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Kratak sadrzaj: Alkoholna tinktura propolisa je najces¢e koristen proizvod od propolisa
na trzistu za lijeCenje slabijih infekcija u usnoj Supljini, angine, nekih koznih oboljenja i
sli¢cno. Zbog toga S§to je propolis jo§ uvijek neoficijalan lek u apotekama, ispitali smo
njegovu antimikrobnu aktivnost primjenom disk-difuzionog testa na Sest referentnih
bakterijskih sojeva Salmonella Enteritidis WDCM 00030, Salmonella Typhimurium
WDCM 00031, Listeria monocytogenes WDCM 00020, Staphylococcus aureus WDCM
00032, Escherichia coli WDCM 00013 i Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024. Cilj
ovoga rada je bio da se ispitaju antibakterijska svojstva alkoholnog rastvora propolisa na
referentne bakterijske kulture, kao i da se odredi tip djelovanja. Na osnovu dobijenih
rezultata, moze se zakljuciti da su bakterijski sojevi Salmonella Enteritidis WDCM 00030,
Salmonella Typhimurium WDCM 00031, Listeria monocytogenes WDCM 00020,
Staphylococcus aureus WDCM 00032 i Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024, jako
osjetljivi na djelovanje alkoholne tinkture propolisa.

Kljuéne rijeci: propolis, referentni sojevi bakterija, antimikrobno djelovanje

UvOD

Proplolis je proizvod pcela, smolaste konzistencije, zute do tamnosmede boje, slabog
mirisa, koji pcele medarice sakupljaju sa pupoljaka i kore drveca. Rije¢ propolis je grékog
porijekla, izvedena iz re€i ,pro* —ispred i ,,polis* — grad, §to znaci ,,ispred grada“ i savrSeno
opisuje samu ulogu propolisa u kosnicama, a to je zatvaranje otvora ko$nica i ima zastitnu
ulogu pcelinje kolonije (Ghisaberti, 1979; Marcucci, 1995; Torres i sar., 2008; Boonsai i
sar., 2014). Propolis je poznat od davnina i u Egiptu se koristio kao ljepilo. Greki filozof
Aristotel je pisao o smolastoj materiji koju su pcele razmazivale na ulazu u svoje kosnice,
a upotrebljavao se kao lijek za modrice i ¢ireve (Crane, 1999). Grei su koristili propolis
kao glavni sastojak u izradi parfema, dok su ga drevni Jevreji smatrali prirodnim lijekom.
Rimski naucnik Plinius (23-79 p.n.e) bio je uvjeren da propolis potice iz raznih pupova
razli¢itih stabala poput vrba, topola, brijesta, trske i drugih biljaka (Fearnley, 2001).




164 Berepunapcku :xypHana Penyonke Cpncke (bama Jlyka), Boa. XX, bp.1-2, 163-172, 2020.
Kalaba i sar.:
Antibakterijsko djelovanje propolisa na odabrane referentne sojeve bakterija

Hipokrat (460-377. p.n.e) je prvi upotrijebio propolis za lijeCenje Cireva, $to se do danas
smatra prvom upotrebom propolisa kao lijeka koja je zabiljezena (Najafi, 2007).

Propolis se smatra univerzalnim lijekom sa mnosStvom terapeutskih osobina koje su klinicki
dokazane. Antiinflamatorno djelovanje propolisa omogucuje epitelizaciju rana te pozitivno
utice na zastitu imuniteta organizma. Propolis je nezamjenjiv kod akutnih i hroni¢nih upala
kao S$to su: rinitis, sinusitis, bronhitis, laringitis i dr. Eksperimentalnim istrazivanjima je
dokazano antiinflamatorno djelovanje kod pacova oboljelih od artritisa, gdje je alkoholna
tinktura propolisa imala antiupalno djelovanje i pri akutnim i pri hroni¢nim upalama (Park
i Kahng, 1999; Boonsai i sar., 2014). Hemijski sastav propolisa nije u potpunosti ispitan,
ali je poznato da su glavni sastojci propolisa prirodni flavonoidi (galangin, kvercetin,
krizin, kempferol, apigenin, pinocembrin, pinobaksin), od kojih najve¢im dijelom poticu
ljekovita svojstva. Postoji dovoljno dokaza da propolis ima antibakterijsko djelovanje,
odnosno da usporava rast bakterija (Kalogeropulos i sar., 2009; Petrova i sar., 2010;
Boonsai i sar., 2014).

