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INDICI ANTIMICROBIENI Al UNOR TULPINI DE MICROMICETE
UTILIZATE IN TRATAMENTUL LOCII AMERICANE

Veronica BUGNEAC
Universitatea Agrara de Sat din Moldova

Abstract. Theaimof our investigations wasto make the screening of 21 strains of micromycetes (Penicillium)
fromthe Nationa Collection of Nonpathogenic Microorganismsof the Ingtitute of Microbiology and Biotechnology
of the Academy of Sciences of Moldova, in order to establish their antimicrobial effect on the causal agent of
American foul brood Paenibacillus larvae. The tested strains were isolated from soil samples taken from the
central region of the Republic of Moldova. Malt agar and Czapek medium served as nutrient mediums for the
isolation of micromycetes. Micromycetes cultivation was carried out in the thermostat at thetemperature of 28°C
for 14 days. Out of the 21 tested cultures, only 6 strains possessed high antibacterial properties against
Paenibacilluslarvae, the diameter of inhibition zone of the pathogen ranging from10.2 + 1.1 mmto 2.5+ 2.31 mm.
Two strains possessing the most intense antimicrobial activity were selected for subsequent investigations. The
diameter of the inhibition zone of Paenibacillus larvae when treated with exometabolites of this two strains
congtituted 22-23 mm, which is equivalent to the effect of neomycin.
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Rezumat. In studiul de fata s-a realizat screeningul a 21 tulpini de micromicete (Penicillium) din Colectia
Nationala de Microorganisme non-patogene de lal nstitutul de Microbiologie &l Academiei de Stiinte aMoldove
pentru ase deterimina actiuneaantimicrobiand aacestorafata de agentul patogen al locii americane Paenibacillus
larvae. Tulpinile testate au fost izolate din probele de sol prelevate din zona centrala a Moldovei. Ca mediu
nutritiv pentru izolareamicromicetelor aservit malt-agarul si mediul Czapek. Cultivareamicromicetelor s-aefectuat
in termostat, la temperatura de 28°C, timp de 14 zile. Din cele 21 de culturi testate, numai 6 tulpini poseda
proprietati antibacteriene fata de Paenibacillus larvae, diametrul zonei de inhibitie a patogenului variind intre
10.2+ 1.1 mmsi 2.5 £ 2.31. Pentru cercetarile ulterioare au fost selectate 2 tulpini, care poseda cea mai intensa
activitate antimicrobiand. Diametrul zonei de inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae la tratarea cu
exometaboliti ai acestor tulpini constituie 22-23 mm, ceea ce este echivalent cu actiuneaantibioticului neomicina.
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INTRODUCERE

Apicultura este una dintre cele mai vechi activitati care s-a dezvoltat in conditii naturale favorabile
privind clima, relieful si vegetatia Pentru societate apicultura are o importanta primordiaa atat prin
gportul pe care il asigura la mentinerea echilibrului ecologic si biologic in natura, cat si prin produsele
directe aestupului, carereprezinta o sursa de venit (Eremia, N. 2009; Pavliuc, P. et d. 2006). Tendintele
si cerintele actual e de dezvoltare in apicultura sunt de amentine produsul de miere cat mai ecologic, fara
reziduuri de antibiotice, pentru a putea fi exportat pe piata Uniunii Europene (Acha, P. et al. 2003;
Ruttner, F. 1980). Programele de monitorizare si de supraveghere in acest sens sunt axate pe normele
sanitar-veterinare care prevad examinari clinice sstematice alefamiliilor de abine, prelevareade probe
de materid biologic pentru investigatii de laborator, iar masurile de insanatosire se bazeaza pe metode
radicae de asanare. Este cunoscut faptul ca abinde, casi dte vietati, sunt supuse unor riscuri de
contaminare cu diferiteboli de origineinfectioass. In aceste situatii, tratamentel e cu preparate antibacteriene
sunt limitate sau chiar interzise (Pavliuc, P. et a. 2006). Din aceste considerente, scopul investigatiilor
noastre afost de a efectua un screening a unor tulpini de micromicete cu actiune antimicrobiana pentru
afi ulterior utilizate in combatereabolilor de origine micotica si bacteriana la familiile dealbine.

