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ROVIDITESEK JEGYZEKE

DMSO Dimetil-szulfoxid

DNS Dezoxiribonukleinsav

IL Interleukin

MIC Minimalis gatlé koncentracié (Minimum Inhibitory Concentration)
PCR Polimeraz-lancreakcid (Polimerase Chain Reaction)

T. foetus Tritrichomonas foetus

T.vaginalis  Trichomonas vaginalis

TNFa Tumor nekrozis faktor-alfa



1. BEVEZETES

A Tritrichomonas foetus (T. foetus) egy vilagszerte elé6forduld egysejtii parazita, amely
hazimacskdkban a vastagbél eredetli hasmenés egyik leggyakoribb korokozoja. A
mindennapi praxisban gyakran hasznalt antimikrobialis szerek legtobbjére rezisztens.
Jelenleg a ronidazol az egyetlen olyan hatéanyag, ami teljes mértékben képes eliminalni a
protozoat, azonban ez nem engedélyezett macskdk szamara, alkalmazasa soran egyes
esetekben kialakulhatnak idegrendszeri tiinetek, illetve ez ellen is egyre gyakoribb az
antimikrobialis rezisztencia. Ugyanezen Tritrichomonas faj egy kiilonallo, genetikailag
eltéré valtozata szarvasmarhakban okoz hiively- €s méhnyakgyulladast, illetve vetélést a
vemhesség elsé felében. Utobbi meérhetetlen gazdasdgi kéarokat okoz azokban az
orszagokban, ahol még mindig elterjedt a természetes uton vald termékenyités, legfoképpen
igaz ez az Amerikai Egyesiilt Allamokra. Mivel élelmiszertermeld éllatok esetén tilos a
nitroimidazolok alkalmazasa, igy ebben a fajban a betegség gyakorlatilag gydgyithatatlan, a
protokoll vagy tenyésztésbOl valo kizaras, vagy kényszervagas. A fentiek alapjan

kétségtelen, hogy sziikség van alternativ kezelési modokra.

A propolisz egy olyan gyantaszerii, természetes koriilmények kozott is eldfordulod
vegyiilet, amelyet méhek termelnek. Mar szamos kutatds bizonyitotta antibakteridlis,
antimikotikus és antiparazitikus hatasat. Osszetételét nagy mértékben befolyasolja a méhek

genetikdja, és az adott teriilet floraja.

Jelen tanulmany célja, hogy meghatdrozzuk a magyarorszagi eredetii propolisz
etanolos kivonatanak in vitro hatékonysagat macskabol és szarvasmarhabol izolalt T. foetus

ellen, valamint 6sszehasonlitsuk a nitroimidazolok hatékonysagaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A propoliszrol altalaban

A propolisz dsszetétele hozzavetdleg 50% gyanta, 30% viasz, 10% illdolaj, 5% pollen
és 5% egyéb szerves Osszetevd [1-5], pontos Gsszetétele azonban nagyban fiigg a foldrajzi
tertilett6l [6], a tertilet florajatol [1, 2, 7], az éghajlati viszonyoktol [8], az évszaktol [1, 2], a
méhek genetikajatol [2, 3] és az oldoszer mindségétdl, amivel kivonjak beldle az aktiv
komponenseket [9]. A propolisz olyan természetes anyag, melyet a méhek novényi eredetii
gyantabol, pollenbdl, valamint riigyek nedvébdl [1, 7, 10] nyalenzimek segitségével
hidrolizis utjan allitanak el6, majd azt méhviasszal keverik Ossze [2]. A propolisz
legfontosabb, flavonoid tipust Osszetevdi a fenolsavak és észtereik [8], melyekben a
flavonoid molekula B-gytirtije felel tobbek kdzott a baktériumok nukleinsav-szintézisének

gatlasa révén a baktériumellenes hatékonysagért [1].

A propoliszt a méhek felhasznaljak a korokozok elleni védekezésben, példaul
mumifikalva a betolakodokat, ezzel megakadalyozva a tetem lebomlasat. Ezen kiviil a kaptar
falanak sériiléseit propolisszal toltik ki, 6sszel és télen pedig szlikitik vele a kaptar bejaratat
[11-14].

2.2. A propolisz parazitaellenes hatasa

A propolisz protozoaellenes hatasanak alapja szamos hatdsmechanizmus lehet, példaul
megzavarja a foszfolipid anyagcserét, igy csokkentve a parazitdk szdmara esszencialis
foszfatidil-glicerol és foszfatidil-inozitol szintjét, melynek kovetkeztében sejtlizis indul meg
[15]. Osszetevéi koziil a rozmarinsav és az apigenin komponensek szintén sejtlizist
dezoxiribonukleinsavjanak (DNS) aggregacidja kovetkezik be [16]. A rezveratrol
befolyasolja a hidrogenoszémak metabolizmusat, a hdsokkfehérje-70 inaktivaldsa révén
[17-19]. A kamferol befolyasolja az aktin és miozin II nehézlanc expressziot, ami gatolja a
parazitak megtapadasat [20]. Az apigenin blokkolja a sejtproliferaciot, fokozva a reaktiv
oxigénvegyiiletek (ROS) képzodését, ezaltal mitokondrialis duzzadast okozva [21]. A
kvercetin vaskelatként a ribonukleotid-reduktaz gétldsa révén csokkenti a DNS szintézisét
[22]. A koffeinsav pedig morfologiai valtozasokat eredményez a mitokondrialis
membranon, ami apoptézishoz vezet, fokozodik a ROS termelddés, a tumor nekrotikus
faktor-alfa (TNFa) expresszioja, ezaltal a makrofagok aktivitasa, igy gyulladasos
folyamatok indulnak el [23]. A lupan Gsszetevd a citoszol vakuolizaltsagahoz vezet, ezen

kiviil er6s affinitassal kotddik a DNS tropoizomerazhoz [24, 25]. A maszlinsav gatolja a



felszini fehérjekomplex proteaz mikodését, ami nélkiilozhetetlen a gazdasejtbe jutashoz [26,

27].

Leishmanidzis esetén leirtak, hogy a propolisz megakadalyozza a promasztigdtak

crer

crer

c sy

kolonizacids stimulalo faktor). A Trypanosoma cruzi esetén a proliferacio gatlasat figyelték
meg, amit a propolisz flavonoid és aromas savtartalmanak tulajdonitanak. Tovabba a
Blastocystis egysejtii parazitak novekedését is gatolja, valoszinisithetéen a metronidazolhoz

hasonl6 apoptotikus hatasmechanizmusok révén [28].

Brazil propolisz kivonatot vizsgalva Leishmania infantum esetén 37,45-200,66 pg/ml
kozotti minimalis gatld koncentracido (MIC) értékeket allapitottak meg, Leishmania
braziliensis esetén 35,22-55,79 ng/ml kozotti MIC értékeket irtak le [7]. Egy masik
vizsgélatban el6bbi protozoa esetében huszféle kubai propolisz kivonatat vizsgalva 2-22,2
ng/ml kozotti MIC értékek mellett igen magas citotoxikus hatast is megfigyeltek [29].
Utobbi protozoa esetében 38 pg/ml hatékonysagot talaltak [30], 70%-o0s etanolos kivonat
esetén 48,6 ng/ml MIC értéket irtak le, ugyanebben a tanulmanyban bolgar eredetii propolisz
esetén 142,2 pg/ml MIC értéket figyeltek meg [31], boliviai propolisz kivonatat vizsgalva a
fenolban gazdag mintak esetén 7,8-59,9 ug/ml, a triterpénekben gazdag mintak esetén 14,8-
84,6 ng/ml kozotti MIC értékeket irtak le [32]. Leishmania mexicana esetén brit propolisz
kivonatanak vizsgalata soran 0,28-5,67 pug/ml kozotti, harom bolgar propolisz kivonatnal
0,29-1,17 pg/ml kozotti, kettd litvan propolisz kivonatnal 0,65-1,55 pg/ml tartomanyban
lévé MIC értékeket irtak le [33]. Leishmania chagazi esetén bolgar propolisz kivonatat
vizsgalva 53,9 ng/ml, brazil propolisz esetén pedig 49,9 pg/ml MIC értéket hataroztak meg
[31].

