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Summary

'Trials to standardize an antibacterial activity of
propolis

of 592 samples of pro-
showed that ethanotic
antibacterial activity.
(MIC) of the extracts

Preparaty oparte o surowce pochodzenia naturalnego
są coraz powszechniej stosowane w terapii człowieka
i zwierząt. Orstatnio wzrosło zainteresowanie kitem
pszczelim (propolis) jako substancją pochodzenia natu-
ralnego o właściwościach ]eczniczyclt (9,26, 30,32), Po-
znanie składu chemicznego i farmakodynamiki tych sub-
stancji jest warunkiem niezbędnym do ich oceny jako
leków, Jakkolwiek piśmiennictwo dotyczące składu che-
micznego i właściwości biologicznych różnych ekstrak-
tów jest (12), to jed stnieją
duże ości do składu cznego
i wł bio] a zwłaazcza wności
przeciwdrobnoustrojowej propolisu.

Pod względem chemicznym propolis stanowi bardzo

z charakterem flory oblatywanej ptzez pszczoły i rł,a-
runkami klimatycznymi.

Ze względu na występowanie rożnic w aktywności
biologicznej związanej ze żródłem pochodzenia propoli-
su zachodzi konieczność podejmowania badań nie tylko
nad składem chemicznym i efektywnością terapeutyczną
oraz nad szeroko pojętym działaniem ubocznym pro-
polisu (działanie teratogenne, karcynogenne, mutagenne)
na organizm zwierząt, ale także nad opracowaniem kry-
teriów standaryzacji aktywności biologicznej propolisu,
Określenie aktywności przeciwbakteryjnej oznaczonej
wartościami minimalnego stężenia hamującego (MIC)
i minimalnego stężenia bakteriobójczego (MBC) otaz za-
leżności pomiędzy tymi wartościami jest przedmiotem
prezentowanych badań. W oparciu o uzyskane wyniki
podjęto próbę opracowania kryterium standaryzacji ak-
tywności przeciwbakteryjnej etanolowych wyciągów kitu
pszczelego.

Materiał i metody
Propolis. W badaniach użyto 592 próbek propolisu

uzyskanych w okresie produkcji Ietniej (czerwiec-lipiec),
pochodzących z pasiek usytuowanych w różnych rejonach
Polski. Próbki propolisu przetrzymywano w ciemności
w 4oC.

Ekstrakty etanolowe propolisu (E E P). Pro-
polis ekstrahowano mieszaniną alkohol etylowy-aceton-eter
etylowy-octarr etylu (1 :1:1:1, vlv) w stosu_nku wagovvym
propolis - ekstrahent wynoszącym 1:10, w \8aC przez
48 godz., wstrząsając co 6-8 godz. Z ekstraktu przesączone-
go przez bibułę filtracyjną wytrącono w -10oC Q-4 Eodz,)

rakterystycznym zapachu rozpuszczono w g60/o etanolu do
stężenia końcowego 20 mg/mI (16). Ekstrakty przechowywa-
no w żamkniętych naczyniach szklanych w l8-20oC. lJzy-
skane ekstrakty służyły do określenia wartości MIC i N{BC.

Wartość MIC. Wartość minimalnego stężenia hamu-
jącego o,irreśIono w stosunku d,o StaphElococcus aureus 20gP
(Oxford) na podłożu stałym o pH 6,5-6,8 wg Jeliaszewicza
(14) w modyfikacji własnej. Modyfikacja polegała na elimi_

tycznym inokulum S. aureus 2OgP.
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agar odżywczy (pH ?,4) i inkubowano przez 48 godz, w

t-Studenta przy istotności alfa :0,05.

