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1. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencia terjedése napjaink egyik legégetébb kozegészségiigyi
problémaja. A rezisztencia terjedése a nem megfeleld, indokolatlan és talzott antibiotikum
hasznalatnak a kovetkezménye. Antibiotikum alternativak hasznalataval jelentésen
csokkenteni lehetne az antibiotikum felhasznalast, ezaltal kozvetve a rezisztencia
kialakulasat ¢és terjedését. Ilyen potencialis alternativ megoldasként szolgalhatnak

kiilonboz6 természetes vegyiiletek, mint a propolisz.

A propolisz a méhek altal termelt gyantaszer(i, ragacsos, természetes vegyiilet.
Legfobb tulajdonsagai kozé tartozik az antibakterialis, gombaellenes ¢és parazitaellenes
hatas. Kiilonboz6 teriiletekrdl szarmazd propolisz eltérd antimikrobidlis hatékonysaggal
rendelkezik, amely egyrészt az eltéré Osszetételnek, masrészt pedig az 6sszetevok kozotti
interakcidoknak koszonhetd. Ezen szinergista hatdsok megfigyelhetéek az egyes propolisz

alkotoelemek €s bizonyos antibiotikumok ko6zott is.

A magyarorszagi husgalambok szdma megkozelitéleg 180 000 db, ezenfeliil tobb
ezer posta-, és diszgalamb tenyésztd is gyarapitja a hazai galamblétszdmot. Magyarorszagon
egyetlen galambokra engedélyezett antibiotikum van, a ronidazol, a rezisztencia ennek
ellenére mégis szamos galambokbdl izolalt korokozo esetén kimutathatd mas antibiotikumra
nézve. Tobb szakirodalom szerint a haszonallatok koziil a husgalambok az egyik
legjelentdsebb rezervoarjai az antibiotikum rezisztens baktériumtorzseknek. Ezenfeliil a
postagalambok a versenyeztetés soran tobb szaz kilométert megtéve jelentsen

hozzajarulnak a rezisztens torzsek terjesztéséhez.

Kutatasunk célja volt, hogy meghatarozzuk egy észak-alfoldi eredetii propolisz, mint
potencialis antimikrobialis szer, in vitro hatékonysagat galambokbol izolalt koérokozok
esetén. A kutatas soran Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli (E. coli),
Salmonella enterica (S. enterica) baktériumok, Candida albicans (C. albicans)
¢lesztégomba és Trichomonas gallinae protozoa fajok 8-8 torzsét vizsgaltuk a propolisz 6t
kiilonb6z6 etanolos kivonata (96%, 90%, 80%, 70%, 60%) esetén. Magyarorszagi eredetii
propolisz hatékonysagat galambbol izolalt kérokozok esetén iddig nem vizsgaltak, ezen
kiviil Trichomonas gallinae esetén az etanolos propolisz tinkturak hatékonysagat is els6ként

vizsgaltuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A propoliszrol altalaban

A propolisz egy gyantaszeri, ragacsos termék, amely kiillonb6z6 ndvényi részekbdl, és
a méhek (Apis spp.) altal termelt anyagokbol all [1-5]. Kiilonb6z6 novényekbdl a méhek
gyantat, pollent, valamint riigyekb6l nedveket gytjtenck [4, 6], amelyeket gyantaszerii
anyagként a kaptarba szallitanak [6]. Ezutan nyal enzimeik segitségével bizonyos anyagokat

hidrolizalnak a gyantaban, majd méhviasszal keverik Gssze az elegyet [1].

A propolisz feladata a kaptar védelme. A méhek propolisszal toltik ki a kaptar falaban
talalhato hianyossagokat, repedéseket, hidegben sziikitik annak bejaratat. Ezenfeliil a méhek
ezzel védekeznek a korokozok ellen is, mumifikaljak a betolakodokat megakadalyozva a
tetem bomlasat [2, 4, 6, 7]. A nyers propolisz nem alkalmas kezelésre, vagy vizsgalatra [7],
ugyanis kevésbé hatékony a korokozokkal szemben, mint a propolisz kivonat [8]. El6szor
az aktiv hatéanyagokat kell feloldani és kivonni. Erre alkalmas oldoszerek az etanol, a
metanol, a viz, a hexan, az aceton, a kloroform, a diklormetan (DCM) és a dimetil-szulfoxid
(DMSO). Ezen feliil a szuperkritikus folyadék extrakciot (SFE) is alkalmazzak az aktiv
hatéanyagok kivonasara [7]. Ez utdbbi soran szuperkritikus allapotban (specialis
halmazallapot a gaz és folyadék kozott) 1évé CO2-ot aramoltatnak at az anyagon, amely

kivonja az aktiv hatbanyagokat [9].

Az olddszerek nagyban meghatarozzak a propolisz bioldgiai aktivitasat. Harom brazil
propolisz etanolos, valamint SFE Kkivonatinak alkalmazasa eltér6 minimalis gatld
koncentracid (MIC) értékeket mutatott Staphylococcus aureus (S. aureus) és E. coli esetén,
jol lathatoak az egyes propolisz fajtak hatékonysaga (1. tablazat) kozotti kiilonbségek is
[10].

1. tablazat Brazil propolisz etanolos és SFE kivonatanak eltéré hatékonysaga

S. aureus
MIC (pg/ml)

Barna propolisz (etanol) 400-800 800-1600
Barna propolisz (SFE) 800-1600 1600
Z.01d propolisz (etanol) 200-400 400-1600

Z.61d propolisz (SFE) 400-800 1600

Voros propolisz (etanol) 200 400

Voros propolisz (SFE) 400 800



Veiga ¢és mtsai. kisérletében a propolisz f6 fenolos, antibakteridlis hatasu
komponense az 3,5 diprenil p-kumarinsav, vagy mas néven artepillin C, mely etanolos
kivonatokban magasabb koncentracioban figyelhetd meg, mint hexanos kivonatban [11].
Irani propoliszok vizsgalata soran a fenolos Osszetevok nagyobb aranyban voltak jelen az
alkoholos kivonatban, mint a DCM-es kivonatban, a flavonoidok mennyisége azonban a
DCM-es kivonatban volt a magasabb [12]. E. coli esetében a legalacsonyabb MIC értéket a
metanolos kivonat mutatta (303 pg/ml), mig a legmagasabb a propolisz DMSO kivonata
esetén volt (3648 ug/ml). S. aureus esetén a legalacsonyabb MIC értékeket a hexanos
kivonatok esetén talaltak (258 pg/ml), mig a legmagasabbakat (930 ug/ml) itt is a DMSO
kivonatok mutattak [7].

Jelenleg a propolisznak tobb, mint 300 ismert komponense van. A propolisz
Osszetétele megkozelitdleg: 50% gyanta, 30% viasz, 10% esszencialis olaj, 5% pollen és
tovabbi 5% egyéb szerves komponens [1, 5, 7, 13, 14]. A propolisz egy komplex elegy,
amelynek pontos Osszetétele fiigg az adott foldrajzi teriilettdl [15], annak florajatol [1, 5, 6],
az éghajlati viszonyoktol [16], az év adott id6szakatol [1, 5], a méhek genetikai adottsagaitol

[1, 7], és az oldbszer mindségétdl is [17].

Bueno-Silva és mtsai. kisérletiikben igazoltak, hogy a brazil vords propolisz esetében
szezonalis kiilonbségek figyelhetok meg kémiai Osszetétel €s antibakterialis aktivitas
tekintetében. A vesztitol, neovesztitol és izolikviritigenin, mint fontos antibakterialis
anyagok koncentracidja az esOs évszak (januar-majus) soran volt a legmagasabb a vizsgalt
mintdkban. Tovabba az esds évszakban gylijtott brazil vords propolisz hatékonyabbnak
bizonyult a protozoak elleni kezelés soran is [18]. A f6, bioldgiailag aktiv kémiai
komponensek a polifenolok ¢és a terpenoidok [7, 12]. A polifenolok felelések a legtobb
farmakologiai hatasért [16]. Azonban fontos, hogy az egyes hatéanyagok kozotti
interakciokat is figyelembe vegyiik, ne csak egy-egy molekula 6nallé hatasat [1]. Példaul a
pinocembrin, galangin és Krizin egyiittesen magasabb antibakterialis aktivitast mutat, mint
kiilon-kiilon E. coli, Klebsiella pneumoniae és Pseudomonas aeruginosa esetén [14]. A
polifenolok k6zé soroljuk a flavonoidokat, fenol savakat, és észtereiket [16], a flavonoidok
esetén a molekulak B-gyiiriije felelds a biologiai hatasért [5]. A flavonoidok k6zé tartozd
fontosabb biologiailag aktiv vegyliletek: Krizin, tektokrizin, pinocembrin, apigenin,
galangin, kempferol, kvercetin és a pinosztrobin. A fenol savak k6zé soroljuk a kdvetkezd

aromas vegyiileteket: koffeinsav, fahéjsav, p-kumarinsav, benzoesav, szalicilsav, ferulasav.



