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Abstract: Based on the fact that the most critical period for bee families is the
winter period, the research aim was to establish the hygienic status of bee families after
winter period also the strengthening of the level of physiological resistance and feeding of
bee familes with the exometabolites of some strains of micromycetes administered together
with wheat flour cakes. For the description of the morpho-cultural properties of the isolates
with antimicrobial potential, the selected strains of micromycetes were cultivated on diffe-
rent agar media: malt-agar; Czapek, raistrik; starch-ammonia, and the description of the
properties was carried out after 4, 7 and 14 days of cultivation. The results of the investi-
gations showed that the level of hygienic behavior of bee families is the main factor that
characterizes the state of health of bees, as well as decisively influences the resistance for
metobolic, infectious and parasitic diseases. For cultivation of micromycete strains on spe-
cific nutrient media, the best cultural properties were obtained in case of using the malt-
agar nutrient medium. Also is important to mention that the screening of 21 strains of
micromycetes were demonstrated that the strain P.sp. 91 had a more pronounced increase
on the cultured millets. The administration of the micromycetes exometabolites P.sp. 91 in
a volume of 50 ml/kg cake, stimulated the prolificacy of the bee families, having index on
the 24-th day after administration with 29% more compared to control lot.

Keywords: bees, winter period, bacterial flora, micromycetes, nutrient media,
microbial colonies.

INTRODUCERE

Rolul albinelor in natura si in viata omului este expusa in numeroase publicatii la
nivel global. Albinele sunt numite si ca fapturi superioare in naturd, fiindca hrana lor este
nectarul si polenul florilor. Superioare, fiindca doar zeii din Olimp, dupd cum se scrie in
legende, se hraneau cu nectar. Hrana albinelor este pastura, nectarul, polenul si mierea. Ele
gustd doar ceea ce ¢ mai pur. Nectarul absorbit patrunde si se acumuleaza in gusa albinei.
Intr-un zbor, albina duce in stup incircaturd pani la 70 mg la cel mai intens cules si mai
putin la culesuri slabe, ceea ce reprezinta %5 din greutatea ei corporald [6; 8; 10].

Procesul de transformare a nectarului in miere constd pe de o parte din procesele
biochimice de invertire a zaharurilor ce se desfasoara sub influenta invertazei din nectar, iar
pe de altd parte din secretiile albinelor si din eliminarea prisosului de apa existenta in nectar.
Polenul, in hrana albinelor este o sursa unica de proteine. El contine albumine, saruri minerale.
Pentru recoltarea polenului din flori albina isi foloseste intreg corpul: perisorii de pe cap, to-
racele, abdomenul, partile bucale, toate cele trei perechi de membre [1; §].

Important este si faptul ca agricultura lumii depinde in proportie de peste 70% de albine,
putandu-se afirma ca 70 din 100 de alimentele pe care le consumam sunt datorate procesului de
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polenizare facut de albine. De asemenea, polenizarea pe care o fac albinele este fundamentala pen-
tru reproducerea plantelor, acestea fiind principala sursa din care se hranesc milioane de animale,
fara de care fauna ar incepe treptat s dispard. Unul din factorii care influenteaza starea de sanatate
a familiilor de albine este apa si calitatea acesteea. Corpul albinelor in diferite tesuturi conine 75-
80 % apa, iar In hemolinfa §i mai mult. Albinele consuma apd pentru menfinerea schimbului de
substante la nivelul corespunzator, pentru hrana puietului, iar in cursul zilelor de arsita, pentru re-
glarea temperaturii din cuib. Consumul maxim de apa si hrand are loc 1n lunile februarie- septem-
brie, in perioada depunerii oudlor, iar cel mai scazut consum de hrana are loc in perioada octombrie-
ianuarie dupa depunerea oualelor si zborul albinelor. Nutritia albinelor se face in functie de cate-
gorie, matca, trantor, albind lucratoare, dar si in functie de sezon [6, 7, 10].

