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WYKAZ SKROTOW

ACD - alergiczne kontaktowe zapalenie skory (ang. allergic contact dermatitis)
ADP - adenozynodifosforan (ang. adenosine diphosphate)

AP-1 - proteina -1 (ang. activator protein-1)

AZS - atopowe zapalenie skory

CAPE - ester fenyloetylowy kwasu kawowego (ang. caffeic acid phenethyl ester)
COX - cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

DNCB - dinitrochlorobenzen (ang. dinitrobenzene)

EEP - etanolowy ekstrakt propolisu (ang. ethanolic extract of propolis)

FCA - kompletny odczynnik Freunda (ang. Freund's complete adjuvant)

FEV| - natezona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa

GC/MS - chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (ang. gas chromatography -
mas spectrometry)

GPMT - test maksymalizacji §winki morskiej (ang. Guinea pig maximization test)

ICAM-1 - czasteczka adhezyjna miedzykomoérkowa 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1)
IFN - interferon (ang. interferon)

IL-2 - interleukina-2 (ang. interleukin-2)

iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthases)

LAF - czynnik aktywujacy limfocyty (ang. lymphocyte-activating factor)

LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

NF- «B — czynnik jadrowy kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

OECD - Organizacja Wspoétpracy Gospodarczej 1 Rozwoju (ang. Organization for Economic
Cooperation and Development)

PGE; - prostaglandyna E, (ang. prostaglandin)

TNF-a - czynnik martwicy guza, czynnik nekrozy nowotwordéw (ang. tumor necrosis factor)
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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Propolis, inaczej zwany kitem pszczelim, to mieszanina substancji zywicznych
zbieranych przez pszczoly robotnice, gtéwnie z pakéw topoli, brzozy i drzew iglastych.
Jest on uzywany przez pszczoty jako wielofunkcyjny materiat do uszczelniania i naprawy ula
oraz do zabezpieczenia roju przed chorobami. Stanowi swojego rodzaju s$rodek
dezynfekujacy, ktéry powoduje, ze wnetrze ula jest mikrobiologicznie sterylne - pozbawione

wirusOw, bakterii i grzybow [1,2].

Propolis cieszy si¢ dlugg historiga stosowania. Istnieja wzmianki o uzywaniu
tego surowca przez starozytnych Egipcjan, Rzymian i Grekéw, giéwnie do balsamowania
zwlok, ale takze propolis byt juz wtedy wykorzystywany do leczenia i1 odkazenia ran.
Najwazniejsze 1 najbardziej znane wlasciwosci propolisu to jego przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, przeciwzapalne oraz miejscowo-znieczulajace
dziatanie, dlatego obecnie jest on wykorzystywany wspomagajaco w leczeniu infekcji, ran
1 oparzen, zapalenia gardta, hemoroidéw oraz po operacjach ginekologicznych, gdzie
wykorzystuje si¢ jego dziatanie antyseptyczne i przyspieszajgce regeneracj¢ bton sluzowych

iran [3.,4].

Sktad propolisu zalezy od strefy klimatycznej, a co za tym idzie od ro$linnosci
wystepujacej na danym obszarze. Ogdlnie w sktad propolisu wchodzg: zywice (50-80%),
wosk pszczeli (8-30%), wosk roslinny (6%), olejki eteryczne (10-14%), pytek kwiatowy
(5%), substancje garbnikowe (10%), domieszki mechaniczne (5%), substancje
lipidowo-biatkowe, witaminy. W$réd kwaséw aromatycznych wymienia si¢: cynamonowy,
kawowy, ferulowy, benzoesowy, salicylowy 1  2-amino-3-metoksybenzoesowy.
Do najwazniejszych estréw aromatycznych zalicza si¢ estry etylowe kwasu cynamonowego
i kawowego oraz fenyloetylowe kwasu benzoesowego. Najczesciej wykrywano w propolisie
takie flawonoidy jak: chryzyna, tektochryzyna, pinostrobina, apigenina i chalkon
pinostrobinowy, rzadziej galanging, kemferol, genkwanin¢ czy pinobanksyn¢. Z pozostatych
zwigazkow wystepujacych w polskim propolisie warto wymieni¢: zwigzki lotne (geraniol,
nerol, farnezol, B-eudesmol, kariofilen, patchulen), inne zwigzki aromatyczne (kumaran,
waniling), weglowodory (eikosan, trikosan, pentakosan, heksadekanol), alkohole triterpenowe
(cholinasterol, fukosterol, stigmasterol), enzymy (amylazy, esterazy) i mikroelementy

(m. in. mangan, zelazo, krzem, magnez, cynk, selen, chrom), [4-6].



1.2. Farmakologia

Propolis znalazt szerokie zastosowanie w medycynie jako $rodek o wlasciwosciach
bakteriobdjczych,  przeciwwirusowych,  przeciwgrzybiczych,  immunostymulujacych,
przeciwzapalnych, miejscowo-znieczulajacych, przeciwluszczycowych, antyoksydacyjnych,
przeciwnowotworowych, hepatoprotekcyjnych, cytoprotekcyjnych i przyspieszajacych
gojenie si¢ ran, w tym ran pooparzeniowych i owrzodzen. Ogdlne wskazania medyczne
do stosowania propolisu to: leczenie infekcji, leczenia ran 1 oparzen, w zapaleniach gardta,
po ekstrakcji zeba, do leczenia hemoroidéw i wspomagajaco po operacjach ginekologicznych
jako s$rodek dziatajacy antyseptycznie i regenerujaco na btony §luzowe i rany. W Polsce
zarejestrowanych jest 5 lekéw z propolisem jako substancja czynng. Preparaty w postaci
sprayu, kropli i pudru przeznaczone sg gtéwnie do leczenia ran i stanéw zapalnych skéry badz
gardta, natomiast w postaci masci i zelu przeznaczone do leczenia oparzen i ran [18].

Liczne wyniki badan eksperymentalnych i klinicznych potwierdzaja jego duza

aktywnos$¢ farmakologiczng [4,6,7,8,9,10].
1.2.1.Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe

Wyniki badan eksperymentalnych potwierdzaja silng aktywnos$¢ przeciwbakteryjna,
przeciwgrzybicza, przeciwpierwotniakowa 1 przeciwwirusowa propolisu w stosunku

do réznych szczepow.

Najwigksza wrazliwo$¢ na dziatanie etanolowego ekstraktu propolisu (EEP) wykazuja
bakterie: gronkowce Staphylococcus epidermidis, mikrokoki, dwoinki kataralne (Branhamella
catarrhalis), dwoinki zapalenia pluc, paciorkowce (Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae) 1 paciorkowce zieleniejace, pratki gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis),
laseczki tlenowe (Bacillus), beztlenowce (m. in. Bacteroides, Leptotrichia, Fusobacterium,
Propionibacterium, Peptostreptococcus), maczugowce (Corynebacterium), promieniowce
(Streptomyces), kretki blade (Treponema pallidum), a takze pierwotniaki wywotujace
rzesistkowice (Trichomonas vaginalis), toksoplazmoze (Toxoplasma gondii), lamblioze
(Gardia lamblia) oraz dermatofity (grzyby plesniowe wywotujace grzybice skéry, wloséw
i paznokci), w tym Trichophyton rubrum, i grzyby drozdzoidalne, gtéwnie z rodzaju Candida

albicans [4].

Potwierdzeniem skutecznosci ekstraktu propolisu sg badania in vitro przeprowadzone
na grzybach z rodzaju Candida albicans 1 Candida non-albicans wyhodowanych z wymazéw

pochwowych 97 pacjentek z zapaleniem pochwy. Obserwowana w tych badaniach wysoka
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skuteczno$¢ przeciwgrzybicza propolisu sugeruje mozliwos¢ jego wykorzystania w stanach
zapalnych pochwy wywotanych namnazaniem si¢ grzybow z rodzaju Candida albicans [28].
Skuteczno$¢ 5% ekstraktu propolisu potwierdzono réwniez w badaniach in vivo
u 54 pacjentek z nawrotowym zapaleniem pochwy. Badania wykazaty, ze propolis stosowany
Ww postaci irygacji raz dziennie przez 7 dni skutecznie zmniejsza objawy przewleklych stanow

zapalnych pochwy 1 moze by¢ stosowany jako leczenie alternatywne [29].

Propolis wykazuje réwniez aktywnoS$¢ przeciwwirusowa. Wrazliwos¢ na propolis
wykazuja wirusy grypy (A/HIN1, A/H3N2), opryszczki (Herpes simplex), w tym opryszczki
narzagdow plciowych u kobiet, zapalenia opon mdézgowych, pryszczycy. Stwierdzono,
ze zwigzki flawonoidowe wystepujace w duzej ilosci w propolisie, sg inhibitorami proteinazy
HIV-1. W badaniach in vitro wykazano hamujacy wplyw propolisu na replikacje¢ HIV-1
i ekspresje antygenu p-24 [4,7,33,34,35].

1.2.2. Dzialanie przeciwzapalne

Aktywno$¢ przeciwzapalna propolisu jest znana od dawna, ale ciggle dyskutowany
jest mechanizm dziatania. Jak wykazaly wyniki wielu badan eksperymentalnych, wyciagi
wodne i alkoholowe z propolisu redukujg znamiennie ostre stany zapalne prowokowane
zymosanem, zmniejszajg obrzgk tapy szczura indukowany serotoning, karagening, kapsaicyng
czy obrzek ucha myszy wywotany olejem krotonowym [36,37,38]. Obserwowane dziatanie
przeciwzapalne jest wynikiem zmniejszenia uwalniania histaminy przez mastocyty,
hamowaniem aktywnos$ci hialuronidazy, a takze zmniejszeniem stezenia produktow
przemiany kwasu arachidonowego (leukotrieny, PGE;) w wyniku hamowania lipooksygenazy
1 cyklooksygenazy [39]. Propolis w stezeniu do 0.03% znamiennie hamowat aktywnos¢ COX
w homogenatach z pluc szczuréw po podaniu soli fizjologicznej lub lipopolisacharydu (LPS)

[42,43,44].

W warunkach in vitro ekstrakt etanolowy propolisu obnizal produkcje tlenku azotu
w stymulowanych lipopolisacharydem z Escherichia coli (LPS) plus interferonem gamma
(IFN-y) komérkach RAW 264.7 (IC5p — 41,60 pg/ml) oraz blokowat aktywnos$¢ lucyferazy
w TNF-a stymulowanych komérkach HEK 293 transfekowanych z NF-kB-lucyferazy genem
reporterowym, regulowanym przez czynnik jadrowy kB (NF-kB), (ICsp = 200 pg/ml)
[45,46,47,48]. Wyniki badan wskazuja, ze aktywnos$¢ przeciwzapalna i przeciwb6lowa moze
by¢ takze zwigzana z hamowaniem ekspresji genu COX-2, a takze genu iNOS poprzez

interferencje z miejscami NF-kf3 w iNOS promotorze [37,45,46].



Dootrzewnowa iniekcja ekstraktu etanolowego z zielonego propolisu brazylijskiego
hamowata reakcje bolowg w tescie ,,wicia si¢” u myszy indukowang kwasem octowym

(warto$¢ ICsp = 0.75 + 0.05 mg/kg) [37].
1.2.3. Dzialanie miejscowo-znieczulajgce

Alkoholowy wyciag propolisowy odznacza si¢ silnym dzialaniem miejscowo-
znieczulajacym. W badaniach wykazano, ze dziatanie miejscowo-znieczulajace wyciggu
etanolowego propolisu oznaczone na gatce ocznej krélika byto 3,5 razy silniejsze od kokainy
i 52 razy silniejsze od prokainy, a na grzbiecie $winki morskiej wielokrotnie silniejsze
i dluzsze od kokainy i ksylokainy [36,49]. W tescie Randalla-Sellito propolis podany
dootrzewnowo w zakresie dawek 3-30 mg/kg znamiennie zmniejszal bol wywotany
podpowigziowym wstrzykni¢ciem bradykininy. Podobnie propolis, podany w zakresie dawek
3-30 mg/kg dootrzewnowo lub 25-100 mg/kg doustnie, hamowal bdl wywotany kapsaicyng
[49].

1.2.4. Dzialanie ulatwiajgce gojenie si¢ ran

Pod wptywem etanolowych i wodnych wyciggéw z propolisu obserwowano
intensywng odnowe ubytkéw skdérnych u myszy, $winek morskich i pséw, szybsze gojenie si¢
skaryfikowanej skoéry u krélikow, ran pooparzeniowych u myszy, szczuréw i $winek
morskich oraz ufatwienie gojenia si¢ chemicznych uszkodzen rogéwki oka u krolikow,
przyspieszona odnowe¢ miazgi zgbowej u psow 1 krolikow, zmniejszenie standéw zapalnych

i degeneracyjnych tkanki zgbowej [6,50,51,52,53,54,55].

Z. poréwnania skuteczno$ci soli srebrowej sulfadiazyny - preparatu zalecanego
z wyboru w miejscowe]j terapii oparzen - z mascig propolisowa w gojeniu doswiadczalnych
ran pooparzeniowych, indukowanych u §wini domowej rasy biata zwistoucha wynika wyzsza
skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa masci propolisowej w stosunku do soli srebrowej
sulfadiazyny. Korzystniejsze dziatanie masci propolisowej przejawialo si¢ znaczniejsza
redukcja liczby drobnoustrojow, jak 1 skuteczniejszym dziataniem bakteriobdjczym
zastosowanego apiterapeutyku, wzgledem wyizolowanych szczepéw [51]. Podobne dziatanie
zapobiegajace infekcji o charakterze ropnym w obrebie rany pooparzeniowej ze skrdéceniem

czasu ich gojenia oraz zmniejszeniem blizn opisata rowniez Kabata-Dzik i wsp. [54].
1.2.5. Dzialanie przeciwutleniajace

W  licznych badaniach eksperymentalnych wykazano, ze ekstrakt propolisu

ma zdolno$¢ ,,zmiatania” wolnych rodnikéw, ktére s3 odpowiedzialne za peroksydacje
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tluszczy 1 bialek [56]. Proces ten wuszkadza struktur¢ czasteczek biatkowych,
co w konsekwencji prowadzi do zmiany ich wlasciwosci biologicznych 1 moze by¢ przyczyna

wielu powaznych choréb, w tym nowotworowych.

W modelach in vitro wykazano wtasciwosci neuroprotekcyjne dla wyciggdéw
propolisowych  oraz obecnych w  wyciggu kwaséow  3,4-dikawoilochinowego,
3,5-dikawoilochinowego oraz  chlorogenowego 1 kwasu p-kumarowego. Efekt
neuroprotekcyjny jest wynikiem dziatania hamujacego lipidowa peroksydacje, co wykazano
w homogenatach mysich [37]. Wang i wsp. [57] wykazali, ze wystgpujacy w propolisie ester
fenetylowy kwasu kawowego ma silne dziatanie hamujace powstawanie wolnych rodnikow
1 tym samym moze zapobiega¢ uszkodzeniu lipidow, DNA 1 biatek, co moze mie¢ istotne
znaczenie w zwalczaniu réznych typéw nowotworéw. Rowniez Russo 1 wsp. [58] sugeruja,
ze za dzialanie antyoksydacyjne propolisu w duzej mierze odpowiada ester fenetylowy kwasu
kawowego i galangina, nie mniej propolis pozbawiony CAPE takze wykazuje stabe dziatanie

antyoksydacyjne.