Hasonl6an szamos tanulmany all rendelkezésre Trypanosoma cruzi esetén, ahol brazil
propolisz kivonatat vizsgalva 31-59,84 pug/ml kozotti MIC értékeket irtak le [7], egy masik
vizsgalat soran tizféle propolisz hatékonysagat vizsgalva 421-1437 ug/ml kozotti MIC
értéket talaltak [34], azonban huszféle kubai propoliszt vizsgalva 1,6-9 ug/ml kdzotti MIC
értékeket is leirtak [29]. Portugaliabol szarmazo propolisz kivonatok MIC értékei 6,2 pg/ml



és 7,7 ng/ml voltak [35]. Trypanosoma brucei kilencféle nigériai propoliszos vizsgalata
soran 3,9-74,7 ng/ml kozotti MIC értékeket allapitottak meg [36], egy atfogd, harmincféle
brit propolisz kivonatat vizsgald tanulmanyban 2,9-22,1 pg/ml kozotti MIC értékeket
detektaltak [33], egy masik brit vizsgalatban 3-14,04 ug/ml kozotti MIC értékeket talaltak
[37], haromféle bolgar propolisz esetén 3,6-6,28 ug/ml, kétféle litvan propolisz esetén 16,1-
25 ng/ml kozotti MIC értékeket [33], szatudi propolisz esetén 4,6 pg/ml MIC értéket talaltak
[38]. Portugalia két régidjabol szarmazo propolisz kivonatat vizsgalva 1,7 pug/ml és 3.8
ug/ml MIC értékeket irtak le [35]. Trypanosoma congolense esetén harmincféle brit
propolisz kivonatanak vizsgalata soran 2,13-35,7 pg/ml kozotti, bolgar propolisznal 1,96-

3,69 ng/ml kozotti, litvan propolisznal 23,4-30,9 pg/ml kozotti MIC értékeket talaltak [33].

A malariat okozo Plasmodium falciparum esetén is szamos tanulmany késziilt, négy
irani eredeti propolisz kivonatat vizsgalva 27,1-80 pug/ml kozotti [39], kubai propoliszt
vizsgalva 0,2-12,5 pg/ml kozotti [29], libiai propolisz esetén 12,4-49,2 ug/ml kozotti [15],
egy masik tanulmanyban 2,3-63,8 pg/ml kozotti MIC értékeket irtak le [40]. Portugaliai
eredetii propolisz kivonatokat vizsgalva 8,8 pg/ml és 30,1 pg/ml MIC értékeket allapitottak
meg [35].

Trichomonas nemzetség esetén elsdsorban human vizsgalati adatok allnak
rendelkezésre. Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) protozoaval szemben a propolisz
etanolos kivonatat vizsgalva az 500 ug/ml koncentracié 24 ora alatt teljes mértékben képes
volt a trophozoita alakokat elpusztitani [41]. Egy masik tanulmany soran 18 féle kubai
propolisz T. vaginalis ellenes hatasat vizsgaltak. Ezeket a mintakat 3 f6 csoportra lehetett
osztani az alapjan, hogy mi volt a legfébb kémiai Osszetevdjiik (polyizoprenilalt
benzofenonok, izoflavonoidok, illetve triterpenoidok). Parazitaellenes aktivitas 5 minta
esetében volt szamottevd 3,2 és 9,1 pg/ml kozotti MIC értékeket mutatva. Erdekesség, hogy
az antiparazitikus hatékonysag és a propolisz kivonatok legfobb kémiai komponense kozott
nem volt semmiféle korrelacio, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a kisebb szazalékban
eléforduld Osszetevok egymasra gyakorolt hatdsanak van a legszamottevobb szerepe a
korokozok elleni hatékonysagban, legyen az szinergizmus miatti erésebb-, vagy
antagonizmus miatti gyengébb parazitaellenes hatas [42]. Trichomonas gallinae protozoaval
szemben egy 2016-os vizsgalat soran egyiptomi propolisz vizes oldatanal azt talaltak, hogy
50 000 pg/ml koncentracioban 48 6ra utan, 75 000 pg/ml koncentracioban mar 24 6ra utan

teljes mértékben képes volt a protozodkat elpusztitani [43]. Hazai vizsgalatok soran



propolisz etanolos kivonata Trichomonas gallinae esetén 1100-5000 pg/ml kozotti

koncentracioban mutatott parazitaellenes hatékonysagot [44].

2.3. A fontosabb Trichomonas fajok jelentésége

A T. vaginalis a human trichomoniazis korokozdja, amely a vilag legelterjedtebb nem
viralis eredetli, venerealis uton terjedd betegsége emberben. Nokben sok kiilonbzd tlinetet
okoz a betegség, a két leggyakoribb a vaginitis és a cervicitis, [45] mig férfiakban a betegség
az esetek tObbségében tiinetmentes, ez a tulajdonsaga hasonlosagot mutat a T. foetus
szarvasmarhat fert6z6 genotipusaval [46]. Relative enyhe tiinetei miatt a betegség egy ideig
alulkutatott volt, azonban az egyre ndvekedd esetszamok miatt (féleg az Amerikai Egyesiilt
Allamokban), valamint mivel bebizonyitottdk, hogy mas szexualis utén terjedd
korokozokkal egyiitt fertézve jelentdsen megnéhet a morbiditas, a T. vaginalis jelentdsége

megkérddjelezhetetlenné valt [47].

A Trichomonas gallinae szamos madarfaj, koztiik els6sorban a hazi galamb (Columba
livia domestica) trichomoniazisat okozo protozoa. A sargas, plakkos lerakodasok tipikusan
a fels6 légutakban, és az emésztécsatorna felsd szakaszaban jelentkeznek, kifejezetten a
garatiiregben és a begyben okozva klinikai tiineteket. Stilyos esetben a fert6zés a nyeldcsovet
is érintheti, a bélfalon atjutva megfertdzheti az ereket, és a majat is. A fiatal allatoknal igen
magas a mortalitds, azonban a kifejlett madarak altalaban tlinetmentesek, vagy csak a
teljesitményiik romlik. Terjedése a madarak ivovizén, eleségén keresztiil jellemzd, azonban

a fiokak begytejjel és koldokcsonkon keresztiil is fert6zodhetnek [43, 48].

A Tritrichomonas suis egy vilagszerte el6fordulo protozoa, amely gyakran
megtalalhato sertések orriiregében, gyomraban, vak-, illetve vastagbelében. Klinikai tiinetek
az esetek tobbségében nem fordulnak eld. Izoenzim analizis, immunolodgiai tanulmanyok,
gazdaallat specificitasi vizsgalatok és molekularis bioldgiai kutatdsok alapjan ez a faj teljes
mértékben megegyezik a T. foetus szarvasmarhat fert6z6 genotipusaval, azonban a

bizonyitékok ellenére a nomenklatirat még nem frissitették [49-52].

A T. foetus egy harom eliilsé ostorral rendelkez6 mucosoflagellata. Ennél a fajnal
kiilonbséget kell tenni gazdaallat alapjan két genotipus kozott [53]. A szarvasmarhat
megbetegitd T. foetus és a macskat megbetegité T. foetus teljes genomja kozott nincsenek
szamottevo kiilonbségek, a leglényegesebb eltérés az internal transcribed spacer-2 (ITS-2)

régioban talalhatd egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism,



[SNP]), valamint polimorfizmus az elongaciés faktor-l-alfa és cisztein proteaz 8
szekvenciak kozott talalhato [53-56].

