Medycyna Wet. 49 (1) 1993

27

ZDZISLAW GLINSKI, TADEUSZ MERESTA *

Préba standaryzacji aktywnosci przeciwbakteryjnej kitu pszczelego

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych Zwierzagt Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul, Akademicka 12, 20-033 Lublin
*Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin

Summary

Trials to standardize an antibacterial activity of
propolis

Studies on the antibacterial action of 592 samples of pro-
polis from various regions of Poland showed that ethanolic
extracts of propolis differ by their antibacterial activity.
The minimal inhibitory concentration (MIC) of the extracts
ranged from 60 to 490 ug/ml and the minimal bactericidal
concentration (MBC) ranged from 110 to 1680 ug/ml for
Staphylecocceus aureus 209P (Oxford). Samples of propolis
of a determined bacteriostatic activity differ clearly by the
MBC values. Therefore, standardization of propolis should
be based both on the MIC and MBC values. Authors
suggest that the most active propelis shouid characterize
the MIC below 300 pg/ml and the MBC not more than
430 pg/ml The methods of extraction and antibacterial
activity determination have to be strictly defined because
they affect both the MIC and MBC of propolis.

Preparaty oparte o surowce pochodzenia naturalnego
sg coraz powszechniej stosowane w terapii czlowieka
1 zwierzat. Ostatnio wzrosto zainteresowanie kitem
pszczelim (propolis) jako substancja pochodzenia natu-
ralnego o wiladciwosciach leezniczych (9, 26, 30, 32). Po-
znanie skfadu chemicznego i farmakodynamiki tych sub-
stancji jest warunkiem niezbednym do ich oceny jako
lekow. Jakkolwiek pi$miennictwo dotyczgce skiadu che-
micznego i wlasciwosei biologicznych réznych ekstrak-
tow propolisu jest dosé obfile (12), to jednak istniejg
duze rozbicznosei zaréwno co do sktadu chemicznego
i wlageiwosel biologicznyeh, a zwlaszeza akivwnosei
przeciwdrobnoustrojowej propolisu.

Pod wzgledem chemicznym propolis stanowi bardzo
zlozong mieszanine aminokwasow, kwasow alifatyveznych
o dlugim lancuchu weglowym i lotnych kwasow o krot-
kim lancuchu weglowym (11), kwasow aromatyeznyceh

ich estrow, alkoholi, aldehydow, chalkondw (9), dwu-
hydrochalkenow (8), flawononow i flawonow (5. 7)., fla-
wanoli, weglowodorow, ketondw, terpencidéw i steroli
(31). Aktywnosé przeciwbakteryina propolisu rézni sie
wyraznie nie tylko w zaleznosdei od jego skladu chemier-
nego (25) ale takze od proporeji pomiedzy poszezegol-
nymi skladnikami. Stezenie kwasu kawowego i jego
estrow, ktore zdaniem Schneidewind i wsp. (25) warun-
kuja znaczna ezese aktywnosei przeciwbakfervinej waha
sig od 2 do 20" (10). Rowniez stezenie pinocembryny
(3,7, -dwuhydroksyflawanonu), ktéra jest uwazana za
drugi wazny skladnik warunkujacy aktywnosé przeciw-
bakteryijng propolisu — waha sig¢ od 1 do 36", Istnieja
tez doniesienia wskazujace na rozny sklad i aktywnosé
propolisu w zalezno$ei od rodzaju producenta. Propolis
z Ekwadoru produkowany przez pszezoly bezzadlowe nie
zawicra kwasow aromatycznych i ich estrow, flawonow
i flawononéw, podezas gdy propolis produkowany w Eu-
ropie przez A. mellifera posiada te substancje (12). Wy-
kazano ez, ze propolisy pochodzace z roznych terenow
Polski réznia sie wyraznie aktywnoscia przeciwbakte-
ryjna (17, 18, 26), przy ezym roznice te sa zwiazane

z charakterem flory oblatywanej przez pszczoly i wa-
runkami klimatycznymi.

