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Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
etanolowego ekstraktu propolisu

Antibacterial activity of ethanol extract of propolis

Robert Dariusz Wojtyczka', Robert Kubina?, Agata Kabata-Dzik?,
Rafat Jakub Butdak?

STRESZCZENIE

WSTEP

Propolis (kit pszczeli) jest zywicznym produktem zbieranym przez pszczo-
ty (Apis mellifera carnica) z rozmaitych ro§lin i jest uzywany do zamykania
otworéw w plastrach, pokrywania wewnetrznych Scian i ochrony wejscia
przed intruzami. Propolis wykazuje wiele cech farmaceutycznych, takich
jak wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe,
przeciwzapalne, antyutleniajace, hepatoprotekcyjne, immunostymuluja-
ce, przeciwnowotworowe oraz cytostatyczne.

MATERIAL | METODY

W celu okreslenia dziatania przeciwbakteryjnego do badan uzyto naste-
pujacych szczepow: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus
aureus ATCC 29123; Enterococcus faecalis ATCC 29212; Escherichia coli
ATCC 11775; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Candida albicans
ATCC 60193. Antybakteryjne dziatanie etanolowego ekstraktu propolisu
oceniono metodg seryjnych rozcienczen.

WYNIKI

Uzyskane wyniki antybakteryjnego dziatania szesciu referencyjnych szcze-
pow pokazuja wieksza wrazliwosé bakterii Gram-dodatnich (Staphylococ-
cus aureus) na dziatanie EEP niz bakterie Gram-ujemne (Escherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa).

WNIOSKI

1. Etanolowy ekstrakt propolisu wykazuje zroznicowane witasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe w zaleznoSci od gatunku badanego szczepu
i czasu dziatania.

2. Etanolowy ekstrakt propolisu wykazuje silne dziatanie przeciwbakte-
ryjne w stosunku do szczepéw ziarniakow Gram-dodatnich z gatunku
Staphylococcus aureus.
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SEOWA KLUCZOWE
etanolowy ekstrakt propolisu, wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, metoda seryjnych rozcien-
czen

ABSTRACT

INTRODUCTION
Propolis (bee glue) is a resinous hive product collected by honeybees (Apis mellifera carnica)
from various plant sources and is used to seal holes in their honeycombs, smooth out the inter-
nal walls and protect the entrance against intruders. Many pharmaceutical properties including
antibacterial, antifungal, antiviral, antiprotozoan, anti-inflammatory, antioxidant, hepatopro-
tective, immunostimulating, antitumor, and cytostatic activities have been reported for propolis.

MATERIAL AND METHODS
The following microorganisms were used in this study to test antimicrobial activity of propolis.
Six bacteria strains obtained from ATCC Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus au-
reus ATCC 29123; Enterococcus faecalis ATCC 29212; Escherichia coli ATCC 11775; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; Candida albicans ATCC 60193 strains were used. Antimicrobial activity
of propolis ethanol extract was investigated by the Serial Dilution Method.

RESULTS

The present results allow the conclusion that Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus) are
more susceptible than Gram-negative bacteria (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) to
ethanolic extract of propolis.

CONCLUSIONS

1. Ethanol extract of propolis demonstrates diverse antimicrobial properties depending on spe-
cies of the examined strain and activity time.

2. Ethanol extract of propolis demonstrates strong antimicrobial activities regarding Gram-posi-
tive cocci strains belonging to Staphylococcus aureus species.

KEY WORDS
ethanolic extract of propolis, antimicrobial activity, Serial Dilution Method

potaczenie woskowatej wydzieliny owadow
z zywicg zebrang z roslin. Liczne badania na-
ukowe wykazaty, ze propolis ma wiele cen-
nych leczniczo wiasciwosci: dziata przeciw-
bakteryjnie, przeciwzapalnie, antyutleniajgco,
ochronnie na migzsz watroby i przeciwnowo-