A T. foetus macskat fert6z6 genotipusat régen azonosnak gondoltak a szarvasmarhabol
szarmazé izolatumokkal, de mara mar kideriilt, hogy genetikailag eltéréek [55-57]. A
fert6zés leggyakrabban tenyészetekben [58, 59], menhelyeken [60] és kiallitasokon [61, 62]
fordul eld. A klinikai tiinetek tobbsége gyomor-bélrendszeri, melyek koziil a leggyakoribb a
hasmenés (az esetek kb. 98%-a), csokkent étvagy, anorexia, testsulycsokkenés (20%), hasi
fajdalmak, bagyadtsag (10%) [63, 64]. A T. foetus macskakban kronikus vastagbél eredetii
hasmenést okoz, amelyet rendkiviil nehéz kezelni, hiszen az engedélyezett hatdanyagok
koziil a metronidazol nem elég hatékony, igy a kezelés sordn az dllatorvos sokszor kénytelen
ronidazolt hasznalni, ezzel azonban tobb probléma is van: egyrészt az Europai Unidban nem
engedélyezett macskakban, hasznalata igy off label, masrészt a ronidazol rezisztencia
terjedése is egyre szamottevobb [65, 66]. A betegség terjedése elsésorban szajon at térténik
fert6zott macska bélsaranak elfogyasztasaval [67]. A klinikai tiinetek a diagnézis felallitasat
kovetden 5-24 honapig perzisztalhatnak, de ezek eltiinését kdovetden is kimutathato a parazita
a bélsarbol PCR-el a macskak felében [65]. A betegség mortalitasa igen alacsony, de fiatal
allatok esetén el6fordulhat a fertézés halalos kimenetele [68, 69]. Fajtatiszta macskakban
gyakrabban diagnosztizaljak (leggyakrabban abesszin, bengali és sziami fajtakban), azonban
ennek oka valdsziniileg az, hogy ezek az egyedek a tenyészetekben zstfoltan élnek, ami
elésegiti a parazita terjedését, mintsem, hogy valdodi genetikai prediszpoziciordl lenne szo
[70, 71]. A betegség progndzisa alapvetden jo. A macskak tobbségében nem figyelheté meg
kondicio romlas a fert6zést kovetden, illetve az esetek 88%-aban 2 év utan a bélsar normalis

konzisztenciaja visszatér [65].

A T. foetus szarvasmarhat fert6z6 genotipusa egy venerealis uton terjedé betegséget
okoz, amely az 0sszes olyan orszagban el6fordul, ahol elsdsorban még természetes tGton
termékenyitenek [72]. A legnagyobb gazdasagi kart az Amerikai Egyesiilt Allamokban
okozza. Wyoming az egyetlen olyan allam, ahol 20 év szigort szabalyozasa kovetkeztében
(pl. tilos a fert6zott bikak importja, kotelezd levagni a bizonyitottan fertézott allatokat)
sikeriilt teljesen eradikalni a korokozot [73]. A fert6zés bikakban tiinetmentes (ezaltal
nehezen detektalhatd), azonban ezek a példanyok a parazita f6 rezervoarjai, hiszen
természetes koriilmények kozott az egyetlen modja a korokozo atadasanak a parzas [46]. A
megfert6zodést kovetben az id6sebb bikak kronikus hordozova valnak, ez

valdszinisithetéen a pénisz €s a praeputium epithelialis kriptainak a mélyiilésével kothetd



Ossze a 3-4 évnél id6sebb egyedekben. A mélyebb kriptdk mikroaerofil kornyezetet
biztositanak, amely idealis a kronikus fert6z6dés kialakulasahoz [74]. Az ennél fiatalabb
allatok csak rovid idoére képesek megfert6zddni, ezért csak atmeneti hordozok [75]. A
gazdasagi karok legfébb oka a tehenekben jelentkez6 klinikai tiinetek: vaginitis, vetélés [76],
ujravemhesiilési zavarok, pyometra [72]. A vetélés leggyakrabban a vemhesség elsé 5
honapjaban kovetkezik be, amelyet egy 2-6 honapos infertilitasi periddus kovet, ezalatt az
id6szak alatt az immunrendszer megtisztitja a nemi utakat a parazitatol [77]. T. foetus ellen
l1étezik vakcina szarvasmarhak esetén, azonban ez nem gatolja meg a megbetegedést, csupan

a vetélés kockazatat, illetve a fert6zottség idotartamat csokkenti [78].

Kisérleti fertézések alapjan lehetséges, hogy a két kiilonboz6 T. foetus genotipus
fertézze a masik gazdaallatat, azonban nem akkora hatékonysaggal, mint a gazdaallatra
specifikus parazita. Macskabol szarmazo T. foetus torzsek tiszékbe valo beoltasat kvetden
ugyanugy kialakult a vaginitis, cervicitis és az endometritis, azonban az endometrialis
epithelium karosodasa joval enyhébb volt, mint szarvasmarhak sajat trichomoniazisa esetén
[79]. A szarvasmarhabodl szarmazd torzsek is képesek voltak megfertézni a macskakat,
azonban joval kisebb volt ra az allatok fogékonysaga (a macskak 40%-a lett pozitiv) és a
tiinetek is enyhébbek voltak [80].

A betegség prevalenciaja magas, azonban nagyon gyakran aluldiagnosztizalt. Ennek
egyik oka az, hogy sok esetben egyideju fertézottség van jelen Giardia duodenalis-szal,
amely egy masik vastagbél eredeti hasmenést okozo parazita, diagnosztikaja joval
egyszeriilbb [67, 81]. A T. foetus definitiv diagnozisa polimeraz-lancreakcié (PCR)
vizsgalattal lehetséges, amit altalaban kiils6 labor végez [65, 67]. Egy tobb, mint 1700
macskat érintd tanulmany soran kideriilt, hogy a lehetd legpontosabb PCR vizsgalati

eredmény érdekében bélsarmintavevo palcat érdemes alkalmazni [82].

A T. foetus zoonotikus veszélye elenyészd, csak egyetlen dokumentalt human esetrdl
tudunk, egy immunszupresszalt beteg esetén, ahol meningoencephalitist okozott a parazita
[83].

2.4. A Tritrichomonas foetus fert6zés kezelése

A kiilénféle trichomoniazisok kezelésére vilagszerte az 5-nitroimidazolok csoportja az
egyik leggyakrabban alkalmazott gyogyszercsoport, a human- és az allatgyogyaszatban
egyarant [84-88]. A parazita sejtmembranjan passziv transzporttal atjutva nitro csoportjuk

nitrogén-eredetli szabadgyokokké redukalodik ferredoxin ¢és flavodoxin altal, igy
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genotoxikus metabolitok (mutagének) keletkeznek, példaul acetamid, illetve N-(2-
hidroxietil) oxdmsav. Ezen anyagok genotoxicitasa abban rejlik, hogy képesek reakcioba

1épni a DNS guanozinjaval [89-91].

Mivel jelenleg tilos a nitroimidazolok alkalmazasa élelmiszer-termeld allatfajok
esetén (az Eurdpai Unidban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban egyarant), ezért a
szarvasmarhak T. foetus fert6zésére gyakorlatilag nem létezik engedélyezett, kelléen
hatékony kezelési modszer [92]. Azokban az orszagokban, amelyekben még nem tiltott a
gyogyszercsoport, az ipronidazol kivald hatékonysaggal alkalmazhat6 intramuszkularisan,
2-3 napos szisztémas penicillin karat kovetéen. Erre azért van sziikség, mert az allat
természetes praeputialis baktérium floraja inaktivalhatna az Onmagaban alkalmazott

ipronidazolt [93].

A macskak T. foetus fertdzése ellen a leghatékonyabb jelenleg ismert szer a ronidazol,
napi egyszeri 30 mg/kg dozisban 2 héten at, azonban az ilyen magas do6zis és a hossza
kezelés ellenére is csupan a kezelt macskak 65%-a mutat javulast [63, 64, 94], illetve egyes
példanyokban neurotoxikus tiineteket idézhet el6. A hatéanyag magas per 0s biologiai
hasznosulasa és a lassu eliminacidja (kb. 10 oras felezési idG) a szervezetbdl hozzajarul
ahhoz, hogy a ronidazol napi kétszeri alkalmazasa hajlamosithat a neurotoxikus tiinetek
kialakulasara [95]. Per os alkalmazva, ha a tablettan guargumi bevonatot alkalmazunk,
akkor az idegrendszeri tlinetek kialakuldsanak esélye lecsokken, amellett, hogy a biologiai
hasznosulas nem romlik [96]. A ronidazol jelenleg nem engedélyezett macskakra, tehat
hasznalata off label, azaz a feleldsség az allatorvosé [97]. A ronidazol hozzavet6legesen

tizszer hatékonyabb T. foetus kezelésében, mint a metronidazol [94].

