raspandesc cu usurinta de la o stupina la alta sau de la o familie de albine la alta,
cu inventarul, cu hrana, prin intermediul albinelor hoate, trantori, adapatoare, ectoparaziti etc.
Loca americand, (agentul patogen —Paenibacillus larvae), mai frecvent este manifestata in lunile
iulie — august. De regula aceasta boald nu se vindeca spontan, deci de la sine, se inseamna ca este
nevoie de interventia apicultorului si a medicului veterinar.

Important este de mentionat faptul ca boala evolueaza cu forme subclinice si trebuie de
intervenit pentru depistare, doar prin cercetari de laborator. Unele dintre simptomele
caracteristice ale bolii sunt: celulele au capacele perforate, larvele se descompun intr-o masa
viscoasa ce se intinde la atingere cu un bastonas de sticld, au culoare maro inchis spre negru,
care se usucd si aderd la peretii godeurilor. Confirmarea diagnosticului se face prin prelevarea
probelor de fagure cu puiet afectat pentru examentul bacteriologic.

In cazul confirmarii locii americane se impune distrugerea prin ardere a tuturor familiilor
de albine afectate de boala si dezinfectia riguroasa a materialului apicol.

Masurile de profilaxie constau in: evitarea cailor de contaminare a coloniilor de albine
sandtoase; evaluarea tuturor factorilor potentiali de risc. Se indeplinesc masuri de dezinfectie
riguroasd. De corectitudinea masurilor in complex cu dezinfectia calitativd depinde posibila
aparitie a recidivelor. Dezinfectia stupilor se face numai cand acestia se afla in stare buna. Se
recurge la curdtarea mecanica si flambarea partilor de lemn. Stupii din material plastic vor fi
spdlati cu solutie de soda calcinatd in concentratie de 3% pana la 5 %, si clatite cu apa curata.
Ramele contaminate impreuna cu albinele moarte se ard. Mierea va fi folosita numai pentru

consumul uman si nu ca hrana pentru albine.
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Pentru evitarea riscurilor de aparitie a locii americane si europeane se recomanda:

- dezinfectia si mentinerea unei igiene corespunzatoare a inventarului stupinei,

- aplicarea legislatiei sanitar-veterinare privind supravegherea bolilor infecto-contagioase;

- Supravegherea sistematica clinica, anatomopatologica si de laborator a puietului, in
perioada aprilie - septembrie la 5% din coloniile stupinelor de productie;

- notificarea obligatorie a bolii in conformitate cu prevederile legale.

4.5. Eficacitatea utilizarii unor produse din micromicete la familiile de albine in perioada
de pregitire pentru iernat.
Selectarea tulpinilor de micromicete cu potential antibacterian.

Agentii antimicrobieni sunt in permanentd interferentd In procesele specifice esentiale
pentru cresterea si diviziunea agentilor patogeni: bacterii, fungi, drojdii etc. Ei pot fi grupati in
inhibitori ai peretelui celular bacterian si fungic, inhibitori ai functiei membranei citoplasmatice,
inhibitori ai sintezei acizilor nucleici si inhibitori ai functiei ribosomale.

Preparatele cu efect antimicrobian pot fi cu actiune bactericida (distruge complet formele
bacteriene sau fungice) sau pot avea proprietati bacteriostatice, care se exprima prin inhibitia
procesului de crestere si multiplicare a celulelor bacteriene sau fungice.

Produsele antimicrobiene cu efecte bactericide au o eficacitate mai buna, iar cele
bacteriostatice pot fi benefice in unele situatii, pentru unele forme bacteriene, deoarece modifica
intensitatea metabolismului celular si in final permit mecanismelor de aparare ale gazdei sa
distruga agentul patogen.

In studiul propus, au fost selectate si studiate proprietitile antibacteriene ale tulpinilor de
micromicete testate din 22 de culturi de micromicete din genul Penicillium. Ca cultura de
referintd pentru stabilirea proprietatilor bactericide si bacteriostatice a fost folosite culturile:
Paenibacillus larvae, agent patogen al locii americane si Melissococcus plutonius, agent patogen
al locii europene. Pentru comparatia efectului antimicrobian au fost folosite preparatele:
tetraciclina si neomicina. Rezultatele obtinute, au demonstrat ca, din 22 culturi testate proprietati
antibacteriene fatd de patogenii testati posedda numai 6 tulpini, notificate dupa cum urmeaza:
Penicillium sp. 52, Penicillium sp. 62, Penicillium sp. 91, Penicillium sp. 97, Penicillium sp.
104, P.sp. 110. Diametrul zonei de inhibitie a fitopatogenilor variaza de la 10,2 £ 1,1mm (P.sp.
104) pina la 2,6 mm (Penicillium sp. 91). Astfel, s-a evidentiat cel mai mult tulpina Penicillium
sp. 91, care a manifestat o sensibilitate semnificativa atit fata de Paenibacillus larvae, agentul
patogen al locii americane, cat si fatd de Melissococcus plutonius, agent patogen al locii
europene. Diametrul zonei de inhibite a patogenilor sub actiunea exometabolitilor acestei tulpini

variind 1n limitele 23,5 — 24,0 mm.
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In scopul mentinerii unui status microbian benefic si pentru a stimula rezistenta
fiziologica a organismului albinelor in perioada de iernat, au fost selectate si multiplicate
tulpinele cu actiune antibacteriana si enzimatica mai pronuntata, din care ulterior 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 hrana suplimentara si ca preparat in profilaxia bolilor contagioase, precum
si ca stimulator de rezistenta fiziologica al familiilor de albine.

Din acest considerent, toamna, inainte de iernat au fost introduse in stup turtele de grau
prepaate cu amestecul sirop de zahar 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 solutii de exometaboliti: 10 ml/l, 25 ml/1 si 50 ml/1 de sirop de zahar

(Fig. 4.18, Fig. 4.19).

Figura 4.18. Administrarea turtelor Figura 4.19. Examinarea stupinei
cu supliment toamna primivara

Primavara dupa iernat a fost evaluata actiunea exometabolitilor de micromicete asupra
albinelor dupa indicii de sanatate: % de albine moarte dupa iernat; Cantitatea de miere ramasa din
iarna (%); comportamentul albinelor; activitatea de zbor a albinelor; prezenta mucegaiului in
stup; modul de capacire; rezistenta la iernare

Rezultatele obtinute primavara, dupa iernat sunt prezentate in Tab. 4.3.

