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Bevezetés és irodalmi attekintés

A parazitdk elleni védekezés témakorén beliill az izeltlabti ektoparazitdk elriasztasa
kiemelkedd jelentdséggel bir, hisz ezek az ¢16skodok a gazdaszervezet kozvetlen karositasan
tal bizonyos veszélyes korokozok vektorai is lehetnek (FARKAS 2015., MULLEN &
DURDEN 2009.). Az egyik, jarvanyvédelmi szempontbdl igen jelentds csoport a kullancsok
(FARKAS 2015.), ezekkel az allatokkal, pontosabban a tavoltartasukkal kapcsolatosan
végeztiink kisérleteket.

Szamos repellens hatasii anyag ismert a természetes illoolajoktol a szintetikus vegyiiletekig,
kiilonb6zé  spektrummal, hatékonysaggal, mellékhatasokkal, melyek irodalma igen
szertedgazd6 (THORSELL; MIKIVER & TUNON 2006., NERIO; OLIVERO-VERBEL &
STASHENKO 2010., SCHRECK; FISH & MCGOVERN 1995., MAIA & MOORE 2011.).
Az utobbi idében egyre erdsddik az a tendencia ezen a teriileten is, hogy szivesebben
hasznalunk természetes vegyiileteket (NERIO; OLIVERO-VERBEL & STASHENKO
2010.), igy ezen anyagok hatékonysaganak tesztekkel valo igazolasa egyre fontosabba valt. A
természetben rengeteg olyan anyag taldlhato, aminek riasztd hatast tulajdonitanak, azonban a
valoban hatékonyak kiszlirése ezek kozil (vagyis amelyekkel érdemes foglalkozni a
gyogyszerfejlesztés sordn) igen koltséges és koriilményes eljards az altalanossadgban
alkalmazott preklinikai vizsgalatokkal (STAFFORD 2005; Anonymous 2007). Az Eurdpai
Gyodgyszerligynokség eldirasa szerinti preklinikai tesztek kullancsellenes repellensekre in
vivo jellegliek, kezelési csoportonként legaldbb 6 kisérleti allattal, allatonként 50 adult
kullanccsal, amelyek kozt az 1:1 ivarardny javasolt (Anonymous 2007). Alkalmaznak
emberkisérleteket is, mely soran repellensenként 10 ember kézhatara keriil 5-5 kullancs, majd
a fliggolegesen tartott, riasztd anyaggal kezelt alkarra vald felmaszast (negativ geotaxis) vagy
annak hidnyat rogzitik (hivatkozas?).

Munkank soran két ndvényi illéolajat, a citronellalt és a geraniolt hasonlitottuk Ossze
kiilonbozé  éldhelyeken  gytijtott  kullancsok felhasznalasaval, mikézben egy 1j,
koltséghatékonyabb vizsgalati moédszert teszteltiink. A geraniol a Geranium (gélyaorr)
igazoltan jo repellens hatasu illdolaja, melynek nagyobb koncentracidoban 616 hatdsa is van
(GALFI; CSIKO & JERZSELE 2015). A citronellal a Cymbopogon nardus (cironella)
ill6olaja, mely negativan befolyasolja bizonyos kullancsfajok szaporodasat (CUNHA DOS
SANTOS; SILVEIRA FLORES VOGEL & GONZALEZ MONTEIRO 2012).



Célkituzeések

A repellensek preklinikai tesztjei azt hivatottak eldonteni, hogy az adott hatdanyag esetében
érdemes-e elkezdeni a gyogyszerfejlesztés hosszu és koltséges folyamatat, vagyis van-e ra
realis esély, hogy a szer hatékony. Eldirds szerint erre 4llatkisérleteket alkalmaznak
(Anonymous 2007), ugyanakkor ez magaban is egy elég koltséges eljaras, nem beszélve a
dolog allatvédelmi oldalarol, igy felmertil a kérdés, hogy lehet-e, és ha igen, hogyan lehetne
az allatokat helyettesiteni a gyogyszerfejlesztés ezen eldzetes, vizsgalddo szakaszaban.