WSTEP

Etanolowy ekstrakt propolisu (ethanolic extract
of propolis — EEP) jest jednym z najbogatszych
zrodet kwasow fenolowych oraz flawonoidow.
Dzigki obecnosci zwigzkow fenolowych EEP
wykazuje rozmaite wlasciwosci biologiczne, ~tworowo [1]. o )

w tym dzialanie przeciwdrobnoustrojowe. Skiad chemiczny propolisu jest niezwykle zto-
Uzyskiwany jest na drodze ekstrakji propoli- ~ Z0ony. Zawiera okoto 300 réznych substancji
su, w wyniku czego nastepuje wyodrebnienie =~ chemicznych, w tym pochodne kwaséw cyna-
sktadnikow fenolowych oraz flawonoidéw do ~ monowego i benzoesowego oraz flawonoidy.
ekstrahenta, jakim jest etanol. Polski propolis pochodzi przede wszystkim
Propolis ]'est 2ywicowat%, lepk% substancj%, Z pazczk(')w liSiCiowyCh tOpOli Czarnej (Populus
produkowang przez pszczoty, stanowigcg nigra).



AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA EKSTRAKTU PROPOLISU

W licznych badaniach wykazano, ze propolis
moze hamowaé wzrost bakterii, takich jak:
Gram-dodatnie ziarenkowce Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius (2], Staphy-
lococcus mutans (3], Staphylococcus epidermidis
[4], Staphylococcus lentus, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus xylosus [5] Staphylococcus ho-
minis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylo-
coccus warnerii, Staphylococcus capitis, Staphy-
lococcus auricularis [6], Streptococcus pyogenes
[7], Streptococcus viridans [6], Enterococcus
spp. [8], Streptococcus pneumoniae [9], Strep-
tococcus mutans [10], Streptococcus sobrinus,
Micrococcus luteus [4], laseczki Bacillus subtilis
[11], Bacillus cereus [5], pratkdbw Mycobacte-
rium smegmatis [11], pateczek Listeria mono-
cytogenes [12] oraz Gram-ujemnych pateczek:
Escherichia coli [13], Pseudomonas aeruginosa
[8], Enterobacter aerogenes [4|, Pseumononas
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii [14], Proteus vulgaris, Helicobacter
pylori [15], Haemophlilus influenzae [7], Ser-
ratia marcescenes, Providencia stuartii, Prove-
dencia rettgeri, Morganella morgani, Salmonella
eneteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri, Yersinia enterocolitica [5,16], a takze
dwoinki Neisseria meningitidis [9].
Wrazliwo$¢ na dziatanie kitu pszczelego wyka-
zuja szczegblnie ziarenkowce Gram-dodatnie.
Liczne doniesienia sugeruja, iz kit pszczeli za-
wierajacy mate stezenia np. galanginy wykazu-
je dziatanie zardwno przeciwko gronkowcom
wrazliwym na penicyliny, jak i w stosunku do
szczepoéw MRSA. Stwierdzono ponadto znacz-
nie stabsze dziatanie EEP w przypadku szcze-
pow Staphylococcus aureus opornych na anty-
biotyki z grupy chinolonéw [8].

Liczne doniesienia literaturowe podaja, iz kit
pszczeli wykazuje dziatanie przeciwgrzybicz-
ne. Wsrod grzybéw wykazujacych wrazliwosé
na EEP nalezy wymieni¢: Candida albicans,
Candida crusei [14], Paracoccidioides brasilien-
sis, Sporothrix scheneckii [9)], Malessezia pachy-
dermatis, Candida tropicalis, Cryptococcus neo-
formans [2].

CEL BADAN

Celem naszych badaniach jest ocena aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej etanolowego
ekstraktu propolisu, zaleznie od gatunku ba-
danego szczepu, stezenia EEP oraz czasu inku-
bacji badanych szczepow.