Analizind datele prezentate in acest tabel se poate de relatat cd, cel mai inalt indice de
examinare au fost obtinuti la familiile de albine care au primit exometabolitii de micromicete a
tulpinei Penicilliumsp.11. 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 lot 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 71,0 %. La grupul lot martor la care exometabolitii
de micromicete au fost inlocuit cu preparate antifungice in doza de 1g/l si 2g/l, procentul de

motralitate in perioada iernatului a constituit 5,5 + 1,5 si 4,5 = 0,5 procente respectiv.
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Tabelul 4.3 Unii indicii de sanatate ai familiilor de albine hranite cu sirop de zahar de 50% suplimentat cu solutii de exometaboliti din

micromicete

Tulpina Penicillium sp. 11 Penicillium sp. 91 Penicillium sp. 62 Meliasc Martor

(difeconazol)

Dilutia 10ml/I 25ml/I 50nl/I 10ml/I 25ml/I 50ml/I 10ml/I 25ml/I 50ml/I 19/l 29/1
% de albine|7+05 |7+02 |2+02 |[8+02 |6+05 [4+05 |8+05 |11+10 |7+10 |55+15 [45+05 |18+05
moarte dupa
iernat
Cantitatea de [18+2,0 |28+25 |18+10 |11+15 |20+25 [20+10 |9+15 |[10+10|12+20 (10+05 |12+0,6 |7=+1,0
miere ramasa
din iarna (%)
Comportamentul | Linistit | Linistit | Linistit | Agitat Linistit | Linistit | Agitat Agitat Agitat Agitat Agitat Agitat
albinelor +++ +++++ +++ +++ ++ + +++ +++ ++ +++ +++ ++
Activitatea de | ++++ +++++ +++++ +++ ++++ ++++ +++ ++++ +++++ +++ +++ +++
zbor a albinelor
Prezenta - - - +++ +++ +++ - - - - - -
mucegaiului  in
stup
Modul de | uscat uscat uscat uscat uscat Uscat uscat uscat uscat uscat uscat uscat
capacire
Rezistenta la|93+0,5 93+£0,2 |{98+0,2 |92+0,2 {94+05 |96+0,5 |92+0,5 | 89£1,0 | 93+1,0 [94,5+15 |95,5£0,5|82=+0,5

iernare (%)
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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 hrana, exometabolitii din
tulpina de micromicete Penicillium sp. 11 in doza de 25ml/kg de turtele de griu, comparativ cu
indicele 7 £ 1,0 % la grupa lot martor. In acelasi timp, la familiile de albine din grupele
experimentale, care au primit exometabolitii ai micromicetelot Penicillium sp.91 si Penicillium
sp. 62, acest indice a aceeasi dilutii a constituit 20 + 2,5 % si 10 = 1,0 % respectiv. La grupele lot
martor prelucrate cu preparate antifungice (1g/1 si 2g/1) acest indice a constituit respectiv 10 +
0,5 % si 12 £ 0,6 %.

Ce se refera la indicatorul compotramentuilui albinelor, se poate de mentionat ca,
albinele care au primit in hrana suplimentara adaus de exometaboliti ai tulpinei de micromicete
Penicillium sp. 11 la dilutiile 25 ml/kg si 50 ml/kg de turte de griu, au avut un comportament
linistit apreciat cu 4 si 3 de +, comparativ cu comportamentul semnificativ agitat apreciat cu 2
de +, iar la familiile de albine ce au primit exometabolitii tulpinelor Penicilliu sp. 91 si
Penicillium sp. 62, acest indicator a fost apreciat de la 1 la 3 de +. La grupele lot martor, care au
primit preparate antifungice in loc de exometaboliti, acest ingice a fost apreciat ca moderat agitat
cu 3 de +.

Indicatorul activitatii de zbor a avut parametrii mai buni, apreciat cu 4 de +, tot la
familiile de albine, care au primit ca supliment in hrana exometabolitii tulpinii Penicillium sp.11,
comparativ cu aprecierea a 3 de +, practic la celelalte grupe experimentale, ca si la familiile de
albine din grupele lot martor (3 de +).

Referitor la prezenta mucegaiului in stup, se poate de mentionat ca a fost stabilit doar in
stupii familiilor de albine care au primit ca supliment in hrana, exometabolitii tulpinei de
micromicete Penicillium sp. 91, nivelul mucegaiului fiind apreciat cu 3 de +. Spre deosebire de
tulpinile Penicillium sp. 11 si Penicillium sp. 62, tulpina Penicillium sp. 91 prezinta numai
activitate antibacteriana, cea ce explicd aparitia mucegaiului in stup.

Atat la albinele din loturile experimentale, cat si la cele din lotul martor, modul de
capacire a fost uscat.

Importante au fost si datele obtinute cu referire la nivelul de rezistenta la iernat. Cel mai
inalt indice — 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 faina de griu, comparativ cu grupa lot martor — 82 + 0,5 %. La familiile de albine care au
primit ca supliment in hrana exometabolitii 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
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fost tratate cu preparate antifungice (1g/1 si 2g/1) acest indice a constituit respectiv 94,5 + 1,5 %
si 95,5+ 0,5 %.

Luind in calcul ca in cazul cercetarilor efectuate in perioada de toamna 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. Aceste tuspini

poseda atat activitate antimicrobiana, cat si antioxidanta (catalazicd) semnificativa.

4.6 Eficacitatea utilizarii exometabolitilor din micromicete la familiile de albine.

Dupa examinarea starii fiziologice a familiilor de albine dupa perioada de iernat
(primavara) au fost selectate si 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/l, 25 ml/l, 50 ml/1 de sirop din zahar.