Wyniki badan uzyskane u myszy po naswietlaniu promieniami gamma wskazuja,
ze propolis 1 jego polifenolowe zwigzki podane przed naswietlaniem ochraniajg myszy przed
$miertelnymi skutkami naswietlania catego ciala, a taczne podanie epirubicyny i wodnych
wyciggéw propolisu nasila dzialanie chemoterapeutyku 1 minimalizuje reakcje
po chemoterapii i radioterapii [59,60,61,62]. Wyniki te sugeruja, ze propolis i polifenolowe
zwiazki obecne w propolisie mogg by¢ w przysztosci wykorzystane we wspomagajacym

leczeniu pacjentéw skazanych na radioterapie.
1.2.6. Dzialanie immunostymulujace

Wyciagi z propolisu przyspieszaja migracje 1 ruchliwo$¢ makrofagéw, stymuluja
produkcje interferonu-y, zwigkszaja uwalnianie czynnika aktywujacego limfocyty (LAF),
zwickszaja synteze przeciwcial unieszkodliwiajagcych wirusy wywolujace chorobg
Aujeszky’ego u $wih, co S$wiadczy o ich dziataniu immunostymulujacym [18,63].
Sforcin 1 wsp. [64] wykazali, ze propolis stymuluje produkcje przeciwcial u immunizowanych

albuminami wotowymi szczuréw, co potwierdza jego dziatanie immunomodulujace.
1.2.7. Inne wlasciwosci

W badaniach eksperymentalnych na szczurach wykazano réwniez, ze wyciagi
etanolowe z propolisu dziatajg hepatoprotekcyjnie, ostaniajac tkanke watrobowa przed

szkodliwym dziataniem acetaminofenazonu, paracetamolu, czterochlorku wegla, alkoholu
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etylowego, azotynu sodowego, tamoksyfenu i arsenu [10,65,66,67,68,69,70]

oraz z6lciopednie 1 zétciotwdrczo.

Poza tym opublikowane przez De Barros’a [71,72] wyniki badan wykazaty,
ze ekstrakt propolisu, w zakresie dawek 50-500 mg/kg, zmniejsza sekrecje soku zotagdkowego
i prawie 4-krotnie zmniejsza powierzchni¢ wrzodéw wywotanych u szczuréw indometacyna,
stresem 1 etanolem oraz przyspiesza ich gojenie. Abel-Latif [73] zwraca uwage, ze CAPE
hamuje Helicobacter pyroli-indukowana ekspresje jadrowego czynnika NF-«f, proteiny-1
(AP-1) i COX-2 w nabtonkowych liniach komérek zotadka, co moze odrywac istotng role

w hamowaniu procesu zapalnego indukowanego Helicobacter pyroli.

Z innych witasciwosci propolisu nalezy wymieni¢ jego dziatanie cytotoksyczne wobec
hodowli tkankowych nowotworéw ludzkich KB, HuH13, HT-1080, 26-L5, SNU449 i Hela
oraz aktywno$¢ przeciwnowotworowg w nowotworze sutka u myszy, jak réwniez
nowotworze puchliny wodnej Ehricha u szczuréw [74,75,76,77], dziatanie hipoglikemiczne,
obnizajace poziom cholesterolu i cisnienie tetnicze, a takze hamujace agregacje plytek krwi

indukowang ADP (adenozynodifosforan), adrenaling i kolagenem [4,18,78].

Ponadto propolis regeneruje tkanke chrzestng i kostng. W badaniach na ludzkich
kulturach komérkowych chrzastki wykazano, ze propolis redukuje synteze NO i zwigksza

uwalnianie glikozoaminoglikanéw [45].

1.3. Dzialanie alergizujace

Propolis wedlug licznych doniesien uwazany jest za nietoksyczny i bezpieczny.
Jego warto$¢ LDsy dla myszy waha si¢ w granicach 2.000 — 7.300 mg/kg. Po podaniu
doustnym 4.000 mg/kg/dzien przez dwa tygodnie oraz po podaniu w wodzie do picia 1400
mg/kg/dzien przez 90 dni nie obserwowano u myszy, ani u szczuréw po podaniu dawki 2740
mg/kg/dzien przez 60 dni dziatah niepozadanych [6-20]. Jedynym ewentualnym dzialaniem
niepozadanym z jakim nalezy si¢ liczy¢ jest mozliwos¢ wystapienia reakcji alergicznych
na propolis, przy czym generalnie uwaza si¢, ze podawany doustnie uczula bardzo rzadko.
Znacznie czg$ciej wystepuja reakcje alergiczne na skutek miejscowego stosowania propolisu.
Reakcje alergiczne na propolis najczesciej sprowadzajg si¢ do kontaktowego zapalenia skory,

majacg posta¢ wyprysku z towarzyszacym swigdem.
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Odnosnie potencjatu alergizujagcego propolisu istniejg sprzeczne dane. Wedtug
jednych doniesien odsetek os6b uczulonych na propolis waha si¢ od 1,2 — 6,6% (Walgrave,
2005); wedtug innych od 0 do 9% (Bogdaszewska-Czabanowska, 1980), [21,22]. Ponadto
istniejg grupy zawodowe narazone na wigksza ekspozycje na alergeny zawarte w propolisie.
Poczatkowe doniesienia o alergii na propolis pochodzily od pszczelarzy majacych codzienny
kontakt z surowcem, a takze od muzykéw, czy plastykow modulujacych figurki z wosku
[11,12]. Sugeruje si¢ réwniez, ze rozpuszczalniki utatwiajg rozwdj alergii na propolis,
co moze by¢ wynikiem ulatwiania transportu antygenéw obecnych w propolisie do glebszych

warstw skory [14,15,16].
1.3. 1. Alergeny zawarte w propolisie

Propolis jest lepka substancja zywiczng powstajaca z zywic roslinnych zebranych
przez pszczoty z paczkéw i miodych pedéw topoli, brzozy, §wierku, kasztanowca i innych

drzew oraz ro$lin zielonych.

Propolis powstajacy z zywic roSlinnych zebranych przez pszczoty z paczkow
1 mlodych pedéw topoli, brzozy, swierku, kasztanowca i innych drzew oraz roslin zielonych
jest mieszaning wielu alergenéw, z ktérych gtéwnymi sg estry kwasu kawowego (np. ester
1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego, kawainian benzylu, kawainian geranylu)
1 cynamowego (np. cynamonian cynamylu, cynamonian benzylu, alkohol cynamonowy).
Ich zawartos¢ w propolisie rézni si¢ w zaleznosci od surowca, jaki znajduje si¢ w poblizu

pszczelich uli.

W Europie Srodkowej, w tym w Polsce, estry kwasu kawowego - wystepujace
w pakach topoli - uznawane sg za grupg¢ zwigzkéw o silnych wilasciwosciach alergizujacych
1 to one moga by¢ odpowiedzialne za wywolywanie nadwrazliwosci kontaktowej na propolis
[4,79]. Substancje te moga rowniez wystegpowa¢ w innych produktach pochodzenia
roslinnego. Stad po miejscowym podaniu propolisu moze dochodzi¢ do alergii krzyzowe;]
z innymi produktami zawierajacymi te skladniki. Dos¢ czgsto opisywana jest reakcja
krzyzowa z balsamem peruwianskim, kalafonig, terpentyna, olejkami eterycznymi,

substancjami zapachowymi itp. [14,35].

Najwazniejszym alergenem kontaktowym zidentyfikowanym w propolisie jest
zwigzek LB-1 (skladajacy si¢ gtéwnie z trzech estréw pentenylowych kwasu kawowego)
pochodzacy z paczkéw topoli, co zostato potwierdzone przez Hausena i wsp. [80]. Wykonali

oni testy z uzyciem wyciagu z pakow topoli na uwrazliwionych na propolis
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oraz na uwrazliwionych na LB-1 $winkach morskich. Rezultatem byla silna reakcja
alergiczna w obu przypadkach. Ponadto LB-1 zostat wykryty w réznych prébkach propolisu
pochodzacych z réznych zrédet. PierScien aromatyczny zwigzku LB-1 moze zosta¢ fatwo
utleniony do chinonéw (orto- lub para-chinonu), ktére sg znanymi silnymi alergenami [81].
Za pomocg analizy chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (GC/MS) zostat
okreslony dokladny skilad zwiazku LB-1, a mianowicie: 3-metylo-2-butylo-kawainian
(54,2%), 3-metylo-3-butylo-kawainian (28,3%), 2-metylo-2-butylo-kawainian (4,3%),
kawoilan fenetylu (7,9%), kwas kawowy (1,3%), kawainian benzylu (1,0%). Oznacza to,
iz ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego wraz z jego dwoma izomerami
(3-metylo-2-butylo-kawainian, 3-metylo-3-butylo-kawainian, 2-metylo-2-butylo-kawainian)
stanowia 86,8% mieszaniny LB-1 1 odgrywaja najwazniejsza role w powstawaniu

nadwrazliwo$ci kontaktowej na propolis [81].

Drugim waznym alergenem kontaktowym w propolisie jest ester fenetylowy kwasu
kawowego (kawoilan fenetylu (CAPE)), ktéry, pomimo, iz wyst¢puje w mniejszej ilosci
niz LB-1 to wykazuje podobne witasciwosci alergizujace. Po podaniu takich samych niskich
stezen (0,1%) tych dwéch alergenéw uzyskano podobng odpowiedz [82].

Trzecim waznym alergenem kontaktowym jest salicylan benzylu. Ten zwigzek
jest alergenem o sredniej sile alergizujacej, ale jednak moze prowadzi¢ do wystgpienie reakcji
krzyzowych u pacjentéw nadwrazliwych na propolis po zastosowaniu niektérych
kosmetykow, w ktérych znajduje si¢ salicylan benzylu [81].

Czwartym waznym alergenem kontaktowym jest cynamonian benzylu, ktéry autorzy
tej publikacji uznali za staby alergen [82]. Hausen i wsp. udowodnili, iz za nadwrazliwos¢
na propolis odpowiedzialny jest nie tylko giéwny sktadnik LB-1, ale takze kilka innych
wymienionych powyzej alergenéw. Najwazniejszg grupg o dziataniu alergizujagcym pozostajg
pochodne kwasu kawowego. W Tabeli 1 przedstawiono zestawienie najwazniejszych

alergendéw zawartych w propolisie wraz z sitg dziatania alergizujacego [83].
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Tabela 1. Zestawienie najwazniejszych alergenow zawartych w propolisie wraz z sitg

dziatania alergizujgcego

Alergen Stopien Klasyfikacja Stezenie
alergizacji* alergenow** w propolisie
Ester 1,1-dimetyloallilowy 203 silny sredmg
kwasu kawowego do wysokiego
Ester benzylowy kwasu 1.87 silny nlsqu
kawowego do wysokiego
Ester. benzylowy kwasu 1.20 silny niskie
izoferulowego
Ester cynamylowy kwasu 1.48 ¢redni niskie
kawowego
Ester fenetylowy kwasu 1,26 sredni nie 0znaczono
kawowego
Ester. fenetylowy kwasu 0.81 ¢redni niskie
izoferulowego
Wanilina 1,17 staby niskie
Ester benzylowy kwasu 0.88 staby niskie
ferulowego
Alkohol cynamonowy 0,57 staby niskie
Ester .cynamylowy kwasu 0.45 staby niskie
izoferulowego
Ester cynamylowy kwasu 0,43 staby Sladowe ilogci
Cynamonowego
Ester benzylowy kwasu 0,17 staby dladowe iloci
benzoesowego
Ester 3—me§y10—2—buteny10wy 0.32 staby niskie
kwasu izoferulowego
niskie
Kwas benzoesowy 0,15 staby do wysokiego
niskie
Kwas cynamonowy 0,15 staby do wysokiego
Alkohol benzylowy 1,00 staby srednie
Nerolidol 0,28 staby niskie
Kwercetyna 0,65 staby nie 0znaczono
Naryngenina 0,50 staby nie 0znaczono
Akacetyna 0,40 staby nie 0znaczono
Chryzyna 0,05 staby nie 0znaczono

* na podstawie ilorazu sumy wszystkich reakcji alergicznych i liczby badanych zwierzat po

wywotaniu reakcji alergicznej przy uzyciu alergenu w stezeniu 0,1%

**ze wzgledu na wlasciwosci alergizujace wg Hausen [80]
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1.3.2. Alergia na propolis

Propolis podany per os jest uznawany za produkt nietoksyczny dla ludzi, chociaz
w piSmiennictwie cytowane sg przypadki wystgpienia nadwrazliwosci po podaniu doustnym,
ktére wystapity u oséb pijacych w celach terapeutycznych stezone alkoholowe wyciagi

propolisu przez dtugi okres (miesigce, niekiedy lata).

Generalnie uwaza si¢, ze propolis podawany doustnie uczula bardzo rzadko [14,84].
Znacznie czeSciej opisywane s3 przypadki nadwrazliwosci na propolis 1 jego preparaty
stosowane zewngtrznie. Szczegdlnie duzo doniesien o nadwrazliwosci na propolis pojawito
si¢ w latach siedemdziesigtych i osiemdziesigtych, kiedy wzrosto znacznie zainteresowanie
propolisem ze wzgledu na liczne doniesienia potwierdzajace jego duza aktywnos$¢ biologiczna

[83,84].

Reakcje alergiczne na propolis najczesciej sprowadzajg si¢ do alergicznego
kontaktowego zapalenia skory, jakkolwiek istniejg pojedyncze doniesienia o nadwrazliwosci
na kit pszczeli objawiajgcej si¢ niezytem nosa, zapaleniem spojowek, zapaleniem bton
Sluzowych jamy ustnej i owrzodzeniami, skurczami oskrzeli potagczonymi z duszno$cia
i $wiszczacym oddechem, goraczka, pokrzywka, bolem gtowy, nudnosciami [84]. Opisano
rowniez pojedynczy przypadek wstrzasu anafilaktycznego wraz z obrzekiem Kkrtani
po miejscowym zastosowaniu propolisu w leczeniu ostrego zapalenia jamy gardtowo-nosowe;j

[85].
1.3.2.1. Alergia na propolis w grupach zawodowych

Pszczelarze majacy codzienny kontakt z surowcem, a takze muzycy, czy plastycy
modulujacy figurki z wosku s3 grupami zawodowymi najbardziej narazonymi na wystgpienie
alergii na propolis [11,12]. Pomimo, iz alergiczne kontaktowe zapalenie skoéry (ACD)
po propolisie wydaje si¢ by¢ rzadkie [14], to jednak kilka przypadkéw alergii na propolis
u pszczelarzy zostato opisanych [86,87,88,89].

Pierwszy opisany przypadek ACD po propolisie zostal opublikowany w 1915 roku
i dotyczyt pszczelarza, u ktérego wystgpilty zmiany na rekach. Od tamtego czasu propolis jest
rozpoznany jako zawodowy kontaktowy alergen gléwnie u pszczelarzy. Przeglad
piSmiennictwa $wiatowego wskazuje, ze Y% osO6b uczulonych na propolis to wtasnie
pszczelarze. Badanie przeprowadzone na populacji niemieckich pszczelarzy wykazato,

ze 3,6% ankietowanych jest uczulonych na propolis (37 z 1051 oséb), a ponad 72% z nich jest
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uczulona na inne substancje (21 z 37 pszczelarzy uczulonych na propolis), [16,17].
W badaniach przeprowadzonych ws$réd polskich pszczelarzy wykazano, iz uczulenie

na propolis moze si¢ waha¢ w granicach 0,76% - 4,04% [89,90].

Z analizy rodzaju uczulen kontaktowych wystepujacych u rolnikéw na obszarze Polski
w latach 1991-1999 dokonanych przez Spiewaka [92] wynika, ze u 2% rolnikéw przyczyna
rozpoznanego alergicznego kontaktowego zapalenia skoéry byl propolis. Réwniez wsrdd
badanych rolnikéw w Instytucie Medycyny Pracy z powodu podejrzenia choroby zawodowe;]

skoéry uczulenie na propolis stwierdzono u 1 rolnika na 132 badanych (0.76 %), [91].

Ponadto opisano w literaturze cztery przypadki wystgpienia kontaktowego zapalenia
skory powietrzno-pochodnego po propolisie. Trzy z nich dotyczyly oséb wykonujacych
zawOd pszczelarza [93,94,95]. Powietrzno-pochodne kontaktowe zapalenie skory wydaje si¢

by¢ niezmiernie rzadkim zjawiskiem.
1.3.2.2. Alergia na propolis w ogélnej populacji

Z danych literaturowych wynika, ze wystapienie nadwrazliwosci kontaktowej na kit
pszczeli jest mniejsze u oséb zdrowych, nieleczonych z powodu dermatoz i waha si¢
w granicach 0,64% - 1,3% [88,95,95,97]. Potwierdzeniem sg badania przeprowadzone przez
Hegyi 1 wsp. [97] w latach 1981-87 na 1558 zdrowych ochotnikach oraz 7483 osobach
hospitalizowanych z powodu dermatoz alergicznych. Uczulenie na propolis w zdrowe;j
populacji wystgpito zaledwie u 10 oséb, co stanowi 0,64%. Podczas, gdy w grupie os6b
z dermatozami alergicznymi uczulenie stwierdzono u 136 oséb (1,82%). W Wiedniu
1 w Budapeszcie nadwrazliwo$¢ na propolis wykazato jedynie 1,3% badanej populacji

zdrowych ochotnikéw [98].
1.3.2.3. Alergia na propolis u chorych dermatologicznych

Nadwrazliwo$¢ w postaci alergicznego kontaktowego zapalenia skory na alkoholowy
ekstrakt propolisowy czesciej wystepuje u chorych dermatologicznych, leczonych wczesniej
z powodu dermatoz alergicznych 1,2% - 6,7% (Srednio 3,82%), [95,99-105]. W Polsce

nadwrazliwo$¢ kontaktowa na kit pszczeli wystepuje u 3 - 5% chorych z wypryskiem [15].