Antibakterijska aktivnost propolisa je ispitivana na Sirokom spektru aerobnih i anaerobnih
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Dokazano je da je propolis aktivniji prema
Gram-pozitivnim bakterijama, ali ipak pokazuje i inhibitorna svojstva i prema nekim
Gram-negativnim bakterijama (Klebsiella pneumoniae) (Meresta, 1997; Park i sar., 2005;
Boonsai i sar.,, 2014; Bogdanov, 2017). Antimikrobna aktivnost sirovog propolisa
uglavnom opada sa njegovim produzenim stajanjem i duzim skladiStenjem. Nasuprot
ovome, potvrdeno je da etanolni ekstrakt propolisa, cuvan 10 do 15 godina, pokazuje
povecéanu antibakterijsku aktivnost (Meresta, 1997). Stepanovic i sar. (2003) su ispitivali
antimikrobnu aktivnost ekstrakata propolisa koji je dobijen sa podrucja Republike Srbije
prema odabranim mikroorganizmima, kao i sinergijski efekat propolisa i izabranih
antibiotika. Dobijeni rezultati ovog istrazivanja su pokazali snazan antimikrobni efekat
etanolnog ekstrakta propolisa prema Gram-pozitivnih bakterija, pojedinatno i u
kombinaciji sa komercijalnim antibioticima.

Propolis posjeduje jako baktericidno djelovanje, uniStava odredene bakterije i najjaci je
prirodni dezinficijens. Zbog sadrzaja mnogih farmakoloski aktivnih supstanci, propolis
poseduje lokalno anestezirajuce, hepatoprotektivno, antitumorno i imunostimulirajuce
dejstvo (Burdock, 1998; Ito J i sar., 2001; Toreti, 2013).

Propolis djeluje bakteriostatski na bakterije tako §to oSte¢uje njihovu citoplazmu, ¢elijsku
membranu, izaziva djelimi¢nu bakteriolizu i inhibira sintezu proteina. Antibakterijske
materije u propolisu su termostabilne, ne oStecuju normalnu crijevnu floru, nisu toksicne 1
ne izazivaju rezistencije u organizmu. Ako se propolis koristi u kombinaciji sa standardnim
antimikrobnim lijekovima (streptomicin, ampicilin, gentamicin, tetraciklin, cefalosporin),
moze potencirati njihovo dejstvo i do 100 puta. Propolis umjereno povecava antibakterijsku
aktivnost hloramfenikola, ceftriaksona i vankomicina, dok na eritromicin nema nikakvog
efekta. Fungicidno djelovanje propolisa je dokazano za izazivace koznih bolesti nogu kao
S$to su psorijaza, alopecija, neurodermatitis i dr., $to znaci da propolis moze pomoc¢i u
lijecenju ovih oboljenja (Ota i sar., 2001; Gekker i sar., 2005; Dota i sar., 2011).
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Neka istrazivanja su pokazala da konzumacija propolisa ne samo da sprjeava nastajanje
tumora, nego zaustavlja rast tumorskih ¢elija i metastaziranja (raka dojke, debelog crijeva,
bubrega, jetre, materice, zeluca, plu¢a, koze, krvi) (Aga i sar., 1999; Orsolic i sar., 2004;
Kalogeropoulos i sar., 2009; Valente i sar., 2011).

Zbog svih bioloskih karakteristika, propolis se smatra jako funkcionalnim sastojkom koji
je bitan za zdravlje, te se dodaje u hranu i kozmeticke preparate, a koristi se i u medicinske
svrhe s ciljem poboljSanja zdravlja i sprecavanje raznih bolesti (IFIC, 2009).