Wyniki i omówicnie

\\' otrzymywaniu aktywnych biologicznic wyciągór,v
propolisr-r kluczową rolę odgrywa Todzaj użytych ekstla-
hentow oi,az metody ekstrakcji. Stąd też w badaniach
zastosowa.no do ekstrakcji mieszaninę: etanol-etcr ety-
lowy-accton-octan ct1l1u oru, 48 godz. czas ekstrakcji

,ł-ięirszości zr,viązków o działaniu przcciwdrobnoustrojo-
.,vym zŁlwa]:tych r,v kicie pszczelim. Nie wpłJlwaly one
przy tym ujemnic, względnie tylko w minimalnym stop-
rriu. na aktywność przccil,vbakteryjną wyciągólv bada-
nych Temperatura_ odparowania TozpL\szczalników użyta
-,.v badaniac1,, ,rię 11,pł;lwała na wartość M]C ckstraktów
-.'"v stosu.nkll cio S. ałretls 209P.

Zastosor,vanic do oznaczania lł,artości MIC wg podłoża
.jc]ia.szilll,icza, a MBC pociloża wg Grove i Randalla
,-lmożlil.,,ilo nie tylko ttzyskanie dobrego lvzrostu szcze-
pu refercnclrjncgo gronkor,vca, ale lv],kluczalo działa-
nic hamujące skladnikóvl podloża na aktyr"rnoźć przc-
ti.ł,baktcry jną rł,yciągółł, propolisu. Ma jąc na ulva_dze

strł,ieidzonc uprzcdnio (17) zależności mięcizy,.vartościa-
rli I,IIC i \tBC a cza.scm odczytu wynikór,v oznaczania
t_vch ,,vartości, w,yniki odczytywano po 1B-24 godz. in-
kirbacji. S. azlreus 209P nicza]eżnic od wieku hodowli
oka.zał się w jcdnakoł,,rym stopnir-r wrażIirvy na działanic
oakteriostatycznc i bakteriobójczc wyciągów propolisu.

Baciane próbki propolisu różniŁy się zarówno wartoś-
ciami }TIC, jak i NIBC. Zat_res wartości MIC wahał się

seTwowano tcndencję cio lvzrostu wartoŚci MBC rł,raz ze
Tzztorstem -,vartości MIC (ryc. 1). Ta tendencja zaryso-
,wuje się bardzo wyraźnie dla wartości MIC od 60 do

prób. Ich aktywność bakteriobójcza oz,naczor\a wartoś-
ciami MBC micści się w granicach od 110 do 450 p§,"ml.

clan5,gh piobek. Natomiast wartości MBC dla tych pró-
bek rvahały się od 110 do 1500 płg,'ml z tym, ze dla
23,90lo (l12) próbek wartości MBC micściły się w gra-

próbek. Wartość MBC dla tych ekstraktów wynosiła
od 460 do 1680 F8'm1. Największa liczba próbck z tej
grupy bo ?5,50/o, miała wartość MBC w granicach 1l0-

-1500 F8'm1. Godnym uwagi jcst fakt, że 39B e trak-
tów EEP (6?,2010) miało wartość MBC poniżej ł50 gl^l,
a tylko 152 (25,60/0) próbki mieściły się w granicach
,,łrartości MBC od 460 do 900 pg/ml.

Ekstrakty propolisu bardzo aktywne o wartości MIC
od 60 do 1B0 płg.iml, a także ekstrakty o niskiej aktyw-
ności (MIC - 330 i powyżej) różnią się znamiennie przy
alfa - 0,05 aktywnością bakteriobójczą wyrażoną wartoś-
ciami MBC.

Leki muszą spełniać kryteria, które umożliwiają iden-
tyfikację zawartych w nich substancji czynnych, zakres
i nasilenie działania farmakołogicznego, Nie mniej waż-
ne w ocenie leków są metody oznaczerria tych parame-
trów. Te same kryteria odnoszą się również do wycią-
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,S. ozrreus 209P

gów propoJ.isu, ponieważ preparaty zawierające kit

o dziaianiu przecirł,drobnoustrojowym, głórvr,-ic w prz}--

padku ba.kterii opornych na znane antybiotyki i chemio-
tcraper-rtyki. Wykazano np. przydatność preparatórv za-
wicrających pr:opo],is rv nredyclrnic lv leczcniu ropnych

ropnych zapaleniach kości (23), zakażcnych ran z dtt-

oyaz SacchaTomuces, Aspergi\).us (2B) i Candido, albżcans
(1B) są rvrażliwe na ekstrakty propolisu.