Szerokie badanie na do$¢ licznej grupie pacjentéw (1008) z dermatozg okolicy odbytu
1 narzadéw plciowych przyjetych do 21 klinik dermatologicznych w latach 1992 do 1997

wykazato, ze okoto 2,8% pacjentéw miato odczyn dodatni na propolis w testach ptatkowych
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[105]. Podobne badanie przeprowadzone w latach 1999-2003 w niemieckich klinikach
dermatologicznych réwniez u chorych z dermatozami okolic odbytu i narzadéw piciowych
wykazato, ze 3,1% pacjentéw z tej grupy chorych bylo uczulonych na propolis. Ponadto
autorzy tej pracy donosza, iz nie istnieje zadne znaczgco wyzsze ani nizsze ryzyko
wystgpienia uczulenia u poddanych testom pacjentom z dermatozg okolicy odbytu i narzagdéw
plciowych w przypadku naturalnego srodka leczniczego propolisu (3,1% pacjentéw)
oraz antybiotyku gentamycyny (3,8% pacjentéw uczulonych) w stosunku do populacji
ogblnej [106]. W badaniu przeprowadzonym u 64 pacjentéw z podejrzeniem alergii
kontaktowej wykonano testy ptatkowe z 10% propolisem. Dodatni wynik uzyskano
u 6% badanych, co potwierdza stopien alergii u chorych dermatologicznych, ktory,

w zaleznosci od osrodka, w ktérym zostaly one wykonane, waha si¢ od 1,2 % - 6,7 % [107].

1.3.2.4. Alergia na propolis u astmatykéw i os6b z innymi chorobami o podlozu

alergicznym

Przeglad piSmiennictwa Swiatowego nie wskazuje na jednoznaczne potwierdzenie
zwigzku pomig¢dzy uczuleniem kontaktowym na propolis a astma.

W latach 2002 do 2007 do narodowego systemu nadzoru nad naturalnymi produktami
kierowanego przez Wtoski Narodowy Instytut Zdrowia wplyn¢to 18 zgloszen podejrzanych
dziatan niepozadanych po preparatach zawierajacych propolis. 16 z nich dotyczylo reakcji
alergicznych (objawy dermatologiczne badz z ukladu oddechowego), a u 2 os6b wystapity
dolegliwosci zotadkowo-jelitowe. W 7 przypadkach, z czego az 4 dotyczyly dzieci,
stwierdzono predyspozycje alergiczng (pacjenci z atopig albo dodatnim wywiadem rodzinnym
w kierunku atopii badz astmy). Autorzy stwierdzaja, ze atopowi i astmatyczni pacjenci moga
by¢ grupa zwigkszonego ryzyka wystgpienia reakcji alergicznych po preparatach
z propolisem. Taka teza zostala oparta na 3 publikacjach, z ktérych dwie nie dotycza
propolisu, a jedynie mleczka pszczelego i pyltku kwiatowego zbieranego przez pszczoty,
a dotyczaca propolisu nie udowadnia wigkszego ryzyka wystapienia nadwrazliwosci
u astmatykoéw i os6b z atopig. Dodatkowo u trzech pacjentéw podawano ztozone preparaty
zawierajace oprécz propolisu inne substancje ro$linne, ktére réwniez mogly by¢
odpowiedzialne za wystapienie reakcji alergicznych [108].

Stwierdzenie, iz choroby alergiczne 1 astma oskrzelowa zwigkszaja ryzyko
wystgpienia nadwrazliwos$ci na propolis moze okazaé si¢ prawdziwe, jednak dalsze badania
w tej kwestii powinny potwierdzi¢ tez¢ postawiong w tej publikacji. Na podstawie jednej
publikacji i braku pewnosci, ze alergenem byt propolis nie mozna oceni¢ zwigzku pomigdzy
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wystgpieniem alergii na propolis a wystgpowaniem astmy. Tym bardziej, ze pojawiaja si¢
doniesienia o korzystnym dziataniu antyalergicznym propolisu oraz estru fenyloetylowego
kwasu kawowego, sktadnika aktywnego propolisu. W badaniu przeprowadzonym na myszach
z modelem astmy wywotanej przez dootrzewnowe podanie owalbuminy udowodniono,
iz CAPE (ester fenyloetylowy kwasu kawowego) moze by¢ przydatny jako terapia
adjuwantowa astmy oskrzelowej poprzez zmniejszanie stresu oksydacyjnego [109].

Badanie wykonane na 22 pacjentach cierpigcych na astmeg oskrzelowa (postac tagodna
do umiarkowanej), ktérym podawano przez 2 miesigce ekstrakt z propolisu plus teofiling
wykazato, ze u tych pacjentéw zmniejszyta si¢ ilo$¢ i nasilenie atakéw nocnych, poprawita si¢
funkcja pluc (o 30% zwigkszyla si¢ FEV; — natezona objetoS¢ wydechowa
pierwszosekundowa), zmniejszylo si¢ stezenie prozapalnych cytokin w poréwnaniu
do placebo, tj. 24 pacjentow otrzymujacych samg teofiling. Uzyskane wyniki sugeruja
mozliwos¢ zastosowania propolisu jako terapii adjuwantowej u chorych na astmg

z nasileniem tagodnym do umiarkowanego [110].

1.3.2.5. Alergia na propolis u dzieci i mlodziezy

Dane literaturowe wskazuja na to, ze propolis wywotuje czesciej dodatnie odczyny
w testach ptatkowych u dzieci, szczegdlnie z chorobami dermatologicznymi.

Przeprowadzone badania na 1255 dzieciach w wieku od 7 miesigca do 12 roku zycia
z podejrzeniem alergicznego kontaktowego zapalenia skory wykazaly, ze 74 dzieci (5,9%)
miato dodatni odczyn na propolis, u 4 dzieci wynik byt watpliwy, natomiast u 1177 (93,8%)
negatywny. 39% dzieci uczulonych na propolis chorowalo na atopowe zapalenia skory.
76% dzieci wykazywalo dodatni wynik w testach ptatkowych na inne alergeny. Powyzsze
dane moga przemawia¢ za mozliwym zwigzkiem pomiedzy wystgpieniem alergii na propolis
a wystgpowaniem choréb dermatologicznych o podiozu alergicznym, takich jak atopowe
zapalenie skory (AZS) badz alergie na inne hapteny [102].

W innym badaniu na 1094 dzieciach w wieku od 7 miesigcy do 12 lat propolis uczulit
4,8% dzieci 1 znalazt si¢ wsréd gtéwnych alergenéw kontaktowych [103]. W ostatnich latach
obserwuje si¢ wzrost odsetka dzieci uczulonych na rézne alergeny kontaktowe,
w tym na propolis. W latach od 1988 do 1994 odsetek uczulonych dzieci na propolis wynosit
0,7%. Od 1995 do 2002 roku odsetek dzieci uczulonych na propolis zwigkszyt si¢ do 5,9%.
Tendencja ta moze by¢ ttumaczona wigkszym zainteresowaniem apiterapig oraz stosowaniem

naturalnej medycyny przez rodzicéw [111]. Jednak biorac pod uwage, iz propolis przezywat
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najwickszg popularnos¢ w latach 70 i 80 to raczej jednym z powodéw wzrostu uczulen
u dzieci moze by¢ fakt wzrostu zachorowalno$ci na AZS i cho¢ przyczyna choroby nie jest
znana to jednak istotny wplyw maja czynniki Srodowiskowe takie jak zanieczyszczenie
srodowiska. W krajach wysoko rozwinietych okoto 30% populacji ma dolegliwosci
alergiczne, a dodatkowo mieszkancy miast czesciej zapadaja na choroby alergiczne
niz mieszkancy regionéw rolniczych, czystszych ekologicznie.

W badaniu przeprowadzonym przez Czarnobilskg i wsp. [111,112] u 103 dzieci
w wieku od 7 do 8 lat oraz u 93 nastolatkéw w wieku od 16 do 17 lat wykazano znacznie
wiekszy odsetek dzieci uczulonych na propolis. W testach ptatkowych na propolis 16,5%
dzieci wykazato dodatni wynik, natomiast odsetek ten spadat znacznie u mtodziezy i wynosit
5,4%, cho¢ dalej utrzymywat si¢ na poziomie wyzszym niz u dorostych. Autorzy ttumacza
wzrost uczulen na propolis wéréd dzieci wzrostem popularnosci tego surowca pszczelego
i podkreslaja istotno$¢ wilaczenia propolisu do standardowej serii testowanych alergenow
(obecnie propolis jest sktadnikiem rozszerzonej Europejskiej Serii Podstawowej) jako jednego
z czestszych alergenéw u dzieci [111]. Propolis zostal uznany przez badaczy za jeden
z najczestszych kontaktowych alergenéw u dzieci i mtodziezy, natomiast te dane nie zostaty
potwierdzone u dorostych, gdzie w badaniu przeprowadzonym w Instytucie Medycyny Pracy
w Lodzi na 4433 pacjentach propolis nie znalazt si¢ wsrdd 10 najczgstszych alergenow

kontaktowych [113].

1.4. Dzialanie draznigce

Badania wykonane przez Czarneckiego [114] wykazaty, ze etanolowy ekstrakt
z propolisu (EEP) zastosowany w postaci 3% kremu na wydepilowang skor¢ s$winki morskiej
nie wywiera dziatania pierwotnie draznigcego. Badania wykonane na krélikach takze
nie wykazatly dziatania pierwotnie draznigcego EEP na skore [115].

Natomiast Kedzia i wsp. [116] obserwowali aktywno$¢ przeciwzapalng 10% EEP
w karageninowym obrzeku lapy szczura w 7 na 9 przypadkéw. W pozostatych dwoch
obserwowano wzrost obrzgku fapy szczura, co zdaniem autoréw moze S$wiadczy¢ o
pierwotnym dziataniu draznigcym EEP.

Réwniez Ledon i wsp. [117] badali pierwotne dzialanie draznigce EEP na skore
swinek morskich oraz btong $luzowg oka krélikéw. Badania wykazaty, ze 50% roztwér EEP
w 70% etanolu nie wykazywatl dziatania na nieuszkodzong skor¢ S$winek morskich, natomiast
w przypadku uszkodzonej skéry u wszystkich zwierzat powodowat pierwotne dziatanie
draznigce. Podobnie dziatal na btone¢ Sluzowg oka krdlikow. W przypadku niepodraznionych
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oczu dziatania draznigcego nie wykazano, jednak, gdy naktadano go na podrazniong

mechanicznie btone Sluzowg oka dziatat draznigco.
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2. Cel i zalozenia pracy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena rozpowszechnienia nadwrazliwosci
kontaktowej na propolis wsrdd pszczelarzy i ich rodzin oraz ocena potencjatu alergizujacego

propolisu u zwierzat doswiadczalnych.
Uzasadnienie celowosci podjetych badan

Propolis (kit pszczeli) to mieszanina substancji zywicznych zebranych przez pszczoty
z paczkéw 1 miodych pedéw topoli, brzozy, Swierku, kasztanowca i innych drzew
oraz krzewOw. Propolis jest uzywany przez pszczoty do pokrywania nim wszelkich
elementéw wewnetrznych ula, wypetniania nieszczelnos$ci i zabezpieczania wlotu ula przed
wtargni¢ciem drobnoustrojow zagrazajacych ich zdrowiu i zyciu oraz do balsamowania
intruzéw, ktérym udato si¢ wtargnag¢ do ula. Pszczoly wykorzystuja witasciwosci
bakteriobdjcze, przeciwgrzybicze, przeciwpierwotniakowe i1 przeciwwirusowe propolisu.
Te witasciwosci farmakologiczne propolisu sg od lat wykorzystywane w lecznictwie. gdzie
propolis jest stosowany jako $rodek dezynfekujacy rany, bakteriobdjczy, przeciwwirusowy,
przeciwgrzybiczy, przeciwpierwotniakowy, miejscowo-znieczulajacy, przeciwzapalny,

przyspieszajacy procesy gojenia i regeneracji tkanek, immunostymulujacy i cytoprotekcyjny.

Mimo szeregu korzystnych witasciwosci farmakologicznych propolisu zdarza sig,
ze po zastosowaniu na skér¢ moze doj$¢ do alergii kontaktowej. Z przegladu piSmiennictwa
wynika, ze alergia na propolis u ludzi z chorobami dermatologicznymi wyst¢puje znacznie
czesciej niz u ludzi zdrowych, a szczegd6lnie narazeni na propolis sa pszczelarze, u ktorych
zmiany skérne majg charakter zawodowy [14,15,16]. Ocena rozpowszechnienia alergii
na propolis u ludzi, jak i pszczelarzy, budzi jednak ciaggle kontrowersje. Wedtug Rudzkiego
1/4 uczulonych na propolis to pszczelarze, natomiast inni autorzy [16,17,89,90] twierdza,
ze alergi¢ na propolis ma od 0,76 - 4,04% pszczelarzy. Jeszcze bardziej dyskusyjne sg wyniki
badania potencjatu alergizujagcego na zwierzetach doswiadczalnych pozwalajace zaliczy¢
propolis do bardzo silnych alergendw. W niektérych osrodkach dzialanie alergizujace
propolisu jest nawet poréwnywalne z dinitrochlorobenzenem (DNCB). Tak negatywna opinia
rodzi obawy u pszczelarzy przed bezposrednim kontaktem z propolisem w pasiece,
jak 1 w licznej populacji przed stosowaniem dostepnych na rynku produktéw z propolisem,

CO czg¢sto jest przyczyng zmniejszenia zainteresowania tymi produktami.
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Rozbieznosci w piSmiennictwie na temat rozpowszechnienia alergii na propolis
u ludzi, jak réwniez wykazane silne dziatanie alergizujace u swinek morskich w pelni

uzasadniajg podjete badania.

Prowadzone w pracy badania objety:
1. Pozyskanie danych w badaniu kwestionariuszowym od pszczelarzy jako grupy
zawodowej najbardziej narazonej na kontakt z propolisem, w tym informacji na temat:
e zalezno$ci migdzy uczuleniami na propolis a innymi produktami pszczelimi,
e zalezno$ci migdzy uczuleniami na propolis a innymi alergenami,
e zalezno$ci miedzy uczuleniami na propolis a niektérymi chorobami o podtozu
alergicznym,
® nasilenia wystgpienia alergii na propolis oraz powszechno$ci tego zjawiska
u tej grupy zawodowej,
® cigzkosci wystepujacych dziatan niepozadanych.
2. Wykonanie testu maksymalizacji swinki morskiej (GPMT) w celu:
e wykazania czy propolis jest silnym, umiarkowanym badz stabym alergenem,
e poréwnania wynikow testu dla propolisu oraz balsamu peruwianskiego,
e poréwnanie wynikéw otrzymanych najnowszg metoda zgodnie z wytyczng OECD
Guideline for testing of chemicals - Skin sensitisation z wynikami Petersena
z 1977 roku otrzymanymi wedlug starej metody dajacej falszywie pozytywne
wyniki,
e oceny wpltywu propolisu na wyniki badan histopatologicznych wycinkéw skory

swinek morskich.