Tovabbi kiemelten fontos fenolos 6sszetevo az artepillin C. A terpenoidok kozé soroljuk a

terpineolt, kamfort, geraniolt, nerolt és farnezolt [7].

A propolisz rendkiviili diverzitasa, és szinergista hatasa antimikrobialis szerekkel,
nagyon fontos tényezé a mikrobialis rezisztencia csokkentésében, és kialakulasanak
megel6zésében. frorszagbol szarmazé propolisz szinergista hatast és fokozott hatékonysagot
mutatott vankomicinnel, ¢és oxacillinnel meticillin-rezisztens S. aureus (MRSA)
baktériummal Sszemben [14]. Egy olasz eredeti propolisz ampicillin, gentamicin,
kloramfenikol, vankomicin és sztreptomicin antibiotikumok antibakterialis hatasat fokozta
S. aureus, és Stapyhlococcus epidermidis (S. epidermidis) esetén [19]. Ampicillinre,
ceftriaxonra és doxiciklinre rezisztens S. aureus érzékennyé valt propolisszal kombinalt
kezelés hatasara [20]. A ceftazidim és apigenin egylittes hatdsa sejtmembran karosodast, és
sejthalalt okozott a ceftazidim rezisztens Enterobacter cloacae esetén [5]. A kvercetin
csokkenteni képes a rezisztenciat a béta-laktam antibiotikumokra, amit egy penicillin
rezisztens S. aureus torzs esetén irtak le [5]. Al-Waili és mtsai. megfigyelték a propolisz
fokozott antibakterialis aktivitasat S. auerus és E. coli esetében, ha mézzel kombinaltak [8].
A gombaellenes nisztatin hatéanyaggal is szinergizmust figyeltek meg C. albicans esetén
[20], lengyel eredetii propolisz pedig szubinhibitorikus koncentracioban szinergista hatast

mutatott flukonazollal és vorikonazollal [21].

Minden propolisz kozos tulajdonsaga az antibakterialis [1-3, 5, 22] , antiviralis,
antioxidans, antiproliferativ, gombaellenes [3, 7, 22], parazitaellenes, gyulladascsokkentd
[6, 7], antiprotozoas [23], immunmodulans [2, 22], hepatoprotektiv [1], daganatellenes,
citotoxikus ¢és sebgyogyulast segité hatas [6], amelyet szamos biologiailag aktiv
molekuldjanak koszonhet [1]. Kutatasunk soran galambokbol izolalt patogén baktériumok,
C. albicans ¢és Trichomonas gallinae propolisz érzékenységét vizsgaltuk. Jelenleg
Magyarorszagon megkdozelitéleg 180 000 db husgalambot tartanak ezenfeliil tobb ezer
posta-, és diszgalamb tenyészts is noveli a hazai galamblétszamot [24]. Szamos orszagban
megfigyelték, hogy a gazdasagi haszonallatok koziil a galambok az egyik legjelentdsebb
rezervoarjai az antibiotikum rezisztens baktériumtorzseknek. A rezisztencia terjedésében
kiemelt szerepet kapnak a postagalambok, hiszen egy-egy verseny alkalmaval tobb szaz

kilométert tesznek meg, lehetdséget adva a rezisztens baktériumok terjedésének [25, 26].



2.2. A propolisz antibakterialis hatasa

A propolisz antibakterialis hatékonysaga az esetek tobbségében Gram-pozitiv
baktériumok ellen kifejezettebb, mint a Gram-negativ baktériumokkal szemben [7, 27-29].
Ez két dolognak koszonhetd: egyrészt a Gram-negativ baktériumok jellegzetes sejtfala
nagyobb védelmet jelent a baktérium szamara [7], masrészt a sejt kiils6 membranjanak
fehérje jellegti, hidrolitikus enzimei inaktivaljak a propolisz aktiv Osszetevoit [5, 28].
Przybyltek és Karpinski kisérletében a S. aureus és az E. coli MIC értékeinek vizsgalata jol
tikrozi, hogy a propolisz etanolos kivonatanak S. aureus torzsekkel szembeni
legalacsonyabb MIC értéke 8-80 pg/ml, mig a legmagasabb MIC értéke 750-1445 pg/ml
kozottiek voltak. Ezzel szemben az E. coli térzseknél 116-510 pg/ml, valamint 1200-5000
ug/ml kozotti értékeket figyeltek meg [7]. Azonban Nina és mtsai. a boliviai propoliszt

hatékonyabbnak talaltak a Gram-negativ baktériumok ellen, mint S. aureus ellen [30].

Az antibakteridlis hatasok kozé tartozik a nukleinsav szintézis gatldsa, a motilitas
csokkentése [28], a sejtmembran funkcionalis karositasa, az energia metabolizmus gatlasa
[5, 31], a biofilm képzOédés gatlasa [14, 22], a sejtmembran fehérjéinek karositasa, a
membran permeabilitas megvaltoztatasa [28, 31] és a bakterialis rezisztencia csokkentése
[5]. A flavonoidok, mint a propolisz legjelentdsebb fenolos Gsszetevéi jellemzéen a
nukleinsav szintézist gatoljak a baktériumokban, legféképpen a topoizomeraz II-hoz valo
kotédésen keresztiil. A kvercetin a baktériumok adenozin-trifoszfataz enzimét gatolja
azaltal, hogy a DNS-giraz B alegységéhez kot [5]. A propolisz képes egy vizréteget képezni
sajat felszinén (exclusion zone), amely fizikailag tavol tartja a kisebb molekulakat, ionokat,
kolloidokat, valamint mikrobakat is. Ezen fizikai barrier all a hatterében szamos
antibakterialis hatasmechanizmusanak, hiszen ezt a szamos 6sszetevéjében talalhato hidrofil
csoportoknak (-OH, -COOH) kdszonhetéen tudja kialakitani [13]. Rivera-Yafez ¢és mtsai.
kisérletében maldaj propolisz, valamint ennek nanorészecskéi gatoltak S. epidermidis
biofilmképzodését [14]. A pinocembrin, apigenin, kvercetin és az artepillin C antibakterialis
hatésa jelentds. A fahéjsav és szarmazékainak szdmos baktérium ellen kimutattdk hatasat,
amelyeket a sejtmembran karositasaval, adenozin-trifoszfataz gatlasaval, valamint a

sejtosztodas és biofilmképzodés gatlasaval ért el [7].

2.2.1. A propolisz Staphylococcus spp. ellenes hatékonysaga
A Staphylococcus nemzetség tagjai Gram-pozitiv baktériumok, amelyek igen
széleskorii megbetegedéseket tudnak okozni. Kezelésiik egyre komplikaltabb, ugyanis egyre

szélesebb kori az antibiotikum rezisztens torzsek spektruma a helytelen antibiotikum
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hasznalat kovetkeztében. A S. aureus oridsi kozegészségiigyi jelentéséggel bird tagja a
nemzetségnek, ugyanis az MRSA napjaink egyik legégetobb nozokomialis fert6zéseket
okozd korokozdja [32]. Baromfi esetén szisztémas fertdzést, valamint lokalisan bor-, és

sebfertézéseket, 1éghti megbetegedéseket, artritiszt tudnak okozni [33, 34].