Ze wzgledu na wystepowanie roznic w aktywnosei
biologiczne] zwigzanej ze zrédlem pochodzenia propoli-
su zachodzi konieczno$é¢ podejmowania badan nie tylko
nad sktadem chemicznym i efektywnoscia terapeutyczna
oraz nad szeroko pojetym dzialaniem ubocznym pro-
polisu (dzialanie teratogenne, karcynogenne, mutagenne)
na organizm zwierzat, ale takze nad opracowaniem kry-
teridow standaryzacji aktywnosci biologicznej propolisu.
Okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej oznaczonej
wartosciami minimalnego stezenia hamujgcego (MIC)
i minimalnego stezenia bakteriob6jezego (MBC) oraz za-
leznosci pomiedzy tymi wartoSciami jest przedmiotem
prezentowanych badan. W oparciu o uzyskane wyniki
podjeto probe opracowania kryterium standaryzacji ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej etanolowych wyciggéw kitu
pszczelego,

Material 1 metody

Propolis. W badaniach uzyto 592 proébek propolisu
uzyskanych w okresie produkecji letniej (czerwiec-lipiec),
pochodzacych z pasiek usytuowanych w roéznych rejonach
Polski. Probki propolisu przetrzymywano w ciemnosci
w 4°C,

Ekstrakty etanolowe propolisu (E E P). Pro-
polis ekstrahowano mieszaning alkohol etylowy-aceton-eter
etylowy-octan etylu (1:1:1:1, v/v) w stosunku wagowym
propolis — ekstrahent wynoszacym 1:10, w 18°C przez
48 godz., wsirzasajgc co 6—8 godz. Z ekstraktu przesgczone-
go przez bibule filtracyjng wytracono w —10°C (2—4 godz.)
substancje woskowe, Po przesgczeniu eksirahent odparowa-
no (37°C), a ofrzymana cliemnobrunatng substancje o cha-
rakterystycznym zapachu rozpuszczono w 96% etanolu do
stezenia koncowego 20 mg/ml (16). Ekstrakty przechowywa-
no w Zzamknietych naczyniach szklanych w 18—20°C. Uzy-
skane ekstrakty stuzyly do okreslenia wartosci MIC i MBC.

Wartosé MIC. Wartod¢ minimalnego stezenia hamu-
jacego okredlono w stosunku do Staphylococcus aureus 209P
(Oxford) na podiozu stalym o pH 6,5—6,8 wg Jeliaszewicza
(14) w modyfikacji wlasnej. Modyfikacja polegala na elimi-
nacji z podioia glukozy 1 fosforanu. Do podloia o temp
okolo 50°C dodawano ekstrakty EEP we wzrastajaeym ste-
zeniu w posigpie arytmetyeznym do koncowego stezenia
od 10 do 600 pg/ml podioza. Podloze posiewano § godz ho-
dowlg bulionowa (pH 74) S. aureus 209P w ilosei 0,05 ml
hodowli rozcienczonej 1:100 na szalke Petriego o srednicy
8 em. Wyniki odezytywano po 16—20 godz. inkubacji w
37°C. Za minimalne stezenie hamujgce (MIC) przyjmowanc
najnizsze koncowe stezenie EEP, ktore hamowalo calkowi-
cie wzrost standardowego szezepu S, aureus 209P. Kontrole
stanowilo podloZze bez dodatku EEP zawierajgce kolejne
rozcienczenia alkoholu etylowego, ktére posiewano iden-
tycznym inokulum S. aureus 209P.

Wartos¢ MBC. Do serii podiozy plynnych wg Grove
I Randalla (13) o pH 6.5—6.8 dodawano EEP do koncowego
stezenia od 10 do 600 pg/ml podloza. Nastepnie dodawano
3 10° komérek S. aureus 209P/ml podloza z 6 godz ho-
dowli bulionowej. Po inkubacji 20—24 godz. w 37°C z serii
podlozy plynnych, w ktérych wystapilo zahamowanie wzros-
tu widoczne nieuzbrojonym okiem, posiewano 0,05 ml na
podioze stale z agarem odiywezym (pH 74), ktére inkubo-
wano przez 48 godz. w 37°C. Za wartes¢ MBC przyimowa-
no najnizsze stezenie EEP w podlozu plynnym. przy ktérym
nie uzyskano wzrostu referencyjnego szezepu S. aureus 20012
na podiozu stalym. Kontrole stanowily podloza plvnne wg
Grove 1 Randalla posiane S. 209P bez dodatku EEP, a za-
wierajgce kolejne rozeiedezenia etanolu, ktére posiewano na
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agar odizywczy (pH 7,4) i inkubowano przez 43 godz. w
37°C.

Celem zobiektywizowania wynikéw badan nad zaleinos-
clami miedzy wartosciami MIC i MBC wyclggow propolisu,
uzyskane wyniki poddano analizie statvstyeznej stosujac fest
t-Studenta przy istotnosci alfa = 0,05.

