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Dlugotnpale oddzialywanie ekstraktów
propolisu na Staphylococcus aureus

Zakład Hi gi eny Weterynaryj nej, ul. Słowicza 2, 20 -33 6 Lublin

Summary

Long-lasting action of propo|is extracts on Staphylo-
coccus aureus

Five propolis extracts of a known concerrtration
(mg/ml), dissolved in ethyl alcohol, were examined.
The extract had high bacteriostatic and bactericidal
activity in relation to S. aureus 209P (MIC = 0.100-
-0.120 mg/ml and MBC = 0.160-0,280 mg/ml, respec-
tively). A serial dilution method on a so|id medium
was used for the determination of bacteriostatic ac-
tivity (MIC). One hundred and sixty-one cycles were
carried out for 40 months.

A long-lasting, permanent action on S. aureus 209P
of di|uted propolis extract of known MIC and MBC
va|ues did not reveal any mutants resistant to the
action of the compounds contained in these extracts.
It was shown in vitro that no resistance occurred to
the propolis preparations used as antibacterial agents,
which is significant in therapy.

Przez długi okres czasu ocenlano wartość tera-
peutyczną kitu pszczelego (propolisu) na podstawie
skutków działania, jakie obserwowano w wyniku
jego stosowania w róznych schorzeniach ludzi i
zw terząt, Te praktyczne ob serwacj e, wykorzy stuj ące
technikę badań mikrobiologtcznych, pozwoliły w
ostatnich latach na rozwój badań w kierunku okre-
ślenia wrazliwości wielu gatunków drobnoustrojów
na działanie ekstraktów propolisu.

Badania nad wpływem ekstraktów propolisu na
różne mikroorganizmy prowadziło wielu autorów.
Doty czyły one: grzybów wywołujących schorzenia
skóry (I, 2, 3, IJ), Aspergillus sp, (16) t Candida
albicans (8, 11, 16), Trichomonas vaginalis t To-
xoplasma gondii (18, 19), Staphylococcus aureus
(4, 8, 7I, 13), drobnoustrojów najczęściej występu-
jących w przebiegu zapaleń wymion u bydła (4,
II), szczepów B. larvae (9, 14), bakterii beztleno-
wych z rodzaju Bacteroides, Fusobacterium, Pepto-
s t r e p t o c o c c u s, P ro p i onib a ct e r ium (7 ) or az drobnou-
strojów opornych na rutynowo stosowane antybioty-
ki (20).

W miarę postępu wiedzy dotyczącej składu che-
mic zn e g o p rop o1 i s u w yj aśn i o no działanie ni ektóry ch
zwtązków wchodzących w jego skład na szczepach
drobnoustrojów: S. aureus, B. subtilis, E. coli, Can-
dida albicalzs (10, l5).
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Preparaty zavtierające ekstrakty propolisu zasto-
sowano z dużą przydatnością w terapii weteryna-
ryjnej: leczeniu trudno gojących się ran u psów i
kotów (5, 2I), zapaleń wymion u krów na tle za-
kazenia bakteriami i drożdżakamt (4, I2).

Racjonalne podstawy apiterapii są więc mozliwe
w oparciu o znane siły działania bakteriostatycznego
i bakteriobój czego ekstraktów propolisu. Wrazliwość
drobnoustrojów na dział.ante ekstraktów propolisu
i aktywność właściwa leku są ze sobą ściśle sprzę-
zone. Istnieje między nimi zależność wynikająca z
wzaj emnego oddzi aływani a komórki drobnoustroj u
t cząsteczek leku propolisowego. Odpowiednie zaś
wartości minimalnego stężenia bakteriobójczego i
minimalnego stęzenia hamującego wzrost danej po-
pulacji bakteryjnej stanowią wypadkową tego od-
działywanta, W przypadku substancji o działaniu
przeciwbakteryj nym, zwłaszcza przy sub te lny ch daw -

kach preparatu, w miarę upływu czasu zwiększa się
prawdopodobieństwo pojawienia się opornych mu-
tantów. Zmiana wielkości MBC lub MIC świadczy
więc o wzroście odporności lub wzroście wrazli-
wości szczepów chorobotw órczych na ekstrakty pro-
polisu.

Celem pracy było zbadanie czy długotrwałe od-
dziatywanie ekstraktów propolisu na hodowlę bak-
teryjną S. aureus nie spowoduje pojawienia się mu-
tantów opornych na ten chemioterapeutyk,

Materiał i metody

Do badań lżyto pięć ekstrŃtów propolisu w roztworze
alkoholu etylowego i określonych stęzeniach w mg/ml.
Minimalne stężenia hamujące (MIC) dla badanych eks-
traktów miały wartośó: nr 07=0,Iż0, nr 09=0,120, nr
15=0,100, nr 19=0,100 inr35=0Jż0 mg/ml podłoża;zaś
minimalne stęzenia bakteriobójcze (MBC): nr 0J=O,ż30,
nt 09=0,żż0, nr 15=0,190, nr 19=0,160 i nr 35=0,280
mg/ml podłoza. Wartości MIC (na podłozu stałym) i MBC
(na podłozu płynnym) określono w stosunku do S. aureus
209P, metodą podaną uprzednio (6, 13). Skład podłozy
(6, 13) zapewntał optymalny wzrost zastosowanego
szczepu S. aureus 209P. Do oznaczania działania bakte-
riostatycznego (MIC) badanych ekstraktów propolisu, za-
stosowano metodę płytkową - seryjnych rozcieńczeń, na
podłozu stałym. W metodzie tej mozna lżywać podłozy
zaw ier aj ącyc h nieprzej rzy s te składniki, c o umo zliw ia b a-

dania ilościowe propoliso-wrazliwych drobnoustrojów o

wysokich wymaganiach odżyw czych. Ponadto, stosuj ąc
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metodę płytkową, można szybko wykryć ewentualne
zanieczy szczenia hodowli testowanego szczepu innymi
mikroorganizmam| atakże wykryć pojawienie się spon-
tanicznie powstajacych mutantów opornych na działanie
związków zawartych w ekstrakcie propolisu, a był to
przecież główny cel badania.