2. tablazat A propolisz S. aureus ellenes hatékonysaga orszagonként

Eredet és a vizsgalt Torzsek  Etanolos
propolisz mintak szama  szama kivonat% MIC ng/ml ForKas
Szerbia 66 4 95%* 78-16 100 [27] [35]
Gorogorszag 1 1 70% 120 [36]
37] [38] [39] [40
Brazilia 27 27 >4%, 8%, 6,25-4000 E41} E42; E43; E44;
95%, 100%
[45] [46] [10]
Tajvan 1 1 60%, 99,5% 10-20 [47]
Nagy-Britannia 1 1 70%, 100% 80-500 [48] [49]
Ausztria 1 1 70% 2400 [50]
Franciaorszag 1 1 70% 4600 [50]
Németorszag 2 2 70% 1200-1400 [49] [50]
Chile 25 3 70%* 62,5-26 900 [51] [52]
Oman 8 1 70% 42-169 [53]
Marokko 47 6 70% 2-1250 [54] [55] [56]
Szlovénia 1 1 70%, 96% 150-340 [57]
Iran 2 2 80% 150-250 [58] [59]
Szaud-Arabia 1 1 70% 1500 [60]
Egyiptom 1 1 70% 1500 [60]
Dél-Afrika 39 1 100% 6-1563 [44]
Ausztralia 2 1 100%* 400-2000 [61]
Csehorszag 1 1 70% 300-600 [49]
Lengyelorszag 7 33 70% 128-780 [62] [63]
Palesztina 2 1 70% 170-1250 [56]
Kuba 20 1 100%* 4,4-58,2 [64]
Bolivia 10 2 100%* 125-1000 [65]

* Metanolos kivonat



A 2. tablazat Osszefoglalja a kiilonb6zd orszagokbdl szarmazd propoliszok
alkoholos kivonatanak S. aureus kérokozoval szembeni vizsgalatok soran mért MIC értékeit.
Az alkoholos kivonatok alkalmazasa soran kapott MIC értékek igen széles hatarok kozott
mozognak, amely jol tiikrozi a propolisz rendkiviili diverzitasat. A legtobb esetben a
propolisz igen hatékonynak bizonyult. Rendkiviil hatékony értékeket Marokkobol, Kubabol
¢és Dél-Afrikabol szarmazo propoliszok esetén talaltak 2 pg/ml [55], 4,4 ng/ml [64] és 6
ug/ml [44] koncentracioban. Gorogorszagi 70 %-os propolisz tinktara MIC értéke 120
pug/ml volt [36]. Tajvanbol szarmazo propolisz igen alacsony 10-20 pg/ml koncentracioban
mar hatékonynak bizonyult [47]. Omani eredetii etanolos kivonat szintén hatékony volt 42
pug/ml és 169 pg/ml kozotti MIC értékkel [53]. Azonban bizonyos esetekben a propolisz
kevésbé volt hatékony S. aureus ellen, Szaud-Arabiabol és Egyiptombol szarmazé propolisz
csupan 1500 pg/ml MIC értéket mutatott [60]. Osztrak és francia eredetli propolisz pedig
2400 ¢és 4600 pg/ml koncentracioban volt csak hatékony [50]. Szerb propolisz esetén
megfigyeltek 16 100 ug/ml-es MIC értéket is [35].

2.2.2. A propolisz Enterococcus spp. ellenes hatékonysaga

Az Enterococcus nemzetség tagjai a gyomor-, bélcsatorna mikrobiomjanak
természetes részét képezik, tehat fiziologias esetben is jelen vannak a gasztrointesztinalis
traktusban. Gram-pozitiv, gobmb alaka baktériumok, amelyek egyesével, parosan vagy rovid
lancokat alkotva helyezkednek el. A legnagyobb jelentéségii, és a legtobb esetben fert6zést
okoz6 fajok az Enterococcus faecalis (E. faecalis), az Enterococcus faceium, az
Enterococcus cecorum (E. cecorum), az Enterococcus avium, az Enterococcus columbae (E.
columbae) és az Enterococcus gallinarum (E. gallinarum). Gyakran okoznak nozokomialis
fert6zéseket, tobbek kozott hugyuti fertdzések, endokarditisz és bakterémia kialakulasaért
felel6sek [66, 67].

A 3. tablazat Osszefoglalja a kiilonb6z6 orszagokbol szarmazo propoliszok
alkoholos kivonatanak E. faecalis vizsgalatai soran mért MIC értékeket. A MIC értékek 31,3
[46] és 16 800 [35] pg/ml kozott valtoznak, azonban az esetek tobbségében a propolisz
hatékony az E. faecalis esetén. A legalacsonyabb MIC értékeket a 7 orszaghan tortént
vizsgalatok koziil Brazilia, Dél-Afrika és Marokké esetében irtak le 31,3 pg/ml [46]; 49
pug/ml [44] és 70 ng/ml [55] koncentracioban. Tovabba palesztin €s irani eredetli propolisz
mérsékelten volt hatékony, 170-625 pg/ml [56] és 250-300 pg/ml [58, 59] kozotti MIC-
értékekkel. Szlovénia esetén az atlagos értékekhez képest magasabb MIC értékeket (1200-
1400 pg/ml) irtak le [57].
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3. tablazat A propolisz E. faecalis ellenes hatékonysaga bizonyos orszagokban

Eredet és a vizsgalt Torzsek Etanolos
. MIC pg/ml Forras
propolisz mintak szama szama kivonat%
Szerbia 66 2 95%* 300-16 800 [27] [35]
80%, 95%, [41] [42] [43]
Brazilia 14 8 31,3-1600
100% [44] [46]
Szlovénia 2 1 70%, 96% 1200-1400 [57]
Iran 2 2 80% 250-300 [58] [59]
Dél-Afrika 39 1 100% 49-1563 [44]
Marokké 23 1 70% 70-1120 [55] [56]
Palesztina 2 1 70% 170-625 [56]

* Metanolos kivonat

2.2.3. A propolisz E. coli ellenes hatékonysaga

Az E. coli Gram-negativ, palca alakq, fakultativ anaerob baktérium, a normal bélfléra
tagja. A legtobb E. coli torzs, mint a mikrobiom tagja, artalmatlan az €16 szervezet szamara,
azonban léteznek patogén torzsek is [68]. Ezen torzsek kiemelked6 jelentOséggel birnak az
ételmérgezéssel jard korképek kialakulasaban, azonban okozhatnak huagyuti fertézéseket,

szeptikémiat, és egyéb szisztémas megbetegedéseket is [69].

A 4. tablazat Osszefoglalja a kiilonb6z0 orszagokbdl szarmazo propoliszok
alkoholos kivonatanak E. coli vizsgalatai soran mért MIC értékeket. A MIC értékek itt is tag
hatarok kozott valtoznak, azonban ahogyan az elézéekben leirtuk [7, 27-29], Gram-negativ
baktérium lévén atlagosan joval magasabb MIC értékeket talaltak, mint Gram-pozitiv
baktériumok esetében. A leghatékonyabb koncentraciot a boliviai propolisz abszolit
alkoholban torténd Kkivonata esetén talaltak 31,2 pg/ml koncentracioban [65], Chilében
hasonldan oldott propolisznal 31,5 pg/ml [52], brazil propolisz etanolos kivonata soran 128
pg/ml [39] és oman propolisznal 169 pg/ml [53] MIC értékeket irtak le. A legkevésbé
hatékony koncentraciokat szerb eredetii kivonat (10 000 pg/ml) esetén [27], valamint brazil

eredetii propolisz kivonat (8000 pg/ml) esetén irtak le [37].
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4. tablazat A propolisz E. coli ellenes hatékonysaga egyes orszagokban

Eredet és a vizsgalt Torzsek Etanolos
. MIC pg/ml Forras
propolisz mintak szama  szama kivont%

Szerbia 13 1 95% 2500-10 000 [27]
Gorogorszag 1 1 70% 400 [36]

[37] [39]
54%, 80%, 95%,
Brazilia 16 10 128-8000 [41] [44]
100%
[46] [10]
. 60%, 70%, 80%,
Tajvan 1 1 >640 [47]
95%, 99,5%

Ausztria 1 1 70% 1600 [50]
Franciaorszag 2 8 70% 128-3400 [50] [70]
Németorszag 1 1 70% 1200-5000 [49] [50]

Egyesiilt

1 1 70% 600-1200 [49]

Kiralysag

Oman 8 1 70% 169-356 [53]
Bulgaria 1 1 70% >1000 [53]
Szlovénia 2 2 70%, 96% 290-680 [57]
Szaud-Arabia 1 1 70% 1500 [60]
Egyiptom 1 1 70% 2500 [60]
Dél-Afrika 39 1 100% 391-1563 [44]
Csehorszag 1 2 70% 600 [49]
Lengyelorszag 20 1 70% >4096 [63]
Chile 19 4 100%* 31,5-1000 [52]

Marokko 23 4 70% 310-5000 [55] [56]

Palesztina 2 3 70% 310-2500 [56]

Kuba 20 1 100%* >64 [64]
Bolivia 10 4 100%* 31,2-1000 [65]

* Metanolos kivonat

2.2.4. A propolisz S. enterica ellenes hatékonysaga
A S. enterica Gram-negativ, palca alaki baktérium, amelynek tobb mint 2500
szerotipusa létezik, okozhatnak enteralis, és szisztémas megbetegedéseket egyarant.