Wyniki i oméwicnie

W otrzymywaniu aktywnych biologicznic wyciagdw
nropolisu kluczowsa role odgrywa rodzaj uzytych ekstra-
hentow oraz metody ekstrakeji. Stad tez w badaniach
zastosowano do ekstrakcji mieszanine: ctanol-eter ety-
lowy-accton-octan ctylu oraz 48 godz. czas ekstrakeji
w 37°C. Uzyte ekstrahenty umozliwily rozpuszczenie
wiekszosel zwigzkow o dziataniu przeciwdrobnoustrojo-
wym zawartych w kicie pszezelim. Nie wplywaly one
przy tym ujemnic, wzglednie tylko w minimalnym stop-
niu, na aktywnos$é przeciwbakteryjng wyciagow bada-
nych, Temperatura odparowania rozpuszezalnikow uzyta
w badaniach nie wplywala na wartosé MIC ckstraktow
v stosunku do S. aureus 209P.

Zastosowanic do oznaczania wartosei MIC wg podloza
Jeliaszowicza, a MBC podloza wg Grove i Randalla
umozliwilo nie tylko uzyskanie dobrego wzrostu szcze-
pu refercncyjnego gronkowca, ale wykluczalo dziala-
nic hamujace skladnikéw podloza na aktywnosé prze-
ciwbakteryjna wyciggow propolisu. Majac na uwadze
stwierdzone uprzednio (17) zalezno$ci miedzy wartoscia-
mi MIC i MBC a czasem odezytu wynikéw oznaczania
tych wartosci, wyniki odezytywano po 18—24 godz. in-
kubacji. S. aureus 209P niezaleznic od wieku hodowli
okazal sie w jednakowym stopniu wrazliwy na dziatanic
hakteriostatyczne i bakteriobdjeze wyciagéw propolisu.

Badane probki propolisu roznity sie zaréwno wartos-
ciami MIC, jak i MBC. Zakres wartosci MIC wahal sie
od 60 do 490 pg/ml podleza, zas MBC wynosil od 110
do 180 pg ml podloza, W wigkszosc przypadkow ob-
serwowano tendencje do wzrostu wartosei MBC wraz ze
wzrostemm warto$ei MIC (ryc. 1). Ta tendencja zaryso-
wuje sie bardzo wyraznie dla wartosei MIC od 60 do
150 pg'ml. Ekstrakty propolisu o aktyvwnodel przeciw-
bakteryinej w tym zakresie stanowia 48,9%0 badanych
préb. Ich aktywnosé bakteriobojeza oznaczona wartos-
ciami MBC micéci sie w granicach od 110 do 450 pg/ml.
Ekstrakty propolisu o wartosciach wyzszych od 160,
s nie przekraczajacych 300 pg/ml stanowily 42,8% ba-
danych probek. Natomiast wartosci MBC dla tych pré-
bek wahaly sie od 110 do 1500 Mg_fml z tym, ze dla
23,9% (142) prébek wartosci MBC micscily sig w gra-
nicach 460—900 pg/ml. Ekstrakty propolisu o MIC od
310 do 490 pg/ml stanowily 8,3% wszystkich badanych
probek. Wartoéé MBC dla tych ekstraktow wynosila
od 460 do 1680 pg ml. Najwieksza liczba probek z te]
grupy bo 75,5%, miala warto$¢ MBC w granicach 110—
—1500 ug ml. Godnym uwagi jest fakt, ze 398 ekstrak-
téw EEP (67,2%0) miato warto$é MBC ponizej 450 pg/ml,
a tylko 152 (25,6%) probki miescity sie w granicach
wartoéci MBC od 460 do 900 pg/ml.

