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Antifungal activity of cymiazol salts against Ascosphaera apis

Summary

The activity of the cymiazol salts of oxalic and boric acids against Ascopharea apis fungi was examined.
A method of synthesising cymiazol salts was elaborated. The pathogenic fungi were isolated from honeybees
infected with chalk brood. Fungistatic and fungicidal properties of the salts were examined in vitro, though
their efficacy was tested in vivo in the infected beehives of honeybee colonies. Although cymiazol oxalate
showed a slightly higher inhibiting activity than borate (MIC = 0.008 mol/L and 0.012 mol/L, respectively), the
latter is a definitely stronger fungicide (MFC > 0.032 mol/L for oxalate, as compared with 0.012-0.014 mol/L
for borate). Used separately, none of these active ingredients (boric acid, oxalic acid, cymiazol) was effective as
fungicide, exhibiting only fungistatic properties in tested concentrations. High fungicidal efficacy was dis-
played only by cymiazol borate. Studies on honeybee colonies confirmed the effectiveness of the salts of cymiazol
in treating ascosphaeriosis. After 12-16 days of administering sugar syrup containing these preparations,
either a considerable alleviation of the symptoms or even their complete abatement were observed. In families
cured with a mixture of cymiazol oxalate and borate a complete abatement of symptoms was obtained. Cymiazol

salts can be a valuable and safe supplement of fungicidal formulations used in apiculture.
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Grzybica wapienna jest grozna choroba czerwiu
pszczdt wywotana grzybem Ascosphaera apis dzie-
sigtkujaca te owady. Bezposrednlm skutkiem poraze-
nia jest zamieranie znacznej czgsci czerwiu, a w kon-
sekwencp ostabienie rodzin 1 zmniejszenie produkcyj-
nosci pasiecznej, dodatkowo powoduje zwigkszenie
podatnosci zachorowania na inne choroby, np. na war-
rozg, nosemozg i in. Z kolei wymienione choroby uta-
twiaja zachorowalno$¢ na grzybicg. Chorobie sprzyja
zty stan higieny ula wywotany np. stabym instynktem
czyszczenia ula, warunki klimatyczne, btedy w hodow-
li np. pézne dokarmianie, ktére powoduje zwigksze-
nie wilgotnos$ci gniazda i in. Do zwalczania grzybicy
u pszezot stosowano antybiotyki, takie jak: nystatyne,
amfoterycyng B, klotrimazol oraz kwasy organiczne
np.: kwas octowy, mrowkowy, sorbowy 1 cytrynowy
(10).

W niniejszych badaniach wykorzystano znany 1 sto-
sowany w celu zwalczania warrozy cymiazol (2-(2°,4’-
-dimetylofenyloimino)-3-metylotiazolina). Cymiazol
uzyskuje si¢ w wyniku syntezy przedstawionej w nie-
mieckich opisach patentowych numer 2619724
12531602 (1976) oraz w belgijskim opisie patentowym
numer 841504 (1976). Zwiazek ten stosowano dotych-

czas w postaci chlorowodorku, np. w preparacie Apitol
firmy Ciba-Geigy. Podawano go w syropie np. w cza-
sie dokarmiania pszczot w celu zwalczania roztoczy.
Stwierdzono jego skuteczno$¢ w zwalczaniu kleszczy
u bydta domowego (2, 4, 9). Obserwowano rowniez
aktywnos¢ akarycydowa 1 przeciwgrzybicza cymiazo-
lu u drobiu (3), stosowanego w magazynach przeciw-
ko Tyrophagus longior i I. putrescentiae (5).

Kwas borowy najczesciej jest wykorzystywany jako
insektycyd do zwalczania karaluchow, mréwek, sto-
ndg 1 termitow (6, 8, 12) oraz jako srodek konserwu-
jacy drewno (13). Podobne wlasciwosci wykazuje
kwas borowy z dodatkiem fluorku potasu lub chlorku
potasu (14). Kwas borowy wykazuje rowniez dziata-
nie bakterio- 1 grzybostatyczne. Wykorzystywany jest
w terapii zakazen wywotanych przez C. albicans
1 C. glabrata (12).