Madarak esetén kiemelendé a galambok szalmonellozisat is okozo madar paratifusz.
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Galambok esetén a jellemzd tiinetek: hasmenés, gyengeség, idegrendszeri tiinetek,
szeptikémia és a szarnyiziilet gyulladasa kovetkeztében kialakuld szarnyldgatas. Kezelése

antibiotikummal, megel6zése vakcinaval lehetséges [71].

Az 5. tablazat Osszefoglalja a kiilonb6z0 orszagokbol szarmazo propoliszok
alkoholos kivonatanak S. enterica vizsgalatai soran mért MIC értékeket. S. enterica
vizsgalata soran hatékonysagban igéretesnek bizonyuld MIC értékeket irtak le chilel
propolisz kivonat esetében 62,5 pg/ml [52] és boliviai kivonat esetén 125 pg/ml [65]
koncentracidban. Azonban a legtobb esetben az alkoholos propolisz tinktura nem bizonyult
hatékonynak, szerbiai propolisz tinkttira esetén csupan 10 000 mg/ml koncentracio gatolta a
novekedést [27]. A szlovéniai eredetli propolisz vizsgalata soran a legalacsonyabb MIC érték

580 pg/ml volt, de tobbségében itt is 1200-1400 pug/ml értékeket irtak le [57].

5. tablazat A propolisz S. enterica ellenes hatékonysaga bizonyos orszagokban

Eredet és a vizsgalt Torzsek Etanolos
. MIC pg/ml
propolisz mintak szama szama kivonat%
Szerbia 13 1 95% 10 000 [27]
580-680
Szlovénia 1 2 70%, 96% [57]
1200-1400
Chile 19 1 100%* 62,5-1000 [52]
Bolivia 10 1 100%* 125-1000 [65]

* Metanolos kivonat

2.3. A propolisz gombaellenes hatasa

A propolisz gombaellenes hatasa komplex Osszetételének koszonhetden szdmos
médon  érvényesiil. FO hatdsmechanizmusa a membrandepolarizacion keresztiili
sejtmembran karositas, és az apoptozis indukcidja [21, 28]. Ezenfelill szamos gén
expressziojat gatolja, amelyek szerepet jatszanak a patogenitisban, a sejt adhézioban, a
biofilm képzésben és a fenotipus valtasban [21, 28]. A fenotipus valtas, azaz a hifaképz6dés
a gombak egyik legjelentésebb virulencia faktora [21]. A foszforilalt adenozin nukleotidok
szintjét is csokkenti, ezaltal karositja a nukleinsav szintézist és az energia metabolizmust
[28]. Az antifungalis hatasért leginkabb a flavonok, és a flavonolok a felelések. A flavonok

fontos képviseldje a formononetin igen hatékonynak bizonyult szamos gombafaj ellen [21].

A C. albicans a nemzetségen beliil a leggyakrabban megbetegedést okozo faj.

Alapvetden éleszt6-tipusi gomba, azonban polimorf tulajdonsaganak kdszonhetéen harom
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kiilonboz6 alakjat kiilonitjiik el: képes ndni élesztd-, pszeudohifa-, és hifa-tipusti formaban
iS. Patogenitas szempontjabdl a hifa-tipusi névekedés a jelentds, ugyanis a gomba ebben a
formaban képes athatolni az epitéliumon és endotéliumon, szévetkarosodast okozva [72].
Opportunista patogén, a normal gasztrointesztinalis és urogenitalis flora tagja, csak
immunszupresszalt egyedekben okoz tiineteket [73, 74]. Leggyakrabban a szajiireg, a
nyeldcsé €és a vagina nyalkahartyajan, és a boéron jelentkeznek fehér lerakodasok, de

stilyosabb esetben szisztémas fertdzést is tud okozni [74].

6. tablazat A propolisz C. albicans ellenes hatékonysaga egyes orszagokban

Eredet és a vizsgalt Torzsek  Etanolos

. MIC pg/ml Referencia
propolisz mintak szama  szama kivonat
Szerbia 13 3 95% 625-5000 [27]
Gorogorszag 1 1 70% 370-1560 [36]
70%, 80% [38] [43] [44] [46]
Brazilia 16 33 98-9250
96%, 100% [75] [76] [77]
N Britanni 2 3 0% 300-1000 [48] [49]
agy-britannia -
i 100%
Ausztria 1 1 70% 1200 [50]
70%
Franciaorszag 1 1 31,25-1512 [50] [78]
95%
Németorszag 2 3 70% 4048-5000 [49] [50]
70%
Szlovénia 1 1 460-530 [57]
96%

Szaud-Arabia 1 1 70% 2000 [60]
Egyiptom 1 1 70% 2500 [60]
Dél-Afrika 39 1 100% 98-3125 [44]
Csehorszag 1 2 70% 600-1200 [49]

Kuba 20 1 100%* 61,6-64 [64]
Portugalia 2 1 80% 11-14,5 [79]
Lengyelorszag 55 2 70% 2000-37 500 [80] [81]

* Metanolos kivonat

A 6. tablazat 6sszefoglalja a kiilonb6z6 orszagokbol szarmazo propoliszok etanolos
kivonatanak C. albicans vizsgalatai soran mért MIC értékeket. 15 kiilonb6zd orszagbol
szarmazo propolisz vizsgalatai soran szamos esetben hatékonynak bizonyultak a kivonatok.
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Portugal propolisz esetén 11 ug/ml és 14,5 ng/ml MIC értékeket talaltak [79], tovabba a
francia propolisz is hatékonynak bizonyult mar 31,25 pg/ml [78] koncentraciotol. Azonban
lengyel propolisz kivonat esetén a hatékonysag joval gyengébb volt a tobbi vizsgalathoz

képest, csupan 2000-37 500 pg/ml koncentraciok esetén talaltak hatékonysagot [80, 81].

2.4. A propolisz parazitaellenes hatasa

A propolisz parazitacllenes hatasa szintén szamos mechanizmuson alapszik.
Megzavarja a foszflipid anyagcserét, ami a sejtmembrant alkotd foszfatidil-glicerol,
foszfatidil-inozitol szintjének csokkenéséhez vezet [82]. Ezenfeliil egy masik flavonoid
csoport, a kalkonok jelentésen gatoljak a parazitak novekedését. A 2,6-dihidroxi, 4-metoxi-
kalkon fokozza a sejt-, és mitokondrium membran szterol tartalmat és Gsszetételét. Ennek
kovetkeztében megvaltozik a membranok strukturaja és fluiditasa [83]. A rozmarinsav és az
[84]. A reszveratrol a hidrogenoszoéma sejtorganellum karositasan keresztiil fejti ki hatasat.
Ez a sejtszervecske felelds a protozoak energia termeléséért, és a redox egyensuly
fenntartasaért. Az apigenin és a koffeinsav noveli a reaktiv oxigén vegyiiletek képz6dését
(ROS), kovetkezményesen mitokondrialis duzzadast és apoptédzist okoz [85]. A kvercetin
vaskeldtor; a maszlininsav gatolja a parazita felszini fehérjekomplexének proteaz
milkodését, mely nélkiilozhetetlen a gazdasejtbe jutashoz [86, 87]. A kempferol az aktin és

miozin II nehézlanc expresszidjat befolyasolja, ami a parazitik megtapadasat gatolja [88].

A Trichomonas gallinae egy egysejtii parazita, amely szamos madarfaj, koztiik a hazi
galamb (Columba livia domestica) trichomoniazisat okozza. A sargas-fehéres plakkszerii
lerakodéasok jellemzdéen a fels¢ légutakban, és az emésztOtraktus felsd szakaszédban
jelentkeznek, kiilonods tekintettel a garatiiregre és a begyre. Stlyosabb esetben a fert6zés
deszcendalhat a nyel6csore, atjutva a bélfalon megfert6zheti a nagyobb ereket, és a majat is.
A fiokaknal, fiatal egyedeknél igen magas a mortalitas, azonban a kifejlett madarak sokszor
tiinetmentesek, vagy csak a teljesitményiikon latszik a fertdzottség. Jellemzéen a madarak
ivovizén, eleségén keresztill terjed, azonban fidokak esetén a begytejjel, valamint

umbilikalisan is be tud jutni a parazita a szervezetbe [89] [90].