A metronidazol engedélyezett hatdbanyag macskak szamara, és bar szamos anaerob,
illetve mikroaerofil mikroorganizmus (tobbek kozott a Trichomonas vaginalis, Giardia
lamblia, Entamoeba histolytica, Clostridium difficile, Helicobacter pylori) okozta fert6zés
ellen hatasosnak bizonyult [89], a T. foetus eliminaciojara nem képes, csupan a kezelés
id6tartama alatt javul a bélsar konzisztencidja, ahogy a hatdéanyag adagolasa megsziinik a
hasmenés visszatér, altalaban még sulyosabb formaban, mint a metronidazol kura el6tt [65,
94, 98, 99]. Az b5-nitroimidazolok kozil a metronidazol a legelterjedtebb az
allatgyogyaszatban, ugyanakkor ennek a legrovidebb a felezési ideje (6-10 ora) [100, 101].

A tinidazol egy masodik generacios 5-nitroimidazol, melynek hatékonysaga szinte

megegyezik a metronidazoléval. T. vaginalis, Giardia duodenalis, és Entamoeba histolytica
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ellen engedélyezett a human gydgyaszatban a metronidazol rezisztens torzsek esetén [102,
103]. Relativ hosszu felezési ideje (12,5 6ra emberben, 8,4 6ra macskaban) kivaldan
alkalmazhatova teszi a klinikumban, azonban Kutyaban torténé alkalmazasa nem praktikus,
mert ebben a fajban csupan 4,4 éra a felezési ideje [104]. A T. foetus ellen ez a hatéanyag
sem bizonyult kellden hatékonynak, csupan a kezelés id6tartama alatt észlelhetd javulds, a
parazitat teljes mértékben eradikalni képtelen. Ennek oka valdszintileg az, hogy a tinidazol
nem képes elérni a megfelelé koncentraciot a vastagbélben, hiszen in vitro kisérletek soran,

mar > 1 pug/ml-es koncentraciok esetén is gatolta a parazita szaporodasat [105].

A szeknidazol hatékonysaga, biztonsagossaga, és kivalo farmakokinetikai
tulajdonsagai (felezési ideje kortilbeliil 17 ora) lehetdvé teszik, hogy a humén gyogyaszatban
egyszeri 2 g-os dozis a paciensek 92,2%-aban elpusztitsa a T. vaginalis-t [L06-108]. Ez a
,,one shot” alkalmazasi mod hatékonynak ¢és biztonsagosnak bizonyult mind kutyak [109],

mind macskak [110] giardiasisa esetén is, 30 mg/kg dozist alkalmazva.

A nitroimidazolok kozotti eltéré hatékonysagot mar mas parazitak esetén is
megfigyelték. A szivarvanyos pisztrangban megtalalhat6 Ichthyobodo necator ellen csupéan
a metronidazol és a szeknidazol volt hatékony, mig a ronidazol, dimetridazol, illetve a

beznidazol hatastalannak bizonyultak a korokoz6 ellen [111].

A kiilénboz6 5-nitroimidazolok ellen a T. foetus képes keresztrezisztenciat kialakitani.
Egy tanulmany soran fiatal abesszin kandir macskakat 3 kiilonb6z6 hatéanyaggal kezeltek
emelkedd dozisban. Az els6 kura soran az allatok metronidazolt kaptak 20-32 mg/ttkg
dézisban napi egyszer, tobb héten keresztiil, amelynek hatdsara a masodik kara, amelyben
az allatok ronidazolt kaptak, az ajanlott doézis (30 mg/ttkg napi egyszer, 2 héten at)
tobbszordsében (35-60 mg/ttkg napi kétszer, 2 héten at) teljesen hatastalan volt a parazitas
fertdzottség kezelésében. Ezt kovetden alkalmaztak egy harmadik kurat is 50 mg/ttkg
tinidazollal napi kétszer, 2 héten at, amely szintén hatdstalan volt. Mindharom kura alatt
javult a bélsar konzisztencidja, és a macskak nem mutattak semmilyen idegrendszeri tlinetet,

még a magas dozisu ronidazol kura esetén sem [112].

Ezt a keresztrezisztenciat az ember T. vaginalis fert6zottségének kezelésében nem
figyelték meg ilyen mértékben. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a metronidazol
kezelések 10%-a hatastalan a betegségre, azonban ezekben az esetekben nagyon hatékony

alternativ megoldas a tinidazol [113].
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2.5. Alternativ kezelési lehetéségek

Az a-tomatine egy paradicsomban (Solanum lycopersicum) eléforduld, természetes
glikoalkaloid, mely igen magas antiparazitikus hatékonysaggal rendelkezik, a
szarvasmarhakbol (2,7 pg/ml MIC) és a macskakbol (2 pg/ml MIC) szarmazo T. foetus
torzsek esetén egyarant [114]. A kiilonboz6 teakivonatok és egyedi tea Osszetevok
(katekinek a zo6ld teaban, és theaflavinok a fekete teaban) esetén is mutattak ki T. foetus
ellenes hatast, mivel a magas theaflavin tartalmu fekete tea kivonat képes volt gatolni a

macskabol, illetve szarvasmarhabol szarmazo térzsek szaporodasat egyarant [115].

A burgonyaban (Solanum tuberosum) el6forduld glikoalkaloidok, az a-szolanin és az
a-chaconine szintén képes el6lni mindkét T. foetus genotipust, elobbi hatdéanyag esetén 10
ug/ml, utobbi esetében 50 pg/ml-es koncentraciokban [116]. Egy tj-kaledéniai tanulmany
soran 18 ott 6shonos novényfaj antiparazitikus hatdsat vizsgaltdk, amelyek kozil a T.
vaginalis ellen csupan két faj mutatott aktivitast: a Scaevola balansae kérgének kivonata,
illetve a Myristica fatua magjabol szarmazé kivonat 30 pg/ml koncentracioban gatolta a

parazita szaporodasat [117].

Egy mexikoi kutatas esetében a papaja (Carica papaya) és a kokusz (Cocos nucifera)
metanolos kivonatai még hatékonyabbnak bizonyultak, 5,6 pg/ml illetve 5,8 pg/ml MIC
értékek allapitottak meg T. vaginalis esetén [118]. A hagyomanyos torok gyogyaszatban
hasznalt nyugati szamocafa (Arbutus unedo) levelének etil-acetatos extrakcidja 100%-ban
meggatolta a T. vaginalis novekedését 0,5 mg/ml koncentracioban [119]. Az Aframomum
sceptrum-bol szarmazoé esszencialis olajok kutatasa soran a S-pinene és a caryophyllene oxid
szamottevo antiprotozoalis aktivitast mutattak T. vaginalis ellen, 0,44 mg/ml és 0,16 mg/ml
koncentraciokban [120].

Az auranofinrél, ami egy szerves arany vegyiilet bizonyitottak, hogy in vitro 2—6 pug/ml
koncentracioban mar letalis volt T. foetus ellen. Ez annak kdszonhetd, hogy a vegyiilet
inaktivalja a thioredoxin reduktaz enzimet. In vivo kisérleteket is végeztek emberben T.
vaginalis ellen, ahol egy 4 napos kura (5 mg/kg dozist alkalmazva napi egyszer) soran
teljesen megszabadultak a fert6zéstdl a kisérletben résztvevok, amellett, hogy semmiféle

mellékhatas nem jelentkezett [121].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy megvizsgaljuk egy magyarorszagi eredetii etanolos propolisz
kivonat hazimacskabol és szarvasmarhabol izolalt T. foetus ellenes in vitro hatékonysagat,
megallapitsuk a ronidazol hatékonysagat a macskabol szarmazo genotipus esetén, valamint,
hogy 0sszehasonlitsuk a metronidazol, ronidazol, tinidazol és szeknidazol hatéanyagok
hatékonysagbeli kiilonbségét a szarvasmarhabol szarmazé torzs esetén. Tovabba, hogy
Osszevessiik a propolisz kivonat és a ronidazol hatéanyag hatékonysagat a kétféle

gazdaallatbdl szarmazo T. foetus esetében.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgalt parazitak és a propolisz eredete

A Parazitolégia Tanszék segitségével egy korabban igazoltan fertézott, budapesti
macskatenyészet tiz darab allatabol vettiink steril vattapalca segitségével bélsarmintat,
transzport médiumot tartalmaz6 levesbe (InPouch TF-Feline, Antelope Rd, White City,
USA). A szarvasmarha eredetli torzs T. foetus (Riedmuller) Wenrich and Emerson ATCC
30232 torzs volt (LGC Ltd, Teddington, Middlesex, UK).