Célunk egy olyan in vitro teszt kidolgozasa volt, ami nem igényel kisérleti allatokat, gyors,
realis eredményt ad, kevesebb kullancsot igényel és koltséghatékony. Ezekkel a tesztekkel
szemben a legfontosabb elvaras, hogy gyorsan €s olcsén adjon hasznos eredményt. Az
allatkisérletek ahol lehet mell6zése fontos allatvédelmi irdnyelv, rdadasul az allatok
beszerzése és tartdsa komoly anyagi és idOraforditast igényel. Az is fontos szempont volt,
hogy a kisérlethez ne legyen sziikség tobb szaz kullancsra, hanem lehetdleg szaz alatti szam
legyen a vizsgalatban részt vevo egyedek szdma, mert azok tomeges gytijtése nem egyszeri

feladat még erdsen fert6zott teriileten sem.



Anyag és modszer

A vizsgalati tér

A méréseket egy szabalyos kocka alaku, 1 m® térfogatl, szilikonos ragasztoval késziilt,
atlatszé plexidobozban (polimetil-metakrilat) végeztiik, melyen eldl egy 50 cm x 50 cm-es
szintén atlatszo plexi ajtd helyezkedett el. A doboz aljara kiviilrél 10 cm x 10 cm-es racsot
szerkesztettiink alkoholos filccel, majd fehér papirral boritottuk be a kullancsok mozgasanak

megfigyelését megkonnyitendo.

A Kkullancsok
A kullancsok gytjtése két modon tortént: az egyik moddszer a fiihalozas, mely sordn egy
fliggdbnyanyagbol varrt, megerdsitett kereti, kup alakti haldéval sOportem at a lagyszara
novényzetet olyan teriileteken, ahol kullancsok eléforduldsat sejtettem, majd a begytjtott
novénytormelék és  allatok
koziil kivalogattam a
kullancsokat (1. kép).

A masik  moddszer a
leped6zés, mely soran egy
lepeddt, rongyot, polot huz
végig az ember a fliben, és a
kullancsok az als6¢ felére

masznak. Ezt a modszert a

szovet megszagositasaval

lehetett hatékonyabba tenni, 1. kép: Kullancsgyiijtés fiihdléval

vagyis kutya mellé¢ betenni,

vagy a polot megfeleld fizikai munka utan hasznalni erre a célra.

Mindkét modszerrel gytijtottiink nagyobb mennyiségii kullancsot. A moddszerek kullancsok
taplalékkeresési viselkedését hasznaljak ki, igy a gyljtott parazitdk faj, kor és ivar szerinti
Osszetétele €és aranya hasonld ahhoz, mint ami egy ott elhalad6 allatra méaszna fel taplalkozas
céljabol. A gyujtott kullancsok fdleg a Dermacentor, Ixodes ¢és Haemophysalis

nemzetségekbdl keriiltek ki, de fajukat nem hataroztuk meg pontosabban.



A vizsgalt anyagok

A vizsgalat soran novényi illéolajok, a geraniol €s a citronellal 0,1%, 1%, 5% ¢és 10%-o0s
higitasu vizes emulzidit hasznaltuk. Pozitiv kontrollként OFF-ot alkalmaztunk, melynek
hatéanyaga N,N-dietil-toluolamid. Negativ kontrollunk a desztillalt viz volt.

A cironellalt és a geraniolt (mintegy 350 ml-t mindkett6b6l) az Animall Professional Care
Kft. (2376 Hernad, F6 utca 183., Magyarorszadg) bocsajtotta rendelkezésiinkre. Mindkettd
megfelel a biocid termék eldirdsoknak, legalabb 97% tisztasdguak.

Citronellal: Gyarto: BASF Corporation NJ, USA
Gyartasi szam: 01825629U0
Gyartasi id6: 2014.04.02

Lejarat: 4 év

Geraniol: Gyart6: Neudorff GmbH/KG, Németorszag
Gyartasi szam: 11600667
Gyartasi id6: 2014.06.11

Lejarat: 4 év

OFF! Spray (termék): Forgalmaz6: DM Magyarorszag
Gyarto: S.C. Johnson GmbH, Ausztria
Hatoanyag: dietil-toluamid
Hatdanyag tartalom (a termékben): 7%
Gyartési szam (termék): 877506
Gyartasi id6 (termék): 2016.04.15