Ekstrakty propolisu bardzo aktywne o wartoéci MIC
od 60 do 180 pg/ml, a takze ekstrakty o niskiej aktyw-
nosci (MIC = 330 i powyze]) roéznig sie znamiennie przy
alfa = 0,05 aktywnoscia bakteriob6jczg wyrazong wartos-
ciami MBC,

Leki muszg spelniaé kryteria, ktére umozliwiaja iden-
tyfikacje zawartych w nich substancji czynnych, zakres
i nasilenie dzialania farmakologicznego. Nie mniej waz-
ne w ocenie leké6w sa metody oznaczenia tych parame-
trow. Te same kryteria odnoszg si¢ réwniez do wycig-
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gow propolisu, poniewaz preparaty zawicrajace kit
pszezeli sa coraz czedcie] stosowane w oficjalne] medv-
cynie. Propolis jest wykorzystpwany tez jako srodek

o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym, gtéwnic w przy-
padku bakterii opornych na znane antybiotyki i chemio-
terapeutyki. Wykazano np. przydatnos¢ preparatéw za-
wicrajacych propolis w medycynic w leczeniu ropnych
zapalen skéry o etiologii bakteryjnej (2, 4, 20), czyraczy-
cach (22), owrzodzeniach troficznych i odlezynach (15),
ropnych zapaleniach kosci (23), zakazenych ran z du-
zymi ubytkami tkanck (1). W weterynarii sa stosowane
wyclagi propolisu w leczeniu trudno gojacyeh sig ran
peow i kotéw (3, 27), zapalen gruczolu mlekowego krow
wywolanyeh przez bakierie oporne na antybiotyki (18)
Wiekszosé bakterii gram dodatnich i pratki gruzliey (24)
oraz Saccharomyces, Aspergillus (28) i Candida albicans
(18) s3 wrazliwe na ekstrakty propolisu.

Kryterium skladu chemicznego substancji, ktore od-
powiadaja za aktywno$¢ przcciwbakteryjna propolisu,
nie jest przydatne w ocenie tego dziatania. Pomimo
rézmic w skladzie chemicznym, propolisy moga wykazy-
waé zblizong aktywno$é ze wrzgledu na fakt istnienia
duzych réznic w aktywnosci przeciwbakteryjnej poszcze-
golnych skladnikow. Dotychcezas zidentyfikowano w pro-
polisie okolo 130 zwiazkow chemicznych (12). Wsrod nich
sa zwiazki o silnym dzialaniu przeciwbakteryjnym jak
flawonoidy (29), hydroksykwasy, alkohole i aldehydy
(21), kwasy aromatyczne i ich estry (5, 25). Sytuacje
pogarsza fakt, ze rodzaj rozpuszczalnikdw uzytych do
ekstrakeji i metody ekstrahowania wplywaja zaréwno
na sklad chemiczny, jak i na aktywno$¢ otrzymanych
wyciggow propolisu (6, 16). Zdano sobie tez sprawe
z czestego braku korelacji miedzy wystepowaniem jed-
nego lub kilku zwiazkéw chemicznych w propolisie a ak-
tywnosécia przeciwbakteryjng ekstraktow. Co wiece],
analiza skiadu chemicznego propolisu jest mozliwa do
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wykonania tylko w warunkach wysoce wyspecjalizo-
wanych laboratoriow analitycznych. Stad tez uzyskane
wyniki dotyczace skladu chemicznego nie moga stanowié
dostatecznego kryterium standaryzacji aktywnodei prze-
ciwbakteryjnej. Dopiero badania nad dzialanicm wycig-
gow propolisu w stosunku do okreslonych rodzajow
drobnoustrojéw 1 nad skutecznoicia terapcutyczng w
scisle kontrolowanych warunkach eksperymentu, moga
decvdowa¢ o przydatnosci propolisu jako lcku, Wiado-
mym jest, zc mechanizm dzialania propolisu jest zlozo-
ny. Nie jest on catkowicie wyjasniony na poziomie ko-
morkowym i molekularnym. Efekt ostatcezny dzialania
baktericstatycznego i bakteriobdjczego nie jest z pew-
noscig tylko suma dzialan poszezegdlnych skiadowych
propolisu. Dziatania te sa uwarunkowane wplywem wie-
lu skiadnikéw na blone cytoplazmatyczna i komdrkows,
w mniejszym stopniu dotycza wplywu na szlaki meta-
boliczne bialek i synteze kwasow nukleinowych komorki
bakteryjncj.