A 7. tablazat osszefoglalja M. 1. és mtsai. eredményeit a propolisz vizes oldatanak
Trichomonas gallinae ellenes hatékonysaga tekintetében. A kezdeti parazitaszamhoz

viszonyitott szazalékos értékek vannak feltiintetve a kezelést kovetd 24 és 48 orat kdvetden
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egyre novekvo propoliszkoncentracio mellett. A propolisz vizes kivonata 24 6ras kezelést

kovetden 75 mg/ml koncentracié mellett eradikalta 100%-ban a trophozoitakat [90].

7. tablazat A propolisz vizes kivonatanak Trichomonas gallinae ellenes hatékonysaga M. 1. és mtsai
kisérletében

Propolisz koncentracié (mg/ml)

%-o0s parazitaszam csokkenés

12,5 mg/ml 66,6 % 81,8 %
25 mg/ml 77,7 % 86,4 %
50 mg/ml 88,9 % 100 %
75 mg/ml 100 % 100 %
100 mg/ml 100 % 100 %

Trichomonas vaginalis esetén etanolos brazil barna propolisz kivonata 400 pg/ml
koncentracid esetén volt hatékony [91]. Sena-Lopes és mtsai. vizsgalatuk soran a propolisz
etanolos kivonatanak 500 pg/ml koncentracidja esetén irtak le a trophozoitak 100%-0S
eradikaciojat [92]. Az irodalomban leirt egyetlen vizsgalat Trichomonas gallinae esetén az

egyiptomi eredetii propolisz vizes kivonata, mely esetén a MIC érték 75 000 pg/ml volt [90].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy in vitro megvizsgaljuk a propolisz antibakterialis,
gombaellenes és protozoaellenes hatékonysagat kiilonb6z6 toménységli  etanolos
kivonatokat alkalmazva, valamint ezen oldatok kozott megnézzikk az esetleges

hatékonysagon beliili kiilonbségeket.

A vizsgalat soran meghataroztuk egy észak-alfoldi régiobol szarmazd propolisz
etanolos kivonatainak MIC és minimalis eradikacios koncentracié (MEC) értékeit Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumok, C. albicans éleszt6 és Trichomonas gallinae protozoa
esetén. Gram-pozitiv baktériumok koziil Staphylococcus spp., és Enterococcus spp., Gram-
negativ baktériumok koziil pedig E. coli és S. enterica torzseket vizsgaltunk. A propolisz 6t
kiilonbozd toménységli etanolos kivonatat alkalmaztuk a vizsgalathoz (96%, 90%, 80%,
70%, 60%). A vizsgalatban minden egyes korokozo 8-8 torzsét vizsgaltuk az 6t kiilonb6zo
toménységli etanolos tinktura tekintetében. Elsé hipotézisiink az volt, hogy a propolisz
antibakterialis hatékonysaga kozott Gram-pozitiv baktériumok ¢és Gram-negativ
baktériumok esetén nincs kiilonbség, tovabba hatékonyan gatolja a C. albicans és
Trichomonas gallinae novekedését. Masodik hipotézisiink pedig az volt, hogy a kiilonb6z6
toménységli etanolos kivonatok kozott hatékonysagon beliili kiilonbségeket fogunk

tapasztalni.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A propolisz torzsoldatok és a mikrobak elokészitése

A vizsgalathoz hasznalt nyers propolisz az észak-alfoldi régiobol szarmazott. A
kezeléshez otféle propolisz torzsoldatot hasznaltunk, mert szakirodalmi forrasok leirtak,
hogy a kiilonb6z6 alkohol koncentraciokban mas-mas flavonoidok oldddnak ki nagy
mennyiségben, igy a 80%-os alkoholban elsdsorban kempferid, acacetin és izorhamnetin, a
70%-0s alkoholban pinocembrin ¢és szakuranetin, a 60%-0s alkoholban pedig
izoszakuranetin, kvercetin és kempferol [16]. A vizsgalataink soran az egyik hipotézis
vizsgalatunk az volt, hogy van kiilonbség a kiilonb6zd toménységli alkoholos kivonatok

hatékonysaga kozott.

A baktériumok és gomba vizsgalatdhoz 96%-0s kivonatunk elkészitése esetén 10g
propoliszhoz 30 ml alkoholt és 10 ml glicerint adtunk, a tobbi négy esetben 10-10 g
propoliszhoz adtunk 40 ml 60%-0s, 70%-0s, 80%-os és 90%-0s alkoholt. Mind az 6t esetben
250 mg/ml propolisz koncentracioval szamoltunk. A 96%-0s alkoholos kivonat esetén a
glicerin hasznalatanak az oka, hogy ezt a készitményt hasznaltdk galambok kezelésére a
propolisz szarmazasi helyén talalhato telepen, és szerettiik volna kideriteni, hogy okoz-e a
hatékonysagban barmi kiilonbséget. A 96-0s mikrotiter lemezen (VWR International, LLC.,
Magyarorszag) torténé elrendezés ugy tortént, hogy az adott propoliszos tinktaraval kezelt
minta alatt mindig kontrollként csak az adott oldoszer hatasat is vizsgaltuk. A lemezek els6
oszlopaba 30 pl taplevest mértiink, majd 150 ul propolisz oldatot adtunk hozza. Igy az elsé

oszlopban minden esetben 208 mg/ml propolisz koncentraciot kapunk.

A baktérium torzseket Budapest és kornyékérdl gyijtottiik beteg vagy elhullott
galambokbol vett bakteriologiai mintakbol. A tobb honapos mintagytijtést kovetden a 8.
tablazatban lathat6 fajokat hasznaltuk fel a vizsgalatainkhoz.

Ahol sziikség volt rd, a vizsgdland6 torzseket a sajat fagyasztott torzseinkbdl
egészitettiik ki, tigy, hogy minden nemzetségbdl 8-8 torzs legyen (staphylococcusok esetén
2 torzs, enterococcusok esetén 3 torzs, E. coli esetén 1 torzs), illetve C. albicans esetén teljes

mértékben sajat fagyasztott torzsekbdl dolgoztunk, mivel gombak izolalasa nem tortént.

Mindegyik torzsbdl egy sarga kacsnyi telepet oltottunk be 3-3 ml tripton-szoja
levesbe (TSB), majd 18-24 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk 6ket.
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8. tablazat A vizsgalt mikroba fajok és fajon beliil a torzsek szdma, forrasa

Baktérium faj Mennyiség Minta forrasa

S. aureus 2 torzs + 2 torzs™* orriireg és tojas

S. delphini 2 torzs légutak és m4j

S. sciuri 2 torzs légutak és bélcsatorna

E. gallinarum 1 torzs + 3 torzs* kotohartya

E. columbae 2 torzs légutak és bélcsatorna

E. hirae 1 torzs légutak

E. cecorum 1 torzs légutak

E. coli 7 torzs + 1 ATCC torzs* kotéhartya, bélcsatorna, maj
S. enterica 8 tOrzs bélcsatorna, m4j, iziilet, here
C. albicans 8 torzs* bor

* A Gyogyszertani és Méregtani Tanszék korabban baromfibdl izolalt és lefagyasztott torzsei, valamint
vasarolt ATCC torzs

4.2. A baktérium- és gombaellenes hatékonysag vizsgalata

A lemezek els6 oszlopat kivéve az 6sszes lyukat 90 ul TSB taplevessel toltottiik fel,
az elsd oszlop lyukaiba 30 pl TSB taplevest mértiink (1. 1€pés). A kész torzsoldatokbol
minden egyes lemez els6 oszlopanak minden masodik soranak lyukaiba (A, C, E, G) 150 pl-
t mériink be. Azokba az els6 oszlopon beliili lyukakba, melyekbe nem mértiink be propolisz
tinktarat (B, D, F, H) 150 ul olddszert pipettaztunk, kontrollként az alkohol mikroba ellenes
hatasanak vizsgalatahoz. Az els6 oszlopban igy minden esetben 180 pl oldat volt, innen
90 ul oldatot a masodik oszlopba mértiink, szuszpendaltuk azt 2-3 alkalommal és igy tovabb
(2-3. 1épés), majd a 10. oszlopot kdveten a pipetta hegyet a 90 ul oldattal feleslegben
kidobtuk (4. 1épés). Igy minden oszlopban 90 ul oldat volt, ezzel elkészitve a 2-es alapu
higitasi sort (1. abra). El6zetes vizsgalatainak alapjan, ahhoz, hogy megtalaljuk a propolisz
MIC értékeit, minden lemez higitasat egy masodik lemezen tovabb kellett higitanunk.