Pentru estimarea eficientei procedeului de hranire a albinelor cu suplimentele nutritive
sus-nominalizate, au fost desfasurate experiente de testare comparativa a acestora pe familii de
albine formate in patru loturi, a cate 3 familii in fiecare lot: lotul I — martor (albinele caruia au
fost hranite numai cu sirop de zahar de 50 %) lotul Il - sirop de zahar de 50 % + solutie de
exometaboliti ai tulpinii Penicillium sp. 11 in concentratie de 10 ml/1; 25 ml/1 si 50 ml/I; lotul 111
- sirop de zahar de 50 % + solutie de exometaboliti ai tulpinii Penicillium sp. 19, in concentratie
de 10 ml/l; 25 ml/1 si 50 ml/l, lotul IV - sirop de zahar de 50 % +s olutie de exometaboliti ai
tulpinii Penicilliu sp. 62, in concentratie de 10 ml/l; 25 ml/l si 50 ml/l. Hranirea albinelor s-a
efectuat o singura data in cantitate de 200 ml de amestec la fiecare rama cu albine.

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 zahdr cu adaus de exametaboliti, este prezentat pe Fig. 4.20.

Analizind aceste date, observam cd la a 12 zi1 dupd administrarea exametabolitilor din
micronicete, numarul patratelor cu puiet cdpacit 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 pina la 161,08 patrate de puiet capdcit, a fost obtinut la 36 zile de la administrarea

exometabolitilor dun tulpina Penicillium sp.11.
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Nota: P<0,01.
Figura 4.20 Numarul de péatrate cu puiet capacit, % fata de lot martor (100%) in varianta
cu exometaboliti ai micromicetei Penicillium funiculosum (Penicillium sp. 11)

Un alt indicator aflat in studiu, a fost axat pe stabilireca procentului de prolificitate
matcilor de albine, in cazul utilizarii in hrdna albinelor a siropului de zahar suplimentat cu solutia
de exometaboliti ai tulpinii de micromicete Penicillium funiculosum (Penicillium sp.11).
Rezultatul acestui studiu este reprezentat pe Fig. 4.21, de unde observam, ca cel mai inalt
indicator al prolificitatii matcilor 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.

= M+10ml/I B M+25 ml/l 5 M+50 ml/l
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40 -

12 zile 24 zile 36 zile

Nota: P<0,01
Fig. 4.21 Prolificitatea mitcilor de albine, % fata de lotul martor (M=100%) sub actiunea
EM tulpinii Penicillium funiculosum (Penicilliu sp. 11).
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Urmatorul indice aflat sub monitorizare a fost axat pe stabilirea cantitatii de miere
colectatd 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. 4.22)

®EM+10mi/l = M+25ml/l = M+50ml/I
%IM

140 131,31 12795

120

100 -

80 -

60 -

40 ~

20

12 zile 24 zile 36 zile

Nota: P<0,05
Figura 4.22. Cantitatea de miere pe rama, % fata de lot martor (M = 100%), obtinute in
varianta cu utilizarea EM de Penicillium funiculosum (Penicillium sp. 11).

Rezultatul acestui studiu este prezentat pe Fig. 4.22, de unde observam, ca cel mai inalt
procent de colectare a cantitdtii de miere a fost stabilit la 24 de zile dupd alimentarea cu
supliment al albinelor cu concentratia de exometaboliti in concentratia de 50ml/l de sirop, avind
valori de 131,31%, deci mai mult cu 31,31% comparativ cu familiile de albine din lotul martor,
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.

Un alt indice este puterea familiei. Reiesind din datele obtinute s-a constata ca puterea
familiei dupa 36 de zile, in cazul suplimentarii hranei de albine cu exometaboliti ai tulpinii
Penicillium funiculosum, constituie: in varianta martor 2, 75 kg de albina ; in varianta M+10 ml/1
EM — 4,0 kg de albina, In varinta M+25 ml/l EM — 4,31 kg de albina, si in varinta M+50ml/l EM
—4,24 kg de albina. Din datele prezentate se poate de observant 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%
sl constituie 156,7% fata de varianta martor (P < 0,05).

Astfel, s-a constatat ca substantele biologic active din solutia de metaboliti ai tulpinii

Penicilliu funiculosum (Penicillium sp. 11) au indirect un impact stimulator asupra functiilor
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ovogeneze ale matcii, contribuind la cresterea cantitatii de puiet capacit in cuib, prolificitatii
matcilor din familiile de albine, puterii familiilor si cantitatii de miere obtinute [132].

O alta tulpina de micromicete, care a fost testatd pe familiile de albine, a fost tulpina
Penicillium piceum (Penicillium sp. 19). Exometabolitii acestei tuplini au fost administrati in
aceleasi doze: 10, 25 si 50 ml/I de sirop de zahar de 50%, iar efectul produsului a fost examinat
la 12, 24 si 36 zile dupa hranirea familiilor de albine. Rezultatul acestui studiu este prezentat pe
Fig. 4.23, 4.24 si 4.25. Pe Fig. 4.23 este reprezentat numarul de patrate de puiet capacit a
familiilor de albine, care au fost hranite cu sirop de zahar de 50 % in combinatie cu
exometabolitii de micromicete in cantitate de 10, 25 si 50 ml/l de sirop de zahdr. Rezultatele
obtinute demonstreaza ca, numarul cel mai inalt de patrate de puiet capacit a fost obtinut la 36
zile dupa administrarea exometabolitilor de micromicete din tulpina Penicillium piceum
(Penicillium sp.19), in dilutia 50 ml/l de sirop de zahar, avand valorile de 115,84 %, fiind cu
15,84 % mai mult comparativ cu familiile de albine din grupa lot martor. La 24 de zile dupa
administrare, acest indice (in aceeasi concentratie) a constituit 107,14%, cu 7,14% mai mare
comparativ cu grupa lot martor. De mentionat faptul ca si la 12 zile dupa administrarea
exometabolitilor, deja a fost constatatd o crestere a numarului de patrate cu puiet capacit,
constituind 103,23 %, fiind cu 3,13% mai mare comparativ cu grupa lot martor. in cazul
administrarii exometabolitilor in concentratiile de 10 si 25 ml/l sirop de zahar, indicele
numarului de patrate de puiet capacit a avut variatii de la 102,41 % pina la 105,18 %, cu 2,41-

5,18 % mai mult, comparativ cu familiile de albine din grupa lot martor.
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Nota: P<0,01