Lejarat (termék): 4 év

A repellens hatas vizsgalata pozitiv taxist kivalté inger nélkiil

Ennél a vizsgalatnal azt figyeltiik, hogy a repellensek hogyan valtoztatjdk meg a kullancsok
mozgasat. Abbol indultunk ki, hogy ha az idegen kornyezetbe helyezett kullancsoknal a
menekiilés, helykeresés kozben is kimutathatova valik a repellens hatas, akkor feltételezhetd,
hogy a nyugalomban 1évd, taplalkozni kivand kullancsokndl ez még kifejezettebb lesz.
Ugyanis amig a plexire helyezett kullancs a lehetd leggyorsabban egy nyirkos, sotét helyre

akar tavozni, addig az idedlis kornyezetben 1€évo vélhetden érzékenyebb a riasztdo hatasu
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anyagokra, hisz nincs rajta a mozgasara iranyul6 kiilsé kényszer. Vagyis ha stressz ellenére is
kimutathaté az anyagok repellens hatasa, akkor az logikusan in vivo még inkabb hatékony
kell legyen.

A két vizsgalt repellenst, a geraniolt és a citronellalt, 0,1%-o0s és 1%-0s koncentracidban
hasonlitottuk 0ssze N,N-dietil-toluolamid pozitiv kontroll mellett. Mindkét anyag riasztd
hatdsanak koncentraciofiiggését is vizsgaltuk 1%-o0s, 5%-o0s és 10%-o0s oldatok
Osszehasonlitdsdval. Minden esetben desztillalt vizzel az oldatokkal azonos modon atitatott
gézcsikot hasznaltunk negativ kontrollnak, valamint kontroll mérést is végeztiink kizarolag

vizes gézcsikokkal.

2. kép 3. kép

A repellenseket — kiilonbozd vizes higitdsban — 10 cm széles és 50 cm hossz(i gézcsikokra
vittiik fel, melyeket négyzet alakban rendeztiink el (2-3. kép), ennek a kézéppontjara kertiltek
a kullancsok egy kupak al4, ahonnan egyszerre inditottuk 6ket a kupak levételével a futtatas
kezdetekor. A mozgast egy Samsung Galaxy Trend Plus okostelefon hatoldali kamerajaval
kovettiik nyomon, fél-egy perces idokozonként fotézva egyet rogzitett kameraallasbol, a

doboz tetejérdl (targytavolsadg ~1m). A készitett képek mérete 2560x1920 pixel.

A vizsgalat menete
A gylijtott kullancsokat egy nagyobb csoportban tartottuk, és a legvitalisabb 30-50 példanyt
valogattuk ki kisérletekhez. Igy egy-egy kullancs — megfeleld pihentetés utan — tobb

futtatasban is részt vehetett.



Az allatokat a teszt inditdsat megel6zden egy kupak ald gytijtottiik, hogy ne széledjenek szét
és egyszerre lehessen Oket inditani. Az inditast megelézoen késziilt a '0." felvétel, majd
levettiik a kupakot. A kullancsok mozgésat 5-8 percig figyeltiik és rogzitettikk, ez az 1d6
béven elegendének bizonyult a repellens hatds vizsgéalatdra. A kontroll futtatds soran
striibben készitettiink felvételeket, hogy a
vizsgalt anyagokkal torténd futtatasok képeihez
minél kozelebbi idejii kontroll képet tudjunk
rendelni.

A dobozt az egyes vizsgalatok kozt alkoholos
ronggyal toroltiik ki, és kiszelldztettiik.

A fényképeket Pinta képszerkesztd segitségével
dolgoztam fel. Egy 3x3-as racsot szerkesztettem
rajuk, és az egyes celldkban megszamoltam a

kullancsokat. A racsszemeket a-tol f-ig betiikkel

lattam el, ¢és egy tdblazatban mint

gyakorisagokat rogzitettem a kullancsok szamat

4. kép

az egyes képek egyes cellaihoz (4. kép).

Statisztika

A statisztikai elemzést R Commander segitségével végeztiikk. Eldszor a kontroll futtatast
ellendriztiik, hogy egyenletes-e az eloszlas a celldkban. Erre khi-négyzet probat alkalmaztunk,
szimulalt p-értékkel, mivel a varhaté gyakorisdgok a cellakban 5 alattiak voltak. A
vizsgalatok sordn az egyes celldkban kapott gyakorisdgok eloszlasat Fisher-féle egzakt
probaval vetettik Ossze a kontroll vizsgalat eredményeivel. A képeket parositottuk,
mérésenként legalabb hét kép adatait elemeztiik.