Praca doktorska obok warto$ci naukowej obejmujacej ocene potencjatu alergizujacego
propolisu posiada takze warto$§¢ praktyczng dotyczaca dalszego znaczenia preparatéw
z propolisem w terapii, w tym potencjalnego wycofania, koniecznosci dopisania

przeciwwskazan lub ostrzezen na ulotkach i etykietach.
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3. Metodyka badan

3.1. Badanie kwestionariuszowe wsrod pszczelarzy

Badanie przeprowadzone =zostalo w Katedrze Farmakodynamiki Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum za pomocg
kwestionariusza dotyczacego uczulen na produkty pszczele w grupach podwyzszonego
ryzyka, jakimi sg pszczelarze oraz ich rodziny. Kwestionariusz osobowy pod tytulem ,,Alergia
na propolis wsrod pszczelarzy” utozono w oparciu o wczesniejsze doniesienia na temat alergii
na propolis u pszczelarzy oraz u ogoélnej populacji. Kwestionariusz przetestowano
na 20 ochotnikach dla zbadania czytelno$¢ ankiety. Ankiety trafialy do pszczelarzy
za posrednictwem Zwiazku Pszczelarskiego, a w szczegdlnosci Wojewddzkiego Zwiazku
Pszczelarzy w Krakowie. Badanie wykonano na osobach dorostych obojga pici, po wyrazeniu
zgody na wziecie udzialu w badaniu. Kryterium wilaczenia bylo wykonywanie zawodu
pszczelarza (amatorsko badz zawodowo). Do wyliczen statystycznych uzyto programu
Statistica. Badanie zgloszono do Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie. Zgodg¢ na przeprowadzenie badania otrzymano 25 listopada 2010 roku - numer
zgody KBET/211/B/2010. W Tabeli 2 przedstawiono kwestionariusz wystany do pszczelarzy
dotyczacy propolisu.

Tabela 2. Kwestionariusz osobowy wystany do pszczelarzy

Uczulenie na propolis — pszczelarze
1. Czy wystapity w przesztosci u Pana/Pani alergie?
1.1 Jezeli wystapily to bardzo prosz¢ poda¢ na jakie alergeny (np. substancje, leki,
zwierzeta, roztocza kurzu, pylki traw i drzew, rodzaj zywnosci) jest Pan/Pani
uczulony/a?
2. Czy choruje Pan/Pani na: a. atopowe zapalenie skéry b. astme c. alergiczny niezyt nosa
(katar sienny) d. wysypki skérne e. inne choroby o podlozu alergicznym f. Zzadne
z powyzszych
2.1 Czy w zwiazku z chorobg stosuje Pan/i leczenie?
2.2 Jakie leki przeciwalergiczne stosowano lub jakie leki stosuje Pan/i obecnie?
3. Czy stosuje Pan/Pani leki systematycznie (np. w przebiegu nadcis$nienia, cukrzycy,
miazdzycy i innych choréb)?
3.1 Jesli tak to prosz¢ podac jakie?
3.2 Czy zauwazyl/a Pan/Pani zmian¢ intensywnos$ci reakcji na propolis przy
rownoczesnym zazywaniu lekow?
4. Czy wystgpily u Pani/Pana dziatania uboczne po kontakcie (przy zbiorze i ewentualnej
obrébce) z propolisem?
4.1 Jesli tak to czy byly one: a. bardzo nasilone b. nasilone c. umiarkowane
d. niewielkie
5. Czy Pan/Pani stosowal/a preparaty propolisowe w celach prozdrowotnych?
5.1 Jesli tak to czy wystgpity dziatania niepozadane
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5.2 Jezeli wystapily dzialania niepozadane to czy byly one: a. bardzo nasilone
b. nasilone c. umiarkowane d. niewielkie
5.3 Czy wystgpitly nastgpujace objawy niepozadane: a. swedzenie b. wyprysk
(wysypka) c. opuchlizna d. zaczerwienienie e. inne (prosze¢ podac jakie) ...
5.4 Czy dziatania niepozadane wymagaly: a. hospitalizacji b. wizyty u lekarza
pierwszego kontaktu c. wizyty u dermatologa d. wystarczylo odstawi¢ stosowanie
propolisu
5.5 Czy z biegiem czasu objawy alergii na propolis? a. utrzymywaly si¢ b. zaostrzaty
si¢ ¢. zmniejszaty
6. Czy (oprécz ewentualnego uczulenia na propolis) stwierdzono u Pana/i uczulenie na inne
produkty pszczele? Jakie objawy?

Uczulenia na propolis u cztonkéw rodziny, sagsiadéw, znajomych, klientéw etc.

la. Jakie ma Pan/i do$wiadczenie odno$nie wartosci prozdrowotnych propolisu?
a. brak doswiadczen b. bardzo zle doswiadczenia c. zle doswiadczenia
d. ani dobre ani zte e. dobre dos§wiadczenia f. bardzo dobre do§wiadczenia
2a. Czy poleca Pan/Pani propolis w celach prozdrowotnych?
3a. Czy posiada Pan/Pani informacje o wystgpieniu alergii na propolis u klientéw, ktorzy
kupili u Pana/Pani propolis na wlasny uzytek? Jesli tak to prosze podac u ilu oséb i po jakim
stosowaniu (doustnym, na skore itp.), jezeli posiada Pan/Pani takie informacje.
4a. Czy wystgpily dziatania uboczne po kontakcie z propolisem u 0s6b z rodziny, ktére
pomagaja lub pracujg przy zbiorze propolisu (lub ewentualnej obrébce)?
4.1a Jesli tak to czy byly one: a. bardzo nasilone b. nasilone c. umiarkowane
d. niewielkie
Sa. Ile 0s6b z rodziny stosowato propolis w celach prozdrowotnych lub profilaktycznych?
6a. Czy skarzyli si¢ na jakie$ dziatania uboczne po zastosowaniu preparatéw profilaktycznych
z propolisem (swedzenie, wysypka, opuchlizna, alergia, inne)?
6.1a Czy dziatania niepozadane u oséb z rodziny byty: a. bardzo nasilone b. nasilone
c. umiarkowane d. niewielkie
6.2a Czy dziatania niepozadane wymagaly: a. hospitalizacji b. wizyty u lekarza
pierwszego kontaktu c. wizyty u dermatologa d. wystarczylo odstawi¢ stosowanie
preparat
6.3a Prosz¢ wymieni¢ jakie dziatlania niepozadane wystapily u czionkéw rodziny:
a. $wiad b. wysypka c. opuchlizna d. pekanie skory e. inne (prosze podac jaki ) ...
6.4a Czy osoba u ktérej wystapity dziatania uboczne jest alergikiem?
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3.2. Ocena dzialania alergizujacego propolisu w tescie maksymalizacji swinki morskiej

(GPMT)

Miejscowe zaczerwienienia i obrzek skory mozna wywota¢ u réznych gatunkéw

zwierzat, przy czym odczyny skérne na histaming najlepiej wywota¢ u $winki morskie;j.

Badanie zgloszono do I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach
w Krakowie i uzyskano zgod¢ na przeprowadzenie badania (Uchwata nr 142/2012

z dnia 17 pazdziernika 2012 roku).

Badanie przeprowadzono na zdrowych osobnikach ptci meskiej o wadze od 260
do 530 g. Zwierzeta aklimatyzowano do warunkéw laboratoryjnych przez 7 dni
przed rozpoczeciem testu. Swinki przetrzymywano w pokoju o statej temperaturze 22°C
oraz wilgotnosci 50%, przy sztucznym oswietleniu (12 h $wiatto, 12 h ciemnosci). Zwierzgta
karmiono i pojono wodg z dodatkiem kwasu askorbinowego ad libitum. Przed rozpoczeciem
badania zwierz¢ta wazono i losowo przydzielono do odpowiednich grup. Do grupy badane;j
z propolisem zakwalifikowano 11 osobnikéw, w grupie badanej z balsamem peruwianskim
znalazto si¢ 12 zwierzat, a w grupie kontrolnej 6. Poczatkowo w grupie z propolisem
znajdowalo si¢ 12 zwierzat, niemniej jednak ze wzgledu na stan zdrowia jednego z nich

zostalo ono wykluczone z badania, przed rozpoczgciem testu.

Odczynniki takie jak balsam peruwianski oraz kompletny odczynnik Freunda (FCA)
nabyto od firmy Sigma-Aldrich. Ekstrakt etanolowy z propolisu (EEP) otrzymano
od Przedsigbiorstwa Pszczelarsko-Farmaceutycznego Apipol-Farma Sp. z o.0. Jego jakos¢

jest zgodna z Polska Normg PN-A-77627: 1996 koncentrat propolisowy.

Test przeprowadzono metodg: testem maksymalizacji Swinki morskiej (GPMT)
zgodnie z wytyczna OECD Guideline for testing of chemicals - Skin sensitisation.
Podczas ekspozycji indukcyjnej stezenie etanolowego ekstraktu z propolisu wynosito 20%,
jak réwniez balsamu peruwianskiego 20%. Stezenia te zgodnie z wytyczng OECD
sa systematycznie dobrze tolerowane oraz najwyzsze, ktére moga powodowac od stabego
do umiarkowanego podraznienia skory. Podczas ekspozycji prowokacyjnej zastosowano
etanolowy ekstrakt z propolis oraz balsam peruwianski w stezeniu 5%, czyli w najwyzszym

stezeniu niedraznigcym.
W dniu 0 grupie badanej wstrzykiwano §rédskérnie w objetosci 0,1 ml:

a. odczynnik Freunda (Freunds Complete Adjuvant — FCA) rozpuszczony w wodzie
do iniekcji,
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b. propolis lub balsam peruwianski w etanolu w stezeniu 20%,

c. testowang substancje¢ (odpowiednio propolis lub balsam peruwianski) w mieszaninie

(1:1 v/v) z odczynnikiem Freunda rozpuszczone w wodzie do iniekcji.
W dniu 0 grupa kontrolna otrzymata srédskérnie w objetosci 0,1 ml:
a. mieszaning (1:1 v/v) odczynnika Freunda w wodzie do iniekcji,
b. nierozcienczony nosnik - etanol
c. 50% w/v mieszaning nos$nika - etanolu z (1:1 v/v) odczynnikiem Freunda w wodzie
do iniekc;ji.
Rozmieszczenie poszczegdlnych iniekcji na grzbiecie $winki morskiej przedstawiono

na Rycinie 1.
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Rycina 1. Umiejscowienie poszczegolnych iniekcji srodskornych na grzbiecie swinki podczas

ekspozycji indukcyjnej.

1 - odczynnik Freunda rozpuszczony w wodzie do iniekcji

2 - testowana substancja rozpuszczona w odpowiednim nos$niku lub sam

nierozcienczony nos$nik

3 - testowana substancja w mieszaninie z odczynnikiem Freunda rozpuszczonym
w wodzie do iniekcji lub no$nik w mieszaninie z odczynnikiem Freunda rozpuszczonym

w wodzie do iniekcji

W 7 dniu grupie badanej nakladano nasaczone propolisem Ilub balsamem
peruwianskim ptatki gazy. Kontakt ze skora utrzymywano przez 48 godzin za pomoca

szczelnego opatrunku.

W 7 dniu grupie kontrolnej naktadano sam no$nik za pomocg nasaczonych ptatkéw

gazy 1 utrzymywano kontakt ze skorg przez 48 godzin za pomocg szczelnego opatrunku.
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W 21 dniu wywolywano miejscowy odczyn alergiczny. Zwierze¢tom z obu grup
usuwano siers¢. Plaster z badang substancja naktadano na jeden bok $winki, a na drugi bok
aplikowano plaster z nos$nikiem. Kontakt ze skorg utrzymywano przez 24 godziny za pomocg

szczelnego opatrunku.

Po 48 godzinach po zastosowaniu dawki wywotujacej oceniano reakcje wedtug skali

Magnussona i Kligmana (I obserwacja).
Ponizej zamieszczono skale:

0 - brak widocznych zmian

1 - tagodny lub plamkowaty rumien

2 - umiarkowany lub zlewajacy si¢ rumien
3 - silny rumien 1 obrzek.

Ponownie po 24 godzinach (72 godziny po fazie wywotywania odczynu) obserwacje
powtarzano (II obserwacja). Po zakonczonym tescie zwierzgta ponownie wazono. Waga

swinek wahata si¢ od 362 do 594 g.
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3.3. Badania histopatologiczne, leukogram oraz oznaczenie poziomu interferonu gamma

Swinkom pobrano krew do dalszych oznaczen za pomoca systemu do pobierania krwi
S-Monovette(R) z antykoagulantem - solg potasowg EDTA. Wykonano rozmazy krwi
za pomocg barwienia metoda May-Griinwalda Giemzy. Obserwacje mikroskopowe
przeprowadzano przy powigkszeniu obiektywu 100x. Odsetek poszczegdlnych populacji
leukocytow badano w rozmazie krwi i liczono je trzykrotnie za pomocag analizatora

hematologicznego.

Wykonano réwniez oznaczenie poziomu interferonu gamma. Pobrang krew
odwirowano w ciggu 10 minut przy 3000 obrotach/minute, a supernatant zlano do probéwek
i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania oznaczenia za pomocg metody

ELISA zestawem IFN gamma PIG ELISA kit firmy ABCAM.

Zwierzeta po eksperymencie usmiercono i pobierano wycinki skéry z miejsca naktadania
substancji do badan histopatologicznych. Wycinki skéry poddano rutynowej procedurze
histologicznej wykonanej w Zaktadzie Cytobiologii Katedry Farmakobiologii. Natychmiast
po pobraniu utrwalano je w utrwalaczu histologicznym AFA, a nastepnie rutynowo zatapiano

w parafinie i skrawano na skrawki o grubosci 6-9 um.
Do oceny histopatologicznej wykonano nastepujace barwienia:
- barwienie hematoksyling i eozyna;

- barwienie tréjchromatyczne wedlug Massona — Goldnera. Metoda ta wykorzystuje
zelazista hematoksyling Weigerta, azofloksyne, oranz G i zielen $wietlista w celu

zréznicowania elementéw tkanki tgcznej i wtdékien migsniowych.

- barwienie metoda May—Griinwalda Giemzy w celu uwidocznienia komoérek bazofilnych
(fioletowo zabarwione z licznymi ziarnistosciami — mastocyty) oraz eozynofilnych
(czerwone zabarwienie cytoplazmy). Granulocyty takie jak bazofile czy eozynofile
podobnie jak neutrofile wykazujg zdolnos¢ do fagocytozy, chemotaksji i migracji. Liczba

tych komérek znacznie wzrasta szczegblnie podczas reakcji uczuleniowych.

Obserwacje mikroskopowe przeprowadzano przy powiekszeniu obiektywu 20x, 40x 1 100x.
Dokumentacja obrazéw mikroskopowych wykonana zostata w oparciu o mikroskop $wietlny

Olympus BX-41, sprzezony kamerg z komputerowym programem analizy obrazéw Cell-D.
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4. Wyniki
4.1. Analiza ankiet uzyskanych od pszczelarzy

Wystano 2540 ankiet, w tym 1360 ankiet w wojewddztwie matopolskim. Otrzymano
558 ankiet (21,97%), w tym 345 z wojewddztwa matopolskiego (25,4%), co nie swiadczy
0o duzym zainteresowaniu alergiami zawodowymi ws$rdd pszczelarzy oraz o chetnej
wspotpracy pszczelarzy z badaczami. Charakterystyke demograficzng badanej grupy

przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka demograficzna badanej grupy pszczelarzy

Cecha Wynik

Wiek Do 20 lat 0,40%
21-40 lat 12,58%
41-60 lat 45,84%
Powyzej 60 lat 41,18%

Ple¢ Kobiety 6,29%
Mezczyzni 93,71%

Ilos¢ lat pracy w pszczelarstwie Do 5 lat 6,90%
6-10 lat 15,01%
11-15 lat 15,01%
Powyzej 15 lat 63,08%

Liczba uli w gospodarstwie pasiecznym Mediana 42,69

Uczulenie na propolis po kontakcie przy pracy w pasiece stwierdzono u 17 sposrdd
558 pszczelarzy (3,05%). Analizujac czestotliwos¢ wystepowania alergii w poszczegdlnych
wojewddztwach  stwierdzono, ze najwigcej alergii u pszczelarzy odnotowano
w wojewOdztwie lubelskim. W Tabeli 4 przedstawiono przypadki alergii po kontakcie
z propolisem przy pracy w pasiece z podziatem na wojewddztwa, ktére wyrazity che¢ wziecia

udziatu w badaniu i1 odestaty ankiety.
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Tabela 4. Przypadki alergii kontaktowej na propolis w wojewodztwach biorgcych udziat

w badaniu
Wojewodztwo Liczba ankiet Przypadek alergii % alergii
nadestanych
Matopolskie 345 12 3,48
Podlaskie 28 0 0
Wielkopolskie 65 0 0
Lubelskie 66 5 7,57
Dolnoslaskie 14 0 0
Lubuskie 40 0 0

U dwoch  sposréd

siedemnastu uczulonych pszczelarzy (11,76%) dziatania

niepozadane po kontakcie z propolisem mialy charakter bardzo nasilony, u szesciu (35,29%)

umiarkowany, a u dziewigciu (52,94%) posta¢ niewielkiego nasilenia, co zostato

przedstawione na wykresie 1.