Kwas szczawiowy wykazuje dobra skutecznosé
w zwalczaniu Varroa destructor, np. stosowanie 3,5%
roztworu kwasu szczawiowego poprzez nakrapianie
pszczot znacznie ogranicza populacje tego pasozyta
w rodzinach pszczelich (1).

Badania wtasne prowadzone byty nad aktywnoscia
addycyjnych soli cymiazolu z kwasami karboksylowy-
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mi i kwasem borowym. Wyniki prac opatentowano —
polskie zgloszenie patentowe nr P-382.341 (7). Bada-
nia nad aktywnoscia soli addycyjnych cymiazolu wo-
bec Varroa destructor i wyniki badania toksycznos$ci
uzyskanych zwiazkow chemicznych wobec pszczoty
miodnej przedstawiono we wczesniejszej publikacji
autoréw (11), w ktorej podano réwniez metody otrzy-
mywania soli. Wielokrotnie obserwowano zanik askos-
feriozy u pszczot po zastosowaniu wymienionych
zwiazkow do leczenia warrozy w ulach. Obserwacje
te sktonity autorow do podjgcia badan nad dziataniem
grzybobojczym addycyjnych soli cymiazolu w sto-
sunku do A. apis, wywolujacego grzybice wapienna
u pszczot.

Celem badan byto okreslenie aktywnosci in vitro soli
cymiazolu w stosunku do grzyba Ascosphaera apis
oraz skuteczno$ci dziatania grzybobojczego tych
zwiazkéw w warunkach pasiecznych.

Materiat i metody

Przygotowanie substancji do badania. Cymiazol (ryc. 1)
oraz jego sole uzyskano w warunkach laboratoryjnych, w ilos-
ci ok. 100 g w Zaktadzie Syntezy 1 Technologii Substancji
Aktywnych Instytutu Przemystu Organicznego. Sposob otrzy-
mywania soli przedstawiono w poprzedniej publikacji (10).
Badania biologiczne przeprowadzono dla nast¢pujacych sub-
stancji: cymiazol o czystosci 97,2% wg HPLC; szczawian
cymiazolu o czystosci 95,0% wg HPLC; 10% wodny roz-
twor kwasu borowego; kwas borowy - POCh czysty; 10%
roztwor kwasu borowego w glicerynie; boran cymiazolu:
cymiazol (0,05 g), 10% roztwor kwasu borowego w glicery-
nie (2,5 ml), etanol (2,5 ml); etanol bezwodny, czysty; glice-
ryna, czysta.

Badania biologiczne. Badania skutecznosci soli cymia-
zolu wykonano w Pracowni Stosowania Mikrobiocydow PO
Warszawa (in vitro) oraz Pracowni Toksykologii Pszcz6t IPO
Oddziat Pszczyna (badania pasieczne).

Badanie aktywnosci in vitro wykonano cylinderkowa me-
toda rozcienczen w agarze. Oznaczono minimalne stgzenie
hamujace wzrost 4. apis (MIC) oraz minimalne st¢zenie bdj-
cze (MFC), ktore ten grzyb zabija. 4. apis wyizolowano od
chorych pszczot.

Podloze wzrostowe zawierajace okre$lone st¢zenie bada-
nego zwiazku rozlewano do ptytek Petriego i po zestaleniu
wycinano korkoborem otwory o $rednicy 5 mm. Kontrolg
stanowity ptytki zawierajace samo podtoze Iub z dodatkiem
rozpuszczalnika uzytego do rozpuszczenia zwiazku. Do
otworu inkorporowano cylinderek wycigty korkoborem z ho-
mogennej kultury grzyba wyhodowanego na ptytce Petriego
(inoculum). Wyniki odczytywano po 6 dniach inkubacji
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Ryec. 1. Cymiazol — 2-(2’,4’-dimetylofenyloimino)-3-metylo-
tiazolina. Wzor strukturalny