A citronellal és a geraniol koncentraciofiiggés-vizsgalatanak képeit egymassal 1is
0sszehasonlitottuk azokon a képeken, ahol a kullancsok mar kelléen szétoszlottak.

Az 1%-0s és 0,1%-0s Osszehasonlitds soran késziilt képeket oly mddon is 6sszehasonlitottuk a
kontrollal, hogy a ko6zépsé cellaban 1évo kullancsoktol eltekintettiink, és csak a szélsé
racsszemekben 1évo gyakorisagi értékeket hasonlitottuk Ossze. Erre azért volt sziikség, mert
ezekben a futtatdsokban sok volt a csokkent ¢letképességli kullancs, amelyek nem, vagy csak

alig tavolodtak el az inditas helyétdl, és kozépen ,,felhalmozodva” fals eredményt okoztak.



Ezt az Osszehasonlitast csak azokon a képeken végeztiik el, ahol a kép kontroll parjanak
eloszldsa mar egyenletes volt, vagyis elég 1do6 telt el ahhoz, hogy a kullancsok szétoszoljanak.
Abrak

Az abrdkat R Studio, GIMP ¢és Pinta programok segitségével készitettiik. A képsorok
szamozasa nem koveti azt a rendet, ami a képek elemzéshez valo pérositasa soran kialakult,
hanem az atlathatosag érdekében 1-7-ig, illetve 8-ig szamoztam Oket fliggetlentil attol, hogy
valojaban hanyadik felvétel volt az adott vizsgélatban és hogy melyik kontroll képhez volt

idében kozel, vagyis melyikhez rendeltiik hozza.

Egyéb mddszerek

Pozitiv taxis és gatlasa

A vizsgalatnak ebben a részében olyan ingereket probaltunk eldidézni, amelyek
csalogathatjak a kullancsokat, majd ezutan a repellens hatast kivantuk vizsgalni a pozitiv taxis
ellenében. A thermotaxist egy Exo-Terra terrariumi fiithetd misziklaval igyekeztiink
modellezni, valamint kiilonboz6é csalogatdé anyagokat is hasznaltunk: ammoniat és vajsavat,
valamint kutyakozmetikabol szdrmazo6 szort, a gytjtéshez hasznalt polot, valamint vért
(MITCHELL et al 2017.; WALADDE & RICE 1982).

A szOrt a miszikldhoz gézzel rogzitettik, igy egy 35-40°C-os, kutyaszdrszagi gombodc
keletkezett, amit a fent emlitett anyagokkal vagy azok nélkiil kinaltunk fel az alanyoknak. A
gyujtéshez hasznalt polot szintén kerek alaktira gytirve helyeztiik el.

Egy masik elrendezésben a szort gézhengerekbe toltottiik, és négyzet alakban helyeztiik el, a
pozitiv taxis nélkiili vizsgalatnal leirt médon kezelve a vizsgélt anyagokkal, vagyis a két

modszert 6tvoztik.

Folytonos valtozok elemzése

A fényképeket GIMP képszerkesztével dolgoztam fel: a kullancsok pixelben megadott
koordinatait egy tablazatban rogzitettem képenként. Ezeket a koordinatakat egy olyan, jobb
sodrasu koordinata-rendszerbe transzformaltam, ahol az origé az indulasig a kullancsokat
fedd kupak kozéppontja, valamint a pixeleket mm-re valtottam. A statisztikai elemzéshez a
kozépponttdl valo tavolsagot és az elmozdulas szogét alkalmaztam, ezeket a koordinatakbol

szdmoltam ki a Pitagorasz-tétel és a trigonometria segitségével.



Az elemzést R Studio-val végeztiik. Nullhipotézisiink az volt, hogy a kontroll futtatdsban
résztvevd kullancsok, és a repellens tartalmu textilcsikok kozé helyezett kullancsok
kozépponttdl vald tavolsaganak és az elmozdulds szogének a két csoportnal azonos a
variancidja. Egyoldalt ellenhipotézisiink szerint pedig a variancia kisebb a kezelt térbe
helyezett kullancsoknal, mert a szerek eltéritik az egyébként random mozgasukat egy iranyba.
A vizsgélat soran parba rendeztiik a hasonld idoben késziilt képeket az aktudlis vizsgalt és a
kontroll futtatasbol, majd a képparokat hasonlitottuk dssze.