Antivirusno dejstvo propolisa je direktno na neke viruse (Herpes simplex, Influenca,
Herpes genitalis, Herpes zoster 1 dr.) tako Sto spreCava njihovu replikaciju, odnosno
razmnoZzavanje unutar ¢elije i smanjuje DNK sintezu, $to nosi sa sobom smanjenje virusne
aktivnosti. Kod nekih onkogenih virusa sprecava pretvaranje zdravih u kancerske celije
tako da razgraduje njihovu DNK a istovremeno pokrece mehanizam apoptoze. Rezultati
testiranja (in vitro) infekcija uzrokovanih sa virusom tipa HIV 1 sa 66,6 pg/ml etanolne
tinkture propolisa su pokazala supresiju prema vise vrsta HIV1 virusa kojima su bili
inficirani CD4 limfociti i mikroglia ¢elije (supresija od 85-98%) (Gekker et al., 2005; Diaz-
Carballo et al., 2010).

Uprkos razlikama u hemijskom sastavu izmedu razlicitih tipova propolisa uslovljenim
razlic¢itim botanickim i geografskim porijeklom, propolis ispoljava snazno antimikrobno
dejstvo. Ispitivanja hemijskih i mikrobioloskih osobina propolisa su znacajna u pogledu
primjene propolisa kao prirodnog konzervansa u prehrambenoj industriji.

Cilj ovoga rada je odredivanje antimikrobne aktivnosti alkoholne tinkture propolisa na
odabrane refererentne bakterijske sojeve.

MATERIJALI I METODE

Istrazivanje je radeno sa 20% alkoholnom tinkturom propolisa, koja je prethodno
napravljena sa 200 g propolisa koji je otopljen u 1000 ml 96 % etilnom alkoholu. Nakon
prelijevanja propolisa s etilnim alkoholom, propolis treba da odstoji u tamnoj boci, uz
povremeno potresanje, minimalno tri nedelje. Nakon toga, propolis se profiltrira kroz filter
papir da bi se dobila alkoholna tinktura propolisa koja je spremna za dalju upotrebu.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti alkoholne tinkture propolisa kori$¢eni su referentni
sojevi Salmonella Enteritidis WDCM 00030, Salmonella Typhimurium WDCM 00031,
Listeria monocytogenes WDCM 00020, Staphylococcus aureus WDCM 00032,
Escherichia coli WDCM 00013, Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024
(BCCM™/LMG BACTERIA COLLECTION, Belgium). Kulture su zasijane u hranjivom
bujonu i inkubirana na 37°C tokom 18h. Petri ploce sa odgovaraju¢om podlogom (Miieller-
Hinton agaru) su zasijane sa 0,1 ml bakterijske suspenzije, ¢ija je koncentracija 107 cfu/ml.

Za ispitivanje dejstva alkoholne tinckture propolisa na rast referentnih bakterijskih sojeva
Salmonella Enteritidis WDCM 00030, Salmonella Typhimurium WDCM 00031, Listeria
monocytogenes WDCM 00020, Staphylococcus aureus WDCM 00032, Escherichia coli
WDCM 00013 i Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024, kori$¢ena je agar difuziona
metoda na Cvrstoj sterilnoj hranjivoj podlozi (Miieller-Hinton- agaru). Metalni cilindri
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pre¢nika 9 mm su postavljeni na povrsinu ¢vrste hranjive podloge na koju je prethodno
zasijana odredena Cista bakterijska kultura. U cilindre je mikropipetom nakapano 10 pl
alkoholne tinkture propolisa. Kao kontrola, u cilindar je nakapano 10ul 96% alkohol.

Princip ove metode se zasniva na tome da antimikrobni agens difunduje u podlogu i
radijalno se §iri. Ukoliko je bakterija osetljiva na delovanje testiranog antimikrobnog
agensa, ona nece porasti u zoni njegovog delovanja. Stoga se, nakon inkubacije, oko
cilindra uocavaju zone odsustva rasta, tzv. zone inhibicije. Milimetarskim lenjirom su
izmjerene zone inhibicije rasta, na osnovu kojih je utvrdena osjetljivost bakterijskog soja
na ispitivanu alkoholnu tinkturu propolis.

Petri ploce su inkubirane 24h na temperaturi od 37°C. Za svaku bakterijsku kulturu su
radena po tri ponavljanja i izraCunavana je srednja vrijednost za svaku bakterijsku kulturu.