Obtinerea 1n apicultura a unor productii sporite este strans legata de mentinerea in
stupind a familiilor de albine sanatoase si puternice prin intreprinderea unor masuri eficiente
biologice de crestere si intretinere, de igiena si eventual de ordin medicamentos sau biosti-
mulator. Aceste masuri au caracter profilactic si terapeutic, avind rolul de a preveni aparitia
unor boli de origine infectioasa, parazitard, metabolicd sau efectuarea tratamentului in caz
de aparitie a acestor disfunctii si boli la familiile de albine. Apararea starii de sanatate a
familiilor de albine este o preocupare permanenta a medicilor veterinari si apicultorilor, care
trebuie sd se efectueze in conformitate cu prevederile legislatiei sanitare veterinare. Res-
pectarea masurilor de igiend, pentru a preveni contaminarea familiilor de albine si pentru a
pastra o buna stare de sanatate a acestora este obligatorie [1, 3, 8, 10].

Starea igienica a familiilor de albine (a stupilor) este garantia stirii de sanatate a
acestora. Albinele au o viatd de familie foarte bine organizata. Fiecare individ al familiei de
albine are o misiune. Niciunul nu se pierde in amanuntele clipelor desarte, pretuind si facind
util fiecare moment. Mentinerea unui status igienic satisfacator in familiile de albine este
prerogativa apicultorilor si respectiv a medicilor veterinari [4, 9].

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 flo-
rilor, utilizarea necontrolata a pesticidelor, schimbari survenite in sol si numarul in scadere
al apicultorilor, precum si prezenta si raspinirea unui numar mare de boli ale albinelor, mai
cu seama a celor infectioase. Din cele mentionate rezulta faptul ca sunt necesare solutii care
ar diminua riscurile si impactul factorilor mentionati asupra sanatatii familiilor de albine
precum si limitarea utilizarii produselor medicamentoase (pesticidelor) cu impact negativ
asupra familiilor de albine, inclusiv asupra produselor apicole consumate de catre om [1; 2;
5; 9].

Ca scop al cercetarilor propuse a fost analiza influentei statusului igienic al familiilor
de albine si a unor produse din micromicete asupra stérii de sanatate a familiilor de albine.

Obiectivele studiului au fost axate pe aprecierea rolului comportamentului igienic
la familiile de albine in profilaxia bolilor infectioase; influenta microclimatului si a rezer-
velor de hrana la viabilitatea familiilor de albine in perioada de iernat; scriningul unor tul-
pini de micromicete cu actiune antibacteriana si utilizarea acestora ca supliment nutritional
pentru fortificarea starii de snatate la familiile de albine.

MATERIALE SI METODE

Cercetarile au fost indeplinite in cadrul Departamentului Siguranta Alimentelor si
Sanatate Publica a facultatii de Medicina Veterinara, Universitatea Tehnica a Moldovei, in
gospoddria experimentald de albine a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie si in
laboratorul de microbiologie a Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene.
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Ca obiect de studiu au servit unele tulpini de izolati de micromicete din Colectia
Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN) si tulpina de bacterii Paenibacillus lar-
vae. Tulpinele de micromicete testate au fost izolate din probele de sol colectate din diferite
regiuni a zonei centrale a Moldovei.

Pentru procedura de izolare a tulpinelor de micromicete, in calitate de mediu nu-
tritiv a servit mediul malt-agar si mediul Czapek. De reguld, pentru pastrarea micromicete-
lor In CNMN se foloseste mediul de cultura ”Malt-agar”. Componenta mediului nutritiv
Malt-agar include (g/)1: agar — 20; extract de malt 6 (Ba) — 1 litru; pH — 5,5 — 6,0. Compo-
nenta mediului nutritiv Czapek (g/1): zaharoza — 30; NaNOs; — 2,0; KoHPO4 — 1,0; Mg
SO4x7H,0 - 0,5; KC1 - 0,5; FeSO4x7H,0 — 0,01; agar — 20,0; apa distilata — 11; pH - 6,5 -
7,0. Cultivarea tulpinilor de micromicete izolate s-a efectuat in termostat la temperatura de
+28°C timp de 14 zile. Culturile au fost examinate vizual dupa caracterele morfo-culturale,
cit si microscopic. In calitate de culturi test a servit bacteria Paenibacillus larvae, agentul
patogen al locii americane al albinelor Apis mellifera. Tulpinia patogend Paenibacillus lar-
vae a fost izolata din probele prelevate dintr-un stup de albine si este pastrata in conditii de
laborator pe mediu agarizat. Pentru izolarea si pastrarea in conditii de laborator a tulpinii de
bacterii Paenibacillus larvae a fost utilizat mediul Brain Heart Infusion (BHI) agar cu adaos
de vitamina B6.