Figura 4.23 Numarul de patrate a puietului capicit, % fata de lot martor (M=100%0)
tulpina Penicillium piceum (P. sp. 19)
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Datele cu referire la prolificitatea matcilor de albine, sunt prezentate pe Fig. 4.24, de unde
observam ca, acest indice a avut cele mai mari valori la grupa experimentald de albine, in care
albinele au fost alimentate cu sirop de zahar de 50% suplimentat cu solutia de EM ai tulpinii de
micromicete Penicillium piceum (Penicillium sp. 19), in doza de 50 ml/l, constituind la 36 zile de
la hranirea familiilor 96,6 %. La perioadele de examinare 12 si 24 de zile, dupd hranirea
familiilor de albine, in aceeasi doza de 50 ml/l solutic de EM 1in siropul de zahar, acest indice a
constituit respectiv 86,02 % si 89,3 %. Administrarea exometabolitilor in concentratii de 10 ml/I
si 25 ml/l solutie de EM in siropul de zahar au avut valor de la 84,46 % pina la 85,6 %, fiind cu
12,14 % mai mica comparativ cu varianta in care doza de EM a constituit 50 ml/I in siropul de

zahar.
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Nota: P<0,01
Fig. 4.24 Prolificitatea, % fata de lot martor (M =100%0), in varinta cu solutie de EM ai
tulpinii Penicillium piceum (P. sp. 19)

Urmatorul indice stabilit a fost axat pe potentialul de colectare a culesului si respectiv,
cantitatea de miere colectata de familiile de albine, care au fost hrénite suplimentar cu sirop de
zahar in combinatie cu solutia de exametabolitii din tulpina Penicillium piceum (Penicillium
sp.19) (Fig. 4.25).

Rezultatele acestui studiu, prezentate pe Fig. 4.25, relateaza ca, cea mai mare cantitate de
miere a fost obtinutd la familiile de albine care au fost hranite cu supliment alimentar din
exometaboliti ai tulpinei de micromicete Penicillium piceum (Penicillium sp.19) in sirop de
zahar, in doza de 50 ml/l de sirop, la 36 zile de la administrarea suplimentului, indicele
constituind 128,2 %, deci, cu 28,2 % mai mult comparativ cu familiile de albine din grupa lot
martor. La intervalul de 12 si 24 zile de la administrare a suplimentului alimentar in aceeasi doza

(50 ml/1 de sirop), cantitatea de miere colectata a avut indicii de la 104,34 % pina la 111,11 %,
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respectiv fiind cu 4,34 si 11,11 % mai mult, comparativ cu cantitatea de miere colectata de la

familiile de albine din grupa lot martor.
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Fig. 4.25 Cantitatea de miere pe rama, % fati de lot martor (M=100%) in varianta in care
hrana albinilor a fost suplimentatd cu solutie de EM ai tulpinii
Penicillium piceum (Penicillium sp. 19)

Conform rezultatelor obtinute la familiile de albine in variantele cu utilizarea
exometabolitilor tulpinii Penicillium piceum (Penicillium sp. 19), in calitate de supliment in
hrana albinelor, s-a constatat ca, puterea familiei in varinta lot martor este de — 2,75 kg de
albina; in varinta cu utilizarea solutiei de EM 1in concentrasie de 10 ml/l solutie de zahar — 2,78
kg de albina; in varianta M + 25ml/l — 2,88 kg de albina si in varianta M+50 ml/l — 3,0 kg de
albind. Astfel, rezultatele obtinute in variantele cu utilizarea solutiei de exometaboliti in
concentratie de 10 ml/l sau 25 ml/l au fost nesemnificative, ce depasesc varianta martor cu 1,1%
s1 4,7% respectiv, iar in varianta in care concentratia solutiei de exometaboliti a constituit 50 ml/1
acest indice a constituit 112,7% , cu 12, 7 % mai mult decit lotul martor (P < 0,05).

Pe Fig. 4.26, Fig. 4.27 si Fig. 4.28 sunt prezentate rezultatele unor indici ai productivitatii
familiilor de albine, care au fost hranite cu sirop de zahar in combinatie cu solutia de
exometaboliti ai tulpinii de micromicete Penicillium corylophilum (Penicillium sp. 62).
Rezultatele au fost analizate la 12, 24 si 36 zile dupd administrarea hranei suplimentare.

Pe Fig. 4.26 este prezentat indicele cu referire la numarul de patrate cu puiet capacit la
12, 24 si 36 zile dupa administrarea solutiei de EM ai micromicetei Penicillium corylophilum
(Penicillium sp.62) in concentratiile de 10, 25 si 50 ml/l de siropde zahar de 50 %. Datele

prezentate relateaza ca cel mai mare numar de patrate cu puiet cadpacit a fost inregistrat la
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familiile de albine care au primit exometabolitii de micromicete din tulpina Penicillium
corylophilum (Penicillium sp. 62), la 24 de zile de la aplicarea hranei si in cazul cind
concentratia de exometaboliti a fost de 10 ml/l de sirop din zahar, acest indice a constituit
132,69%, ce este cu 32,68 % mai mare comparativ cu indicile obtinut la familiile de albine din
grupa lot martor. Totusi acest indice, la familiile de albine, care au primit exometabilitii de
micromicete in doza de 50 ml/l de sirop din zahar, la 36 zile de la administrare a produsului, a
avut valori de 100,36 %, o diferenta nesemnificativa (0.36 %), comparativ cu indicele numarului

de patrate de puiet capacit la familiile de albine din grupa lot martor.
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Figura 4.26. Numirul de patrate cu puiet capicit, % fati de lot martor (M=100%) in

varianta cu EM ai tulpinii Penicillium corylophilum (Penicillium sp. 62) (P < 0,05).
Analizind rezultatele cu referire la indicele de prolificitate matcilor de albine dupa

administrarea in hrana suplimentara a exometabolitilor de micromicete din tulpina Penicillium
corylophilum (Penicillium sp.62) (Fig. 4.27) se poate de mentionat ca, cel mai inalt indice de
prolificitate (110,6 %) a fost inregistrat la familiile de albine la 24 de zile de la administrare in
hrand a exometabolitilor din micromicete in dozd de 25 ml/l de sirop de zahar. Acest indice a
fost cu 10,6 % mai mare comparativ cu familiile de albine din grupa lot martor. In acelasi timp s-
a observat o dinamica in crestere a acestui indice (107,6%) incepand cu intervalul de 12 zile
dupa administrarea suplimentului alimentar. Insa acest indice a fost relativ mai mic la 36 de zile

de la administrarea suplimentului, avind valori numai de 83,6%.
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Fig. 4.27. Prolificitatea matcilor de albine, % fata de lot martor (M=100%) la
administrarea solutiei de EM ai tulpinii Penicillium corylophilum (P. sp. 62)