MATERIAE I METODY

OTRZYMYWANIE ETANOLOWEGO EKSTRAKTU
PROPOLISU ORAZ JEGO ROZTWOROW W ETANOLU

I DIMETYLOSULFOTLENKU

Po mechanicznym rozdrobnieniu propolisu do
kolby ptaskodennej dodano 10 g kitu pszcze-
lego oraz 100 g 95% etanolu w celu uzyska-
nia ekstraktu etanolowego. Kolbe na 2 tygo-
dnie umieszczono na wytrzgsarce w ciemnym
pomieszczeniu w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie ekstrakt schtadzano do temperatury
4°C i przechowywano przez 24 godziny w celu
wytracenia nierozpuszczalnych substancji, po
czym filtrowano. Uzyskany filtrat odparowa-
no na wyparce prozniowej w temperaturze
40°C. W ten sposob otrzymano ciggliwg brg-
zowg substancje, ktérg na 7 dni umieszczo-
no w cieplarce w temperaturze 37°C na okres
7 dni w celu odparowania pozostatosci etano-
lu. Otrzymana po tym czasie okreslong czes¢
suchej masy EEP rozpuszczono w etanolu,
otrzymujac stezenie 50 mg EEP/ml etanolu.
Analogicznie postegpowano z dimetylosul-
fotlenkiem, otrzymujac roztwér EEP w DMSO
o stezeniu 50 mg/ml.

OZNACZENIE AKTYWNOSCI
PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ ALKOHOLOWEGO
EKSTRAKTU PROPOLISU

Do analizy mikrobiologicznej uzyto szcze-
péw wzorcowych pochodzacych z American
Type Culture Collection (ATCC), wybierajac:
Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphy-
lococcus aureus ATCC 29123; Enterococcus
faecalis ATCC 29212; Escherichia coli ATCC
11775; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;
Candida albicans ATCC 60193.

W pierwszym etapie oceniano czystoS¢ szcze-
péw wzorcowych, a nastepnie sporzadzono
zawiesiny bakterii w 0,9% roztworze NaCl
o gestosci optycznej 0,5 w skali McFarlanda,
przy uzyciu densytometru (DensiLaMeter Pli-
va Lachem, Brno), co odpowiada 1,5 x 108
CFU/ml. Nastepnie dokonano rozcienczenia
liczby drobnoustrojéow do 1,0 x 10® CFU/ml
0,9% roztworem NaCl.

W kolejnym etapie przygotowano szereg roz-
cienczen w 2 ml podtoza ptynnego Miillera-
-Hintona (Miiller-Hinton Broth), w wyniku
czego uzyskano rozcieficzenia propolisu od
0,78 do 50 mg/ml. Do kazdej probowki z sze-
regu rozcienczen dodano po 100 pl zawiesiny
bakteryjnej i wymieszano. Cato$¢ ponow-
nie inkubowano 18 godzin w temperaturze
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37°C w atmosferze tlenowej. Po inkubacji
z kazdej probowki pobrano 100 pl zawiesiny
na jatowe szalki Petriego i zalano podtozem
agarowym Miillera-Hintona (Miiller-Hinton
Agar). Catos¢ ponadto inkubowano 18 godzin
w temperaturze 37°C w atmosferze tlenowej,
a nastepnie okreslano liczbe wyrostych koloni
bakterii. Hodowle kontrolng stanowito 100 pl
zawiesiny bakteryjnej inkubowanej w 2 ml
podtoza ptynnego Miillera-Hintona bez do-
datku propolisu.

OZNACZANIE STOPNIA REDUKCJI LICZBY
DROBNOUSTROJOW W ZALEZNOSCI OD CZASU
DZIAEANIA PROPOLISU

W celu oznaczenia stopnia redukcji drobno-
ustrojOw z szeregu rozcienczen pobierano po
100 pl zawiesiny na jatowe szalki Petriego
w odstepach czasowych: po 1, 4, 8, 12 oraz 24
godzinach inkubacji. Szalki zalewano podto-
zem Miillera-Hintona (Miiller-Hinton Agar).
Catos¢ inkubowano 18 godzin w temperatu-
rze 37°C w atmosferze tlenowej, a nastepnie
zliczano wyroste kolonie.