Kryterium składu chemicznego substancji, które od-
porviadają za aktywność przcciwbakteryjną propolisr-r,

nie jest przydatne w ocenie tego działania. Pomimo
tożntc rv składzie chcmicznym, propolisy mogą w5,kazy-
wać zbliżoną aktywność ze względu na fakt istnienia
dużych tóżnic w aktywności przeciwbakteryjnej poszcze-
gólnych składników. Dotychczas zidentyfikowano w pro-
polisie około 130 związkow chemicznych (12). Wśród nich
są związki o silnym działaniu przeciwbakteryjnym jak
f 1awonoidy (29), hydroksykwasy, alkohole i aldehydy
(21), kwasy aromatyczne i ich estry (5,25). Sytuację
pogarsza fakt, że rodzaj rozpuszcza).ników użytych do

ekstrakcji i metody ekstrahowania wpływają zarówno
na skład chemiczny, jak i na aktywnoŚć otrzymanych
wyciągów propolisu (6, 16). Zdano sobie tez sprawę
z częstego braku korelacji między występowanicm jed-
nego lub kiJ,ku związków chemicznych w propoJ,isie a ak-
tywnością przeciwbakteryjną ekstraktów. Co ce j,

analiza składu chemicznego propolisu jcst możl do
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wykonania tylko w warunkach \\Iysoce wyspecjalizo-
ri,anych laboratoriów analitycznych, Stąd tcz uzyskane
ri,vniki dotyczącc rskładu chcmicznego nie mogą stanowić
dostatecznego krytcrium standaryzacji aktyr.vności plzc-
cirł,baktcryjncj. Dopiero badania nad działanicm wycią-
qórv propolisu w stosunku do okrcślon;,gh rodzajórł.
drobnoustro jó lv i nad skutecznością tcrapcutyczną -r,

ściślc kontrolowanych rvarunkach ckspcrymentu, mogą
ciecl,dolvać o przyd_atności propolisu jako lcklr Wiado-
rrivrn jest, zc mechanizm działania propolisu jest złożo-
n;v, Nie jest on całkowicie wyjaśniony na poziolnie ko-
illórkowym i molekularnym. Efekt ostaicczny działania
bakteric;tatycznego i bakteriobójczcgo nie jest z pew-
nością tyl1._o sr-rmą działań poszczególnych składowych
prorloiisu. Działania te są uwarunkowane wpływem r"",ie-
],.r składnikółv na błonę cytoplazmatyczną i komórkor.vą,
rv mniejszym stopniu dotycza lvpłyrvu na szlaki meta-
bcliczne białek i syntezę k.,lrasór,v nukleinowych komórki
bakteryj ncj

\V świctle przeprowadzonych badań, uprzcdnich
ollscrwacji (16) i badań (26), najodpowiedniejszym kry-
terium oceny aktywności przcciwbaktcryjncj wyciągól,v
propolisu wydajc się być wartość N{IC, a także l,vartość
]tlBC Te dwie wartości w pcłni charaktcryzują aktyw-
ność przeciv;bakteryjną jezeli są oznaczonc wg sposo-
bórv podan5lch w rozdziale Matcriał i metody. Scheiler
(21) badając kilkasct próbck propolisu zebranych rł, cią-
gu kilklr 1at wykazał, że tylko 100lo dzlała hamująco w
stosunku do S. aureus 209P. Spośród 91 próbck propo-
1isu pochodz,ącycll z rożnydn geograficznic rejonów Pol-
ski wartość M]S dla 41,?0/o prób lvynosiła do 0 p/ml,
dla 13,10/o ocl 601 do 12O0 pł8'rn1 i dla 42,5Dlo ynosila
porł,_vżej 1201 Llg/ml (26). Podano więc su.gcstię przyję-
cia rvartości MIC za krytcrium aktyr,vności, uznając za
ekstrakty silnie aktywne wyciągi o rn,artości NIIC od
1ó0 do 600 pr8/m1, mniejszcj aktywności od 601 do
1200 pe/ml i nieaktywne o MIC powyżej 1200. W do-
borze mctod mikrobiologicznego oznaczania wartości
lI]C i MBC k]uczową lolę odgrywa dobór odpovricd-
nicgo szczepu referencyjnego - 