Cu referire la indicele cantitatii de miere pe rama (Fig. 4.28), la grupele familiilor de
albine, care au primit exometabolitii tulpinii de micromicete Penicillium corylophilum
(Penicillium sp. 62), se poate de mentionat ca, cel mai mare cules (miere pe fagurile din stup) au
fost inregistrate la 24 de zile de la hranirea albinelor cu exometaboliti in doza de 25 ml/I de sirop
de zahar. Acest indice a avut valori de 112,54 %, ce a constituit cu 12,54 % mai mult comparativ

cu albinele din grupa lot martor.
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Fig. 4.28. Cantitatea de miere pe rama, % fata de lot martor,
tupina Penicillium corylophilum (P. sp. 62).
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Nu s-a observat o diferentd semnificativd a acestui indice la 12 si 36 de zile de la
administrarea suplimentului de hrana in aceeasi concentratie, avind o diferenta de doar 3,29 %.
Astfel, putem concluziona ca administrarea in calitate de supliment 1n hrana albinelor a solutiei
de EM ai tulpinii Penicillium corylophilum nu influenteaza practic asupra cantititii de miere a
familiei de albine. Valorile obtinute in acest caz in majoritatea cazurilor au variat in limitele
variantei lot martor.

Indicele puterea familiei in cazul hranirii albinelor cu sirop de zahar de 50% suplimentat
cu solutie de EM ai tulpinii Penicillium corylophilul (Penicillium sp. 62) a constituit in variant
martor — 2,75 kg de albina, 1in varianta M + 10 ml/l solutie de EM - 2,7575 kg de albina (P <
0,05).; in variant M + 25 ml/ solutie de EM — 2,92 kg de albina si in varinta M + 50 ml/I solutie
de EM — 3,2 kg de albina. Astfel, conform rezultatelor obtinute actiunea solutiei de exometaboliti
ai tulpinii Penicillium corylophilum, suplimentata in hrana albinelor, influenteaza nesemnificativ
asupra familiilor de abbine. Cele mai bune rezultate — 116,4% fata de matror (P < 0,05) au fost

inregistrate n varianta n care concentratia solutiei de exometaboliti a constituit 50ml/I.

4.7. Masuri sanitare veterinare la stupinele contaminate cu boli contagioase.
De regula tratamentele medicamentoase de combatere a bolilor sau de fortificare a familiilor de
albine din unitatile contaminate sunt Insotite obligatoriu de mijloace de dezinfectie si de

urmatoarele masuri:

elaborarea examenului sanitar periodic al intregului efectiv de catre medicul veterinar la

toate familiile de albine in lunile martie - aprilie si august - septembrie;

- indeplinirea tratamentelor de control pentru ectoparaziti;

- de intreprins masuri de tratament a familiilor bolnave si de prevenire a raspandirii bolilor
la celelalte familii de albine din stupind, in conformitate cu legea sanitar-veterinara;

- initierea procedurii de iradicarea familiilor de albine prin ardere, afectate de boli
bacteriene (loca americana, loca europeand);

- de mentionat ca, familiile de albine cu semne clinice de boli infecto-contagioase nu pot fi
deplasate la pastoral decat dupa vindecarea lor;

- ca masuri obligatorii sunt si restrictiile cu referire la stupinele infectate cu boli
infectocontagioase s§i parazitare supuse declaratiei obligatorii sa nu practice stuparitul
pastoral,

- deinterzis comercializarea materialului biologic infectat sau parazitat;

- amplasarea stupilor sa se faca astfel incat albinele sa aiba suficiente puncte de reper,

pentru a preveni ratacirea lor (nu se amplaseaza langa antene GSM sau linii de inalta

tensiune, transformatoare electrice);
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- de impiedica furtisagul prin evitarea lucrului in familia de albine pe timpul zilei;

- de fiecare datd, aplicarea tratamentelor medicamentoase si a masurilor de igiena stabilite
se face asociat cu complexul de masuri biologice privind pastrarea sanatatii albinelor;

- perspectivele si tendinta actuala se referd la folosirea plantelor medicinale in combaterea
bolilor la albine, intarirea rezistentei naturale a familiei de albine si restrangerea folosirii
mijloacelor medicamentoase in combaterea agentilor etiologici;

- mijlocele de prevenire a intoxicatiilor la albine se face prin masuri pentru protectia
familiilor de albinelor impotriva intoxicatiilor cu pesticide.

- contributia la mentinerea starii de sdnatate a familiilor de albine prin efectuarea
controalelor sanitar veterinare periodice prin examene de laborator pentru bolile cu
notificare interna;

- o recomandare specifica se atribuie pentru stupinile de selectie si vanzarea de material
biologic (roiuri, matci), carora li se recomanda verificarea sanitar - veterinard a
materialului biologic comercializat si a parametrilor reproductivi (stupini de selectie);

- fiecare stupina este obligatoriu sa fie inregistrata, s Se duca evidenta registrului de
evaluare al stupinei (carnet de stupina) si in care sa se consemneze etapele tehnologice si

tratamentele efectuate.

4.8. Concluzii la compartimentul 4.

1. Cercetarile bacteriologice efectuate la familiile de albine dupa perioada iernatului au
demonstrat cd, 1n stupine existd o combinatie de forme bacteriene din genurile precum E.
coli, care au reprezentat peste 50%, o asociere de bacterii din genul Streptococi,
Stafilococi cu o pondere de pina la 30%, pina la 5 % formele de bacterii din genul
Salmonella spp. si unele forme de fungi cu 0 pondere de 15%.