Wykres 1. Nasilenie dziatan niepozgdanych po kontakcie z propolisem przy pracy w pasiece.

Nasilenie dziatan niepozadanych po

kontakcie z propolisem

B dziatania niepozadane bardzo nasilone

B dziatania niepozgdane umiarkowane

B dzialania niepozadane o niewielkim nasileniu
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Dodatkowo 404 z 558 (72,40%) pszczelarzy stosowato propolis w celach
prozdrowotnych. Z tej grupy u jedenastu (2,72%) wystapito uczulenie na propolis. U czterech
pszczelarzy (36,36%) uczulenie miato charakter niewielkich dziatan niepozadanych, u pieciu
(45,45%) umiarkowanych, a u dwo6ch zmiany byly nasilone (18,18%), co zostato

przedstawione na wykresie 2.

Wykres 2. Nasilenie dziatan niepozgdanych po propolisie przy stosowaniu w celach

terapeutycznych

Nasilenie dziatan niepozadanych po
stosowaniu propolisu w celach
terapeutycznych

18,18%

B dziatania niepozadane nasilone
B dziatania niepozadane umiarkowane

B dzialania niepozadane o niewielkim nasileniu

U zdecydowanej wigkszosci (8 pszczelarzy = 72,72%) wystarczylo odstawic
stosowanie propolisu, w dwoéch przypadkach (18,18%) dzialania niepozadane wymagaty
wizyty u dermatologa, a u jednego pszczelarza (9,09%) wizyty u lekarza rodzinnego.
11 z 17 pszczelarzy uczulonych po kontakcie z propolisem przy pracy w pasiece stosowato
dodatkowo propolis w celach prozdrowotnych w postaci roztworéw, masci, nalewek i innych
apiterapeutykow. Zaledwie u pieciu pszczelarzy wystgpily jednoczesnie dzialania

niepozadane (jak: $wiad, wysypka, opuchlizna, pekanie skéry) po kontakcie
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z propolisem przy pracy w pasiece oraz po stosowaniu propolisu w celach prozdrowotnych

w postaci preparatow doustnych oraz do stosowania miejscowego.

Nie byto doniesien o réwnoczesnym uczuleniu na propolis i1 inne produkty pszczele,
jak midd, jad pszczeli, pytek kwiatowy czy mleczko pszczele. Ponadto pszczelarze podaja,
ze u 14 oséb sposréd 2205 cztonkéw rodziny stosujacych propolis w celach prozdrowotnych
(0,63%) wystapity dzialania niepozadane po propolisie w postaci  $wigdu, wysypki
lub/oraz obrzegku.

Tylko 11 z 558 (1,97%) pszczelarzy bylo uczulonych na inne produkty pszczele
niz propolis. Trzech pszczelarzy byto uczulonych na pylek pszczeli (0,54%), dwdéch na midd

(0,36%) oraz siedmiu na jad pszczeli (1,42%). Wyniki badania uczulenia na inne produkty

pszczele niz propolis przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Uczulenie na produkty pszczele z wytqczeniem propolisu u polskich pszczelarzy

Produkt pszczeli Liczba pszczelarzy % pszczelarzy uczulonych
uczulonych (n=558)
Pytek pszczeli 3 0,54%
Miéd 2 0,36%
Mleczko pszczele 0 0%
Jad pszczeli 7 1,42%

Pszczelarze alergicy w grupie 558 os6b stanowili 8,06% (45 osoby). Wsrdd tej grupy

13 byto uczulonych na propolis. Oznacza to, iz na 17 pszczelarzy uczulonych na propolis,
az u 13 z nich (76,47%) wystapilo uczulenie na inne alergeny. W grupie pszczelarzy
alergikow az 28,9% bylo uczulonych na propolis. U zdrowej populacji pszczelarzy
(niecierpigcej z powodu alergii) odsetek uczulonych na propolis wynosit zaledwie 0,97%,
a zatem uczulenie na propolis wystgpowalo znamiennie czg¢Sciej w grupie pszczelarzy

alergik6w (test chi” z poprawka Pearsona: p<0,001). Wyniki przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6. Uczulenie na propolis u pszczelarzy alergikow i nie alergikow

Populacja
Pszczelarze alergicy Pszczelarze nie alergicy
Ilos¢ oséb 45 513
[lo$¢ os6b uczulonych na propolis 13 5
Odsetek os6b uczulonych na propolis 28,9% 0,97%

62 osoby donosity, iz cierpia z powodu choréb o podtozu alergicznym (alergiczny
niezyt nosa, astma, atopowe zapalenie skory, wysypki skérne, inne). Z tej grupy
u 10 pszczelarzy (16,13%) wystgpila alergia na propolis po kontakcie z tg substancja.
Na czterech chorych z atopowym zapaleniem skory, az trzech byto uczulonych na propolis
(75%). Natomiast nie stwierdzono wystepowania alergii na propolis w grupie pszczelarzy
astmatykéw. W grupie pszczelarzy ze stwierdzonymi chorobami o podiozu alergicznym
alergia na propolis wystgpowala znamiennie czgsciej, szczegdlnie u chorych ze stwierdzonym
atopowym zapaleniem skéry (test chi’> z poprawka Pearsona: p<0,001). W Tabeli 7
przedstawiono szczegétowe dane na temat wystgpowania choréb o podiozu alergicznym

a alergig na propolis.

Tabela 7. Zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem chorob o podtozu alergicznym a uczuleniem

na propolis
Choroba alergiczna Ilos¢ pszczelarzy Ilos¢ pszczelarzy Odsetek %
chorych uczulonych na
propolis
Atopowe  zapalenie 4 3 75,00
skory
Astma 9 0 0
Alergiczny niezyt 34 5 14,71
nosa (katar sienny)
Wysypki skérne 10 2 20,00
Inne choroby o 5 0 0
podiozu alergicznym
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Pszczelarze w wigkszosci (405 oséb = 72,58%) mieli dobre badz bardzo dobre
doswiadczenie z propolisem odnosnie jego wlasciwosci prozdrowotnych. O braku
doswiadczenia donosilty 114 osoby (20,43%) zajmujace si¢ pszczelarstwem, natomiast
zaledwie dziesi¢¢ 0s6b (1,79%) donosito o zlym do$wiadczeniu oraz jedna osoba (0,18%)
o bardzo ztym doswiadczeniu z propolisem. 28 0s6b (5,02%) nie miato ani dobrych ani ztych
doswiadczen z tym surowcem. Wyniki badania do$wiadczenia odno$nie wartosci
prozdrowotnych propolisu przedstawiono w Tabeli 8. Pomimo réznego doswiadczenia
z propolisem, az 492 pszczelarzy (88,88%) polecato propolis swoim klientom, czyli znaczna
wiekszos¢. Wynika z tego, ze nawet niektorzy pszczelarze z brakiem doswiadczenia muszg
poleca¢ propolis swoim klientom. Moze pytanie nie bylo do konca zrozumiale albo
rzeczywisScie pszczelarze sprzedaja propolis bez przekonania o jego wlasnosciach

prozdrowotnych.

Tabela 8. Doswiadczenia odnosnie wartosci prozdrowotnych propolisu zbieranego

przez pszczoty u polskich pszczelarzy

Doswiadczenie odno$nie wlasciwosci Liczba os6b Odsetek

prozdrowotnych propolisu osob
Brak do$wiadczenia 114 20,43
Bardzo zte do$wiadczenie 1 0,18
Zte doswiadczenie 10 1,79
Ani dobre ani zle 28 5,02
Dobre doSwiadczenie 195 34,95
Bardzo dobre doswiadczenie 210 37,63
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4.2. Dzialanie alergizujace w teScie maksymalizacji $winki morskiej (GPMT)

Skéra swinek morskich w grupie z propolisem nie wykazata zadnych widocznych zmian
w stosunku do grupy kontrolnej w czasie pierwszej i drugiej obserwacji (fot.1 - propolis,

fot. 2 - kontrola).

Fot.1. Skora swinki po podaniu propolisu - odczyt po 72 godzinach od zastosowania dawki

wywolujgcej
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Fot.2. Skora swinki po podaniu etanolu - odczyt po 72 godzinach od zastosowania dawki

wywotujgcej

W grupie z balsamem peruwianskim tylko w jednym przypadku wystapil fagodny rumien

podczas pierwszej obserwacji (1 wedlug skali Magnussona i Kligmana - fot.3).
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Fot.3. Skora swinki z tagodnym rumieniem po podaniu balsamu peruwianskiego - odczyt

po 48 godzinach od zastosowania dawki wywotujgcej

Skoéra pozostatych §winek morskich z grupy z balsamem peruwianskim nie wykazata zadnych
widocznych zmian w stosunku do grupy kontrolnej w pierwszej obserwacji (fot.4). Po drugiej
obserwacji w kazdym przypadku nie obserwowano widocznych zmian, ktére moglyby

wskazywac na wystgpienie odczynu alergicznego.
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Fot4. Skora sSwinki po podaniu balsamu peruwianskiego - odczyt po 72 godzinach

od zastosowania dawki wywotujgcej

Wyniki eksperymentu przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Wyniki testu maksymalizacji Swinki morskiej na grupie z propolisem oraz balsamem

peruwianskim w porownaniu z grupq kontrolng

Grupa Obserwacja 1 Obserwacja 2
badana (48 h po zastosowaniu dawki wywotujacej) (72 h po zastosowaniu dawki wywotujacej)
Liczba zwierzat % zwierzat Liczba zwierzat % zwierzat

z pozytywna reakcja | z pozytywnareakcja | z pozytywnareakcja | z pozytywna reakcja
Propolis 0/11 0% 0/11 0%
Balsam 1/12 8,33% 0/12 0%
peruwianski
Kontrola 0/6 0% 0/6 0%
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4.3. Wyniki badania histopatologicznego oraz wplywu na leukogram i oznaczenie

poziomu interferonu gamma

Ocena makroskopowa pobranych fragmentéw skoéry nie wykazata zadnych zmian.
Skéra byla jasna, bez obrzekéw, pecherzy czy nadzerek. W obrazie histologicznym
poszukiwano zmian charakterystycznych dla procesu zapalnego zachodzacego z udzialem
wielu komoérek uktadu immunologicznego typowych dla zapalenia alergicznego. Ostre
zmiany charakteryzujag si¢ gléwnie Srédnaskorkowymi pecherzykami, obrzgkiem
miedzykomdérkowym (spongioza) w obrebie naskérka oraz okotowlto$niczkowymi naciekami
komérkowymi (limfocyty, eozynofile, mastocyty). Z kolei przewlekte zmiany prowadza
do hiperplazji naskorka, nadmiernego rogowacenia i widknienia obecnego we wszystkich
warstwach skory oraz do zwigkszonej liczby komorek tucznych 1 komoérek Langerhansa

w skorze.

W badanych fragmentach skory nie stwierdzono zmian typowych dla stanu zapalnego,

a jedynie mobilizacj¢ granulocytéw, gtéwnie w obrgbie skéry wiasciwej (fot 51 6).
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Fot.5. Przekroj podtuzny przez skore. Widoczne wszystkie warstwy: naskorek, skora wtasciwa
i tkanka podskérna. Barwienie metodq trojchromatyczng Masson a. Powigkszenie

obiektywu 20x.
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Fot.6. Przekroj podtuzny przez skore. Widoczny prawidtowo uksztattowany naskorek
oraz fragment skory witasciwej. Barwienie metodg trojchromatyczng Masson a.

Powigkszenie obiektywu 40x.
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W jednym przypadku po podaniu propolisu (Swinka numer 7) oraz w dwoch
przypadkach po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka numer 10 oraz 11, fot.7) mozna
bylo zobaczy¢ bardzo liczne w polu widzenia mastocyty w obrebie skory wiasciwej.
Najwigcej bylo ich pod naskérkiem oraz wokét naczyn kapilarnych (fot.7D) i naczyn

w glebszych warstwach skory wtasciwej (fot.7E).
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Fot.7. Fragment przekroju przez skore swinki po podaniu propolisu (Swinka numer 7)
z licznymi mastocytami () w skorze wtasciwej (fot. A, B, C) oraz w okolicy naczyn
kapilarnych (NK) (fot. D, E). A - powigkszenie obiektywu 40x; B, C, D, E -

powigkszenie obiektywu 100x; barwienie metodg May-Grunwalda Giemsy.

W pozostaltych przypadkach granulocyty byty nieliczne lub pojedyncze w polu
widzenia. Tylko w jednym przypadku po podaniu propolisu (§winka numer 3) liczne

neutrofile i monocyty infiltrowaty naskorek (fot.8).

45



Fot.8. Przekroj podtuzny przez naskorek. Widoczne liczne granulocyty (neutrofile) i monocyty
infiltrujgce warstwy naskorka. Barwienie metodq trojchromatyczng wedtug Masson’a.

Powigkszenie obiektywu 100x.

W badanym materiale zwrocono réwniez uwage na uszkodzenia naskérka po podaniu

balsamu peruwianskiego (Swinka numer 3, fot.9) z widocznym naciekiem eozynofilii.
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Fot.9. Fragment przekroju przez skore swinki po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka
numer 3) z uszkodzonym naskorkiem. Widoczne wczesne etapy regeneracji naskorka
z licznymi eozynofilami (W) oraz z naciekajgcymi miofibroblastami (4). Barwienie
metodg May-Grunwalda Giemsy. A - Powigkszenie obiektywu 40x, B - powigkszenie
obiektywu 100x.
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Dodatkowo stwierdzono cienki, atypowy naskérek w jednym przypadku po podaniu
propolisu (Swinka numer 5, fot.10). Komorki ksztattu kuboidalnego z pyknotycznymi

jadrami, brak prawidtowej warstwy podstawne;.
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Fot.10. Fragment przekroju przez skore swinki po podaniu propolisu (Swinka numer 5)
z atypowym naskorkiem. Naskorek jest stosunkowo cienki, widoczny brak zachowania
typowego uktadu warstwowego, komorki sq ksztattu kuboidalnego z pyknotycznymi
jgdrami. Brak prawidtowej warstwy podstawnej. A. Barwienie metodg
May-Grunwalda Giemsy, powigkszenie obiektywu 40x. B - Barwienie metodg
May-Grunwalda Giemsy, powigkszenie obiektywu 100x. C - Barwienie metodg

trojchromatyczng wedtug Masson'a, powigkszenie obiektywu 100x.

W dwéch przypadkach po podaniu balsamu peruwianskiego zaobserwowano duzg
powierzchnie regenerujacego naskoérka (Swinka numer 5, fot.8 oraz §winka numer 12, fot.11)

1 obecnos¢ granulocytéw w skorze wlasciwe;.
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Fot.11 C
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Fot.11. Fragment przekroju przez skore swinki po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka
numer 5) z regenerujgcym sie naskorkiem. Widoczne naptywajgce miofibroblasty (™).
Barwienie metodg May-Grunwalda Giemsy. A, B - powigkszenie obiektywu 40x.
C, D - powigkszenie obiektywu 100x. E, F - widoczne nagromadzenie granulocytow w
skorze witasciwej pod regenerujgcym sie naskorkiem (). Barwienie metodg

trojchromatyczng wedtug Masson'a, powigkszenie obiektywu 100x.
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Fot.12. Fragment przekroju przez skorg swinki po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka
numer 12) z atypowym naskorkiem. Widoczne pozniejsze etapy regeneracji nabtonka.
Barwienie metodg tréjchromatyczng wedtug Masson'a. A - powigkszenie obiektywu

20x, B, C - powigkszenie obiektywu 100x.