A vizsgalat soran hasznalt propolisz tinktura az észak-alfoldi régiobol szarmazott. A
torzsoldat készitése 1000 g propolisz, 3000 ml 96%-o0s etanol és 1000 ml glicerin
felhasznalasaval tortént.

4.2. A parazitak fenntartasa, szaporitasa

Az InPouch mintagyiijté rendszer allatorvosi vonalon egy specialis kombinalt eszkoz,
mely az inkubacidhoz és a kimutatdshoz nagymértékben hozzdjarul, melyet a kezdeti
feldasitashoz hasznaltunk. A tapleves tobbek kozott a T. foetus novekedését biztositja a
Pentatrichomonas hominis és a Giardia duodenalis 24 6rat kovet6 gatlasaval, valamint az
Escherichia coli, Candida albicans, Enterococcus faecalis és Staphylococcus aureus teljes
gatlasa révén. A mintak beszallitadsa 35 °C-os temperalt koriilmények kozott tortént. 24 oras,
37 °C-os termosztitban torténd inkubalast kovetden inverz mikroszkop segitségével
vizsgaltuk a parazita jelenlétét. A macska eredeti tiz minta koziil egy esetben sikeriilt
kimutatnunk a parazitdit. A szarvasmarha eredetli torzset vasaroltuk. Ezt kovetden a

mintakbol specialis taplevesbe oltottunk at, mely az alabbi 6sszetevoket tartalmazta:

1. Trichomonas Cysteine peptone liver infusion medium (CPLM) taptalaj alap —
modositott: 425 ml
2. Trichomonas szelektiv kiegészit6: 1 fiola (4 ml steril ioncserélt vizben feloldva)
3. Steril, inaktivalt (56 °C-on 30 percig) pH 6-ra beallitott 16szérum: 70 ml
4.3. A parazitak mennyiségi meghatarozasa
A trophozoita mozgo6 alakok mennyiségi meghatarozasat (db/ml) Biirker-kamra (1.
abra) segitségével végeztiik, a sejtszamlalashoz hasznalt altalanos képlet segitségével. Az

elsé szamolast a beérkezést kvetden 24 dras inkubaciot kvetden végeztiik.

A sejtszamoldshoz hasznalt altalanos képlet alapjan a nagy négyzetekhez tartozo
atlagos sejtszamot vettiik, az alabbi képlet segitségével: 25 nagy négyzetben megszamoltuk

a trophozoitdk szdmat, majd atlagoltuk azt, végiil megszoroztuk a higitds mértékével - 20 pl
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szuszpenzidhoz adtunk 20 pl steril fiziologias sdoldatot, tehat kétszeres volt a higitas és

végiil szorzéfaktorként 2,5 x 10°-el kellett szorozni:

SEJTSZAM * HIGITAS FOKA * 2,5 X 10°

nagy negyzet 0.2 mm

téglalap 0.05 mm

* kis negyzet| *

1. abra Biurker-kamra

4.4. A propolisz kivonattal torténé vizsgalat

A kezelés soran a kontroll minta mellett 96%-o0s propolisz tinktirat alkalmaztunk (1.
tablazat). MIC érték meghatarozast végeztiink, azzal a kiilonbséggel, hogy itt nem
zavarosodast vizsgaltunk, hanem a trophozoitakat szamoltuk az egyes higitdsokban Biirker-
kamra segitségével. A vizsgalathoz 24-es sejttenyészté lemezt (VWR International, LLC.,

Magyarorszag) hasznaltunk.

crer

Anyag Oldészer Oldott anyag  Koncentracio

) ) 3000 ml 96% etanol
Propolisz tinktara . 1000 g 200 mg/mi
1000 ml glicerin

Emellett mindegyik minta alatt kontrollként néztiik az adott higitasti oldoszerrel
torténd kezelés hatdsat is, hogy el tudjuk donteni, hogy ha van hatdsa a kezelésnek, az a
propolisznak vagy az alkoholos oldoszernek tulajdonithato-e. A vizsgalathoz a tomény
propolisz térzsoldatot és a 96%-0s etanolt tizszeres higitasban mértiik be az els6é oszlopba

(2. abra). Ezt kovetden elkészitettiik a propolisz kettes alapu higitasi sorat (3. abra).
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2,7 ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5mi
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2. abra: 1. 1épésként a 24-es lemez els6 oszlopat 2,7 ml taplevessel toltottiik fel, a

“

o O W >

tobbi lyukba 1,5 ml taplevest mértiink

1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5 ml 1,5 ml

F A

s s s s

-

. o

3. abra: 2. lépésként az elsd lyukba 0,3 ml propolisz tinktarat mértiink, majd
elkészitettiik a kettes alapt higitasi sort
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A kettes alapu higitasi sor elkészitéséhez az elsé lyukbdl atmértink 1,5 ml

szuszpenziot a masodikba és szuszpendaltuk azt 2-3 alkalommal, majd kivettiink ebbdl 1,5

ml szuszpenzidt a harmadik lyukba, szuszpendaltuk €s igy tovabb, végiil az utolso lyukbol

a pipetta hegyet a felesleges 1,5 ml szuszpenzidval eldobtuk (B6 Iyuk). gy egy kettes alapu

higitasi sort készitettiink. Az elsé oszlop ,,A” lyukabdl kiindulva a propoliszos tinktara, a

,»C” lyukbol kiindulva a hozza tartozo oldoszer kettes alaptl higitasi sorat készitettiik el (2.

tablazat).

2. tablazat A kiindulasi propolisz tinktara és oldoszer higitasi sora (mg/ml; %)

Higitas 10x 20x 40x 80x 160x 320x
mg/ml 20 10 5 2,5 1,25 0,62
A tomény 200 mg/ml ma/ml
oldat higitasi sora g
Higitas | 640x | 1280x | 2560x | 5120x | 10240x | 20480x
mg/ml 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01
- __________________________|
Higitas 10x 20x 40x 80x 160x 320x
% 9,6 4.8 2,4 1,2 0,6 0,3
A 96%-0s etanol o
s Yo
higitasi sora
Higitas | 640x | 1280x | 2560x | 5120x | 10240x | 20480x
% 0,15 0,07 0,04 0,02 0,01 0,005
50 pul 50 ul 50 ul 50 pul 50 pul 50 pul

O O W »

.

"

4. abra: 4. 1épés, a T. foetus 50 ul mennyiségnek beoltasa
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Végezetiil 4. 1épésként mindegyik lyukba 50 pl mennyiségii parazitat tartalmazo
szuszpenziot oltottunk (4. abra). Ezt kovetden a lemezeket 37 °C-os termosztatba helyeztiik
5% CO2 mellett, majd 24 6ras és 48 oras inkubaciot kovetden Biirker-kamra segitségével

megszamoltuk a trophozoitak szamat, 6t nagy négyzet atlagat figyelembe véve.

4.5. A nitroimidazol hatéanyagokkal torténé vizsgalat
Ronidazolbol, metronidazolbdl, tinidazolbol és szeknidazolbol (Merck KGaA,

crer

dimetil-szulfoxid (DMSO), 25 ml desztillalt viz és 30 mg hatdanyag segitségével.

A 24-es sejttenyésztd lemez elsé oszlopanak elsd lyukaba a tomény torzsoldatok 2x
higitasat készitettiik el a CPLM taplevessel, majd ezt kettes alapon végig higitottuk az elsé
két sorban, alatta pedig a hatébanyag beoldasara hasznalt DMSO-t tartalmaz6 oldészer
higitasat végeztiik el hasonloképpen. Az utolso higitast tartalmazo lyukakbol a felesleget a
pipetta heggyel eldobtuk.
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5. EREDMENYEK
5.1. Eletképesség és szaporodas

5.1.1. Macska eredeti izolatum

A mintagyijtést kdvetden, 24, valamint 48 ora elteltével megszamoltuk a protozoak
szamat a mintakban. Az eredmények alapjan jol lathatd, hogy 24 6ra inkubacios id6t
kovetden jelentds mértékben, majd a 48 oras inkubaciot kovetéen mar joval kisebb

mértékben nott a parazitak szama (5. abra).