2. Evaluarea indicilor de sanatate ai familiilor de albine primavara (% albinelor moarte,
cantitatea de miere rdmasa, comportamentul albinelor, activitatea de zbor, prezenta
mucegaiului, modul de cdpacire, rezistenta la iernat), care au fost hranite cu sirop de
zahar de 50% suplimentat cu solutii de exometaboliti ai micromicetelor Penicillium sp.
11, Penicillium sp. 91 si Penicillium sp. 62 au demonstrat o imbunatatire a tuturor
indicilor comparativ cu varianta martor.

3. Cantitatea optima de exometaboliti ai tulpinilor Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 62 si
Penicillium sp. 91, suplimentata in hrana albinelor toamna pentru imbunatatirea indicilor
de sanatate a albinelor pe perioada iernarii, este de 25-50 ml/1 solutie de zahar de 50%.

4. Monitorizarea in dinamica (12, 24, 36 zile) a indicilor la familiile de albine: numarul de

patrate cu puiet capacit, prolificitatea, cantitatea de miere pe rama, puterea familiei, in
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variantele montate (lot matror si variantele cu utilizarea ca supliment in hrana albinelor
primavara devreme a solutiei de EM a tulpinii  Penicillium funiculosum (Penicillium sp.
11) a demonstrat o stimulare a tuturor indicilor indiferent de concentratia testata (10, 25,
50 ml/), maximul fiind inregistrat la concentratia de 25 ml/l si variaza in limitele 124 -
161%, comparativ cu varianta martor.

Suplimentarea in hrana albinelor primavara a solutiilor de exometabolitii ai tulpinilor
Penicillium piceum (Penicillium sp. 19) sau Penicillium corylophilum (Penicillium sp.
62), au influentat nesemnificativ asupra indicilor productivi ai familiilor de albine

indiferent de concentratia utilizata, durata 36 zile de monitorizare.
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CONCLUZII GENERALE

1. 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 locii americane si
Melissococcus plutonius, agent patogen al locii europene. Zonele de inhibitie a patogenilor
mentionati sub actiunea exometabolitilor acestor tulpini variaza in limitele 15,5 - 34,0 mm.

2. Au fost determinate tulpinile Penicillium corylophilum CNMN FD 20 (Penicillium sp.
62) si  Penicillium sp. 97, care manifesta 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. S-a demonstrat ca, exometabolitii tulpinile Penicillium funiculosum (Penicillium sp. 11)
si Penicillium piceum (Penicillium sp. 19), poseda o inalta activitate a catalazei de 430 U/ml si
600 U/mll respectiv, pot fi utilizate ca supliment in hrana albinelor in calitate de antioxidanti.

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

5. S-a constat ca, dupa perioada iernatului in stupinele de albime existd o combinatie de
forme bacteriene din genurile: E. coli, care reprezenta peste 50%, o asociere de bacterii din genul
Streptococi, Stafilococi cu o pondere de pana la 30%, pina la 5 % formele de bacterii din genul
Salmonella spp. si unele forme de fungi cu o pondere de 15%.

6. A fost demonstrat ca, 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, contribuie la imbunatatirea indicilor
de sanatate a albinelor: % de albine moarte dupa iernat, cantitatea de miere ramasa din iarna (%),
rezistenta la iernare, modul de cdpdcire, comportamentul albinelor si activitatea de zbor, dupa
iernare.

7. S - a demonstrat ca, solutia de exometaboliti ai tulpinii Penicillium funiculosum
(Penicillium sp. 11), suplimentatd in hrana albinelor in concentratie de 25 ml/l solutie de zahar
de 50%, primavara timpuriu, contribuie la majorarea indicilor de productivitate fatd de matror:
numarului de larve capacite cu 61%, prolificitate cu 34,2%, cantitatea de miere pe rama 13%,

puterea familie de albine cu 56,7%.
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Aportul personal. Rezultatele obtinute si analiza acestora, concluziile conform temei abordate
apartin integral autorului. In comun cu colegii din cadrul Siguranta Alimentelor si Sanitate
Publica a facultatii de Medicind Veterinara UTM si Colectiei Nationale de Microorganisme
Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie a fost obtinut o cerere de brevete de
inventie, astfel autorului ii revine cota parte In corespundere cu lista autorilor

Noutatea si originalitatea stiintifica. Au fost identificate tulpini de micromicete din genul
Penicillium, ca producatori 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, bactericidd, fungicidd si de stimulare a
cresterii familiilor de albine. A fost stabilitd componenta bacteriologica a microflorei din
stupinele de albine. A fost demonstrata actiunea pozitiva a hranei suplimentatd cu exometaboliti
din micromicete Penicillium funiculosum si Penicillium corylophilum asupra indicilor de
sanatate a albinelor in perioada de dupa iernare si efectul pozitiv asupra stimularii indicilor
productivi ai familiilor de albine.
Rezultatele stiintifice principale, care au contribuit la solutionarea problemei stiintifice
importante.

Folosirea antibioticelor 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 sandtate si productivi ai familiilor de albine.

Semnificatia teoretica. Datele obtinute prezinta 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 sanatate inainte de iernat si dupa iernat, pentru stimularea indicilor

productivi ai familiilor de albine Apis melifera.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implimentate la stupinile 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
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familiilor de albine, sunt folosite ca material didactic in procesul de instruire a studentilor la
Facultatea de Medicinad Veterinara a UTM (act de impilentare).

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare au fost aprobate la urmatoarele foruri stiintifice
nationale si internationale: Al III Simpozion national cu participare internationala.
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-practica cu participare internationala, cu genericul ,,Gestionarea fondului
genetic animalier — probleme, solutii, perspective”, Chisinau, 2023; ,,Salon of Invention and
Innovative Entrepreneurship”, Chisindu, 2023. Salonul international UGAL-INVENT, .2023,
Galati, Romania.

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare sunt publicate in 12 lucrari stiintifice, dintre care: 6
articole in reviste din straindtate recunoscute; 3 articole in culegeri stiintifice, 3 teze in culegeri

stiintifice; 1 cerere de brevet de inventie si 2 materiale la saloanele de inventii.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Se propune utilizarea solutiilor de exometaboliti ai tulpinior Penicillium sp. 91 si

Penicillium sp. 97, ca alternativa a preparatelor cu actiune bactericida si fungicida pentru
profilaxia stupinelor de albine, contra locii americane si locii europe.