Obserwowane zmiany moga sugerowa¢ wczesne etapy uczulenia. W skorze zwierzat
kontrolnych nie obserwowano zmian w obrebie naskérka, a w polu widzenia obserwowano
tylko pojedyncze granulocyty w obrgbie skéry wiasciwej (fot.5,6). Wyniki eksperymentu
zostaly przedstawione w Tabeli 10a, 10b i 10c.
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Tabela 10a. Wyniki badania histopatologicznego wycinkéw skory swinek morskich w tescie

maksymalizacji z propolisem

PROPOLIS

Grupa badana

NASKOREK

SKORA WEASCIWA

Morfologia

Leukocyty

Leukocyty

Przekrwienie

Obrzek

naczgﬁ

Swinka nr 1 Brak zmian Nieobecne Pojedyncze w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 2 Brak zmian | Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 3 Brak zmian Liczne w Nieliczne w

polu polu widzenia

widzenia neutrofile i 0 0

neutrofile 1 monocyty
monocyty

Swinka nr 4 Brak zmian Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 5 Atypowy Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
nabtonek polu widzenia

Swinka nr 6 Brak zmian | Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 7 Brak zmian Nieobecne Bardzo liczne 0 0
mastocyty w
polu widzenia

Swinka nr 8 Brak zmian Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 9 Brak zmian Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 10 Brak zmian Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia

Swinka nr 11 Brak zmian Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia
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Tabela 10b. Wyniki badania histopatologicznego wycinkéw skory swinek morskich w tescie

maksymalizacji z balsamem peruwianskim

BALSAM PERUWIANSKI

NASKOREK SKORA WEASCIWA
Grupa badana Morfologia Leukocyty Leukocyty Przekrwienie Obrzek
naczyn
—— |
Swinka nr 1 Brak zmian | Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 2 Brak zmian | Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 3 Uszkodzenie | Nieobecne Nieliczne w 0 0
z naciekiem polu widzenia
eozynofili
Swinka nr 4 Brak zmian | Nieobecne | Pojedyncze w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 5 Rozlegle Nieobecne Nieliczne w 0 0
obszary polu widzenia
regenerujace
go nabtonka
Swinka nr 6 Brak zmian | Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 7 Brak zmian | Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 8 Brak zmian | Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia
Swinka nr 9 Brak zmian | Nieobecne Nieliczne w 0 0
polu widzenia
Swinkanr 10 | Brak zmian | Nieobecne | Bardzo liczne 0 0
mastocyty w
polu widzenia
Swinkanr 11 | Brak zmian | Nieobecne | Bardzo liczne 0 0
mastocyty w
polu widzenia
Swinka nr 12 Rozlegte Nieobecne Nieliczne w
obszary polu widzenia 0 0
cienkiego,
atypowego
nabtonka
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Tabela 10c. Wyniki badania histopatologicznego wycinkow skory swinek morskich w tescie
maksymalizacji w grupie kontrolnej

NASKOREK

SKORA WEASCIWA

KONTROLA

Grupa badana

Morfologia

Leukocyty

Leukocyty

Przekrwienie

Obrzek

naczgﬁ

Swinka nr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
1 polu widzenia
Swinka nr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
2 polu widzenia
Swinkanr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
3 polu widzenia
Swinka nr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
4 polu widzenia
Swinka nr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
5 polu widzenia
Swinka nr | Brak zmian | Nieobecne Pojedyncze w 0 0
6 polu widzenia

Odsetek zwierzat, u ktérych wystgpila mobilizacja granulocytéw podczas testu

maksymalizacji $winki morskiej, co moze sugerowaé wczesny etap reakcji alergicznej,

przedstawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Odsetek swinek morskich, u ktorych wystgpita mobilizacja granulocytow w skorze

Rodzaj grupy Liczba zwierzat, u ktérych Odsetek zwierzat, u ktérych
wystgpita mobilizacja wystapita mobilizacja
granulocytow granulocytéw (%)
Badana z propolisem (P) 3/11 27,3
Badana z balsamem 5/12 41,7
peruwianskim (B)
Kontrola (K) 0 0

Przeprowadzona ocena liczby i sktadu procentowego krwinek bialych nie wskazata
jednoznacznie na podwyzszenie liczby eozynofili w przypadkach, w ktérych w badaniu
histopatologicznym wskazano na mobilizacj¢ granulocytéw, co mogloby sugerowac etap
wstepny reakcji alergicznej. Wyniki oznaczenia procentowego oraz liczbowego leukocytow

w rozmazie krwi zostaly przedstawione w Tabeli 12.
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Tabela 12. Oznaczenie liczbowe i procentowe granulocytow, eozynofili oraz bazofili

w rozmazie krwi swinek morskich

Grupa* Suma Granulocyty Eozynofile Bazofile
obojetnochionne o jadrze Norma Norma
segmentowanym 1-5% 0,3-0,8 %
Norma
18-60 %

Liczba % Liczba % Liczba %
P1 156 102 65 4 2 1 0,6
P2 100 47 47 3 3 0 0
P3 186 100 53 6 4 0 0
P4 130 62 48 5 4 0 0
P5 79 16 20 5 6 2 2,5
P6 113 47 42 10 9 0 0
P7 104 50 48 8 8 0 0
P8 66 33 50 11 17 0 0
P9 138 72 52 2 1 1 0,7
P10 111 80 68 6 5 1 0,9
P11 144 64 44 2 1 0 0
B1 300 174 58 4 1 1 0,3
B2 166 92 55 5 3 0 0
B3 272 85 31 21 8 0 0
B4 100 48 48 2 2 0 0
B5 278 131 47 8 3 1 0,4
B6 59 24 40 1 2 0 0
B7 124 60 48 3 2 0 0
BS§ 148 87 59 5 3 0 0
B9 213 104 49 46 22 0 0
B10 46 13 28 1 2 0 0
Bl1 53 30 57 2 4 0 0
B12 177 114 64 2 1 0 0
K1 121 67 55 3 2 0 0
K2 229 90 39 17 7 2 0,9
K3 263 141 54 4 1 1 0,4
K4 124 53 43 9 7 1 0,8
K5 31 11 36 0 0 0 0
K6 150 66 44 11 7 1 0,7

* P — propolis, B — balsam peruwianski, K - kontrola, numerami oznaczono poszczegdlne

zwierzeta w badanej grupie
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Tabela 13. Wybrane wskazniki fizjologiczne swinki morskiej

Wskaznik fizjologiczny Norma [%]
Neutrofile 18-60
Eozynofile 1-5
Limfocyty 55-80
Bazofile 0,3-0,8
Monocyty 1-2

Podwyzszony poziom bazofili w pordwnaniu z oznaczonymi warto$ciami
w grupie kontrolnej stwierdzono tylko w jednym przypadku po podaniu propolisu ($winka
numer 5) i wynosit on 2,5%. Podwyzszony poziom eozynofili w poréwnaniu z oznaczonymi
wartosciami w grupie kontrolnej (do 7% wuznano za norm¢) stwierdzono w pigciu
przypadkach, a mianowicie w trzech po podaniu propolisu (Swinka numer 6, 7 1 8)
oraz w dwdch po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka numer 319).

Podwyzszony poziom monocytéw stwierdzono prawie w 90% przypadkach,
w tym w grupie kontrolnej i dlatego tego wskaznika nie brano pod uwage w interpretacji
wynikéw. Podobnie zawartos¢ limfocytéw jedynie w dwoéch przypadkach byta prawidtowa,
w pozostatych 27 przypadkach zawartos¢ limfocytow byla ponizej normy, w tym réwniez
w grupie kontrolnej. Dlatego takze tego wskaznika nie brano pod uwage podczas interpretacji
wynikow.

Podjeto prébe oznaczenia poziomu interferonu gamma (IFN-y) u $winek morskich.
We wszystkich prébkach, zarowno w grupach badanych, jak i w grupie kontrolnej, stezenie

interferonu gamma bylo ponizej poziomu oznaczalnosci.
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5. Dyskusja

Obserwacje dotyczace alergizujacych witasciwosci propolisu na organizm cztowieka
wskazujg, ze jest to przede wszystkim alergia kontaktowa. Oznacza to, ze uczulenie
na dziatanie propolisu ujawnia si¢ po miejscowym zastosowaniu tego produktu na skére
lub blony S$luzowe [21,22]. Bardzo rzadko alergia na propolis dotyczy ogélnej reakcji
alergicznej organizmu typu anafilaktycznego [15].

Czestos¢ wystepowania alergii kontaktowej na propolis jest r6zna w réznych rejonach,
a nawet okolicach i zalezy w duzej mierze od ,bazy pozytkowej”. W Europie Srodkowej
pszczoty do produkcji propolisu wykorzystuja miedzy innymi zywice z mlodych pakéw
topoli, ktéra zawiera estry kwasu kawowego. Jak wykazano w badaniach, estry kwasu
kawowego sg substancjami o silnych wiasciwosciach alergizujacych i to one w duzej mierze
odpowiadajg za wywotywanie nadwrazliwosci kontaktowej [81,82,83].

Z przegladu pisSmiennictwa wynika tez, ze alergia kontaktowa na propolis wystepuje
znacznie czesciej u ludzi z chorobami dermatologicznymi niz u ludzi zdrowych, a grupa
szczegOlnie narazong na wystgpienie alergicznego kontaktowego zapalenia skory
sg pszczelarze, ktérzy z racji wykonywanego zawodu majg dlugotrwaty kontakt z alergenami
zawartymi w propolisie [15,21]. Niektére doniesienia sugerujg rowniez, ze czgsto$¢ uczulenia
na propolis moze si¢ zwigksza¢ ze wzgledu na jego powszechne wystgpowanie w wielu
produktach kosmetycznych, takich jak: balsamy do ust, ptyny, szampony, odzywki, pasty
do z¢bdéw, produktach leczniczych (np. masci, zele, spray, krople) oraz suplementach diety
[107,111]. Stad czestos¢ wystgpowania alergicznego kontaktowego zapalenia skory
na propolis ciaggle budzi kontrowersje.

Celem tego badania byla ocena czgstosci wystgpowania alergii kontaktowej wsrdd
grupy najbardziej narazonej na kontakt z propolisem z racji wykonywanego zawodu,
czyli u polskich pszczelarzy i ich rodzin, jak réwniez ocena potencjatu alergizujacego
propolisu w tescie maksymalizacji na swinkach morskich.

Czestos¢ wystgpowania alergii kontaktowej na propolis wéréd pszczelarzy oceniono
na podstawie ankiet rozestanych do pszczelarzy z r6znych regionéw Polski.

Z analizy 558 ankiet odestanych przez pszczelarzy z 6 wojewddztw wynika,
ze Srednio 3,05% z nich jest uczulonych na propolis, przy czym przypadki alergii
kontaktowe] odnotowano jedynie w dwoch wojewddztwach, tj. lubelskim i matopolskim.
Czestos¢ wystepowania alergii kontaktowej w Matopolsce jest jednak o ponad potowe nizsza

niz w wojewddztwie lubelskim. Natomiast w pozostatych wojewddztwach (podlaskie,

60



wielkopolskie, dolnoslgskie i lubuskie) nie zgloszono wystepowania alergii na propolis.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze wystgpowanie alergii na propolis w poszczegdlnych
wojewddztwach zalezy nie tylko od ,,bazy pozytkowej”, ale rowniez od zanieczyszczenia
srodowiska. Tereny czyste ekologicznie nie sprzyjaja wystepowaniu alergii na propolis.
Wedtug ekologicznej mapy Polski zawarto§¢ otowiu w glebie jest najwigksza
w wojewddztwie $laskim, a nastepnie matopolskim. Wojewddztwa o najmniejszej zawartosci
otowiu w glebie to podlaskie, pomorskie, kujawsko-pomorskie, wielkopolskie oraz lubuskie
i wlasnie w tych rejonach nie stwierdzono zadnego przypadku alergii na propolis. Kwestia
zanieczyszczenia terendéw w korelacji z mozliwoscig wystgpienia alergii powinna by¢
przedmiotem dalszych szczegétowych badan.

Ponad 60% ankietowanych trudni si¢ pszczelarstwem ponad 15 lat.
Z przeprowadzonego badania ankietowego na terenie wojewddztwa matopolskiego wynika,
ze u jednego pszczelarza alergia kontaktowa na propolis wystgpita po ponad 20 latach
zajmowania si¢ pszczelarstwem, nie wliczajac ekspozycji na propolis w dziecifistwie (ojciec
pszczelarz  [95]. Poréwnujac czestos¢ wystepowania alergii na propolis w powyzszym
badaniu z dotychczas przeprowadzonymi w Polsce i na §wiecie mozna stwierdzi¢, ze alergia
na propolis u pszczelarzy nie jest zjawiskiem powszechnym i nie stanowi wigkszego
zagrozenia z uwagi na charakter alergii, jak 1 stosunkowo dtugi czas ekspozycji niezbedny
do wystapienia objawéw alergii [86,88,89,90]. Sredni czas wystapienia alergii kontaktowej
na propolis wedlug niemieckich badaczy wynosi 9,5 lat [16]. W Tabeli 14 zestawiono wyniki

badan alergii na pszczelarzach pochodzace z r6znych danych literaturowych.
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Tabela 14. Zestawienie danych literaturowych na temat alergii na propolis u pszczelarzy

Populacja Liczba % alergii Literatura
badanych
Pszczelarze (Matopolska) 297 4,04% [llg J. 1 wsp. [90]
Rolnicy z podejrzeniem 132 0,76% Kie¢-Swierczynska M. i wsp. [91]
choroby zawodowej skory
(Polska)
Rolnicy z podejrzeniem 101 2% Spiewak R. [92]
choroby zawodowej skory
(Polska)
Pszczelarze (Niemcy) 1051 3,6% Miinstedt K. i wsp. [16]
Pszczelarze (Polska) 558 3,05% Basista K. [118]
Sredni % pszczelarzy 2,86% (0,76 — 4,04%)
uczulonych na propolis

Dodatkowo poréwnujac wynik tego badania na terenie wojewddztwa matopolskiego
z badaniem przeprowadzonym na tym samym obszarze w roku 1976 przez Illga i wsp. [90]
mozna stwierdzi¢, iz odsetek pszczelarzy uczulonych na propolis w wojewddztwie
matopolskim zmniejszyt sie. Wedlug Illga wynosit 4,04%, natomiast obecnie 3,48%.
Zmniejszenie czestosci wystepowania alergii na propolis wsrdd pszczelarzy w Matopolsce
z duzym prawdopodobienstwem mozna powigza¢ z masowym wycinaniem topoli i w zwigzku
z tym zmniejszeniem jednego z gtéwnych sktadnikow propolisu o silnych wtasciwosciach
alergizujacych, tzn. estrow kwasu kawowego wystepujacych w zywicy pakéw topoli.

W oparciu o wyniki badanh mozna uzna¢, iz propolis jest znanym alergenem
dla pszczelarzy i nie stanowi on powszechnego zagrozenia dla tej grupy zawodowej.
Z uzyskanych od pszczelarzy danych, jak réwniez opublikowanych danych niemieckich
wynika, ze pszczelarze wiedzg o dziataniu alergizujagcym propolisu, a mimo to czgsto
nie rozpoznaja problemu i kontynuuja swojg prace bez zabezpieczenia si¢ przed kontaktem
z propolisem, a nawet sami zazywaja doustnie propolis profilaktycznie i1 terapeutycznie

w zakazeniach gérnych drég oddechowych lub miejscowo do leczenia ran i oparzen [118].
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Prawie 3 badanej populacji pszczelarzy stosowato propolis ze wzgledu na wtasciwosci
prozdrowotne. Niemniej jednak pszczelarze powinni by¢ §wiadomi mozliwosci wystgpienia
alergii kontaktowej na propolis i podejmowac srodki ostrozno$ci ograniczajace bezposredni
kontakt z propolisem, gdyz alergia na ten surowiec moze wystgpi¢ nawet po wielu latach.
Dlatego pszczelarze przy pracy w pasiece powinni nosi¢ ochronne rekawice zabezpieczajace
ich rece przed bezposrednim kontaktem z alergenami wystepujacymi w propolisie,
a do czyszczenia rgk po pracy nie uzywac rozpuszczalnikéw, ktére moga utatwia¢ transport
alergenéw do glebszych warstw skéry [16,17].