Mann-Whitney-féle U-probaval szintén probaltuk az adatsorok kozti eloszlasbeli

kiilonbségeket megtalalni.
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Eredmények

Semleges kdrnyezetben a kullancsok véletlenszeri mozgasuk révén egyenletesen toltotték ki a
teret, ezt mutatja a kontroll mérés eredménye. Az abrakon az egyedszamok az aktiv, mozg6
kullancsok szamat jelolik. (A kullancsok egyedszama a cellakban képenként: 1-9. 4bra; Az
egyenletes eloszlastdl vald eltérés tesztelésére alkalmazott chi-négyzet préba szimulalt p-

értékei: 1. tdblazat)
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A citronellal és a geraniol repellens hatdsanak Osszehasonlitdsa soran a kdvetkezOképpen
alakultak a kullancsok egyedszamai (10-16., illetve 17-24. é4bra), valamint a kontrollhoz

viszonyitott eloszlasra Fisher-féle egzakt probaval kapott p-értékek (2. és 3. tablazat):
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2. tablazat
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3. tablazat

Miutan elhagytuk a k6zépso cellat (i) az elemzésbdl (1asd Anyag és mddszer), a kdvetkezd p-

értékeket kaptuk (28-29. abra):

Il

0.
S
g0t

4. tablazat 5. tablazat
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A geraniol koncentraciofliggés-vizsgalata soran a kullancsok eloszlasat a 25-31. dbra mutatja,

a Fisher-teszt altal adott p-értékeket a 6. tdblazat foglalja 6ssze.
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31. abra: 7. kép (geraniol)



6. tiblazat

A citronellal koncentraciofiiggés-vizsgalata soran a kullancsok eloszlasat a 32-38. 4bra

mutatja, a Fisher-teszt altal adott p-értékeket a 7. tdblazat foglalja 6ssze.
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37. ébra: 7. kép (citronellal)
7. tablazat
A két vizsgalt illoolaj koncentraciofiiggésének Osszehasonlitisa soran a 8. tablazatban

megtalalhat6 p-értékek jottek ki.

8. tablazat

Az 1) modszerek kikisérletezése soran elkeriilhetetlen a zsdkutcak, akadalyok, korlatok
feldezése teljesen akaratlanul. Veliink sem volt ez masképp, egész sor zatonyra futottunk ré a
vizsgalataink soran, melyek ugyanakkor tanulsagosak voltak a munkdnkra és a jovOre nézve.
Az 'Egyéb modszerek'-nél az Anyag és modszer fejezetben felsorolt vizsgalati médok egyike
sem mitkddott, vagy fals eredményt adott, most roviden ezt részletezem.

Pozitiv taxist egyik esetben sem sikeriilt kivaltani a kullancsokon.

A folytonos valtozok elemzése fals eredményre vezetett. Mivel az adatsorok eloszldsa nem

volt normalis, erdsen lecsokkent a szoba johetd probak szama. Sehol sem kaptunk
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szignifikans eredményt, még ott sem, ahol szemre is tokéletesen latszodott a repellensek altal

kivaltott negativ chemotaxis.
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Megbeszélés

A kontroll egyenletes eloszlasanak vizsgalata

Ahogy a p-értekek novekedésébdl is latszik, a kozéprdl induld kullancsok fokozatosan
eloszlanak a vizsgalati térben egyenletesen: az 5. kontroll képtdl kezdve eloszlasuk
szignifikdnsan nem tér el az egyenletestdl, vagyis megallapithato, hogy nem befolyasolta dket

szamottevden a vizsgalati téren kiviili tényezd.

A repellensek 0,1%-o0s koncentracioinak osszehasonlitasa

Bér a futtatas vége felé késziilt képekken mar észlelhetd nagyobb gyakorisdg a vizes csik
kozelében, a p-értékek sehol nem mutatnak szignifikanciat, csupan megkozelitik az 5%-os
szintet. A kozépsO cella figyelmen kiviil hagyasaval a p-értékek tovabb csokkentek, de a
kontrolltdl valo eltérés igy is csak kardindlisan szignifikéans.