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

3. Pentru profilaxia infectiilor bacteriene si fungice, dar si stimularea familiilor de albine se
recomanda ca supliment in hrana 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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Anexa:1. Buletin de analiza de la CRDV cu confirmarea diagnosticului ”Loca europeana”
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Anexa: 2. Prelevarea materialului patologic pentrtu cercetari de laborator de la stupina 1,
suspecta in contaminare cu Loca Europeana.

143



Anexa: 3. Colonii de fungi izolate de la familiile de albine, stupina 2.
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Anexa: 4. Forme bacteriene izolate din probele pentru cercetare de la puietul de albine
afectat. a) Streptococi; b) Stafilococi; c) asociere de bacterii coliforme; d) colonii de
Salmonella spp..

c) d)
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Anexa 5: Cerere de Brevet de Inventie
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Anexa 6: Act de implimentare Nr.1

APROB
| /Directorul G.T. ”Maican lon s. Petrunea”

L
/ 7/‘4/"7”"”26"octombrie 2017

ACT DE IMPLEMENTARE Nr.1
a elaborarii propunerii de hrénire a familiilor de albine cu exometaboliti din micromicete inainte
si dupa perioada de iernat in scop profilactic fatd de bolile contagioase,
din 26.10.2017

Activitatea efectuatd.

Hranirea familiilor de albine cu supliment nutritional din sirop de zahar si turte de griu cu
adaus de exometabolifi din micromicete.

Cercetarile au fost efectuate in perioada 15 octombrie 2013 — 26.10.2017 la
stupina detinutd de G.T "Maican lon s. Petrunea” pe adresa r-nul Glodeni satul Petrunea, cu un
numir de 90 familii de albine. Pentru fortificarea rezistentei fiziologice a familiilor de albine si
minimizarea riscului de aparitie a bolilor de origine bacteriand (loca americana si europeand) si
fatd de unele boli de origine micotica (ascosferoza si aspergiloza, care reprezintd un pericol
pentru puietul albinelor, precum si pentru albinele adulte. La stupind a fost testatd actiunea
exometabolitilor (EM) din micromicetele Penicillium sp. 11, Penicillium sp. 91 si Penicillium
sp.62, in doze de 10ml/1, 25ml/l si 50ml/1 sirop de zahar, utilizat la pregatirea turtelor din grau in
raport de 50 ml la 1kg/turte. Aceastd hranire s-a efectuat toamna, tnainte de iernat. Au fost
montate 3 grupe cu EM, a cite 5 stupi in fiecare grupa, fiind comparata cu grupa lot martor, la
care hranirea suplimentard s-a efectuat numai cu sirop de zahdr si turte de grau.

Evaluarea indicilor de sdnatate a familiilor dc albine dupa periocada de iernat a
demonstrat o stare generald mult mai buna a familiilor de albine comparativ cu lotul martor.

A doua hrénire cu sirop de zahar de 50% suplimentatd cu EM de micromicete a fost
efectuatd dupd perioada de iernat, in a doua jumatate a lunii martie. Au fost testati EM tulpinilor
Penicillium sp. 11, Penicilliun sp. 19 si Penicillium sp. 62, cite 200 ml de amestec la rama.

Dupi hrénirea de primdvard s-a constat 0 stimulare a indicilor de productivitate,
comparativ cu lotul martor. Cele mai bune rezultate au fost obtinute in varianta, in care hrana a
fost suplimentatd cu EM ai micromicetei Penicillium sp. 11 in concentratie de 25 ml/L. Indicii
evaluati dupd 36 de zile: numdrul de patrate cu puiet cpacit, prolificitatea, puterea familiei $i
cantitatea de miere de la o rama au depasit varianta martor cu 24-61%.

Rezultate implementdrii:

in concluzie putem confirma cd hréanirea familiilor de albine cu hrand suplimentard din
sirop de zahar si solutie de EM din micromicete, a contribuit la fortificarea semnificativa a
nivelului de sandtate si la prevenirea bolilor contagioase la albine si la puictyl-de
a stimulat si indicii productivi la familiile de albine. P

Responsabili pentru implementare:

Administrator
”» x 2 4‘4‘1/"—7

G.T. "Maican Ion s. Petrunea & 'Y

Doctorand, UTM A

e
Dr. hab., prof. univ., UTM Moolae STARCIUC
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Anexa 7: Act de implimentare Nr.2

ACT DE IMPLEMENTARE Nr.2
a elabordrii propunerii de hrénire a familiilor de albine cu exometaboliti din micromicete inainte
si dupd perioada de iernat in scop profilactic fatd de bolile contagioase,
din 15.10.2022

Activitatea efectuatd.

Hranirea familiilor de albine cu supliment nutrifional din sirop de zahdr si turte de griu cu
adaus de exometabolifi din micromicete.

Cercetarile au fost efectuate in perioada 1€ septembrie 2021 — 15.10.2022 la stupina ce
apartine G.T. "Usatli Maxim”cu un numar de 95 familii de albine. Pentru fortificarea rezistentei
fiziologice a familiilor de albine si minimizarea riscului de aparitie a bolilor de origine
bacteriana (loca americand si europeand) si fatd de unele boli de origine micotica (ascosferozd si
aspergiloza. Au fost efectuate 2 hraniri.

Prima hranire s-a efectuat toamna inainte de iernat. Au fost pregatite turme de grau pe
baza amestecului de sirop de zahar cu solutie de exometaboliti (EM) din micromicete (P. sp.11,
P. sp 91, P. sp.62), cate 50 ml la 1kg/turte, iar primévara au fost evaluati indicii de sanatate. S-a
constat cd, toti indicii de sanatate: o, de albine moarte dupd iernat, cantitatea de miere ramasa din
iarnd (%), comportamentul albinelor; activitatea de zbor a albinelor; prezenta mucegaiului in
stup; modul de capacire; rezistenta la iernare (%). sunt mai buni in variantele experimentale,
decit in varianta martor.