CH

CH;

199

w temperaturze 25°C. Za warto$§¢ MIC przyjeto stezenie
zwiazku ograniczajacego wzrost grzyba do 7 mm, tj. 2 mm
poza $rednicg inkorporowanego inoculum. Inoculum grzyba
uznane za negatywne (brak wzrostu) w tescie MIC inkorpo-
rowano do swiezej pozywki bez dodatku badanego zwiazku
1 inkubowano w temperaturze 25°C przez 6 dni. Jako war-
tos¢ MFC przyjeto stgzenie zwiazku powodujace catkowity
brak wzrostu grzyba.

Badania pasieczne zmierzajace do okreslenia efektywnos-
ci dzialania badanych zwiazkow na A. apis przeprowadzono
w okresie letnim. Porazenie grzybica okreslano przed i po
zabiegach leczniczych, liczac na plastrze komorki ze zmu-
mifikowanym czerwiem, a nastgpnie obliczajac procentowy
udziat czerwiu chorego. Badane substancje w formie prepa-
ratow eksperymentalnych (roztwor szczawianu cymiazolu,
roztwor boranu cymiazolu oraz roztwor mieszaniny szcza-
wianu i boranu cymiazolu w stosunku molowym 1 : 1) przed
podaniem do rodzin rozprowadzano w syropie cukrowym
(stosunek wagowy cukru do wody 1 : 1) w stezeniu poda-
nym w tab. 3. Do kazdej obserwowanej rodziny podawano
czterokrotnie, co 3-4 dni po 1 litrze leczniczego syropu. Kaz-
dy preparat eksperymentalny oceniano na trzech rodzinach
pszczelich. Efekty terapeutyczne obserwowano bezposred-
nio po zakonczeniu karmienia oraz po kolejnych 12 dniach.
W czasie prowadzenia obserwacji z dennic uli, jesli byta
taka potrzeba, usuwano zanieczyszczenia i martwy czerw
(mumie).

Wyniki i omowienie

Sole cymiazolu wykazywaly znacznie silniejsze
dziatanie przeciwgrzybowe niz sam cymiazol, co ilus-
truja wielkos$ci stref wzrostu przedstawione w tab. 1

oraz wartosci MIC 1 MFC w tab. 2. Szczawian cymia-
zolu wykazywat nieco silniejsze dziatanie grzybosta-

Tab. 1. Wyniki badania in vitro aktywnoSci soli cymiazolu
przeciwko A. apis

Badany zwigzek Stezenie (mol/l) S;er;i;l;t;av:u:::‘r:ii
Cymiazol 0,046 10
Cymiazol 0,023 16
Cymiazol 0,012 32
Cymiazol 0,006 50
Cymiazol 0,003 > 60
Szczawian cymiazolu 0,032 5
Szczawian cymiazolu 0,016 5
Szczawian cymiazolu 0,008 6
Szczawian cymiazolu 0,004 25
Szczawian cymiazolu 0,002 > 60
Kwas borowy (woda) 1,6 21
Kwas borowy (gliceryna) 1,6 35
Etanol 96% 35
Gliceryna > 60
boran ozl v, sl | g 7
Aceton > 60
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tyczne (MIC) niz boran, zas boran dziafat zdecydowa-
nie silniej grzybobdjczo (MFC). Zaden czynnik aktyw-
ny zastosowany pOJedynczo (kwas borowy, kwas
szczawiowy 1 cymiazol) nie zabijal grzyba, a jedynie
hamowat jego wzrost, a wigc wykazywat dzialanie sta-
tyczne. Silne dzialanie grzybobdjcze wykazal tylko
boran cymiazolu. Stosowane rozpuszczalniki (etanol
i gliceryna) nie wptywaly hamujaco na wzrost 4. apis,
o czym $wiadcza wielko$ci stref wzrostu grzyba, uzys-
kane w obecnosci rozpuszczalnikow (tab. 1).