Pored navedenog, odredivan je i tip djelovanja alkoholne tinkture propolisa. Da bi se
vidjelo da 1i propolis ima baktericidnu ili bakteriostatsku aktivnost, sa zona inhibicije je
uziman mali komadi¢ agara i dodavan u hranjivi bujon. Inkubacija je vrSena na 37°C tokom
24h. Ukoliko je nakon inkubacije doslo do zamuc¢enja bujona, smatra se da je propolis
djelovalo bakteriostatski, odnosno ukoliko je nakon inkubacije bujon ostao bistar, dejstvo
propolisa je baktericidno.

Slika 1. Disk-difuzioni metoda, Slika 2. Baktericidno i bakteriostatsko dejstvo propolisa

REZULTATI I DISKUSIJA

Antibakterijsko dejstvo alkoholnog ekstrakta propolisa je ispitivano na referentnim
sojevima Salmonella Enteritidis WDCM 00030, Salmonella Typhimurium WDCM 00031,
Listeria monocytogenes WDCM 00020, Staphylococcus aureus WDCM 00032,
Escherichia coli WDCM 00013 i Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024. Dobijeni
rezultati su prikazani na grafikonu 1.
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Grafikon 1. Antibakterijsko djelovanje alkoholne tinkture propolisa na odabrane
referentne sojeve (zone inhibicije su izrazene u mm)

Na osnovu rezultata prikazanih na grafikonu 1., moZe se uociti da su na antimikrobno
dejstvo alkoholne tinkture propolisa najvecu osetljivost pokazale bakterije kao $to su
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024, Listeria monocytogenes WDCM 00020,
Staphylococcus aureus WDCM 00032 i Salmonella Enteritidis WDCM 00030. Najveci
antimikrobni efekat ispitivanog uzoraka je uocen kod sojeva Pseudomonas aeruginosa
WDCM 00024, sa zonom inhibicije od 16,66 mm i Listeria monocytogenes WDCM 00020,
sa zonom inhibicije od 13,33 mm. Nakon njih slede Staphylococcus aureus WDCM 00032
(11,33mm), Salmonella Enteritidis WDCM 00030 (10,33mm) i Salmonella Typhimurium
WDCM 00031 (7,66 mm). Alkoholna tinktura propolisa nije pokazala inhibitorni efekat na
rast Escherichia coli WDCM 00013.

U literaturi postoji veliki broj publikacija koje se odnose na antimikrobnu aktivnost
propolisa na E. coli. Istrazivanja koja su radena na alkoholnim tinkturama propolisa iz
razli¢itih regiona Turske pokazala su da je zona inhibicije za Escherichia coli iznosila >12
mm, dok su kod Pseudomonas aeruginosa i Proteus mirabilis pokazali daleko manju
osjetljivost (Katircioglu i sar., 2006). Popova i sar. (2005) smatraju da bi fenolni gliceridi
i diterpeni mogli biti odgovorni za aktivnost prema Escherichia coli. Stepanovi¢ i sar.
(2003) su ispitivali antimikrobne aktivnosti trinaest tinktura propolisa i, gdje su najvece
zone inhibicije su dobijene kod bakterija Staphylococcus aureus (9-12 mm), Listeria
monocytogenes (10-13 mm) i Bacilus subtilis (9-13 mm), dok su za sojeve Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens dobijene zone inhibicije od 0 do 2
mm.

Varijacije u antibakterijskoj aktivnosti alkoholne tinckture propolisa su u skladu sa
rezultatima objavljenim u literaturi i vjerovatno zavise od geografskog podrucja sa koga su
pcele sakupljale med (Stepanovi¢ i sar., 2003; Fernandes Junior i sar., 2006; Adewumi i
sar., 2011; Boonsai i sar., 2014; Wolska i sar., 2016). Mnoge studije su pokazale da sadrzaj
flavonoida i polifenila uti¢e na antimikrobnu aktivnost propolisa (Pepeljnjak i sar., 2004;
Mercen 1 sar., 2006; Boonsai i sar., 2014). Takode, na aktivnost propolisa utice nacin




168 Berepunapcku :xypHana Penyonke Cpncke (bama Jlyka), Boa. XX, bp.1-2, 163-172, 2020.
Kalaba i sar.:
Antibakterijsko djelovanje propolisa na odabrane referentne sojeve bakterija

¢uvanja, vrijeme proizvodnje, udio sastojaka i nacin primjene (Haynes i Callaghan, 2011;
Tasleem i sar. 2011; Boonsai i sar., 2014; Wolska i sar., 2016).