Ezt koveton az inokulum (segéd) lemez 240 ul TSB levessel felt6ltott oszlopaiba a
tomény baktérium szuszpenziokbdl bemértiink 10 pl-t. A bemérés el6tt a baktériumokat
tartalmazo csoveket vortexeltik a homogén eloszlas érdekében. Igy a kiindulasi
baktériumok 25x higitasat hasznaltuk a vizsgalatokhoz. A kontroll sorok miatt két egymast
kdvetd sorba ugyanaz a baktérium lett beoltva. Az inokulum lemezek elkészitése utan az 1.
oszlop A-H lyukakbol a higitasi sort tartalmazo lemezek 11. (pozitiv kontroll) oszlopatol
kezdve, minden lyukba 10 pl baktérium szuszpenzidt mértiink be, minden egyes higitasi sort

tartalmazo lemez esetén 1j oszlopot felhasznalva (5. 1épés). Igy a kész lemezek minden
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lyukéaban 100 ul oldat volt, kivéve a negativ kontroll, ahol ez 90 ul volt (2. abra). Ezutan a
lemezeket 18-24 h-ig 37 °C-on inkubaltuk, majd elbiraltuk a MIC értékét.

1. 1épés: feltoltés
2. 1épés 3. 1épés 4. 1épés 90 pl feleslegben kidob

e i

2X 4x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
A]180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
B 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cl180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
DJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
EJ180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
F]180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
G180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

1. abra A lemez taplevessel valo feltoltése (1. 1épés), a kettes alapu higitasi sor elkészitése (2-3.
1épés), végiil a felesleg eldobasa (4. 1épés)
10 pl

5. 1épés ﬁ

2X 4x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Al 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
B]100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
Cj 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
D] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
E] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
F]100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
Gj 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -
H{ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 + -

2. abra A baktérium szuszpenzié bemérése a 11. pozitiv kontroll oszloptol (5. 1épés)

4.3. A Trichomonas gallinae el6készitése
A Trichomonas gallinae mintak gytjtése 2021. tavaszan két budapesti
galamballomanybol tortént. A tizenharom minta koziil 7 mintdban mikroszkdposan sikeriilt

¢l6 Trichomonas gallinae alakokat detektalnunk, melyeket késébb polymerase chain
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reaction (PCR) vizsgalattal is igazoltak. Ezek koziil 3 torzset valasztottunk ki a
vizsgalatainkhoz (6., 10. és 11. torzset). A mintagyijtés 8 ml Trichomonas cystein-pepton-
liver-maltose (CPLM) medium base, modified taplevesben, a mintak szallitdsa temperalt
hémérsékleten tortént. Ezt kovetden 37 °C-os termosztatban inkubdltuk dket. A torzsek
fenntartasahoz ¢és tenyésztéséhez a mintagyljtéshez is hasznalt specidlis taplevest
hasznaltunk, amely 425 ml CPLM taplevesbdl (Biolab Diagnostics Laboratory Inc.,
Magyarorszag), 1 fiola Trichomonas szelektiv kiegészitébol (4 ml steril, ioncserélt vizben

feloldva) és 70 ml steril, inaktivalt (56 °C-on 30 percig) pH 6-ra beallitott 16szérumbdl allt.

4.4. A Trichomonas gallinae ellenes hatékonysag vizsgalata

Minden propoliszt tartalmazé higitasi sor alatt egy kontroll sort készitettiink, ahova
csak az oldoszert mértiik be. A vizsgalat 24 lyukt lemezeken (VWR International, LLC.,
Magyarorszag) végeztiik. A vizsgalathoz a torzsoldatok €s oldoszerek mindegyikét 2,5x-ére
higitottuk, ezek lettek a kiindulasi torzsoldataink, melyekbdl az els6 oszlop lyukaiba 0,3 ml-
t mértiink be.

1,5mi 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml
/V

///—\ /;—\///—\/;—\‘/;—\‘////

L} ) ) )

f N\

3. abra A 2-es alapu higitas sor elkészitése
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1. 1épésként a 24-es lemez els6 oszlopat 2,7 ml taplevessel toltottiik fel, a tobbi lyukba 1,5
ml taplevest mértiink. 2. 1€pésként az elsé oszlop ,,A” és ,,C” lyukaiba bemértiink 0,3 ml
propoliszos tinktarat, majd ezek ald a ,,B” és a ,,D” lyukakba a hozzajuk tartoz6 olddszerbdl
szintén 0,3 ml-t. 3. 1épésként az elsd lyukbol atmértiink 1,5 ml szuszpenziot a masodikba és
szuszpendaltuk azt 2-3 alkalommal, majd kivettiink ebbdl 1,5 ml szuszpenzidt a harmadik
lyukba, szuszpendaltuk és igy tovabb. Végiil az utols6 lyukbol a pipetta hegyet 1,5 ml
szuszpenzioval eldobtuk (3. abra). igy kettes alapt higitasi sort készitettiink, 25x, 50x, 100x,
200x, 400x, 800x hatoanyag higitassal, mindegyik lyukban 1,5 ml szuszpenzidval. 4.
Iépésként a vizsgalt Trichomonas gallinae szuszpenziobol 50 pl mennyiséget mértiink
minden lyukba. Egy kiilon lemezen hatéanyag nélkiili kontroll higitasi sort készitettiink. Ezt
kovetden a lemezeket 37 °C-os termosztatba helyeztiik 18-24 6réra, az inkubacidot kovetden

Biirker-kamra segitségével meghatarozzuk a trophozoitdk szamat.

A trophozoitak mennyiségi meghatarozasa (db/ml) Biirker-kamra [93] segitségével
tortént. A sejtszdmolashoz hasznalt altalanos képlet alapjan a nagy négyzetekhez tartozo
atlagos sejtszamot vettiik (4. abra), az alabbi képlet segitségével: a kezdeti szam
meghatarozasa soran 25, a kezelések soran 5 nagy négyzetben megszamoltuk a trophozoitak
szamat, majd atlagoltuk azt, végiil megszoroztuk a Biirker-kamras vizsgalathoz tortént
higitas mértékével. 20 ul szuszpenzidhoz adtunk 20 pl steril fiziologias sooldatot, tehat

kétszeres volt a higitas és végiil szorzofaktorként 2,5 x 10°-nel kellett szorozni.

Nagy négyzet I” 5 mm

Kis négyzet 17

$1/20 mm

Téglalap

4. abra Biirker-kamran torténé sejtszamlalashoz hasznalt nagy négyzet

4.5, Statisztikai modszer

Az eredmények elemzéséhez az R program 4.0.5 verziojat hasznaltuk. Az
eredményeket One-way ANOVA-val vizsgaltuk, minden faj esetén kiilon-kiilon. A
nullhipotézisiink az volt, hogy a kiilonb6z6 alkohol kivonatok hatékonysagai kozott nincs
kiilonbség. A protozoa vizsgalat soran néztiik, hogy a mintak sejtszama 24, 48 és 72 6ra
alatt hogyan valtozott, kétoldalu vizsgalattal tudtunk arra kovetkeztetni, hogy sikeresen

szaporodtak vagy szignifikdnsan csokkent a mennyiségiik a kiindulési sejtszdmhoz képest.
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5. EREDMENYEK

A MIC mérés korlatai koz¢ tartozik, hogy a 96-os lemezen végzett vizsgalatok esetén
az alkoholos tomény propolisz tinktara higitasa soran a propolisz kicsapodott a lemezben és
letilepedett a lyukak aljara. Ezért ilyen formaban a lemezen az oldat zavarosodasa, tehat
annak megitélése, hogy a baktériumok tudtak-e szaporodni vagy sem, nem volt elbiralhato.
Viszont, ha a feliiluszot dvatosan atpipettaztuk egy steril 96-0s lemezre, jol lathatova valt,

hogy mely higitasok esetén van zavarosodas a taplevesben.