Componenta mediului nutritiv Brain Heart Infusion (BHI) (g/1): brain infusion so-
lids — 12,5; beef heart infusion solids — 5,0; peptocomplex — 10,0; glucoza — 2,0; NaCl —
5,0; Na,HPO,4 — 2,5; agar — 15,0; tiamina - 0,1%; pH — 7,4. Proprietatile antimicrobiene ale
izolatilor de micromicete au fost studiate conform metodei difuzimetrice, prin utilizarea
blocurilor de geloza. Metoda este bazata pe capacitatea de difuziune a metabolitilor produsi
de microorganismele studiate in profunzimea agarului si a actiunii substantei active din
zona de difuzie asupra test — culturilor.

Descrierea proprietatilor morfo-culturale ale izolatilor de micromicete selectate cu
potential antimicrobian s-a efectuat pe diferite medii agarizate peste 4, 7 si 14 zile de culti-
vare la temperatura de 28-30°C.

REZULTATE SI DISCUTII

Examinarea familiilor de albine indata dupa perioada de iernat este o masura obli-
gatorie care permite de analizat care este starea de sanatate a familiilor de albine precum si
nivelul vidului sanitar pe parcursul perioadei de iernat, in acelasi timp, se monitorizeaza
starea generala a stupilor de albine, a rezervelor de hrana, starea de sanatate dupa perioada
de iernat, aspectul general sanitar, procentul de mortalitate.

Cercetarile efectuate in teren la familiile de albine sunt prezentate pe figurile 1, 2,
3 si 4 unde sunt prezentate unele actiuni de monitorizare a starii de sanatate a familiilor de
albine dupa perioada de iernat. Ca actiune primara in analiza vidului sanitar al stupinei se
examineaza stupii si imprejurimea lor din exterior, starea ordinisului, a teritoriului impre-
jurul stupilor. Se inlatura capacele stupilor si se examineaza activitatea albinelor pe rame,
numarul acestora, se scot fagurii din stup si la fel se examineaza starea lor si anume prezenta
si numarul albinelor, resturile de hrana (fig.1 si 2), prezenta sau lipsa materiilor diareice pe
faguri sau pe peretii stupilor (fig. 3). Concomitent se preleveaza probe de albine moarte (fig.
4) , probe de resturi de la baza stupului, probe de faguri cu dimensiunile 10x10 ¢cm. De
mentionat faptul ca flora conditionat patogena de origine bacteriana constitue un impact
decesiv in aparitia unor boli bacteriene la familiile de albine, atit la albinele mature, cit si la
puietul acestora. Unii din factorii de baza in mentinerea unui status de sanatate satisfacator
al familiilor de albine sunt reflectati prin crearea unui echilibru prioritar de microflora be-
nefica in cadrul familiilor de albine si mentinerea unor conditii sanitare veterinare la un
univel Tnalt.

363



Fig. 1 Examinarea vidului sanitar al fami- Fig. 2 Analiza starii de
liilor de albine dupi perioada de iernat sanatate a familiilor de albine
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Fig. 3 Examinarea fagurilor, Fig. 4 Prelevarea probelor

rezerva de miere si comporta- din stupi pentru cercetare
mentul albinelor

Totusi factorul decesiv in mentinerea unui mediu sénatos la familiile de albine poate
fi controlat prin majorarea rezistentei fiziologice a organismului albinelor folosind diferite ada-
usuri de produse biologic active administrate prin alimentatia suplimentara a albinelor.

Investigatiile efectuate au avut ca scop prioritar de a ameliora starea generala (re-
zistenta fiziologica) a familiilor de albine prin adausul suplimentar al exometabolitilor unor
tulpine de micromicete nepatogene, din Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene,
izolate din solurile Republicii Moldova. De mentionat faptul ca pentru izolarea si cultivarea
micromicetelor au fost utilizate mai multe medii nutritive care permit cresterea multor tipuri
de micromicete, dintre care: Malt-agar; Czapek; Sabouraud Glucose Agar; Amidono amo-
niacal; mediul Waksman s.a.