ANALIZA STATYSTYCZNA
Analize statystyczng wynikow przeprowa-
dzono za pomocg testu nieparametrycznego
Wilcoxona dla par obserwacji, pozwalajacego
na poréwnanie danych zebranych przed i po
eksperymencie, w celu okreslenia, czy istnieje
istotna statystycznie zmiana badanego para-
metru. Istotno$¢ statystyczng przyjeto na po-
ziomie p < 0,05. Do obliczen statystycznych
wzrost zlewny przyjeto jako 1000 kolonii
bakterii. W analizie poréwnywano: kontrole
- rozpuszczalnik DMSO z EEP w roztworze
DMSO (p < 0,05) dla kazdego uzytego stezenia
i czasu ekspozycji na EEP; kontrole — etanol
z etanolowym roztworem EEP (p < 0,05) oraz
etanolowy roztw6r EEP z dimetylosulfotlenko-
wym roztworem EEP (p < 0,05). Réznice istot-
ne statystycznie uzyskano przy wspotczynniku
zgodnosci K > 1

WYNIKI

Otrzymane wyniki badan pozwalaja zaobser-
wowac duze zr6znicowanie w dziataniu prze-
ciwdrobnoustrojowym badanego EEP w zalez-
nosci od szczepu i czasu dziatania.

Najwieksza aktywnos¢ EEP (w roztworze
DMSO) o stezeniu 760 pg/ml wykazywat w 12
godzinie badania w stosunku do ziarniakow

Gram-dodatnich Staphylococcus aureus, powo-
dujgc catkowite zahamowanie wzrostu obu
badanych szczepow. Dziatanie to zauwazalne
jest juz w 8 godzinie badania dla szczepu ATCC
25923 oraz w 12 godzinie dla drugiego badane-
go szczepu. Podobng tendencje mozna zaobser-
wowac przy stezeniach 1,56 oraz 3,12 mg/ml,
w ktéorych w 8 godzinie inkubacji bakterii z
EEP nastepuje catkowite zahamowanie wzrostu
ziarniakow Gram-dodatnich. W stezeniach tych
nie zaobserwowano natomiast inhibicji wzro-
stu dla szczepdw Escherichia coli ATCC 11775,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27853 oraz grzybow droz-
dzoidalnych Candida albicans. Wzrost szczepu
Candida albicans zostat catkowicie zahamowa-
ny w 24 godzinie przy zastosowaniu EEP o ste-
zeniu 6,25 mg/ml, natomiast juz w 8 godzinie
nastapita inhibicja wzrostu badanego szczepu.
Podobng tendencje zanotowano dla szczepu
Enterococcus faecalis, gdzie zaobserwowano
jedynie pojedyncze kolonie juz w 12 godzinie
inkubacji bakterii z EEP.

Analizujgc dziatanie EEP (roztwor w DMSO)
w stosunku do szczepu wzorcowego Pseudo-
monas aeruginosa obserwowano - juz po 1
godzinie badania - zahamowanie wzrostu,
jednak dopiero przy uzyciu wysokich stezen
EEP (rzedu 12,5 mg/ml), co potwierdza dane
literaturowe. Podobng sytuacje wykazano
w przypadku szczepu Escherichia coli, jednak
czas dziatania bakteriobojczego byt wydtuzony
i zahamowanie wzrostu nastgpito w 8 godzi-
nie badania. Wyniki byly istotne statystycznie
w poréwnaniu z kontrolg stanowigca roz-
puszczalnik—dimetylosulfotlenek. Otrzymane
wyniki aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
EEP (w roztworze DMSQO) zebrano w tabeli II.
Kontrole rozpuszczalnika—dimetylosulfotlen-
ku zaprezentowano w tabeli I.

Analogiczne badania przeprowadzono uzywa-
jac jako rozpuszczalnika etanolu 95%. Dla roz-
tworu etanolowych EEP w stezeniu 760 pl/ml
zaobserwowano catkowite zahamowanie wzro-
stu szczepow Staphylococcus aureus w 12 godzi-
nie badania. Wyniki te sg wiec zbiezne z EEP
(roztwér DMSO). W analizie statystycznej wy-
kazano, iz etanolowy roztwor EEP wykazywat
silniejsze zahamowanie wzrostu bakterii.
Kontrola rozpuszczalnika (etanolu) wykazata,
iz nie mozna interpretowa¢ wynikéw z uzy-
ciem etanolu powyzej stezenia 6,25 % (v/v),
gdyz sam alkohol etylowy powoduje zahamo-
wanie wzrostu badanych szczepéw bakteryj-
nych (tab. III).
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Tabela I. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych stezeri DMSO (kontrola rozpuszczalnika) zaleznie od czasu dziatania