20 000 000 18 680 000
18 000 000 17 100 000

16 000 000
14 000 000
12 000 000
10 000 000
8 000 000 7 140 000
6 000 000
4 000 000
2 000 000
0

Trophozoitak szama (db/ml)

Kiindulas 24 ora 48 ora

5. dbra. A trophozoitadk szaménak alakuldsa 24 oras és 48 oOrds inkubaciot kovetden a

kiindulasi parazitaszamhoz képest, 37 °C-on

A kezdeti sejtszamhoz képest 24 oras inkubaciot kovetden 139%-os névekedés, majd
48 oras inkubaciot kovetden még tovabbi 9%-os ndvekedés volt megfigyelhetd, igy
Osszeségében 162%-kal nétt a kezdeti sejtszamhoz képest a trophozoitdk szama. A
propoliszos vizsgalat soran 24 ora alatt a kezdeti sejtszamhoz képest 194%-0s novekedés,
48 oras kezelés alatt ujabb 86%-0s novekedés volt megfigyelhetd. A ronidazollal torténd
kezelés soran 24 ora alatt a kezdeti sejtszdmhoz képest 404%-os novekedést, 48 oras kezeleést

kovetden tjabb 48%-o0s novekedést figyeltiink meg.

5.1.2. Szarvasmarha eredetii izolatum
A torzs kioltasat kovetden 24 ora elteltével és 48 ora elteltével megszamoltuk a
protozoak szamat a mintakban. Az eredmények alapjan jol lathatd, hogy egyenletes

mértékben nott a parazitak szama (6. abra).
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6. abra. A trophozoitdk szamanak alakuldsa 24 oras és 48 oras inkubaciot kovetden a

kiindulasi parazitaszamhoz képest, 37 °C-on

A kezdeti sejtszamhoz képest 24 6ras inkubaciot kovetden 67%-os novekedés, majd
48 oras inkubaciot kovetden még tovabbi 33%-os ndvekedés volt megfigyelhetd, igy
Osszeségében 122%-kal nott a kezdeti sejtszamhoz képest a trophozoitak szama. A vizsgélat
soran 24 ora alatt a beoltott sejtszamhoz képest 789%-o0s novekedés, 48 oras kezelés alatt

viszont mar 8%-0s csokkenés volt tapasztalhato.

5.2. A propoliszos kezelés eredményei
5.2.1. Macska eredetii izolatum

A 7. abran jol lathato, hogy a parazitakra csak a legelso - az eredeti 96%-0s etanol
tizszeres higitasa - tehat a 9,6%-0s etanol volt letalis. Az Gsszes tobbi higitast teljes
mértékben jol toleraltak, sot az alkoholt nem tartalmazé kontrollhoz képest még jobban is

szaporodtak, mind a 24 6ras és a 48 6ras megfigyelés esetén.

A 8. abran megfigyelhetd, hogy 24 oras inkubaciot kovetéen az 1,25 mg/ml
koncentraciot tartalmazd kezelés volt az a legkisebb higitas, ami teljes mértékben

elpusztitotta a parazitdkat. A 48 6rés kezelés hatasara ez az érték nem valtozott. Ez a

crer
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7. abra Az alkoholos olddszer (térfogatszazalék) kettes alapu higitasi soradban meghatarozott

trophozoita szam alakulésa 24 és 48 orés kezelés soran
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8. abra A propolisz kivonat kettes alapu higitasi soranak hatékonysaga (mg/ml) 24 és 48

oras kezelést kovetden
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5.2.2. Szarvasmarha eredetii izolatum

A 9. abran jol lathato, hogy a parazitakra 24 o6ra alatt a 4,8%-os etanol volt letalis, az
Osszes tobbi higitast teljes mértékben jol toleraltak A 48 6ras inkubacids idot kdvetden a
kezdetben is kevés é€letképes parazitat tartalmazd mintdban mar nem fedeztiink fel €16
parazitat, ami feltételezhetden a kontroll csoportban is megfigyelhetd csokkend sejtszammal
magyarazhatd, azonban voltak kiugré mintdk, melyben a parazitaszam nagymértékii

novekedése volt megfigyelhetd.
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9. abra Az alkoholos olddszer (térfogatszazalék) kettes alapu higitasi soraban meghatarozott

trophozoita szam alakulasa 24 és 48 oras kezelés soran

A 10. abran lathato, hogy 24 6ras inkubaciot kovetden a 0,63 mg/ml koncentraciot
tartalmazd kezelés volt az a legkisebb higitds, ami teljes mértékben elpusztitotta a
parazitakat. A 48 oras kezelés hatasara ez az érték 0,16 mg/ml koncentraciora csokkent. Az

utobbi koncentracio pedig az 1280x higitasa volt.

Tehat 0sszehasonlitva, a macska eredetii torzs jobban toleralta az etanolt (9,6%), a
szarvasmarha eredetli torzs viszont érzékenyebb volt ra (4,8%). A propolisz kezelés
elébbinél 1,25 mg/ml koncentracidban teljesen eradikélta a parazitdkat, utobbi esetében
viszont mar 0,63 mg/ml is elegendd volt ehhez, mely 48 ora alatt tovabb csokkent 0,16

mg/ml koncentréciora.
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10. abra A propolisz kivonat kettes alapu higitasi soranak hatékonysaga (mg/ml) 24 és 48

oras kezelést kovetden

5.3. A nitroimidazolokkal torténé kezelés eredményei

5.3.1. A DMSO-t tartalmazé oldoszer hatasa

A DMSO jelent0s parazitaellenes hatasat csak a szarvasmarha eredetii torzs vizsgélatai

soran tapasztaltuk, a macskabol szarmazo mintaval torténd vizsgalatok soran nem.
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11. Abra A DMSO oldészer (térfogatszazalék) kettes alapt higitasi sordnak protozoaellenes

hatasa 24 és 48 oOras kezelést kovetOen a szarvasmarha eredetli mintak esetén
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A nitroimidazolok torzsoldatanak elkészitésekor a hatéanyag oldasahoz a desztillalt
viz mellett DMSO-t hasznaltunk 14%-o0s aranyban. Mindegyik hatdanyag alatt végeztiink
csak oldoszert tartalmaz6 kezelést, a hatdanyagos higitdshoz hasonléan. Jol lathato, hogy a
legtobb esetben a DMSO 1%-0s koncentracidig paraziticid hatast volt, ezt kdvetden a
parazitak lathaté modon felszabadultak a gatld hatas alol és egyre nagyobb szamot értek el
a taplevesben. Metronidazol esetén 24 o6ras kezelés alatt még a 2%-os és 1%-0s DMSO

oldatban is talaltunk €16 parazitakat, azonban 48 oras kezelésre ezek is eltlintek (11. abra).