Totusi sunt foarte importante componentele care sunt incluse in componenta ada-
usurilor nutritive. Componentele mediilor nutritive pentru izolarea micromicetelor sunt re-
prezentate de peptonele din Sabouraud Glucose Agar care sunt o sursd de factori si care
sustin cresterea azotica. Glucoza utilizatd In mediile nutritive asigurd o sursd de energie
pentru cresterea microorganismelor. Concentratia ridicatd de glucoza asigurd un avantaj
pentru cresterea ciupercilor (stabile din punct de vedere osmotic), in timp ce majoritatea
bacteriilor nu tolereaza concentratia ridicata de zahar. in plus, valoarea redusa a pH-ului din
mediile mentionate este optima pentru ciuperci, dar nu si pentru multe bacterii. Reesind din
cele mentionate pentru determinarea mediului optim de cultivare a tulpinilor selectate ce
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poseda activitate antimicrobiana fatd de Paenibacillus larvae, acestea au fost cultivate pe 4
medii nutritive mediu: Malt-agar, Czapek, Sabouraud, Amidono-amoniacal.

Dintr-un numar de 21 de izolate de micromicete, care au fost examinate si ulterior
selectate pentru cercetare si pentru a stabili proprietatile antibacteriene si antifungice, au
fost comparate, selectate si utilizate patru medii de culturd, care sunt specificate in tab. 1.

Tabelul 1. Particularitatile morfo-culturale ale tulpinii P.sp. 91 cultivata pe diferite
medii in dependenti de perioada de cultivare

foarte sporulenta si
rugoasa, profilul
convex. Cu o bor-
dura alba de 4-5 mm.
Margine cu spori. Ri-
versul — caramiziu

rulentd. Forma rizoi-
dald, profilul ombili-
cat, marginea rizoida
foarte sporulenta.
Bordura alba de 5
mm. Riversul tran-
sparent

Perioada Mediul agarizat

de culti- Malt-agar Czapek Sabouraud Amidono-amoniacal
vare

(zile)

4 Diamerul coloniei -|Diamertul coloniilor|Diametrul  coloniei|Diametrul coloniei-
3,5- 4,5cm. Culoarea|2,5 cm. Culoarea gal-|{3,0-3,5cm, culoarea|2,0-2,5 cm, culoarea
verde-gdlbui, forma|bend, la mijloc alba,|verde albicioasa, ru-|verde intens, spori
si marginea rizoida,|foarte pufoasa si spo-|goasd, cu spori verzi,|galbeni, neregulata,

forma si marginea ri-
zoidala, profilul con-
vex. Marginea alba cu
spori verzi. Riversul
galben deschis

rugoasa. Profilul con-
vex. Bordura alba cu
d - 5mm. Marginea
dintata, riversul ver-
zui

Diametrul coloniei —
4,3-5,0cm. Culoarea
verde deschis cu
nuanta galbuie, ru-
goasa, forma si mar-
ginea rizoidala, pro-
filul convex. River-
sul caramiziu

Diametrul coloniei —
2,5-3,0 cm. Culoarea
galben-verzui, foarte
rugoasd, forma i
marginea rizoida,
profilul ~ ombilicat.
Foarte sporulenta. Ri-
versul transparent cu
nuante verzui de la
spori

Diametrul  coloniei
4,5-5,0 cm, culoarea
verde cu hife albe in
centru, spori verzi,
rugoasd, forma si
marginea rizoida,
convexd. La mijloc
nu formeaza spori.
Riversul caramiziu

Diametrul coloniei-
4,0-5,0cm, culoarea
verde gélbui, foarte
sporulent, sporii re-
partizati uniform, ne-
teda, catifelata, forma
neregulatd, profilul
umbonat. Marginea
dintata. Riversul
verde-suriu

14

Diamertul coloniei —
5,0-6,0 cm, culoarea
verde deschis, ru-
goase si foarte sporu-
lente. Forma gi mar-
ginea rizoidala, pro-
filul convex. River-
sul caramiziu-inchis

Diametrul coloniei -
2,8-3,2 c¢m, culoarea
galben-verde, foarte
rugoasa, profilul con-
vex, forma si margi-
nea rizoidd. Foarte
sporulenta. Riversul
cardmiziu cu nuante
de roz si o bordurd
roza spre margine

Diametrul  coloniei
5,0-5,5 cm, rugoasa,
culoarea verde, la
mijloc hife albe fara
spori, sporii verzi,
forma neregulata.
Marginea rizoida
foarte sporulentd. Ri-
versul caramiziu, pe
margine verde de la
spori