Ebben a koncentracidban lathatéan a repellensek hatékonysdga nem iiti meg azt a szintet,
hogy oly mértékii riasztd hatast fejtsen ki, ami a kullancsokat nagyobb tavolsagra riasztja el,
ezaltal a kullancsok szama nem fog a kevésbé riasztdo gézcsikok mentén szignifikansan
megndni. A modszer szadmara tehat ebben a tartomanyban tul kis mértékii az anyagok kozti

eltérés ahhoz, hogy kimutathat6 legyen.

A repellensek 1%-0s koncentracidinak osszehasonlitasa

1%-0s koncentracidban mar jobban érezhetéek az egyes anyagok kozti hatékonysagbeli
kiilonbségek, de szignifikans eltérést a kontrolltol csak akkor tapasztaltunk, amikor elhagytuk
a kozépso cellat az elemzésbdl. Erre azért volt sziikség itt és a 0,1%-0s Osszehasolitas
esetében, mert e két futtatds soran kevésbé életképes kullancsok is kertiltek a vizsgalati térbe,
és ezek nem Iéptek ki a kozépsd cellabol, ugyanakkor a képeken nem lehetett Oket
elkiiloniteni a rendesen mozgod tarsaiktol. Kozépen felhalmozddva pedig torzitottdk az
eloszlést, és ez kis mértékben megnovelte a Fisher-féle egzakt proba altal kiadott p-értékeket.

A kozépso cella elvetésével egy helyen kaptunk szignifikans eredményt.

A két Osszehasonlitd vizsgalatok tapasztalata azt mutatja, hogy ezek a koncentraciok a
modszer érzékenységének alsod hataran mozognak. A szignifikans €s kardinalisan szignifikdns
eredményekbdl pedig arra kovetkeztethetiink, hogy a geraniol a dietil-toluamidhoz hasonlé

hatékonysagu ebben a koncentracidban, a citronellal pedig valamivel gyengébb repellens. Ez
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az eredmény O6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy a geraniol az illdolajok kozt az erdsebb
hatastak kozé tartozik, cid hatdsa is ismert nagyobb koncentracioban (GALFI, P.; CSIKO,
Gy.; JERZSELE, A. 2015).

A geraniol koncentraciofiiggés-vizsgalata

Egy képnél kaptunk szignifikdns p-értéket, ami azért érdekes, mert a vizsgalat soran
egyértelmiien latszott, hogy a kullancsokat riasztja az anyag. Ez az ellentmondés két modon is
magyarazhatd. Az egyik, hogy a kullancsok egy része a vizes csikon atmaszva elhagyta a
korbezart teriiletetet, ami torzitja az eredményt. A masik magyarazat pedig az, hogy a geraniol
kis koncentracidban is olyan riasztd volt az allatok szdmdra, hogy azok inkabb
visszafordultak, és nem megkeriilni probaltak. Emellett nem csak a gézcsikkal valo
kontaktust, hanem a kornyezetét is keriilték. Ahogy a késObbiekben targyaldsra keriil, a
geraniol hatasa joval kevésbé koncentraciofiiggd — eredményeink szerint — a citronellalénal.
fgy, mivel harom oldalrél kériilvette Sket a repellens, ami raadasul tavolrdl is riasztélag hatott
¢s ez a riasztd hatdsa kevésbé fiiggdtt a koncentraciotdl, kevésbé alakult ki taxis a

koncentraciogradiens mentén.

A citronellal koncentraciofiiggés-vizsgalata

A citronellal vizsgalata hozta a legegyértelmiibb eredményt az Osszes futtatas kozil. Mar a
harmadik képtdl szignifikdnsan eltér a kontroll eloszlastol a kullancsok elrendezddése (idében
ez az 5. kontrollképhez volt kozel, ahhoz is volt rendelve az elemzésnél, hanem a nulladik és
az elsO értekelhetd felvétel kozt telt el tobb 1dd), a negyedik képtdl kezdve pedig a p-érték
nagyon erds szignifikanciat mutat.

Ennél a vizsgalatnal nem okozott gondot a képrdl vald lemaszas, mert a kullancsok a vizes
csik ala bujtak, ami latszodott a képeken.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy a citronellal repellens hatasa erdsen fiigg a koncentraciotol.
Mig az 1%-os csikot megkdzelitik, sot, ra is maszhatnak, addig az 5%-os, de még inkabb a

10%-os citronellal nagyon erds repellens hatassal bir.
A két anyag koncentraciofiiggésének osszehasonlitasa

Azokat a képeket, ahol a kullancsok jelentds része mar elkezdett mozogni, egymassal is

Osszehasonlitottuk a két kisérlet 6sszehasonlitasaként. Harom idépontban is szignifikans a két
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eloszlas eltérése, ami azt jelzi, hogy a két anyag koncentraciofiiggése eltéré. A citronellal

riasztd hatdsa sokkal szélesebb skaldn mozog a koncentracio fliggvényében, mint a geraniolé.