5.3.2. Ronidazol hatékonysaga macska eredetii izolatum esetén

A 12. abran lathat6, hogy a 24 6ras ronidazol kezelés hatasara 32 pg/ml volt az a
legkisebb gatld koncentracio, ami teljes mértékben elpusztitotta a parazitdkat; 48 Oras
kezelés hatdsara mar a 16 pg/ml koncentracid is hatékonynak bizonyult. Ronidazol
jelenlétében jol lathaté még a 8 pg/ml és a 4 pg/ml koncentraciok esetén is a hatdanyag
parazitaellenes hatdsa, mely alol a koncentracio higulasaval folyamatosan szabadulnak fel

a parazitak.
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12. abra Ronidazol hatdéanyag (ng/ml) kettes alapt higitasi soranak hatasara 24 és 48 6ras

kezelés utan bekdvetkezd trophozoita szdm valtozas
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5.3.3. Ronidazol hatékonysiga szarvasmarha eredetii izolatum esetén
Szarvasmarha esetén a 13. abran lathat6, hogy 24 6rés ronidazol kezelés hatasara 1
ug/ml az a legkisebb gatlo koncentracio, ami teljes mértékben elpusztitotta a parazitakat; 48

oras kezelés hatasara mar <0,25 pg/ml koncentracio is hatékonynak bizonyult.
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13. abra Ronidazol hatdéanyag (ng/ml) kettes alapa higitasi soranak hatasara 24 és 48 Oras

kezelés utan bekovetkezd trophozoita szam valtozas

5.3.4. Egyéb nitroimidazolok hatékonysaga szarvasmarha eredetii izolaitum esetén
Metronidazol esetén a 14. abran lathatd, hogy mind a 24 6ras és 48 oras kezelés
hatdsara az 1 ug/ml hatéanyag koncentracié bizonyult hatékonynak, mely a parazitikat teljes
mértékben elpusztitotta. A 0,5 pg/ml koncentracidban a gatlas aldl felszabadulva a
parazitaszam jelentds mértékben meghaladta a kontroll csoportét. A  kiindulasi
parazitaszamhoz képest jelentds mértékii volt a parazitak szaporodasa a tdplevesben, mind a
kontrollban ¢és a mar nem hatékony metronidazolt tartalmaz6 koncentraciokban is.
Hatékonysag szempontjabol a ronidazol és metronidazol 24 6ras kezelés soran hasonlo
eredményeket mutatnak, 48 oras kezelés sordn azonban a ronidazol hatékonysdga tovabb

fokozodik.
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14. abra Metronidazol hatoanyag (ng/ml) kettes alapt higitasi soranak hatdsara 24 és 48

oras kezelés utan bekdvetkezo trophozoita szam valtozas

600 000
500 000
400 000

300 000
200 000
100 000 I
0
NG

N R R A SR N Qo

N

Trophozoitak szam (db/ml)

pg/ml

24 ora 48 ora =—Kiindulas

15. abra Tinidazol hatéanyag (ng/ml) kettes alapt higitasi soranak hatasara 24 és 48 oras

kezelés utan bekdvetkezd trophozoita szdm valtozas

27



Tinidazol esetén a 15. dbran lathato, hogy 24 6ras kezelés hatasara a paraziticid hatés
2 pg/ml volt, 48 oras kezelés hatasara azonban ez az érték 0,5 ng/ml koncentraciora
csokkent. Tehat hatékonysag szempontjabol 24 6ras kezelés soran a ronidazol, metronidazol,
tinidazol hatékonysagi sor allapithaté meg. 48 oras kezelés hatasara azonban a tinidazol a

ronidazolhoz hasonl6 hatékonysag fokozodast mutat.

Szeknidazol esetén a 16. abran lathato, hogy mind a 24 6ras és 48 oras kezelés soran
a hatékony paraziticid hatas 0,5 pg/ml koncentracio esetén figyelheté meg. A 0,25 pg/ml
koncentracid még jelentésen gatolja a parazitdk szaporodasat, hiszen a parazitaszdm a

kontroll csoporthoz képest jelentdsen elmarad.
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16. abra Szeknidazol hatéanyag (nug/ml) kettes alapu higitasi soranak hatasara 24 és 48 6ras

kezelés utan bekovetkezd trophozoita szam valtozas

Osszességében elmondhatjuk, hogy a szarvasmarha eredeti tdrzs nitroimidazol
hatéanyagokra vizsgalt hatékonysagi soraban 24 oras kezelés alatt a leghatékonyabbnak a
szeknidazol bizonyult (0,5 pg/ml); ezt a ronidazol (1 pg/ml), metronidazol (1 pg/ml) és
tinidazol (2 pg/ml) hatéanyagok kovették. A 48 Oras kezelés soran tovabbi hatékonysag
novekedést mutatott a ronidazol (<0,25 pg/ml) és a tinidazol (0,5 pg/ml).
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6. KOVETKEZTETESEK

A propolisz hatékonysagat taglalé Osszehasonlitdo szakirodalmi adat macska- és
szarvasmarha eredeti T. foetus esetén nem all rendelkezésre. Vizsgdlataink soran a
propoliszos kezelés el6bbi esetben 1250 pg/ml koncentracidban teljesen eradikalta a
parazitat, utobbi esetében mar 630 pug/ml is elegend6 volt, mely 48 ora alatt tovabb csokkent
16 pg/ml koncentraciora. Trichomonas vaginalis esetén Sena-Lopes és mitsai. brazil
propolisz 24 6ras kezelése esetén 500 pg/ml koncentracional teljes eradikaciot tapasztaltak
[41], kubai propolisz esetén 3,2-9,1 ug/ml kozotti hatékony koncentraciot mutattak ki [42].
Trichomonas gallinae protozoaval szemben egyiptomi propolisz vizes oldata 75 000 pg/ml
koncentracioban 24 o6ra utan, 50 000 pg/ml koncentracidban 48 6ra utan képes volt a
protozoakat elpusztitani [43]. Hazai vizsgélatok soran propolisz etanolos kivonata esetén
1100-5000 pg/ml kozotti koncentracioban talaltak parazitaellenes hatékonysagot [44].

A szakirodalomban szdmos protozoa esetén bizonyitottdk a propolisz kivonatainak
hatékonysagat, tobbek kdzott Trypanosoma cruzi esetén brazil propolisz 31-59,84 pg/ml [7],
illetve 421-1437 ug/ml [34], kubai propolisz 1,6-9 ug/ml [29], portugal propolisz 6,2-7,7
ug/ml [35]; Trypanosoma brucei esetén nigériai propolisz 3,9-74,7 ug/ml [36], brit propolisz
2,9-22,1 ug/ml [33], valamint 3-14,04 pg/ml [37], bolgar propolisz 3,6-6,28 ug/ml, litvan
propolisz 16,1-25 pg/ml [33], szaudi propolisz 4,6 ug/ml [38], portugaliai propolisz 1,7
ug/ml és 3,8 ug/ml [35]. Trypanosoma congolense esetén brit propolisz 2,13-35,7 pg/ml,
bolgar propolisz 1,96-3,69 pg/ml, litvan propolisz 23,4-30,9 pg/ml koncentraciokat irtak le
[33]. Plasmodium falciparum esetén is szamos tanulmany késziilt, irani eredetli propoliszt
vizsgalva 27,1-80 pg/ml [39], kubai propoliszt vizsgalva 0,2-12,5 pg/ml [29], libiai
propolisz esetén 12,4-49,2 ug/ml kozotti [15], egy masik kutatasban 2,3-63,8 pug/ml kozotti
[40], portugaliai eredeti propolisz kivonatokat vizsgalva 8,8 pug/ml és 30,1 pg/ml MIC
értékeket allapitottak meg [35].

Osszességében elmondhato, hogy propolisz esetén T. foetus esetén mas Trichomonas
fajokhoz képest alacsonyabb hatékonysagot talaltunk, azonban a kapott értékek a propolisz
terapias felhasznalhatosaga szempontjabol relevansak. A propolisz kivonatok hatékonysaga
tobbek kozott foldrajzi kornyezet alapjan nagy diverzitast mutatnak, ezért a jovOben
mindenképpen érdemes tobb foldrajzi teriiletrdl szdrmazd propolisz kivonat tesztelése,
valamint tobb T. foetus izolatumon elvégezni a vizsgalatot. A foldrajzi kiilonbségeket
tamasztja ala, hogy korabbi kutatasaink soran ugyanezzel a kivonattal hasonl6an magas
értékeket talaltunk Trichomonas gallinae esetén (1100-5000 pg/ml). A tovabbiakban

érdemes in vivo kisérletek soran a propolisz farmakokinetikai tulajdonsagait is vizsgalni.
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Ronidazol hatékonysaganak vizsgéalata soran a macska eredetii torzsnél 24 oras kezelés
soran 32 pg/ml koncentracid pusztitotta el a parazitakat, 48 6ras kezelés hatdsara mar a 16
ug/ml koncentraci6 is hatékonynak bizonyult. Ehhez képest a szarvasmarha eredetii térzsnél
24 6rés kezelés hatasara 1 pg/ml koncentracio teljes mértékben elpusztitotta a parazitakat,
48 oras kezelés hatasara pedig <0,25 pg/ml koncentracid is hatékonynak bizonyult. Ezzel
szemben Gookin és mtsai. 2006-ban a macskabol szarmazo genotipus érzékenységét
vizsgalva ronidazolra kimutattak, hogy 0,1 ug/ml-es koncentracié felett a hatdanyag teljes
mértékben képes volt elpusztitani a parazitat [94]. Szintén Gookin és mtsai. 2010-ben
minimalis letalis koncentracio (MLC) értékeket hatdroztak meg macskabol szarmazo torzsek
esetén, 1 ug/ml koncentracioban nem rezisztens torzsek esetében, mig rezisztens torzseknél
ez az érték 100 pg/ml volt [112]. Szarvasmarha esetén ronidazolra nem all rendelkezésre
Osszehasonlito szakirodalmi adat. Gookin és mtsai. vizsgaltak a tinidazol hatékonysagat is a
macskaban el6forduld torzsre, amely >1 pg/ml-es koncentraciok esetén hatékonyan gatolta
a parazita szaporodasat [105]. Andrews és munkatarsai 1994-ben vizsgaltak a metronidazol
hatékonysagat macskabol szarmazd torzsek esetén és 10 pg/ml koncentraciot talaltak
hatékonynak [122].