Az atpipettazast kovetden jol lathatd volt, hogy a kontroll sorok esetén az alkohol
mely higitdsa gatolta a baktériumok nodvekedését, ezért a propolisz hatékonysaganak
megitélése csak azon oszlopoktdl kezdve volt lehetséges, melyek alatt a kontroll sorban a
korokozok felszabadultak az alkohol gatlasa alol. A modszer ellenérzéseként az alkohol
gatlasa alol felszabaduld elsé harom oszlopainak lyukaibdl tripton-szdja agarra (TSA)
oltottunk ki 50-50 ul szuszpenziot, telepformald egység (CFU) meghatarozas céljabol. A
CFU eredménye a propoliszt tartalmazé lyukak esetén nulla lett, a csak alkoholt tartalmazo
lyukak esetén pedig a korokozok konfluensen bendtték a Petri-csészét. Tehat elmondhatjuk,
hogy a kontroll sorok alapjan meg tudtuk hatarozni, hogy melyik higitasig van az alkoholnak

hatasa ¢és hogy honnan van kizarolag a propoliszbol kioldott hatéanyagoknak kifejtett hatasa.

A MIC értékek meghatarozasa mellett a Gram-pozitiv baktériumok és a C. albicans
gomba esetén a MIC lyukaibo6l, valamint az azt megel6z6 kett6 higitasi oszlop lyukaibol 50-
50 ul szuszpenziot TSA agart tartalmazo Petri-csészére kentiink ki, CFU szamolas céljabol.
A célunk a MEC meghatarozasa volt, tehat azt a koncentraciot kerestiik, ami esetén a CFU

nulla.

Az alkohol gatldsa fajonként eltérd mértékli volt, staphylococcusok esetén
jellemzéen 6,2-12,5% kozotti alkohol koncentracioig gatolt, enterococcusok esetén ez 0,8-
12,5% kozotti szorast mutatott, mig C. albicans esetén jellemz6en 1,6-12,5% kozott volt.
Salmonella spp. és E. coli esetén pedig 2,5-10% kozott alakult. Ugyanakkor Trichomonas
gallinae esetén az alkoholnak a vizsgalt koncentraciok egyike esetén sem tapasztaltuk
befolydsold hatésat.

5.1. A Staphylococcus spp. MIC és MEC eredményei

A 96%-0s kivonat esetén 3,125-50 pg/ml kozotti MIC értékeket tapasztaltunk,
viszont a MEC értékek ennél magasabbak, 12,5-100 pg/ml kozott alakultak. A 90%-0s
kivonat esetén hasonlo, 1,5-50 ng/ml kozotti MIC értékeket kaptunk — egy kiugro érték volt,
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az 5-0s torzs esetén mely 400 pg/ml MIC értéket mutatott, azonban ennek a térzsnek a tobbi
higitas soran is Kiugro értékei voltak, ami arra utalhat, hogy rezisztensebb a kezelésekkel
szemben. A MEC értékek 12,5-50 ng/ml koncentraciok voltak, kivétel az 5-6s torzs, ahol ez
3260 pg/ml volt. A 80%-0s, a 70%-os és a 60%-os kivonatok esetén lathaté mértékben
emelkedett a MIC érték a korabbi kivonatokhoz képest, atlagosan 50-400 upg/ml
koncentraciok voltak megfigyelhetdk, amivel aranyosan a MEC értékek is 200-400 pg/ml
kozotti koncentraciora néttek. A kiugrd 3260 pg/ml MEC érték tovabbra is az 5-0s torzs
esetén volt megfigyelhetd végig (5. abra).

Staphylococcus spp. esetén tapasztalt MIC és MEC

értékek
400 3300
350 3000
2700
~ 300 2400 =
E 250 2100 %ﬁ
=1)]
o 1800 2
S 1500 5
& 150 1200 =
= 100 900 =
I 600
50 J 300
0 0
1. 2, 3, 4, 5, 6. 7. 8.
— 96% MIC s 90% MIC 80% MIC 70% MIC mmmm 60% MIC

e 6% MEC s==90% MEC 80% MEC 70% MEC s 60% MEC

5. abra 8 db Staphylococcus torzs esetén tapasztalt MIC és MEC értékek a kiilonboz6 alkoholos propolisz
kivonatok esetén (1., 5. Staphylococcus sciuri, 2-3. Staphylococcus delphini, 4., 6., 7., 8. S. aureus). Az egyes
torzsek esetén (X-tengely) lathato az 5-5 kapott MIC (y-tengely) és MEC érték (z-tengely) azonos szinnel
feltiintetve.

5.2. Az Enterococcus spp. MIC és MEC eredményei

A 96%-0s kivonat esetén a MIC értékek 6,5-50 pg/ml kozott alakultak, a MEC
értekek pedig 12,5-100 pg/ml kdzott mozogtak. A 90%-os kivonat hasonloan alakult itt is,
a MIC 1,56-12,5 pg/ml volt, a MEC 12,5-50 pg/ml volt. Enterococcus fajok esetén jol
lathato, hogy a 90%-os kivonat hatékonyabbnak bizonyult, mint a 96%-0s. A 80%-0s, a
70%-o0s és a 60%-o0s MIC értékek lathatoan magasabbak (50-400 pg/ml) voltak, valamint a
MEC értékek is nagyobbak (100-800 pg/ml) voltak. Az is megfigyelhetd, hogy az E.

columbae torzsek joval nagyobb érzékenységet mutattak a tobbi térzshoz képest (6. abra).
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Enterococcus spp. esetén tapasztalt MIC és MEC értékek

450 800
400 700
~ 350 600 =~
300
g 500 %0
S0 250 op
= 400 &
&) 200 Q
100 200
50 100
0 0
1 2 3 4. 5 6 7 8
m 96% MIC mmmm 90% MIC 80% MIC 70% MIC mmmm 60% MIC

e 069 MEC sm===90% MEC 80% MEC 70% MEC s 60% MEC

6. abra 8 db Enterococcus torzs esetén tapasztalt MIC és MEC értékek a kiilonboz6 alkoholos propolisz
kivonatok esetén (1., 6., 7., 8. E. gallinarum, 2., 5. E. columbae, 3. Enterococcus hirae, 4. E. cecorum).
Minden egyes torzshoz (x-tengely) azonos szinnel hozza van rendelve a kapott MIC (y-tengely) és MEC

érték (z-tengely).

5.3. Az E. coli és a S. enterica MIC eredményei

Az E. coli torzsek esetén a szakirodalomban leirt kiilonbséget, azaz a Gram-negativ
baktériumok esetén tapasztalhato joval kisebb mértékii hatékonysagot talaltuk. A MIC érték
>13 mg/ml volt, az ennél magasabb koncentracidk az alkohol gatlo hatasa miatt nem voltak
megitélhetok. Egyediil az 5-6s torzsnél gatolta a 13 mg/ml koncentracio a baktériumok
novekedését. A tobbi torzs esetén ezekbdl az utolso, mar az alkohol gatlasa aldl felszabadulo
oszlopokbol Petri-csészére kioltott 50-50 ul minta minden esetben konfluens baktérium

ndvekedést mutatott.

A S. enterica torzsek esetén szintén azt tapasztaltuk, hogy a propolisz vizsgalhatd
koncentracioi egyik formajukban sem voltak hatékonyak. Az els6, alkohol gatlo hatasa alol
felszabadulo oszlopok 50-50 pl mintait Petri-csészére Kioltva, szintén konfluens novekedés

volt tapasztalhat6. A MIC itt is >13 pg/ml volt.
5.4. A C. albicans MIC és MEC eredményei

A 96%-o0s kivonat hatékonysidga a baktériumokéhoz hasonldan alakult, 1,56-50
pg/ml kozotti MIC értékeket és 3,125-50 pg/ml kozotti MEC értékeket tapasztaltunk.
Viszont a 90%-os kivonat esetén itt mar a 80%-0s, 70%-os €s 60%-o0s kivonatokhoz hasonl6
joval kevésbé hatékony eredményeket kaptunk, jellemzéen 100-400 pg/ml kozotti MIC
értekek, valamint 100-800 pg/ml kozotti MEC értékek formdjaban. Egy-egy kiugro érték itt
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is eléfordult, a 80%-0s Kivonat 4-es torzs esetén 25 pug/ml, a 60%-os kivonat szintén ennél a
torzsnél 50 pg/ml MIC esetén is hatékonynak bizonyult. A 90%-os kivonat esetén azonban
egyértelmiien (egyontetiien) sokkal gyengébb hatékonysag lathatd (400 pg/ml MIC), a tobbi
alkoholos kivonatokhoz képest, ami valosziniileg magyarazhato azzal, hogy az irodalomban
is leirt eltéré modon kioldodd flavonoid hatéanyagfajtak koziil a gombak ellen kevésbé

hatékony komponensek oldodhattak ki (7. abra).