Diamertul  coloniei
5,0 cm, culoarea
verde-inchis, foarte
sporulenta, catifelata,
forma neregulata,
profilul umbonat,
marginea dintatd. Ri-
versul verde-suriu

Rezultatele prezentate in tabelul 1 relateaza modul si intensitatea de crestere a tul-
pinei de micromiceta P.sp. 91, iar pe figurile 5 si 6 se observa deosebirile si modul de dez-
voltare in dinamica, precum si intensitatea de crestere pe mediile de cultura de pe suprafata
placilor Petri, a tulpinei P.sp. 91. Din imaginile prezentate observim ca aceasta tulpind
creste si se dezvolta relativ optimal pe toate mediile testate. Totisi, se observa ca mediul
optim pentru cultivarea tulpinei de micromicetd P.sp. 91, conform diametrului maxim al
coloniilor (5,5 - 6,0 cm) si gradului de sporulare (foarte sporulente), este reprezentat pe
mediul Malt-agar.
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Pe acest mediu tulpina respectiva de micromicete se dezvolta mai rapid si mai in-
tens, pe cind pe celelalte medii, cresterea si dezvoltarea tulpinii este mult mai lenta. In
dinamica s-a stabilit, cd cea mai intensiva crestere a coloniilor de micromicete a fost obser-
vatd la a 7-a zi de incubare, unde s-a observat extinderea micromicetelor pe suprafata pla-
cilor Petri (fig. 5 si 6).

pd 3 4 \

Fig. 5 Aspectul coloniilor tulpinii P.sp. 91 dupa 7 zile de cultivare pe diferite medii
agarizate: 1 - Czapek; 2- Malt-agar; 3 - Sabouraud; 4 - Amidono-amoniacal

Fig. 6. Aspectul coloniilor tulpinii P.sp. 91 dupa 14 zile de cultivare pe diferite medii
agarizate: 1 — aspect din fatii; 2 — aspect rivers
Pentru fortificarea si stimularea rezistentei fiziologice la familiile de albine, dupa
perioada iernatului, a fost preparat un produs cu exometaboliti din tulpina P.sp. 91 de mi-
cromicete, care a fost administrat in raport de 50 ml la 1 kg de turte din faina de grau, fiind
minutios omogenizatd. De reguld, turtele cu adaosul de exometaboliti au fost plasate de
asupra fagurilor, pentru a fi consumate de catre albinele din stup.
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Fig. 8 Aplicarea turtelor cu supliment
de exametaboliti din tulpina P.sp. 91.
in stup

Fig. 7 Analiza familiei de albine si
aprecierea dozei de supliment de
hrana

Dupa administrarea adaosului de hrand cu exometaboliti din tulpina P.sp. 91 de
micromicete, la 24 de zile de la administrare a fost analizata starea de prolificitate la fami-
liile de albine. Rezultatele investigatiilor au constatat ca administrarea exometabolitilor de
micromicete, dupd metoda mentionata, a stimulat o prolificitate sporita la familiile de albine
care au primit acest supliment, cu o diferenta de 29 %, comparativ cu familiile de albine din
lotul martor.

CONCLUZII

1. Nivelul compotamentului igienic al familiilor de albine este factorul principal
ce caracterizeaza stare de sdnatate a albinelor, potentialul de colectare a polenului si rezis-
tenta la bolile de origine infectioasd, metabolica si parazitara.

2. Cultivarea tulpinilor de micromicete pe mediile nutritive specifice precum
Malt-agar, Czapek, Sabouraud si Amidono-amoniacal, a demonstrat, cd cele mai bune pro-
prietati culturale au fost obtinute in cazul folosirii mediului Malt-agar.

3. Carezultat al scriningului efectuat, din 21 de tulpini de micromicete a fost se-
lectata tulpinile P.sp. 91 cu o crestere mai pronuntatd pe mediile de culturd folosite, dar si
cuun potential antimicrobian si cu actiuni benefice asupra starii fiziologice de sanatate a
familiilor de albine.

4. Administrarea de exometaboliti din tulpina P.sp. 91 de micromicete in volum
de 50 ml/kg turte a stimulat prolificitatea familiilor de albine avand indicele respectiv la a
24 zi de la administrare cu 29% mai mult comparativ cu albinele din lotul martor.
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