Badane substancje wykazaty znaczne zr6znicowa-
nie pod wzgledem toksycznosci dla pszczoty miod-
nej. Najwyzsza toksycznoscia cechowat SIQ cymiazol,
znacznie mniej toksyczny byt szczawian, za$ najmniej-
sza toksyczno$cia charakteryzowat si¢ boran, przy
czym roznice te byly rowniez zauwazalne po uwzgled-
nieniu sktadu i przeliczeniu dawek preparatow w sto-
sunku do czystego cymiazolu (7, 10). Szczegdlnie
korzystna wtasciwo$cia boranu cymiazolu jest jego
wysoka aktywnos¢ przeciwgrzy-
bowa skorelowana z niska tok-
sycznos$cia.
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Tab. 2. Najmniejsze stezenie hamujace (MIC) i najmniejsze
stezenie bojcze (MFC) wobec A. apis dla cymiazolu i jego soli,
w poréwnaniu z kwasem szczawiowym i kwasem borowym

Badany zwiazek * MIC (mol/l) MFC (mol/l)
Cymiazol (etanol) 0,045 > 0,045
Szczawian cymiazolu (woda) 0,008** > 0,032**
Boran cymiazolu (woda, etanol, - s
gliceryna-1:1:1) 0.012 0.012
B_o1ra.n1t):ym|azolu (woda, etanol 0,014** 0,014%*
Mieszanina: kwas borowy
+ kwas szczawiowy (woda) 0,06 +0,025 | > (0,18 + 0,075)
Mieszanina: kwas borowy
+ kwas szczawiowy (etanol) 0,037 + 0,020 > (0,14 + 0,05)
Mieszanina: szczawian cymiazolu
+ boran cymiazolu** 0,008** > 0,024**
(woda, gliceryna -1 :1)

Objasnienia: * —w nawiasach podano rozpuszczalnik; ** — steze-
nie przeliczone na cymiazol

Tab. 3. Efektywno$¢ zwalczania A. apis w rodzinach pszczelich

W badaniach pasiecznych pre-
paraty zawierajace szczawian

cymiazolu i/lub boran cymiazo-
lu podawano pszczotom w syro-
pie cukrowym. Objawy klinicz-
ne grzybicy ust¢gpowaty zaraz po

zakonczeniu podawania prepara-
tow (tab. 3). Bezposredmo po za-
koficzeniu terapii w czesci rodzin
nie stwierdzono juz zmumifiko-

wanego czerwiu, a w pozostatych
objawy wystepowaly w znacznie
mniejszym nasileniu. W rodzi-
nach traktowanych mieszaning

Porazenie czerwiu (% §6 i
zostsowans povarat |y iy | T | et | s
cymiazolu/litr syropu)* i
(0 oy yropu) leczeniem | P° 8P| 0o terapii (%) (%)
7 1,7 0,0 0,0 100,0
Boran cymiazolu,
0,344 g/litr 12 3,2 0,6 0,2 93,8 97,9
22 1,1 0,2 0,0 100,0
6 1,7 0,4 0,1 941
Szczawian cymiazolu,
0,212 g/litr 9 1,8 0,3 0,1 94,4 96,3
16 0,8 0,0 0,0 100,0
. . . 11 2,1 0,0 0,0 100,0
Mieszanina szczawianu
i boranu cymiazolu, 18 2,1 0,0 0,0 100,0 100,0
0.278 gl 27 1,3 0,0 0,0 100,0

szczawianu 1 boranu cymiazolu
objawy grzybicy catkowicie usta-
pity. Po uptywie 12 dni obserwowano dalszy zanik
objawow choroby, zardwno po zastosowaniu prepara-
tu zawierajacego szczawian, jak i boran cymiazolu.

Podsumowanie

Reasumuyjac, szczawian i boran cymiazolu, a zwlasz-
cza ich mieszanina moga stanowi¢ cenne uzupetnie-
nie lekow stosowanych zaréwno przeciw warrozie, jak
1 przeciw grzybicy pszczot. Umozliwiaja one jedno-
czesne zwalczanie tych chordb.
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