A doua hranire s-a facut primavara timpuriu, cu sirop de zahar de 50% suplimentat cu
solutie de EM, cite 200 ml amestec la rama. Au fost testate 3 concentratii de EM: 10ml/1, 25ml/l
si 50ml/l sirop de zagar. Familiile de albine au fost monitorizete dupa 12 zile, 24 zile si 36 zile.

Cele mai bune rezultate a indicilor de productivitate: numarul de patrare cu puiet capacit,
prolificitate, puterea familiei si cantitatea de miere pe rama au fost obtinute in varianta, in care
familiile de albine au fost hrénite cu sirop de zahar de 50% suplimentat cu 25ml/1 solutie de EM
ai tulpinii Penicillium sp. 11. Acessti indici au depasit varianta martor cu 20-56%

Rezultate implementdrii:

fn concluzie putem confirma ca, metoda de hranire a familiilor de albine cu hrand
suplimentard din sirop de zahdr si turte din griu, cu adaus de exometaboliti din micromicete din
tulpinile P. sp. 11, P. sp. 91 si P.sp. 62.,a contribuit la fortificarea semnificativa a nivelului de
sanitate si la prevenirea bolilor contagioase la puietul familiilor de a :-:
productivi. G

Responsabili pentru implementare: /
Administrator W‘//
G.T. "Usatii Maxim” :

Doctorand, UTM ' Veronica BUGNEAC

dr. hab., prof. univ., UTM _Mmm@ STARCIUC
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Anexa 8: Act de implimentare Nr.3

APROB

ultatii de Medicina Veterinara
mversitatea Tehnica a Moldovei
dr. conf., universitar

.08 septembrie 2023

ACT DE IMPLEMENTARE Nr.3
de introducere a rezultatelor obtinute cu referire la studiului utilizarii exometabolitilor din
micromicete ca supliment in hrana albinelor pentru profilaxia bolilor contagioase, in procesul de
studiu la disciplina "Boli infectioase ™, la facultatea de Medicina Veterinard a UTM,
din 05.09.2023

Volumul lucrarii efectuate.

Scopul cercetarilor propuse de cétre doctoranda Veronica BUGNEAC 1n teza de doctor in
stiinte medical veterinare, cu titlul "Utilizarea unor produse de micromicete in profilaxia si
combaterea locei americane si europene la albine”, a fost axat pe utilizarea exometabolitilor
din unele tulpini din micromicete (P. sp. 11, P.sp.19 si P.sp.62) in profilaxia bolilor contagioase
la puietul familiilor de albine, care au fost administrati in componenta suplimentului de hrana din
siropul de zahar si turtele din faina de griu.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca exametabolitii din micromicete au fortificat indicii
fiziologici si productivi ai familiilor de albine, fiind exprimati prin majorarea volumului de cules
si a patratelor de puiet carpicit comparativ cu albinele lotului martor, precum si o actiune
antimicrobiand si antimitotica a tulpinilor de micromicete specificate, fapt ce au asigurat si
prevenirea unor boli contagioase la puietul familiilor de albine.

Datele obtinute au demonstrat ca exametabolitii extrasi din micromicete pot fi utilizate ca
alternativd a antibioticilor in scop profilactic al bolilor contagioase la familiile de albine, dar si
ca stimulator al indicilor productivi la familiile de albine.

Materialul, figurile si tabelele prezentate in teza de doctorat a doctorandei BUGNEAC
Veronica se utilizeaza in procesul didactic la disciplina “Boli infectioase ale pasarilor, animalelor
de blang, pestilor si albinelor™, prezentatd pentru studentii anului IV a facultitii de Medicind
Veterinara.

/)
Implementarea rezultaielor este efectuatd de cdatre ri/1//(11‘1;i'{/i,):('i[)linei mentionate .
Persoanele responsabile de prezentarea materialului: P

al

Doctoranda, UTM i Veronica BUGNEAC

> Pl
dr. hab., prof. univ., UTM (2{// Nicolae STARCIUC
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat sunt
rezultatele propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza sa
suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Bugneac Veronica

/

7
/

Data ﬂ{’ y /ra ?/Z/é(/ y ﬂ//zj/

Semnatura
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=5 |
europass

Curriculum vitae
Europass

Informatii personale

Nume / Prenume

Bugneac Veronica

Adresa(e)

Domiciliu: bd. Dacia 25, MD — 2060 Chisinau Republica Moldova,
Serviciu: str.Petricani 198, Chisinau, SA Farmavet

Telefon(oane)

373.22.52.70.00.
Mob. 781 42 373

E-mail(uri)

veronica.bugneac@gmail.com

Cetatenie

R. Moldova

Data nasterii

07 septembrie 1987

Sex

feminin

Locul de munca vizat

Domeniul ocupational

SA Farmavet

Specialist calitatea produselor farmaceutice.

Experienta profesionala

2012-2015 tehnic farmacist SA Farmavet .
2015-2023 specialist calitatea produselor farmaceutice SA Farmavet.
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Educatie si formare

2022 - 2023 am absovit Programul Educational " Chinolog", or.
Chisinau.

2012-2015 scoala doctorald frecventa la zi.

2005-2012 Universitatea Agrara de Stat din Moldova, facultatea de
Mmedicina veterinara .

Diploma de master In medicind veterinara

1994-2005 Liceu Teoretic satul Petrunea

Limba materna

romana

Limbi straine cunoscute

Rusa — mediu, Franceza - curent, Engleza — cu dictionarul.

Participari la foruri
stiintifice

2019 ( 15 aprilie) — Conferinta stiintifico —practica cu genericul
"Metode noi si perspective in tratamentul animalelor".

2019(12-14 noiembrie)— Seminar stiintifico — practic cu genericul
"Managementul producerii de lapte si a patologiei metabolice si
nutritionale la bovine".

2020 ( 20 noiembrie ) — Conferinta cu genericul "Antibiorezistenta si
utilizarea prudent antibioticelor/ controlul de abator si siguranta
produselor alimentare”.

2021 (14 mai) — Conferinta cu tema:" Prevenirea si atenuarea
rezistentei la antibiotice, stabilirea reactiilor adverse ".

Competente si
aptitudini de utilizare a
calculatorului

Word, Excel, Power Point, 1C.

Licenta de conducere

Categorii: B.

Hoby

Patiserie, muzica, sport, citit.
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