Egyéb modszerek

Pozitiv taxis kivaltadsa vélhetéen azért nem sikeriilt, mert a kullancsok a manipulacidok okozta
stressz ¢€s a természetestodl igen kiilonb6zoé kornyezet (paratartalom!) miatt elsésorban elbujni,
nem pedig taplalkozni akartak. A masik ok pedig az, hogy a vizsgalt kullancsok olyan
fajokbol kertiltek ki, amelyek a névényzetben varjak a gazdat, nem pedig aktivan kutatjak fel,
mint pl. a Hyalomma marginatum (FARKAS, R. 2015.).

A pozitiv taxis nélkiili vizsgalati mod szdrrel tomott gézhengerrekkel valod tovabfejlesztése
nem volt alkalmas a vizsgalatra, mert a kullancsok a gézbdl kiszabaduld apr6 szdrszalakba
kapaszkodtak, és mozgas helyett egy csomodba gabalyodtak dssze.

A folytonos valtozok felvétele igen hosszadalmasnak bizonyult az &latlunk hasznalt
szoftverekel, rdadasul sokkal nehezebb korrigalni az adatokat, ha valamilyen torzit6 tényezot
fedeziink fel. A normal eloszlast a legtobb esetben a csokkent életképességli kullancsok
adataibol 6sszeallé mésodik cstcs ,,rontotta el”, az adatsorbol pedig szinte lehetetlen kisziirni

ezeket.

Tanulsagok a modszer finomitasat illetéen, a fejlesztés lehetéségei

A vizsgalatok szdmos lehetséges hibaforrasra mutattak rd a mddszer alkalmazidsa soran,
melyek kikiiszobolése elsddleges fontossagu a vizsgalatok finomitésa soran.

1. A vizsgélati teret ugy kell megalkotni, hogy a kullancsok ne tudjanak kilépni a
repellensekkel atitatott €s a kontroll gézcsikok alkotta négyzetbdl.

2. Kiilonb6zd anyagok dsszehasonlitasa esetén nagyobb koncentraciokat érdemes hasznalni.

3. A pozitiv taxis kivaltasa, ,,miikutya” 1étrehozésa kullancsok esetében nem miikodik.

4. A folytonos valtozok nehezen kezelhetdek, viszont a racsszemekben tapasztalt
gyakorisagokkal dolgozo statisztikai eljarasok finomithatok tovabb, nagyobb szamu kullancs
esetén slirlibb racs is keriilhet a képekre, ami tovabb ndveli a pontossagot.

5. A képek készitése soran egy nagy iddintervallummal dolgozd, sorozatfelvételt készitd

fényképezOdgép haszndlata precizebbé tenné az adatgylijtést.
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Osszefoglalé

A kullancsok elriasztasa - parazita és vektor tevékenységiik miatt - fontos része a haziallatok
egészségvédelmének. Erre a célra egyre tobb természetes anyag, példaul novényi ill6olajok
alkalmazasa mertil fel lehet6ségként. Azonban, egy-egy Uj repellensnek t{in6 anyag hatasanak
ellendrzése komoly koltséget jelent, ha az el6irasok szerinti allatkisérletekkel vizsgaljak azt,
raadasul nagy mennyiségli kullancsot igényel. Tovabba, allatvédelmi szempontbol is
kivanatos lenne kivaltani az allatkisérleteket in vitro tesztekkel.