Osszességében elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt macska eredetii torzs esetén
tapasztalt magas (32 pg/ml) MIC érték valdszinlileg rezisztencia kovetkezménye,
ugyanakkor a szarvasmarha eredetli torzs esetén ehhez képest alacsony értéket mutattunk ki
(1 pg/ml). Szarvasmarha eredetii torzs esetén elsoként vizsgaltuk a ronidazol hatékonysagat.

Vizsgaltuk a szarvasmarha eredetli térzs egyéb nitroimidazol hatéanyagokra valo
érzékenységét is. Az egyes hatdanyagok kozott hatékonysagi sort felallitva a 24 oras kezelés
soran a leghatékonyabbnak a szeknidazol bizonyult (0,5 pg/ml), 6sszehasonlitéd szakirodalmi
adat nem all rendelkezésre. Vizsgalatainkban a hatékonysagi sorban ezt a ronidazol és
metronidazol kovette 1-1 pg/ml koncentracidban. Love és mtsai. egy 2017-es tanulmany
soran metronidazolt alkalmazva 0,5 pg/ml koncentracioban mutattak ki hatékonysagot a
szarvasmarhaban talalhatd genotipus esetén [92]. Rivero és mtsai. 2019-ben szintén a
metronidazol hatékonysagat vizsgaltak szarvasmarhaban talalhato torzsekben, ennek soran
2,5-5 pg/ml kozotti MIC értékeket mutattak ki, mig anaerob koriilmények kozott 1,25 and
2,5 ng/ml kozotti eredményeket kaptak [88]. Vizsgaltuk tovabba a tinidazol hatéanyagot is,
mely 2 png/ml koncentracioban mutatott hatékonysagot, azonban ezzel kapcsolatban sem all
rendelkezésre Osszehasonlithaté szakirodalmi adat. A 48 oOrds kezelés soran tovabbi
hatékonysagnovekedést tapasztaltunk a ronidazol (<0,25 pg/ml) és a tinidazol (0,5 pg/ml)

hatéanyagok esetén.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az éllategészségligyi szempontbol jelentds trichomoniazisok kezelési lehetdségei
korlatozottak, amelynek oka egyrészt az engedélyezett készitmények hidnya, masrészt az
egyre gyakrabban megjelend rezisztencia. A T. foetus elhtizodo, vastagbél eredetii
hasmenést okozé parazita macskaknal, mely sokszor €élethosszig tartdé kronikus fertdzést is
képes okozni. Kezelésére az egyetlen megfeleld hatékonysagu szer a nitroimidazolok kozé
tartozo ronidazol, mely macskakra nincs engedélyezve, egyes egyedekben mellékhatasként
pedig idegrendszeri tiineteket okozhat. A metronidazol és a tinidazol nem képes teljes
mértékben eradikalni a parazitat. A szarvasmarhak T. foetus okozta vetélése jelentds
gazdasagi karokat okoz vilagszerte, a nitroimidazolok hasznalata azonban élelmiszertermel
allatokban tiltott, azok potencialis karcinogén hatasa miatt. A fenti szempontok alapjan vj,
alternativ gy6gymodokra van sziikség.

Jelen kutatas célja, hogy meghatarozzuk magyarorszagi eredetli propolisz tinktlra, és
referenciaként nitroimidazol hatéanyagok hatékonysagat macska és szarvasmarha eredetii T.
foetus izolatumok esetén. Vizsgalataink soran minimalis gatld koncentracio (MIC)
meghatdrozas modszerrel kettes alapu higitasi sort készitve vizsgaltuk a propolisz tinktura,
ronidazol, metronidazol, tinidazol ¢és szeknidazol hatéanyagok parazitira gyakorolt hatasat.
Ezen kiviil ezekkel parhuzamosan megvizsgaltuk az olddszerként hasznalt etanol és DMSO
oldatok ugyanolyan higitasi soranak esetleges befolyasold hatasat.

Kimutattuk, hogy a hazai propolisz tinktira hatékonyan képes elpusztitani a T. foetus
protozoat, melyhez a macska eredetii torzs esetén 1,25 mg/ml, a szarvasmarha eredetli torzs
esetén pedig 0,63 mg/ml koncentracio is elegendd volt. A propolisz olddszereként hasznalt
etanolt a macska eredetli torzs jobban toleralta (96 mg/ml), a szarvasmarha eredeti térzs
viszont érzékenyebb volt ra (48 mg/ml). A macska eredetii torzs ronidazol hatéanyagra joval
kevésbé volt érzékeny (32 pg/ml), mint a szarvasmarha eredeti torzs (1 pg/ml). A
nitroimidazolok olddsdhoz hasznidlt DMSO hatdsa a macska eredetli torzs esetén
elhanyagolhato volt, a szarvasmarha eredetli torzs esetén viszont 1%-os koncentracidig
elpusztitotta a parazitakat.

A propolisz tinktira hatékonysaga alapjan mindenképpen érdemes tovabbi in vitro
vizsgalatokat végezni tobb torzzsel €s tobbféle propolisz kivonattal; valamint in vivo
kutatasokat végezni, annak hatékonysaganak, valamint farmakokinetikai tulajdonsagainak

feltérképezése érdekében.
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8. SUMMARY

The treatment options for trichomonas species of animal health importance are limited,
due to a lack of authorised products and the increasing emergence of resistance. T. foetus is
a protracted infection in cats causing diarrhoea of colonic origin, often developing into a
lifelong chronic infection. The only adequately effective treatment is the nitroimidazole
agent ronidazole, which is not licensed for cats and may cause neurological symptoms as an
adverse reaction in some individuals. Metronidazole and tinidazole do not fully eradicate the
parasite. Cattle abortions caused by T. foetus cause significant economic losses worldwide,
but the use of nitroimidazoles in food producing animals is banned due to their potential

carcinogenicity. In view of the above, new alternative treatments are needed.

The aim of the present study is to determine the efficacy of propolis tincture of
Hungarian origin and nitroimidazole active substances as reference in T. foetus isolates of
feline and bovine origin. We investigated the effects of the active substances propolis
tincture, ronidazole, metronidazole, tinidazole and secnidazole on the parasite by using a
two-based dilution series with a minimum inhibitory concentration (MIC) determination
method. In addition, the possible influence of the same dilution series of ethanol and DMSO

solutions used as solvents was investigated in parallel.

It was shown that the indigenous propolis tincture was effective in killing T. foetus
protozoa, with a concentration of 1.25 mg/ml for the feline strain and 0.63 mg/ml for the
bovine strain. The ethanol used as a solvent for propolis was better tolerated by the feline
strain (96 mg/ml), whereas the bovine strain was more sensitive (48 mg/ml). The feline strain
was much less sensitive to ronidazole (32 pg/ml) than the bovine strain (1 pg/ml). The effect
of dimethyl sulphoxide (DMSO) used to dissolve the nitroimidazoles was negligible in the
case of the feline strain but killed the parasites up to a concentration of 1% in the case of the

bovine strain.

The efficacy of propolis tincture suggests that further in vitro studies with several
strains and several propolis extracts; and in vivo studies to investigate its efficacy and

pharmacokinetic properties are worthwhile.
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