jcst nim S. aureus
209P (Oxford), rodzaj podłoży (podłoże Jcliaszerł,icza
i Gror.e Randa1l), ich pH (6,5-6,B), gęstość inokulum
drobnoustroju refcrencyjnego, czas odczytu wyników
}IIC 18-24 godz.) oraz dobór takich mctod ekstrakcji
propolisu i rodzajów ekstrahentów, którc umożlirvią
otrzymanic rvyciągów aktywnych pod rł,zględem dzia-
lania przccirvbakt(,ryjnęgo.

Wydaje się, że przy stwierdzonych w badaniach
ivłasnych różnicach w aktywności baktcriorstatyczne j
i baktcriobójczej wyciągów propolisu rnożrra postulo-
rvać vr przypadku propolisu, podobnie jak i innych sub-
stancji przeciwbakteryjnych, użycie drugiego kryterium
standaryzacji aktywności przeciwbakteryjnej, jakim jest
rvartość MBC. Różnice w wartościach MIC i N{BC wy-
stępują bowicm nie tylko pomiędzy propolisami różnią-
cymi się żrodłem pochodzenia, ale też pomiędzy propo-
lisami pochodzącymi z tej samej pasieki (19), a także
pomiędzy propolisami o identycznych wartościach MIC
(16).

W oparciu o uzyskane wyniki sugeruje się przyjęcie
za kryteria standaryzacji aktywności przeciwbakteryj-
nej wyciągów propolisu następujących wartości MIC
i MBC 30
do 450 90
900 pg/ po
i MBC te
stosowanie wyłącznie do wyciągów etanolowych pro-

polisu uzyskanych mieszaniną rozpuszcza\nikór,v wg spo-
sobu podancgo w rozdziale N,Iateriał i metody, któr5lch
aktywność oznaczono mctodą mikrobiologiczną vi lsto-
sunku do ,S. oureus 209P na podłożu sialym v",g Jeiia-
szewicza i podłozu płynnym -!vg Grove i Randajlir"

Wnioski

1. Występo-;vanie r,r,,yraźnych różnic \{- aktl-rł-ności
etanolowych q,yciągórł, prropolisLl pochodzą.eg o z roż-
nych pasick w stosunku do ,S. rrtiretrs 209P rvskazuje na,
potrzebę standaryzacji lvyciągórł, kitu pszczclcgo pcd
v/zględem ich aktylvności przecirvbakteryjnej.

2. Fakt. że próbki propolisu o okrcślonej §,altości mi-
nimalnego stężenia hamująccgo (N{TC) mogą różnić się
bardzo znacznte aktywnością bakteriobójczą. określoną
wartoŚcią minimaincgo stężcnia bakteriobójczcgo (MBC),
u,skazujc na potrzcbę przyjęcia za podstawę standary-
zacji aktywności przeciwbaktcryjnej propolisu oprócz
wartości MIC równicż NIBC.

3. Zc lvzględu na możliwość zmiany rvartości \{IC
i NlBC -uv zalczności od rodzaju ekstrahentórł,, metody
i waruntór,v ckstrakcji propolisu, a także mctod ozna-
czania aktywnoŚci przeci\ł,bakteryjnej, zarótt-no metody
ekstrakcji, jak i sposób standaryzacji poli,inn5l być ścr-
śle okreśIonc.
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