W swictle przeprowadzonych badan, uprzednich
obserwacji (16) i badan (26), najodpowiedniejszym kry-
terium oceny aktywnogci przeciwbakteryjnej wyciagow
propolisu wydaje sie by¢ warto$é MIC, a takze wartosé
AMBC. Te dwie warto$ci w peini charakteryzuja aktyw-
nost¢ przeciwbakteryjng jezell sa oznaczone wg sposo-
bow podanych w rozdziale Material i metody. Scheller
(24) badajac kilkaset probek propolisu zebranych w cia-
gu kilku lat wykazal, ze tylko 40% dziala hamujgco w
stosunku do S. aureus 209P. Sposrod 91 probek propo-
lisu pochodzacych z réznych geograficznic rejonéw Pol-
ski wartos¢ MIS dla 41,7% préb wynosita do 600 u/ml,
dla 13,1% od 601 do 1200 pg'ml i dla 42,5% wynosila
powyzej 1201 ug/ml (26). Podano wiec sugestie przyje-
cla wartosci MIC za kryterium aktywnosci, uznajac za
ekstrakty silnie aktywne wyciagi o wartosei MIC od
150 do 600 pg/ml, mniejszej aktywnosei od 601 do
1200 pg/ml i nieaktywne o MIC powyzej 1200. W do-
borze metod mikrobiologicznego oznaczania wartosei
AMIC i MBC kluczowa role odgrywa dobdr odpowicd-
nicgo szezepu referencyjnego — jest nim S. aureus
209P (Oxford), rodzaj podlozy (podloze Jcliaszewicza
i Grove Randall), ich pH (6,5—6,8), gesto$¢ inokulum
drobnoustroju referencyjnego, czas odeczytu wynikéw
MIC 18—24 godz.) oraz dobér takich metod ekstrakeji
propolisu i rodzajéw ekstrahentéw, ktéore umozliwig
otrzymanic wyciagéw aktywnych pod wzgledem dzia-
lania przeciwbakteryjnego.

Wydaje sie, ze przy stwierdzonych w badaniach
wilasnych réznicach w  aktywnosei bakteriostatyczne]
i bakteriobdjezej wyciagéw propolisu mozna postulo-
waé¢ w przypadku propolisu, podobnie jak i innych sub-
stancji przeciwbakteryjnych, uzycie drugiego kryterium
standaryzacji aktywnoscl przeciwbakteryjnej, jakim jest
wartos¢ MBC. Roznice w warto$ciach MIC i MBC Wy-
stepuja bowicm nie tylko pomiedzy propolisami réznia-
cymi sie zrédiem pochodzenia, ale tez pomiedzy propo-
lisami pochodzacymi z tej samej pasieki (19), a takze
pomiedzy propolisami o identycznych wartosciach MIC
(16).

W oparciu o uzyskane wyniki sugeruje sie przyjecie
za kryteria standaryzacji aktywno$ci przeciwbakteryj-
nej wyciggéw propolisu nastepujacych wartosei MIC
i MBC: grupa I — warto$¢ MIC do 300 pg/ml i MBC
do 450 pg/ml: grupa IT — MIC do 490 ug/ml, MBC do
900 pg/ml i grupa III — warto$é MIC powyzej 300 ug/ml
1 MBC powyzej 900 pg/ml. Kryteria te moga mieé za-
stosowanie wyltacznie do wyciggdéw etanolowych pro-

polisu uzyskanych mieszaning rozpuszcezalnikéw wg spo-
sobu podancgo w rozdziale Material i metody, ktorvch
aktywnos¢ oznaczono metodsg mikrobiologiczng w sto-
sunku do S. aureus 209P na podlozu stalym wg Jelia-
szewlcza 1 podiozu piynnym wg Grove i Randalla.

Wnioski

1. Wystepowanie wyraznych roéznic w akiyvwnosci
etanolowych wyciagédw propolisu pochodzacego z roi-
nych pasiek w stosunku do S. aureus 209F wskazuje na
potrzebe standaryzacji wyciggdw kitu pszezelego pod
wzgledem ich aktywnosci przeciwbakteryinej.

2. Fakt, ze prébki propolisu o okreglonej wartosci mi-
nimalnego stezenia hamujacego (MIC) moga réznié sie
bardzo znacznie aktywnoscia bakteriobodjcza, okreslong
wartoscig minimalnego stezenia bakteriobdjezego (MBC),
wskazuje na potrzebe przyjecia za podstawe standary-
zacjli aktywnosci przeciwhakteryjnej propolisu oprocz
wartosci MIC rowniez MBC.

3. Zc wzgledu na mozliwo$¢ zmiany wartodcei MIC
i MBC w =zaleznosci od rodzaju ekstrahentéw, metody
i waruntow ckstrakeji propolisu, a takze mectod ozna-
czania aktywno$ci przeciwbakteryjnej, zaréwno metody
ekstrakeji, jak 1 sposéb standaryzacji powinny byé sSci-
Sle okreslone.
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