In ultimii ani, micromicetel e reprezinta sursa principaa a biotehnologiei moderne pentru producerea
unui spectru larg de substante bioactive in care se utilizeaza cu succes microorganismele, fapt determinat
decaracterigticiletehnol ogice pretioase: ciclul scurt dedezvoltare, posibilitateacultivarii in conditiile reglarii
si obtinerii Sstemelor enzimatice cu 0 componenta prognozata aunel cantitati nelimitate dediferite substante
bioactive. Un rol aparte il au micromicetele din genul Penicillium. Utilizarea activitatii biochimice a
micromicetelor din genul Penicillium si-agasit intrebuintareain medicina si farmaceutica, precum si la
obtinerea substantelor bioactive utilizate in diferite ramuri ae economiei (Bebear, C. 1996).
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MATERIAL SI METODA

Drept obiect de studiu au servit 21 de izolanti de micromicete din Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene (CNMN) si tulpina de bacterii Paenibacillus larvae. Tulpinile de
micromicete testate (21 de tulpini) au fost izolate din probele de sol prelevate din zona centrala a
Moldove.

Camediu nutritiv pentru izolarea micromicetelor aservit malt-agarul si mediul Czapek. Mediul de
pastrare amicromicetelor in CNMN este malt-agarul. Componenta mediului nutritiv malt-agar (g/l):
agar — 20; extract de malt 6 (Ba) — 1 litru; pH — 5,5-6,0.

Componenta mediului nutritiv Czapek (g/l): zaharoza — 30; NaNO, — 2,0; K,HPO, - 1,0; Mg
SO x7H,0 - 0,5; KCI —-0,5; FeSO,x7H,0 —0,01; agar — 20,0; apa ditilata — 1l; pH — 6,5-7,0.

Cultivareatulpinilor de micromicete izolate s-a ef ectuat in termostat, latemperaturade 28°C, timp
de 14 zile. Culturile au fost examinate vizual, dupa caracterele morfoculturale, dar si microscopic
(Bebear, C. 1996).

in calitate de culturi-test a servit bacteria Paenibacillus larvae, agentul patogen al locii americane
la abinele Apis mdlifera.

Tulpina patogena Paenibacillus larvae afost izolata din probele prelevate dintr-un stup de abine
si pastrata in conditii de laborator pe mediu agarizat.

Pentru izolarea si pastrarea in conditii de laborator atulpinii de bacterii Paenibacillus larvae a fost
utilizet mediul Brain Heart Infusion (BHI) (agar cu adaosdevitaminaB6). Componentamediului nutritiv
BrainHeart Infuson (BHI) (¢/): Braininfusionsolids—12,5; Beef heart infusion solids—5,0; peptocomplex
—10,0; glucozi —-2,0; NaCl - 5,0, Na,HPO, — 2,5; agar — 15,0; tiamina - 0,1%; pH —7,4.

Proprietatile antimicrobiene ale izolantilor de micromicete au fost studiate conform metodel
difuzimetrice, prin utilizarea blocurilor de geloza. Metoda este bazata pe capacitatea de difuziune a
metabolitilor produsi de microorganismel e studiate in profunzimeaagarului si aactiunii substantel active
din zonadedifuzie asupraculturilor-test.

Descrierea metodei:

1) Solutiade spori (1 ml) a micromicetelor testate se insamanteaza pe mediul malt-agar repartizat
in placi Petri.

2) Incubarea are loc in termostat (Ia 28°C) timp de 4 zile, in care hifele ating un grad mediu de
dezvoltare.

3) Dupa 4 zile seinsamanteaza in placi Petri, pe mediul BHI agar cu adaosde vitaminaB6, pe calea
incorporarii unui ml suspenzie bacteriana (Paenibacillus larvae).

4) Din plicile Petri cu bacteria Paenibacillus larvae se scot blocuri de geloza cu diametrul de 8
mm, care sunt inlocuite cu blocuri de aceeasi dimensiune de micromicete luate din placile Petri cu
micromicetel e crescute dejatimp de 4 zile.

5) Incubarea in termostat (Ia 28°C) a placilor Petri timp de 48 de ore.