Table I. Evaluation of the antibacterial activity of different concentrations of the dimethylsulfoxide (control of solvent) depending on the
action time

Stezenie Liczba kolonii po:

Nazwa szczepu drobnoustroju DMSO
(% v/v) 15 min 1godz. 8 godz. 12 godz. 24 godz.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z ZI 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z >1000 426 25
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ® Zl 15 15 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 A Zl 369 0 Zl 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Z Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl 4 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z ZI Zl Zl
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z ZI Zl ZI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl Zl Zl Z Zl
Escherichia coli ATCC 11775 g Zl Z ZI Zl ZI
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Z Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Zl Zl Zl
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z ZI Z Zl
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z Zl Zl Zl
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i Zl Z ZI Zl Zl
Escherichia coli ATCC 11775 © Zl Z ZI Z Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Zl Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Z Zl Zl
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z ZI Z Zl
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z ZI Z Zl
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl Z ZI Z Zl
Escherichia coli ATCC 11775 i Zl Z ZI Z Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Zl Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl Z ZI Z Zl
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z Zl Zl Zl
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z ZI Z Z
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl Zl Zl Zl ZI
Escherichia coli ATCC 11775 g Zl Zl Z Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Zl Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl Z ZI Z Zl
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Z ZI Z Zl
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Z ZI Zl Zl
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl Z ZI Zl Zl
Escherichia coli ATCC 11775 E Zl Zl Zl Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl Z ZI Zl Zl
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Z Z Zl

Z1 — wzrost zlewny
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Tabela Il. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej réznych stezen EEP (roztwér w dimetylosulfotlenku) zaleznie od czasu dziatania

Table I1. Evaluation of the antibacterial activity of different concentrations of EEP (dimethylsulfoxide solution) depending on the action time

Liczba kolonii po:

Nazwa szczepu drobnoustroju Stezenie EEP
15 min 1godz. 8 godz. 12 godz. 24 godz.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1000 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 >1000 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % Zl 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 E Zl 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl 0 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0 1 8 12 24
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ Zl 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 é Zl poj. 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 E Zl >1000 7 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - Zl Zl 500 320 0
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl 432 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ Zl >1000 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 § Zl Z Zl >1000 ZI
Escherichia coli ATCC 11775 ”NE’ Zl Zl Zl Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ” Zl Zl >1000 poj. 0
Candida albicans ATCC 60193 Z Zl 10 69 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl >1000 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl Zl 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 g Zl Zl Zl Zl Z
Escherichia coli ATCC 11775 § Zl Zl Zl Zl ZI
Enterococcus faecalis ATCC 29212 " Zl Zl >1000 >1000 ZI
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Zl Zl 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Zl 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 B Zl Zl 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 é Zl Zl Zl Zl Z
Escherichia coli ATCC 11775 § Zl Zl Zl Zl Z
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - Zl Zl >1000 >1000 ZI
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Zl Zl >1000
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl Zl 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ Zl Zl 9 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 § 7l 7l Zl Zl ZI
Escherichia coli ATCC 11775 .‘g Zl Zl Zl Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ° Zl Zl >1000 >1000 Z
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Zl Zl Z

Z1 — wzrost zlewny
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Tabela Ill. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych stezer etanolu (kontrola rozpuszczalnika) zaleznie od czasu dziatania

Table IlI. Evaluation of the antibacterial activity of different concentrations of the ethanol (control of solvent) depending on the action time

Stezenie Liczba kolonii po:

Nazwa szczepu drobnoustroju Etanolu
[% v/v] 15 min 1godz. 8 godz. 12 godz. 24 godz.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 < 0 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 & 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0 0 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1000 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 >1000 253 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 g Zl 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Z >1000 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 Z 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Z ZI ZI ZI ZI
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl ZI ZI Zl ZI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i Z ZI 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 < Zl Z 860 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl ZI ZI ZI 0
Candida albicans ATCC 60193 Zl ZI 10 69 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl ZI ZI Zl ZI
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Z ZI ZI Zl ZI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Z ZI Zl Zl ZI
Escherichia coli ATCC 11775 gﬁ Zl ZI ZI ZI ZI
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Z ZI ZI Zl ZI
Candida albicans ATCC 60193 Zl Z Z Zl Z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Z ZI ZI Zl ZI
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Z ZI ZI Zl ZI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Z ZI ZI ZI ZI
Escherichia coli ATCC 11775 § Z ZI ZI ZI ZI
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl ZI ZI ZI ZI
Candida albicans ATCC 60193 Zl Z Z Zl Z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Z ZI ZI ZI ZI
Staphylococcus aureus ATCC 29123 Zl ZI ZI ZI ZI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 X Zl ZI ZI ZI ZI
Escherichia coli ATCC 11775 § Zl Z Z Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Zl ZI ZI Zl ZI
Candida albicans ATCC 60193 Z ZI ZI ZI ZI