Rezultati ovoga rada su u skladu sa rezultatima drugih istrazivaca koji su se bavili ovom
tematikom (Gatto i sar., 2002; Stepanovic i sar., 2003; Kosalec i sar., 2005; Park i sar.,
2005; Rushdi i sar., 2013; Wojtyczka i sar., 2013; Boonsai i sar., 2014; Kalaba i sar., 2019).

Razlike u osetljivosti na antimikrobne agense koje se uocavaju izmedu Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija najvjerovatnije potic¢u od razlika u strukturi i hemijskom sastavu
bakterijskog zida. Celijski zid Gram-negativnih bakterija je vi$eslojan i prisustvo dvoslojne
spolja$nje membrane predstavlja prirodnu barijeru za prodiranje antibiotika i drugih stranih
materija u unutrasnjost celije. Sa druge strane, Gram-pozitivne bakterije imaju jednoslojan
celijski zid 1 osjetljivije su na delovanje antimikrobnih agenasa (Gatto i sar., 2002;
Pepeljnjak i sar., 2004). Prema drugim autorima, spoljaSnja membrana moze samo da
uspori ulazak lipofilnih materija u bakterijsku celiju. Za otpornost prema propolisu
odgovorne su pumpe u ¢elijskoj membrani koje sprecavaju ulazak konstituenata propolisa
ili ih aktivno izbacuju iz ¢elije (Gatto i sar., 2002). Radovi nekih istrazivaca su pokazali da
propolis sprecava rast mikroorganizama, bilo da se radi o ¢istim ili mijeSanim kulturama.
Takode, upotreba alkoholnog rastvora propolisa, samog ili u kombinaciji sa drugim
antibakterijskim sredstvima, moze se koristiti u razvoju alternativnih proizvoda za lijeCenje
meticilin rezistentnih stafilokoka (MRSA). Studije obavjeStavaju o sinergistickoj
aktivnosti izmedu alkoholnog rastvora propolisa i antibakterijskih lijekova protiv meticilin
rezistentnih stafilokoka (MRSA) (Noori i sar., 2012; Wojtyczka, 2013; Ali Saddiq i
Abouward, 2016).

Da bi se vidjelo da li propolis ima baktericidno ili bakteriostatsko dejstvo, sa zona inhibicije
je uziman mali komadi¢ agara i dodavan u hranjivi bujon. Nakon inkubacije od 24h na
37°C, doslo je do zamucenja bujona, odnosno alkoholni rastvor propolis je imao
bakteriostatsko dejstvo prema svim ispitivanim sojevima. Dobijeni rezultati su prikazani
na grafikonu 2.
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Grafikon 2. Graficki prikaz djelovanja alkoholnog rastvora propolisa na odabrane
referentne sojeve
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Rezultati ovog rada potvrduju bakteriostatsko dejstvo alkoholne tinkture propolisa, §to je u
skladu sa istrazivanjima koja su radili drugi istrazivaci (Bonvehi i sar., 1994; Salas i sar.,
2014).

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da su referentni bakterijski sojevi
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00024, Listeria monocytogenes WDCM 00020,
Staphylococcus aureus WDCM 00032, Salmonella Enteritidis WDCM 00030 i Salmonella
Typhimurium WDCM 00031 osetljivi na djelovanje alkoholne tinkture propolisa.

Alkoholna tinktura propolisa nije pokazala inhibitorni efekat na rast Escherichia coli
WDCM 00013.

Zbog pojave sve veceg broja rezistentnih mikroorganizama na odredene konvencionalne
antimikrobne lijekove, ovaj rad predstavlja uvod u buduc¢a laboratorijska ispitivanja i
podstrek vra¢anju primjene biljnih preparata u lijecenju razlicitih oboljenja ljudi i zivotinja.
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