Dupa 2 zile deincubare, pe suprafataplacii Petri, in jurul blocurilor introduse, apar zone deliza, in
care bacteria Paenibacillus larvae nu creste. Diametrul zonei de inhibitie a bacteriei Paenibacillus
larvae denota intensitatea antagonismului dintre aceste microorganisme.

Camartor au servit discurile impregnate cu antibioticele neomicinasi canamicina.

Pentru descrierea proprietatilor morfoculturde ae izolantilor cu potentid antimicrobian, tulpinile de
micromicete sdlectate au fost cultivate pe diferite medii agarizate: mat-agar; Czapek; raigrick; amidono-
amoniacal. Descrierea proprietatilor s-aefectuat peste4, 7 si 14 ziledecultivare latemperatura de 28-30°C.

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele cercetarilor efectuate sunt prezentate in tabelul 1, din care se observa ca, din 21 de
culturi testate, numai 6 tulpini poseda proprietati antibacteriene fata de Paenibacillus larvae (P. sp.
52,62, 91,97, 104, 110). Diametrul zonel deinhibitie afitopatogenului variaza in limitelea10,2+ 1,1mm
(P. sp. 104) pina la2,5 + 2,31 mm (P. sp. 110). Astfel, diametrul zonei de inhibite marcat de catre
tulpinile P. sp. 91 si P. sp. 110 este egal cu diametrul zonei deinhibitie fata de antibioticul canamicina
si mai mic comparativ cu antibioticul neomicina.
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Tabelul 1. Zona de inhibisie a culturilor testate
N d/o Culturile testate Cultura-ted. Di ema_rul zonei deinhibitie (mm)
Bacilluslarvae
1 P.sp. 19 0
2 P. sp. 32 0
3 P. sp. 52 12,7+15
4 P. sp. 62 150+1,2
5 P. sp. 78 0
6 P. sp. 79 0
7 P. sp. .80 0
8 P.sp.81 0
9 P.sp. 83 0
10 P. sp. 88 0
11 P. sp. 93 0
12 P. sp. 91 20,3+1,8
13 P. sp. 97 150+1,31
14 P. sp. 100 0
15 P. sp. 101 0
16 P. sp. 102 0
17 P. sp. 103 0
18 P. sp. 104 10,2+1,1
19 P. sp. 106 0
20 P. sp. 109 0
21 P. sp. 110 205+2.31
Control | Neomicina 220+1,31
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Figura 2. Activitatea antimicrobiana a Figura 3. Zonele de inhibisie a patogenului
tulpinilor de micromicete testate faza de Paenibacillus larvae: centru - neomicing,
patogenul Paenibacillus larvae stanga — P. sp 104

Conform rezultatelor prezentate, diametrul maxim deinhibitie a patogenului Paenibacillus larvae a
fostinregigtrat latulpinile P. sp. 91 i P. sp. 110, congituind 20,3+ 1,8 mmsi, respectiv, 20,5 £ 2,31 mm.

Avand in vedere rezultatel e obtinute, pentru cercetarile ulterioare au fost selectate tulpinile P. sp 91 si P. sp.
110, care poseda ceamal intensi activitaete antimicrobiana fata de patogenul testat Paenibacillus larvae.

CONCLUZII

1. Inrezultatul screeningului efectuat, din 21 detulpini de micromicete au fost selectate tulpinile P.
sp. 91 si P. sp. 110, cu potential antibacteria sporit fata de patogenul Paenibacillus larvae.

2. Diametrul zonei de inhibitie a patogenului Paenibacillus larvae la tratarea cu exometaboliti ai
tulpinilor P. sp. 91 si P. sp. 110 constituie 22-23 mm, ceea ce este echivalent cu actiunea antibioticul ui
neomicina



Veronica Bugneac, Indici antimicrobieni ai unor tulpini de micromicete utilizate in tratamentul Locii americane (97-100)

100 Stiinta agricold, nr. 1 (2016)

3. Activitatea antibacteriana maximala a tulpinilor P. sp. 91 si P. sp. 110 fata de Paenibacillus
larvae afost obtinuta la cultivarea acestora pe mediul malt-agar.
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