Czynnikami, ktére moga mie¢ wplyw na wystapienie alergii na propolis moga by¢
choroby o podtozu alergicznym, szczegdlnie takie jak: atopowe zapalenie skoéry badz
uczulenie na inne alergeny powodujace wysypki skérne. Wedlug danych uzyskanych
w tym badaniu, 3 na 4 pszczelarzy z atopowym zapaleniem skory bylo uczulonych
na propolis. U prawie 30% pszczelarzy deklarujacych wystepowanie uczulen wystgpita
alergia na propolis. Dlatego osoby z atopowym zapaleniem skoéry, alergicy oraz chorzy
dermatologiczni powinni unika¢ stosowania preparatow z propolisem.

Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi, ktére jednoznacznie wskazuja,
ze niebezpieczenstwo nadwrazliwosci w postaci alergicznego kontaktowego zapalenia skory
na alkoholowy ekstrakt propolisowy czesciej wystgpuje u chorych dermatologicznych,
leczonych wczesniej z powodu dermatoz alergicznych 1 waha si¢ od 1,2 % - 6,7 % (Srednio
3,82%) niz u ludzi zdrowych [83,95,99,99,100,105,106].

W przeprowadzonych w latach 1981-1987 badaniach na duzej grupie pacjentéw
z chorobami dermatologicznymi (7483 osoby) Hegyi 1 wsp. [97] wykazali, ze wsréd nich
1,82% bylto uczulonych na alkoholowy ekstrakt propolisowy. Réwnoczesnie w grupie 1558
zdrowych ochotnikéw nadwrazliwo$¢ na propolis obserwowano jedynie u 0,64% oséb.

Z przegladu danych literaturowych wynika, ze u ludzi z chorobami dermatologicznymi
alergia kontaktowa wystgpuje znacznie czesciej niz u ludzi zdrowych nie tylko na propolis.
W badaniu przeprowadzonym przez Bauera i wsp. [105] poréwnano potencjat uczulajacy
kilku alergenéw kontaktowych u pacjentéw dermatologicznych, w tym propolisu.
Stwierdzono dodatnie proby uczuleniowe na wyciagg z rumianku u 2,9% badanej populacji,
to jest wiecej niz w przypadku propolisu (propolis wywotywal uczulenie
u 17 pacjentéw = 2,8%). Znaczny odsetek uczulen odnotowano w przypadku chlorowodorku
dibukainy, pozytywne reakcje u 7,4% badanych. W przypadku wyciagu z arniki u 2,1% grupy
badanej wystapily reakcje uczuleniowe. Balsam peruwianski uczulat 6,6% pacjentéw,

podczas, gdy benzokaina alergizowata 3,2% populacji badanej, a thimerosal (tiomersal) 5,5%.
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W Tabeli 15 przedstawiono dane na temat uczulenia na alergeny kontaktowe w populacji

chorych dermatologicznych, zebrane na podstawie publikacji Bauer [105] oraz danych

zaczerpnietych z podrecznika p.t.:

»Alergia na leki z uwzglednieniem odczynéw

anafilaktoidalnych i idiosynkrazji” pod redakcja Rudzkiego [15].

Tabela 15. Zestawienie porownawcze alergenow kontaktowych

Substancja Odsetek  pozytywnych reakcji  wsréod
alergikow

Sulfonamidy 9,9% (19,3% u chorych z wypryskiem)

Chlorowodorek cynchokainy 7,4 %

(chlorowodorek dibukainy)

Balsam peruwianski 6,6%

Ampicylina, amoksycylina 4,5%

Wyciag z rumianku 2,9%

Benzokaina 2,7%

Propolis 2,5% (3-5% chorych z wypryskiem)

Kalafonia 2.3%

Siarczan neomycyny

2,1 % (u chorych na wyprysk 7%)

Nalewka z arniki 2.1%

Clotrimazol 1,8%

Oxycort 0,5-1,5% (7,3% pacjentdw ze statis dermatitis)
Cefalosporyny 1%-3%

Tetracykliny 6,4%

Cytowane powyzej dane z badania wlasnego, jak i z piSmiennictwa odnosza si¢

do oséb dorostych. Z badan na dzieciach i mtodziezy w Polsce przeprowadzonych przez

Czarnobilskg 1 wsp. [111], wynika, Zze odsetek uczulonych na propolis w tych grupach jest
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wickszy. Najwieksza czesto$¢ alergii kontaktowej na propolis zaobserwowano u dzieci
w wieku 7-8 lat (16,5%), w poréwnaniu do 5,4% u dzieci w wieku 16-17 lat. Przytoczone
dane wskazuja, ze propolis jest haptenem o silnych wilasciwos$ciach alergizujacych u dzieci
ze zmianami dermatologicznymi i dlatego nalezy zachowaé szczegdlng ostroznos¢
w stosowaniu propolisu u dzieci, zwtaszcza z wypryskiem kontaktowym. Rutynowa
diagnostyka dzieci chorych na wyprysk kontaktowy powinna obejmowac testy
z tym haptenem.

Z przegladu dostepnych w pismiennictwie danych eksperymentalnych mozna
wyciagna¢ wniosek, ze masci zawierajgce w swoim sktadzie etanolowe ekstrakty propolisowe
czesto wywoluja reakcje alergiczne typu péznego u $winek morskich [81,82,83,101,117],
przy czym sita reakcji alergicznej w duzym stopniu zalezy od stezenia ekstraktu
propolisowego. Jak wykazal w badaniu Czarnecki [114], mas¢ z zawartoscig 3% etanolowego
ekstraktu  propolisowego zastosowana na niezmieniong skére $winek morskich
nie spowodowata odczynu alergicznego o charakterze nadwrazliwosci typu pdznego.

Wykrywanie dzialania alergizujacego badanych substancji na zwierzetach
doswiadczalnych polega na stosowaniu na ogolong i odtluszczong skére tych zwierzat
okres$lonej ilosci badanej substancji podawanej w okreslonych dniach, a nastepnie
po okreSlonym S$cisle czasie wywotywaniu odczynu alergicznego za pomoca tej samej
substancji w stezeniu nizszym od stosowanego uprzednio.

Obecnie zalecanym testem oznaczenia potencjatu uczulajacego substancji jest test
maksymalizacji $winki morskiej, bedacy zmodyfikowang metoda Kligmana i Magnussona.
Test ten jest zgodny z wytyczng OECD Guideline for testing of chemicals - Skin sensitization.
Wytyczne OECD sa zbiorem okoto 100 najbardziej odpowiednich metod badan
uzgodnionych na szczeblu migdzynarodowym wykorzystywanych przez rzady, przemyst
i niezalezne laboratoria w celu okre$lenia i scharakteryzowania potencjalnych zagrozen

dotyczacych substancji, preparatéw i mieszanin chemicznych.

Test maksymalizacji $winki morskiej (GPMT) stuzy do oceniania czy dana substancja
ma wlasciwosci uczulajace, a doktadniej czy moze wywotac alergiczne kontaktowe zapalenie
skory, ktdre jest immunologiczng reakcja skérng na dang substancj¢. Metoda sklada si¢ z fazy
ekspozycji indukcyjnej, czyli eksperymentalnej ekspozycji na substancj¢ testowang
z zamiarem wywolania stanu nadwrazliwego oraz fazy ekspozycji prowokacyjnej,
czyli eksperymentalnej ekspozycji podmiotu poddanego wczesniej dzialaniu substancji

testowanej, nastepujacej po okresie indukcji w celu ustalenia czy podmiot reaguje w sposéb
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nadwrazliwy. Miedzy fazg indukcji oraz prowokacji musi wystgpi¢ okres indukciji,
czyli co najmniej jeden tydzien po ekspozycji indukcyjnej podczas ktérego stan
nadwrazliwosci moze si¢ rozwingc.

U ludzi reakcje skorne moga charakteryzowaé si¢ swedzeniem, rumieniem,
obrzekiem, grudkami, pgcherzykami, wzniesieniami naskérka wypetlnionymi przezroczysta,
wodng ciecza. W przypadku innych gatunkéw reakcje moga sie rézni¢ i mogg byé
obserwowane tylko rumien 1 obrzgk. Do oceny dziatania alergizujacego przyj¢to 4-stopniowa
skalg¢ zaproponowang przez Magnussona i Kligmana gdzie: 0 — oznacza brak widocznych
zmian, 1 - tagodny lub plamkowaty rumien, 2 - umiarkowany lub zlewajacy si¢ rumien
oraz 3 - silny rumien i obrzgk.

W zastosowanym w pracy tescie maksymalizacji $winki morskiej oznaczono potencjat
alergizujacy propolisu oraz poréwnano go z potencjalem alergizujacym balsamu
peruwianskigo, czyli alergenem z ktérym propolis moze reagowa¢ krzyzowo. Balsam
peruwianski jest produktem pochodzenia roslinnego, dawniej byt szeroko stosowanym jako
substancja zapachowa kosmetykéw oraz jako dodatek do lekéw pobudzajacych
ziarninowanie, lekéw  dentystycznych,  syropéw  przeciwkaszlowych, czopkéw
doodbytniczych. W badaniu na §winkach morskich wykazano, ze propolis nie uczulit Zadnego
zwierzecia, natomiast po podaniu balsamu peruwianskiego u jednej §winki podczas pierwszej
obserwacji widoczny byl niewielki rumien. Uzyskane wyniki moga Swiadczy¢ o braku
potencjatu alergizujacego propolisu przy zastosowanym st¢zeniu oraz o stabym potencjale
uczulajagcym balsamu peruwianskiego zastosowanym w analogicznym stezeniu.

Dodatkowo  Swinki ~ morskie =~ wazono  przed  rozpoczeciem  badania
oraz po zakonczonym eksperymencie w celu sprawdzenia ich stanu zdrowia. Spadek wagi
0 10% i wiecej moze wskazywac na toksycznos¢ uktadowg danej substancji [119]. W trakcie
trwania badania wszystkie $winki z kazdej grupy przybraly na wadze. Wzrost wagi wahat si¢
od 12,1 do 39,2%, co $swiadczy o dobrym stanie zdrowia zwierzat oraz o braku potencjalnej
toksycznosci uktadowej badanych substancji.

Obraz histopatologiczny alergicznego kontaktowego zapalenia skory (ACD) jest
charakterystyczny, cechuje si¢ obrzgkiem (spongioza) i przerostem warstwy kolczystej
naskérka (akantoza), niepetnym rogowaceniem (parakeratoza) oraz naciekami limfocytarnymi

w goérnych warstwach skéry whasciwej [125].

W przeprowadzonym badaniu histologicznym wycinkéw skory zwierzat nie wykazano

objawéw alergicznego kontaktowego zapalenia skéry, a jedynie w kilku przypadkach
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mobilizacje leukocytéw. Obserwowany atypowy, regenerujacy si¢ naskorek u zwierzat
po podaniu propolisu ($winka numer 5) oraz po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka
numer 3, 5 oraz 12) mozna byloby ttumaczy¢ mechanicznym uszkodzeniem. Jednakze
w grupie kontrolnej takich uszkodzen nie stwierdzono, dlatego powyzsze zmiany moga
wskazywac na wczesne stadia reakcji alergiczne;.

Wyniki leukogramu nie wskazujg takze jednoznacznie na wystgpienie alergii. Jedynie
w kilku przypadkach zaobserwowano podwyzszony poziom eozynofilii, co mogtoby
$wiadczy¢ o uczuleniu na zastosowane substancje. A mianowicie, podwyzszony poziom
eozynofilii obserwowano w trzech przypadkach po podaniu propolisu (§winka numer 6, 7, 8)
oraz w dwoch przypadkach po podaniu balsamu peruwianskiego (Swinka numer 3 1 9).
Z drugiej strony warto podkresli¢, ze Swinki z grupy propolisu numer 6 oraz numer 8
nie wykazaly zadnych zmian w badaniu histopatologicznym oraz w ocenie wizualnej
(odczyt I'i II). Podobnie $winka numer 9 z grupy balsamu peruwianskiego rowniez w badaniu
histopatologicznym nie wykazata zadnych oznak wystapienia sensybilizacji skory.

O wystapieniu alergii mozna moéwi¢ jedynie u jednej Swinki numer 3 z grupy balsamu
peruwianskiego. Podczas pierwszego odczytu wystapit u niej rumien o nasileniu 1 w skali
Kligmana i Magnussona, ktéry znikl podczas drugiego odczytu po 72 godzinach od fazy
prowokacyjnej. Dodatkowo w badaniu histopatologicznym stwierdzono uszkodzenie
naskorka z naciekiem eozynofili, a w rozmazie krwi stwierdzono podwyzszenie poziomu
eozynofili do 8%. Mozna zatem uzna¢, ze balsam peruwianski uczulit jedng $winke z 12
(8,33% zwierzat), co pozwala go zakwalifikowa¢ do grupy alergenéw kontaktowych,
co zresztg jest zgodne z danymi literaturowymi.

Alergiczne kontaktowe zapalenie skéry (ACD) jest postacig kliniczng alergii
kontaktowej. Jest to najczestszy objaw narzgdowy alergii kontaktowej, ktora jest swoistg
nadwrazliwo$cig organizmu na substancje chemiczne o malej masie czgsteczkowej (hapteny)
lub proteiny. Alergia kontaktowa moze takze objawia¢ si¢ jako alergiczne kontaktowe
zapalenie S$luzéwki jamy ustnej, oskrzeli, spojowek, pochwy, a nawet jako reakcje
ogdlnoustrojowe. Alergia kontaktowa jest indukowana przez bezposredni kontakt tych
substancji ze skérag. Wedlug danych literaturowych alergia kontaktowa wystgpuje

u okoto 40% dorostych oraz u 20-30% dzieci i mtodziezy [120].

Uczulenie na propolis przejawia si¢ gtéwnie jako ACD 1 jest thtumaczone IV typem
reakcji immunologicznej wedlug Gella i Coombsa, w ktérym to najwigksza role

w powstawaniu alergii maja limfocyty Th; oraz cytokiny wydzielane przez te limfocyty.
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Z cytokin wydzielanych przez limfocyty Th; gléwne znaczenie dla rozwoju alergii
kontaktowej ma interferon gamma, co potwierdzaja badania w modelach eksperymentalnych
na myszach, w ktérych obserwowano znaczny wzrost st¢zenia IFN gamma [14,117,122,123].
Wsréd cytokin wydzielanych przez limfocyty T zar6wno cytokiny typu 1 jak i typu 2 sg
wytwarzane w alergii kontaktowej. Cytokiny typu 1, takie jak interferon gamma i IL-12
dominujg w trakcie rozwoju nadwrazliwosci typu op6znionego [124]. Interferon gamma jest
waznym elementem odpowiedzi zapalnej, gdyz powoduje indukcj¢ nacieku jednojadrowych
komoérek, wyzwala wzrost ekspresji ICAM-1, czasteczki aktywnej w procesie chemotaksji
i indukuje wzrost ekspresji czasteczek MHC klasy I, istotnych w procesie prezentacji

antygenow [125].

W badaniach na gryzoniach udowodniono ponadto, ze r6zne rodzaje cytokin maja
znaczenie w réznych typach odpowiedzi immunologicznej. U myszy po miejscowej
ekspozycji na alergeny kontaktowe indukowana jest selektywna odpowiedz z wytwarzaniem
przez naptywajace komorki wysokich ilosci IFN gamma oraz stosunkowo niskich ilosci
cytokin typu 2. Natomiast ekspozycja myszy na chemiczne alergeny oddechowe
(ta sama droga i podobne warunki wywotania catkowitej immunogennosci jak po ekspozycji
na alergeny kontaktowe) daje odwrotne efekty. W takich przypadkach komérki produkuja

wyzsze poziomy cytokin typu 2 i stosunkowo mate ilosci IFN gamma [126].

Po zakonczeniu eksperymentu podjeto probe oznaczenia poziomu interferonu gamma
w surowicy krwi §winek morskich. Niestety, zarowno w grupach badanych, jak i w grupie
kontrolnej, st¢zenie interferonu gamma w badanych prébkach bylo ponizej poziomu
oznaczalnosci.