Z1 — wzrost zlewny
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Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze na
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa EEP -
oprécz odpowiedniego stezenia —wptywa takze
czas dziatania. Mozna stwierdzi¢, ze preparaty
zawierajace w sktadzie odpowiednie stezenia

EEP, przy odpowiednim czasie dziatania, mogg
by¢ alternatywnym sposobem terapii schorzen
powodowanych przez szczepy Staphylococcus
spp., a w niektérych przypadkach mogg stano-
wi¢ uzupelnienie antybiotykoterapii.

Tabela IV. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych stezen EEP (roztwor etanolowy) zaleznie od czasu dziatania
Table IV. Evaluation of the antibacterial activity of different concentrations of EEP (ethanol solution) depending on the action time

Nazwa szczepu drobnoustroju Stezenie EEP

Liczba kolonii po:

15 min 1godz. 8 godz. 12 godz. 24 godz.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % 0 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 é 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0 0 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >1000 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ >1000 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % 72 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 E 65 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ZI 0 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 Zl 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Zl 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ ZI 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % Zl Z 0 0 0
Escherichia coli ATCC 11775 Q 568 >1000 612 0 0
Enterococcus faecalis ATCC 29212 © Zl Z 0 0 0
Candida albicans ATCC 60193 Zl 260 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ZI >1000 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ ZI >1000 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % Zl Zl 436 253 0
Escherichia coli ATCC 11775 é ZI >1000 >1000 367 168
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ” ZI Z ZI Z Z
Candida albicans ATCC 60193 ZI Z 5 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ZI >1000 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 . ZI >1000 340 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % ZI Z ZI Z Z
Escherichia coli ATCC 11775 © Zl Zl Zl Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - ZI Z ZI Z Z
Candida albicans ATCC 60193 Z Z >1000 1 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ZI Z 620 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 29123 _ Zl Z ZI 0 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 % Zl Zl Zl Zl Zl
Escherichia coli ATCC 11775 L Zl Zl Zl Zl Zl
Enterococcus faecalis ATCC 29212 O ZI Z ZI Z Z
Candida albicans ATCC 60193 Zl Zl Zl Zl Zl

Z1 — wzrost zlewny



AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA EKSTRAKTU PROPOLISU

DYSKUSJA

Problemy z naduzywaniem antybiotykow oraz
trudno$ci z pozyskiwaniem nowych zwigz-
kow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
prowadza do powrotu wielu stosowanych juz
metod leczenia. Od dawna wiadomo, iz pro-
polis wykazuje silne wtasciwosci przeciwdrob-
noustrojowe, oddziatujac wyjatkowo silnie na
gronkowce, paciorkowce i maczugowce, sta-
biej zas na drobnoustroje z rodzaju Enterococ-
cus oraz pateczki z rodzajow Escherichia, Kleb-
siella, Proteus i Pseudomonas [4,6,17].

W naszych badaniach zaobserwowalismy duze
zroznicowanie aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej etanolowego ekstraktu propolisu,
stwierdzajac ze — zgodnie z danymi literaturo-
wymi — dziata on silniej w stosunku do ziar-
niakéw Gram-dodatnich niz w stosunku do
pateczek Escherichia coli i Pseudomonas aerugi-
nosa paciorkowcow katowych Enterococcus fa-
ecalis oraz grzybow drozdzoidalnych z rodzaju
Candida.