Munkank soran 4j in vitro vizsgalati modszert fejlesztettiink ki és teszteltiink olyan modon,
hogy két ill6olaj, a citronellal és a geraniol repellens hatasat hasonlitottuk 6ssze desztillalt viz
negativ és N,N-dietil-toluolamid pozitiv kontroll mellett 0,1%-0s és 1%-o0s koncentracioban.
Teszteltlik tovabba a két anyag koncentraciofiiggését is 1%-os, 5%-s és 10%-os higitasu vizes
emulziok hasznalataval vizes negativ kontroll mellett. A vizsgaland6 anyagokat és a
kontrollokat gézcsikokra vittiik fel, majd négyzet alakban helyeztiik el 6ket a vizsgalat helyéiil
szolgalé kocka alakd, atlatszo plexibdl késziilt doboz aljan. Végeztiink kontroll futtatast is,
csak vizzel nedvesitett gézcsikok hasznalataval. A kullancsokat egyszerre inditottuk kézéprol,
mozgasukat rogzitett allasbol fényképeztiik, majd a kullancsok helyzetének, elrendez6désének
paramétereit hasznaltuk fel az elemezésnél.

Az adatokat R Commander segitségével elemeztiik, az eloszlasok kozti eltérések vizsgalatara
Fisher-féle egzakt probat alkalmaztunk, ahol a kontrollal hasonlitottuk 6ssze az egyes
méréseket, illetve a két anyag koncentraciofiiggés-vizsgalatainak adatait egymassal is
osszehasonlitottuk. A kontroll futtatas egyenletes eloszlasat chi-négyzet probaval teszteltiik.

A citronellal és a geraniol koncentraciofiiggésének vizsgalata soran is szignifikans eltérést
tapasztaltunk a kontroll futtatdshoz képest a kullancsok eloszlasdban, csakigy, mint a két
anyag Osszehasonlitdsa soran. A hataser0sség Osszehasonlitasara iranyul6 futtatasok koziil
csak az 1%-os hozott szignifikans eredményt. Az eredmények alapjan a citronellal hatasa
sokkal inkabb fiigg a koncentraciotél, mint a geraniolé, mely kis koncentraciéban is elég
riasztd6 a kullancsok szamara, mig a citronellal kevésbé. A dietil-toluolamiddal
Osszehasonlitva a citronellal — kis koncentracioban — kevésbé volt hatasos, a geraniol esetében
ez nem volt megfigyelhetd.

Osszességében elmondhatd, hogy a médszer mitkoddképes, és tobbféle dsszehasonlitasra is

alkalmas. A tovabbiakban szeretnénk az j moédszert finomitani, hogy egy olyan egzakt,
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pontos, megbizhatd, valamint jol kivitelezhetd preklinikai teszt legyen beldle, ami kivalthatja

az allatkisérleteket.

Summary

Deterring ticks - due to their parasitic and vector activity - is an important part of domestic
animal health protection. Several natural substances come up, as a repellent; especially
essential oils are the most common ones. However, evaluating the effect of a new repellent
substance is a serious cost, if it is tested by animal experiments according to the regulations,
moreover it requires a large amount of ticks. The animal welfare is important as well, so it
would be great to substitute the animal testing by in vitro tests.

In our work, we have developed and tested a new in vitro test method. The repellent effect of
two essential oils; citronellal and geraniol was compared to purified water as negative control
and to N,N-diethyl-toluamide in 0.1% and 1% dilution as positive control. We also tested the
concentration dependence of the two substances using 1%, 5% and 10% diluted aqueous
emulsions using water as negative control. The test substances and controls were applied to
gauze strips of about 50 cm long and 5 cm wide and placed in square form at the bottom of a
1 m? cubic box of transparent plexiglass (polymethyl methacrylate, PMMA). We also carried
out a control measurement using gauzes moistened only with water. The ticks were started
from the centre at the same time, their motion was captured from a fixed position, and the
parameters of the position and arrangement of ticks were used in the analysis.

The data were analysed by R Commander, and Fisher's exact test was used to compare the
differences between the distributions, all measurements were compared to the control, and the
data of the concentration-dependence studies of the two substances were compared to each
other as well. The uniform distribution of control run was tested by a chi-square test.

The concentration dependency of both the citronellal and the geraniol were significantly
different in the distribution of ticks compared to both the control and each other. Among the
measurements of comparing the strength, only the 1% concentration was significant.
According to the results, the effect of citronellal is more dependent on the concentration than
geraniol, which at low concentrations is quite deterrent for ticks, while the citronellal is less.
Compared to diethyl-toluamide, citronellal was less effective at low concentrations, but this

was not observed in geraniol.
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Overall, it can be said that the method is workable and is suitable for multiple comparisons.
Hereinafter, we would like to refine the new method to provide a precise, accurate, reliable

and well-performing preclinical test that can replace animal experiments.
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