Przeprowadzone badanie potencjalu alergizujacego propolisu wedlug testu
maksymalizacji $winki morskiej nie potwierdzito wynikéw badania Petersena z 1977 roku,
w ktérym to propolis uczulit az 76% zwierzat i zostat zakwalifikowany jako silny alergen.
Obserwowane rozbieznosci w wynikach sg konsekwencjg istotnych réznic pomiedzy "starg
wersja" metody Kligmana i Magnussona z 1969 [127] uzyta przez Petersena, a obecnie
zalecang przez OECD guideline. Metoda Kligmana i Magnussona z 1969 jest obecnie
krytykowana nawet przez samych autorow metody jako dajgca fatszywie dodatnie wyniki
[128].

OECD zaleca =zastosowanie w fazie indukcji stezenia dobrze tolerowanego
systemowo, a roéwnoczes$nie powodujacego stabe do umiarkowanego podraznienie skory.

Petersen zastosowat w fazie indukcji w podaniu $rédskérnym 5% roztwoér propolisu w glikolu
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propylenowym oraz w podaniu naskérnym 50% roztwoér propolisu w etanolu, ktéry sam moze
powodowaé podraznienie skory. Jak bowiem wykazano prég podraznienia dla propolisu
wystepuje przy stezeniu wyzszym niz 20% [115]. Dlatego zastosowane przez Petersena
stezenie 50% propolisu powodowato dziatanie draznigce o silnym charakterze.

Ponadto udowodniono, ze glikol propylenowy jest substancja wzmacniajaca
przenikanie innych substancji w glab skéry w réznym mechanizmie dziatania. Jednym
z proponowanych mechanizméw zwigkszania penetracji przez glikol propylenowy jest
modyfikacja funkcjonowania bariery skory poprzez wpltyw na struktur¢ keratyny
oraz zwigkszanie stezenia roztworu w warstwie rogowej naskorka [129].

W badaniu powinno stosowac si¢ jeden i ten sam no$nik, aby wyeliminowac ryzyko
wywotania podraznienia lub uczulenia przez r6zne no$niki. Petersen zastosowal jako no$nik
etanol oraz glikol propylenowy.

W fazie prowokacyjnej OECD zaleca zastosowanie st¢zenia najwyzszego
niedraznigcego. Petersen zastosowal 25% roztwér etanolowy propolisu, ktéry moze
powodowaé podraznienie od stabego do umiarkowanego. W tym badaniu zastosowano
5% roztwor etanolowy propolisu, jako, Ze jest to najwyzsze st¢zenie stosowane w lekach
z propolisem dopuszczonych w Polsce oraz jest to st¢zenie niewywotujagce dziatania
draznigcego. Stezenie 10% jest wykorzystywane w testach kontaktowych do wywotania
uczulenia.

Zgodnie z zaleceniami OECD w tescie maksymalizacji §winki morskiej w grupie
kontrolnej naktadany badz wstrzykiwany jest no$nik. Petersen jako kontrole dziatania
alergizujacego stosowal réwniez dinitrochlorobenzen (DNCB). Obecnie uzywanie DNCB
- najsilniejszego alergenu jako kontroli nie jest zalecane [129].

Test maksymalizacji $winki morskiej (GPMT) jest szeroko stosowany lacznie
ze s$rodkiem wspomagajacym wytwarzanie przeciwcial przez organizm - kompletnym
adjuwantem Freunda (FCA). Testy ze srodkiem wspomagajacym wytwarzanie przeciwciat sg
uwazane za bardziej precyzyjne w przewidywaniu prawdopodobnego dziatania
sensybilizujagcego badanej substancji na ludzka skér¢ niz metody niestosujagce kompletnego
adjuwantu Freunda. Sg zatem metodami preferowanymi. Pomimo, iz kilka innych metod
moze by¢ wykorzystanych w celu oznaczenia potencjatu substancji do wywotania reakcji
sensybilizacji skdry, jak na przyktad test Buehlera, GPMT uwaza si¢ za preferowang technike
oznaczania. W testach ze Srodkiem wspomagajacym stan alergiczny jest potegowany przez
rozpuszczenie lub utworzenie zawiesiny substancji testowanej w FCA [130]. W teScie

stosowanym przez Petersena nie stosowano odczynnika FCA.
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Wyniki testu zgodnie z =zaleceniami OECD odczytywano po 48 godzinach

1 po 72 godzinach od zastosowania dawki wywotujacej. W badaniu Petersena wykonano tylko

jeden odczyt, nie sprecyzowano w jakim czasie po zastosowaniu dawki wywotujacej. Réznice

pomiedzy metodami przedstawiono w Tabeli 19.

Tabela 19. Porownanie metody GPMT z 1969 roku oraz metody GPMT zalecang obecnie

przez OECD
Réznice GPMT wedlug Magnussona | GPMT - modyfikacja wedlug
i Kligmana z 1969 OECD Guideline for testing
of chemicals - Skin sensitisation
Dob6r kontroli Etanol i glikol propylenowy Etanol
Stosowanie DNCB TAK NIE

Stezenie propolisu

5%, 50%, 25%

20%, 20%, 5%

Nosnik Glikol propylenowy w iniekcji | Etanol w iniekcji oraz naktadany na
oraz etanol w podaniu na skér¢ | skore

Indukcja | Podanie 5% r-r propolisu w glikolu | 20% r-r propolisu w etanolu
srodskorne | propylenowym
Podanie 50% r-r propolisu w etanolu 20% r-r propolisu w etanolu
naskdrne

Prowokacja 25% r-r propolisu w etanolu 5% r-r propolisu w etanolu

Uzycie FCA NIE TAK

Obserwacja I odczyt 24 h i 72 h po zastosowaniu dawki

wywotujace;j

Nalezy takze zauwazy¢, ze w duzym stezeniu podczas dilugiego oraz czgstego

stosowania prawie kazda substancja moze wywota¢ kontaktowg alergie u oséb do tego

predysponowanych [128]. Nawet leki o dziataniu przeciwzapalnym i przeciwalergicznym jak

glikokortykosteroidy moga uczuli¢ pacjentow, zwtaszcza z chorobami skéry jak kontaktowe

zapalenie skory, atopowe zapalenie skoéry, wyprysk kontaktowy. Masci zawierajace

glikokortykosteroidy kontaktujg si¢ ze skora juz zmieniong zapalnie, ulatwia to penetracje
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leku, a tym samym utatwia alergizacje¢ [132,133]. Wsrdd pacjentéw klinik dermatologicznych
w  Europie czesto$¢ wystepowania nadwrazliwo$ci na  steroidy wynosi  2,6%.
W poszczegblnych krajach odsetek ten jest r6zny, od 0,4% w Hiszpanii (Barcelona), poprzez

2,3% w Holandii (Amsterdam) do 6,4% w Belgii [134].

Negatywny wynik w tescie maksymalizacji $winki morskiej pozwala na przewidzenie
bezpieczenstwa substancji. Generalnie Zadne wigcej testy nie s3 wymagane w celu okreslenia
mozliwosci substancji do wywotywania sensybilizacji skory. Jednak istniejg pewne wyjatki.
Nikiel jest jednym z najbardziej znanych alergenéw kontaktowych, jednak w tescie GPMT
jest bardzo ciezko wywotac¢ alergi¢ na nikiel [135]. Wyniki fatszywie ujemne jak ten opisany
powyzej sa bardzo rzadkie, niemniej jednak si¢ zdarzaja. I odwrotnie, substancja, ktéra jest w
tescie GPMT silnym alergenem nie powinna by¢ z automatu odrzucona z uzycia, szczegdlnie
jesli posiada korzystne wtasciwosci [128]. W tej sytuacji powinno si¢ zawsze oszacowac

stosunek korzysci do ryzyka.

Reasumujac — propolis moze by¢ alergenem kontaktowym dla pszczelarzy, jednakze
alergia kontaktowa w tej grupie zawodowej nie jest zjawiskiem powszechnym. Inaczej
na kontakt miejscowy z propolisem reaguja pszczelarze zdrowi i1 inaczej pszczelarze
ze zmianami dermatologicznymi, a zwlaszcza z atopowym zapaleniem skory. Badania
wykazaly, ze u zdrowej populacji pszczelarzy odsetek uczulonych na propolis wynosi
zaledwie 0,97 %, podczas gdy u pszczelarzy alergikéw odsetek ten wynosi az 28,9 %. Alergia
kontaktowa na propolis u pszczelarzy rozwija si¢ po kilku latach pracy w pasiece (wedlug
danych niemieckich $rednio po 9,5 latach) i w duzej mierze zalezy od zawarto$ci sktadnikow.
Pszczelarze alergicy nie sg bardziej narazeni na alergi¢ kontaktowg na propolis niz chorzy
leczeni wczesniej z powodu dermatoz skérnych. Pszczelarze uczuleni na propolis powinni
zachowac szczeg6lng ostrozno$¢ podczas pracy w pasiece, unika¢ bezposredniego kontaktu
z propolisem poprzez stosowanie srodkdw ochrony osobistej (np. rekawiczki), nie stosowac
rozpuszczalnikOw do mycia brudnych rgk oraz nie stosowa¢ propolisu w celach

terapeutycznych.

Propolis w stezeniu 5% w roztworze etanolu — w przeciwienstwie do balsamu
peruwianskiego - nie wykazat dzialania alergizujacego w tescie maksymalizacji u $winki
morskiej. Dostgpne na rynku farmaceutycznym produkty zawieraja etanolowy ekstrakt
propolisu w stezeniu nieprzekraczajacym 5%, a zatem ich stosowanie miejscowe u ludzi
zdrowych, niemajacych choréb dermatologicznych, wydaje si¢ bezpieczne. Alergia

kontaktowa na propolis wystepuje u ludzi zdrowych rzadko. Natomiast u 0séb z chorobami
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dermatologicznymi niebezpieczenstwo wystapienia alergii kontaktowej jest wigksze,
ale w wigkszosci przypadkéw jest do uniknigcia po przeprowadzeniu wywiadu lekarskiego,
wczesnym odstawieniu stosowanego preparatu propolisowego i1 wykonaniu ptatkowych

testow uczuleniowych.
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6. Wnioski

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze:

Propolis moze by¢ alergenem kontaktowym dla pszczelarzy, jednakze alergia kontaktowa
w tej grupie zawodowej nie jest powszechnym zjawiskiem.

Prawdopodobienstwo rozwoju nadwrazliwosci kontaktowej na propolis jest mniejsze
u pszczelarzy zdrowych, bez alergicznych dermatoz skérnych niz u pszczelarzy
z chorobami alergicznymi.

U zdrowej populacji pszczelarzy odsetek uczulonych na propolis wynidést 0,97%,
podczas gdy u pszczelarzy z chorobami alergicznymi odsetek ten wynidst az 28,9%.
Czestos¢  wystepowanie alergii  kontaktowej ws$réd pszczelarzy zdrowych jest
poréwnywalna z czgstoscig wystepowania alergii kontaktowej u os6b zdrowych,
ktéra waha si¢ od 0,76 — 4, 3%.

Wystepowanie alergii kontaktowej na propolis wsréd pszczelarzy jest r6zne w réznych

rejonach kraju — najwigksze w wojewddztwie lubelskim i matopolskim.

Pszczelarze powinni zachowa¢ szczegdlng ostrozno$¢ podczas pracy w pasiece, unikac
bezposredniego kontaktu z propolisem poprzez stosowanie srodkéw ochrony osobistej

(np. rekawiczki).

W tescie maksymalizacji $winki morskiej propolis w stezeniu 5% nie wykazat dziatania
alergizujacego, natomiast balsam peruwianski zastosowany w analogicznym stezeniu
wykazal wtasciwosci alergizujace.

Uzyskane wyniki u zwierzat do$wiadczalnych nie potwierdzity silnych wtasciwosci
alergizujacych propolisu obserwowanych w badaniach wcze$niejszych.

Brak dziatania alergizujacego propolisu w teScie maksymalizacji u $winek morskich
mozne wynika¢ z mniejszego stezenia propolisu uzytego w badaniach, jak réwniez
ze zmniejszenia zawarto$ci odpowiedzialnych za wywolywanie reakcji nadwrazliwosci
estrow kwasu kawowego w propolisie w zwigzku z masowym wycinaniem topoli.
Dostepne na rynku farmaceutycznym produkty zawierajg etanolowy ekstrakt propolisu
w stezeniu nieprzekraczajacym 5%, a zatem ich stosowanie miejscowe u ludzi zdrowych,

niemajacych choréb dermatologicznych, wydaje si¢ bezpieczne.
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7. Streszczenie

Propolis jest produktem pszczelim o witasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych,
przeciwzapalnych oraz utatwiajacych gojenie ran. Propolis podany doustnie jest uznawany
za produkt nietoksyczny i rzadko wywotlujacy reakcje nadwrazliwosci. Natomiast opisywane
sg reakcje alergiczne podczas stosowania propolisu i jego preparatow zewnetrznie. Propolis
jest zawodowym alergenem kontaktowym u pszczelarzy jako grupy najbardziej narazonej
na kontakt z propolisem i zawarte w nim alergeny z racji wykonywanego zawodu.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena czesto$ci wystepowania alergii
kontaktowej wsrdd polskich pszczelarzy 1 ich rodzin, jak réwniez ocena potencjalu
alergizujacego propolisu w tescie maksymalizacji na §winkach morskich.

W  przeprowadzonym badaniu kwestionariuszowym ws$rdd polskich pszczelarzy
z 6 wojewddztw wykazano, ze odsetek uczulonych na propolis wynosit 3,05%. Pszczelarze
sa bardziej narazeni na wystgpienie alergii niz populacja zdrowa (0,64%-1,3%), natomiast
nie sg bardziej narazeni na wystgpienie alergii niz chorzy dermatologiczni, leczeni wczes$niej
z powodu dermatoz alergicznych (1,2% - 6,7%). Z 2205 cztonkéw rodzin pszczelarzy
stosujacych propolis w celach prozdrowotnych (nie przy pracy w pasiece) jedynie u 14 0s6b
(0,63%) wystapito uczulenie na propolis.

Dodatkowo w badaniu nie stwierdzono zwigzku migdzy uczuleniem na propolis
a uczuleniami na inne produkty pszczele. Natomiast stwierdzono silng zalezno$¢ miedzy
wystepowaniem atopowego zapalenia skory a uczuleniem na propolis. Az trzy na cztery
osoby z AZS byty uczulone na propolis. W grupie pszczelarzy z dermatozami skérnymi
odsetek uczulonych na propolis wynosit 28,9%, podczas gdy w grupie pszczelarzy

niealergikéw odsetek uczulonych na propolis wynosit 0,97%.

W badaniu na zwierzetach nie wykazano wtasciwosci uczulajacych propolisu w tescie
maksymalizacji $winki morskiej (GPMT) w stezeniu 5%. W badanych fragmentach skory
rOwniez nie stwierdzono zmian charakterystycznych dla stanu zapalnego, a jedynie
mobilizacj¢ granulocytow, gidéwnie w obrebie skory wihasciwej. Obserwowane zmiany moga
sugerowa¢ bardzo wczesne etapy nadwrazliwosci. Natomiast w tescie GPMT wykazano
wlasciwosci alergizujace balsamu peruwianskiego zastosowanego w analogicznym stezeniu,
co znalazto réwniez potwierdzenie w badaniach histopatologicznych oraz podwyzszonej
eozynofilii. W skorze zwierzat kontrolnych nie obserwowano zmian w obrgbie naskérka,
a pojedyncze granulocyty obserwowano tylko w obrebie skéry wiasciwej. Préba oznaczenia

stezenia interferonu gamma w surowicy krwi badanych zwierzat nie powiodta si¢ ze wzgledu
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na jego zbyt niski poziom - ponizej granicy oznaczalnosci - zarbwno w grupie z propolisem,

jak 1 balsamem peruwianskim i grupie kontrolne;.

Uzyskane wyniki u zwierzat doSwiadczalnych nie potwierdzity silnych wlasciwosci
alergizujacych propolisu obserwowanych w badaniach wcze$niejszych. Brak dziatania
alergizujacego propolisu w tescie maksymalizacji $winki morskiej mozne wynikac
z mniejszego stezenia propolisu uzytego w badaniach, jak rowniez ze zmniejszenia zawartosci
odpowiedzialnych za wywolywanie reakcji nadwrazliwosci estréw kwasu kawowego

w propolisie w zwigzku z masowym wycinaniem topoli.
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