Szczepy Staphylococcus spp. wykazaty bardzo
wysoka wrazliwo$¢ na niskie stezenia propo-
lisu. W 24 godzinie inkubacji, juz przy ste-
zeniu 760 pl/ml, EEP powodowal catkowite
zahamowanie wzrostu obu szczepow Staphy-
lococcus aureus. Podobne wyniki zanotowali
Scazzocchio i wsp. [6], uzyskujac dla 35 szcze-
pow Staphylococcus aureus wartosé¢ 1,25 mg/
/ml dla MIC, i MIC,,.

Cardoso i wsp. [2] badajac 69 szczepdéw gron-
kowcow koagulazo-dodatnich wykazali, ze
minimalne stezenie bakteriobojcze (minimal
bactericidal concentration — MBC) ekstraktu
propolisu dla szczepoéw Staphylococcus aure-
us wynosi okoto 13,3 mg/ml, a dla szczepu
Staphylococcus intermedium 16 mg/ml.
Aktywnos¢ propolisu zalezny od wielu czynni-
koéw. Miorin i wsp. [11] potwierdzili dziatanie
przeciwbakteryjne propolisu pochodzacego
od pszczoty miodnej Apis mellifera oraz Te-
tragonisca angustula, wykazujac przy tym, ze
wigze sie ono z czasem pobierania prébki oraz
miejscem pochodzenia. W badaniach wspo-
mnianych autoréow warto$ci MIC w stosunku
do szczepu Staphylococcus aureus miescily sig
w zakresie 0,36-3,65 mg/ml. Nasze badania
EEP potwierdzity te wyniki.

Z kolei Silici i wsp. [18] zwrdcili uwage na
znaczne réznice w aktywnosci propolisu

w stosunku do réznych gatunkéw bakterii.
Analizujgc etanolowe ekstrakty propolisu uzy-
skane od trzech rodzajow pszczoty miodnej,
wykazali ich r6ézna aktywnos¢ przeciwdrob-
noustrojows. Zanotowane przez nich war-
tosci MIC miescily sie w zakresach: 117-234
pg/ml dla szczepow Staphylococcus aureus;
1875-7500 pg/ml dla szczepoéw Pseudomonas
aeruginosa; 1875-3750 pg/ml dla szczepow
Escherichia coli oraz 468-1875 dla grzybow
drozdzoidalnych Candida albicans.
Niejednorodne dziatanie propolisu zwigza-
ne jest z r6znica w zawartosci wystepujacych
w nim substancji aktywnych. Salomao i wsp.
[19] potwierdzili najwigkszg aktywnos¢ pro-
bek propolisu o duzej zawartosci galanginy,
pinocembryny lub pochodnych kwasu ka-
wowego. Wykazali, iz propolis pochodzacy
z Butgarii charakteryzowat sig¢ silniejszym niz
propolis pochodzacy z Brazylii dzialaniem
w stosunku do Candida albicans, Sporothrix
schenckii oraz Paracoccidioides brasiliensis,
a warto$ci MIC dla szczepu Neisseria menin-
gitidis wynosily 12,8 ng/ml oraz 102,4 pg/ml
dla Staphylococcus aureus. Najstabiej bada-
ne roztwory propolisu dziataly na szczepy
MRSA.

WNIOSKI

1. Etanolowy ekstrakt propolisu wykazuje
zroznicowane wtasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe, zaleznie od gatunku badanego
szczepu i czasu dzialania.

2. Etanolowy ekstrakt propolisu wykazuje sil-
ne dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku
do szczepoéw ziarniakéw Gram-dodatnich
z gatunku Staphylococcus aureus.

3. Etanolowy ekstrakt propolisu o stezeniu
0,76 mg/ml powoduje catkowite zaha-
mowanie wzrostu badanych szczepow
Staphylococcus aureus w 12 godzinie in-
kubacji.

4. Etanolowy ekstrakt propolisu w wysokich
stezeniach (powyzej 6,25 mg/ml) powodu-
je inhibicje wzrostu szczepow Candida al-
bicans i Enterococcus faecalis dopiero w 24
godzinie inkubacji.

5. Szczepy Pseudomonas aeruginosa oraz
Escherichia coli wykazuja opornos$¢ na EEP
w analizowanych stezeniach.
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