Minimalne stęzenie hamujące (MIC) dla kazdego ba-
danego ekstraktu propolisu oznaczano na podłozach i
według metodyki podanej we wcześniejszych pracach (6,
13). Natomiast inokulumnr 1 stanowiłaż0 godz. hodowla
S. aureus 209P napodłozu płynnym z dodatkiemroztworu
ekstraktu propolisu o stęzeniu połowy wartości MIC dla
każdej próby: 07=0,060, 09=0,060. l5=0,050, 19=0,050,
35=0,060 mg/ml podłoza. Za minimalne stęzenie hamu-
jące (MIC) przyjmowano nĄniższe stęzenie końcowe
ekstraktów propolisu, poszczególnych prób, które hamo-
wało całkowicie wzrost szczepu S. aureus 209P (pasaz nr
l), po upływie 20-ż4h inkubacji w temperaturze 3J"C.
Szereg rozclęńczeniowy inkubowano ponownie przez
żOh, gdyżjak wykazały badania (13), istnieje zależność
między waftością MIC, a czasem odczytu wyników, przy
oznaczantis tych wartości dla ekstraktów kitu pszczelego.
Wzrost kolonii bakteryjnych na płytkach o stęzeniach
najnizszego stęzenia hamującego (wartość po ZOh inku-
bacji) danej próby, po kilku dniach słuzył do hodowli
inokulum nr ż. (z dodatkiem ekstraktu propolisu), dla
kazdej próby oddzielnie. Po czym następował posiew na
szereg rozcieńczeniowy na podłozu stałym (posiew nr 2)

- inkubacja - odczyt wyników - ponowna inkubacja -
był to cykl (pasaz) nr 2. Następnie następow ał pasaż 3, 4,
5 itd., aż do końca badania. Jeden cykl badania trwał przez
7-10 dni dla jednego ekstraktu. Wykonano ogółem 161
pasaży, przez okres czterdziestu miesięcy.

Wyniki i omówienie

Przez cały czas doświadczenia, populacja bakte-
ryjna była pod stałym oddziaływaniem roztworu
ekstraktu propolisu, hamującym namnazanie się ho-
dowli bakteryjnej. Wartość MIC i MBC badanych
ekstraktów przez okres doświadczenia, tzn. po 10,
20, 30 i 40 miesiącach nie zmieniła się, zostńa
zachowana aktywność początkowa. Nie doszło też
do załamania się aktywności przeciwbakteryjnej ba-
danych ekstraktów propolisu.

W dostępnym piśmiennictwie nie spotkano prac
omawiających ujawnianie się u szczepów bakteryj-
nych oporności na preparaty propolisowe. Natomiast
ekstrakty propolisu okazały się skutecznym prepa-
ratem w leczeniu zapaleń wymion u krów (I2) i
otitis externa u psów (2I) na tle zakażęń drobno-
ustroj ami antybiotykoopornymi.

Reasumując można stwierdzić, ze długotrwałe,
trwające czterdzieści miesięcy, stałe działanie roz-
twolu etanolowego ekstraktów propolisu o warto-
ściach MIC=0,100 - 0,720 mg/ml podłoza (5 prób)
i wartościach MBC=0,160 - 0,280 mg/ml podłoża
na populację bakteryjną S. aureus 209P, nie spo-

wodowało pojawienia się mutantów opornych na
działanle zwtązków zawaftych w badanych prepa-
ratach propolisowych. Wykazano in vitro, że przy
stosowaniu jako czynnika przeciwbakteryjnego pre-
paratów propolisowych, nie zachodzi zjawisko
propolisoopornoŚci, co ma istotne znaczenle w te-
rapii.
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Opomość na leki stosowane w zwalczaniu pasożytniczych nicieni odgrywa
ważną rolę w krajach gdzie występują zarażenia endemiczne Haemonchus
contortus. W stanie Parana, w których w ciągu kilku lat zintensyfikowano
hodowlę owiec, często występuje ostra forma hemonchozy, powodująca z
reguly padanie zatażonych zwięrząt. Badania przeprowadzono w 6 stadach

liczących ponad 100 sztuk owiec, w których przed przystąpieniem do ekspe-

rymentów liczba jaj pasożyta w l g kału przewyższała 200. Przez 30 dni nie

stosowano źadnych leków przeciwpasożytniczych. W każdym ze stad u 10

owięc zastosowano jeden z 7 Ieków, a mlanowicie closantel (15 mgń<g), di-
sofenol-tetramisole (6,1 mg/kg), tetramisole (7,4 mg/kg), lovamisole (7,5

mg/kg) albendazole (10 mg/kg), fenbendazole (1,5 mg/kg) i ivermectin (200

g/kg). Po 14 dniach po podaniu preparatów określono ilość jaj w kale. W
wiekszości stad H. cont()rlus był opomy na 2-4 leków. Jedynie levamisole
cechowała 907o efektywność.
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