C. albicans esetén tapasztalt MIC és MEC értékek
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7. abra 8 db C. albicans torzs esetén tapasztalt MIC és MEC értékek a kiilonb6z6 alkoholos propolisz
kivonatok esetén. A torzsekhez (x-tengely) azonos szinnel hozza van rendelve a kapott MIC (y-tengely) és
MEC érték (z-tengely).

5.5. A baktériumok és C. albicans eredményeinek statisztikai elemzése
A Gram-pozitiv baktériumok MIC értékei (3,125-400 pg/ml) és a Gram-negativ
baktériumok MIC értékei (>13 mg/ml) kozott szignifikans kiilonbség volt (p<0,0001).

Staphylococcus spp. esetén a kapott MIC értékek kozott szignifikans kiilonbség nincs
(p>0,05), Enterococcus spp. esetén viszont a 90%-os és 60%-0s, 70%-0s, 80%-0s kivonatok
kozott (p<0,001), a 96%-0s és 80%-os kivonatok kozott (p=0,0061), valamint a 96%-os és
60%-o0s kivonat kozott (p<0,05) és a 96%-os és 70%-os kivonat kozott (p=0,0012)
szignifikans kiilonbség latszik. C. albicans esetén a 96%-os és 60%-0s, 70%-0s, 80%-0s,
90%-os kezelések kozott (p<0,001), a 96%-os és 60%-o0s kezelések kozott (p=0,0250) a
96%-os ¢és 70%-0s kezelések kozott (p=0,0070), a 96%-os és 80%-os kezelések kozott
(p=0,0055) szignifikans kiilonbség figyelhetd meg.

A MEC értékeket vizsgalva Staphylococcus spp. esetén nincs szignifikans kiilonbség
(p>0,05). Enterococcus spp. esetén a 96%-os és 80%-os kivonatok k6zott (p<0,001), a 90%-
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os és 80%-os kivonatok ko6zott (p<0,001), valamint a 90%-os és 60%-0s (p=0,0010), 70%-
0s (p=0,0059) kivonatok kozott, a 96%-os és 60%-0s (p=0,0052), 70%-0s (p=0,0261)
kivonatok ko6zott, a 80%-os és 70%-0s kivonatok kozott (p=0,0096), a 80%-os és 60%-0S
kivonatok kozott (p=0,0458) szignifikans kiilonbség latszodik. C. albicans esetén viszont
csak a 96%-os ¢s 90%-0s Kivonatok kozott (p<0,001), valamint a 96%-os és 80%-0S

kivonatok ko6zott (p=0,0072) figyelheté meg szignifikans kiilonbség.

5.6.A Trichomonas gallinae életképessége és tenyésztése

A mintagyljtést kovetoen, 24 ora elteltével, 48 ora elteltével és 72 ora elteltével
megszamoltuk a protozodk szamat a mintakban. Az eredmények alapjan jol lathato, hogy a
tenyésztd kozegiinkben a protozodk 48 oras tulélése biztos, s6t a szaporodasuk is
megfigyelhetd. 48 Ora utan viszont a protozoak mennyisége csokkent, s6t a 11-es minta
esetén el is pusztultak (8. abra). Ez alapjan a propolisz hatékonysaganak vizsgalata 24 és 48
oOras kezelést kovetden volt megfigyelhetd, azonban a 48 6ras behatasi id6 hatasa mar nem

volt elbiralhato a 11-es torzs esetén.

Sejtszam/ml alakulasa az egyes torzsek esetén
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8. abra Az egyes Trichomonas gallinae térzsek kezdeti, 24 6ras és 48 6ras sejtszam/ml alakulasa

A kezdeti sejtszam/ml-hez képest 24 orat kovetden a 6-os torzs esetén 27%-0S
sejtszam novekedés, a 10-es torzs esetén 39%-0s, a 11-es torzs esetén pedig 41%-os sejtszam
csokkenés volt megfigyelhetd. A 48 oras inkubaciot kovetden a kontroll mintakban a
sejtszam valtozasanak mértéke a kezdetihez képest a 6-0s torzs esetén 12%-kal, a 10-es torzs
esetén 1%-kal, a 11-es torzs esetén 38%-kal csokkent. A mintagytijtés utan 72 oraval a 6-0S

torzs 20,6%-0S, a 10-es torzs 2,5%-0s, a 11-es torzs 100%-os csokkenést mutatott.

Jol tiikrozi a kezelések soran kontrollként hasznalt sorok sejtszama is a trophozoitak
szaporodasat, hiszen a 25x értékre higitott mennyiségiik szaporodas nélkiil kb. 2,8x10°/ml
protozoat feltételezett volna, azonban 24 o6ra utan ez az érték 8x10%ml volt, ami
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megkozelitdleg a kezdeti szammal egyezett meg, sot a higitasi sorban folyamatos sejtszam
novekedés volt megfigyelhetd, egészen 1,2x10"/ml értékig. Ennek kétféle magyarazata
lehetséges, vagy az egyre novekvd tapanyag mennyiségnek kdszonhetden volt sikeresebb a
szaporodasuk, vagy a koncentraltabb alkoholt tartalmazé higitasoknal volt annak

valamennyi szaporodast gatlo hatasa, ami alol fokozatosan felszabadultak a trophozoitak.

5.7. A Trichomonas gallinae kezelés eredményei
A vizsgalathoz 3 Trichomonas gallinae torzset hasznaltunk: a 6., 10. és 11. torzset.
Mindhéarom torzs esetén kijelenthetd, hogy mind a 24 6ras, mind a 48 oras kezelések soran

az alkoholos kontroll kezelés nem volt hatdssal a protozodk €letképességére.

Trichomonas gallinae 6-os torzsének propolisszal torténo
24 és 48 oras behatasi idot kovetd eredményei
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9. abra A Trichomonas gallinae 6-os torzsének 24 és 48 6ras kiilonboz6 alkoholos propolisz kivonattal
torténo kezelésének eredményei

A 96%-o0s kivonattal torténd 24 oras kezelési idot kovetden a 6-os torzs esetén az 50x
higitasig, a 10-es és 11-es torzs esetén a 100x higitasig figyelheté meg teljes eradikacio,
tehat a MEC értékiink 2,5-5 mg/ml volt. A sejtszam alakulasa alapjan a minimalis paraziticid
koncentracié megegyezik a MEC értékkel. A 48 oras kezelés sordn mar csak a 6-os €s 10-es
torzsek voltak megitélhetdk, el6bbi esetén a 100x higitasnal is teljes eradikacid volt
megfigyelhetd, utobbindl nem volt valtozds. Tehat a MEC érték 2,5 mg/ml volt, az
inkubacios id6 pedig nem ndvelte a propolisz hatékonysagat (9. abra).

A 90%-0s, a 80%-0s, a 70%-os és 60%-0s kivonattal torténd kezelés eredményei
teljes mértékben megegyeznek a 96%-os kivonatnal tapasztaltakkal, tehat a 24 oras kezelés

esetén a MEC és a minimalis paraziticid koncentracié 1,1-2,5 mg/ml volt, 48 d6ra behatési
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id6t kovetden pedig az életben maradt kettd torzs esetén 1,1 mg/ml értéket tapasztaltunk (10.

abra).
Trichomonas gallinae 10-es torzsének propolisszal torténo
24 és 48 oras behatasi idot koveto eredményei
16000000 10000000
14000000
S 12000000 8000000
E 10000000 6000000
‘S 8000000
£ 6000000 4000000
o —
2’ 4000000 25000000
2000000
0 0
10 mg/ml 5 mg/ml 25mg/ml 1,25mg/ml 0,63 mg/ml 0,32 mg/ml
m— 96% (24 h) m— 90% (24 h) — 80% (24 h) 70% (24 h)
m— 650% (24 h) Kezeletlen (24 h) e— 6% (48 h) e 90% (48 h)
80% (48 h) 70% (48 h) — 50% (48 h) Kezeletlen (48 h)

10. abra A Trichomonas gallinae 10-es torzsének 24 és 48 oras kiilonb6z6 alkoholos propolisz kivonattal
torténd kezelésének eredményei

Trichomonas gallinae 11-es torzsének propolisszal torténé
24 oras behatasi idot koveto eredményei

10000000
8000000
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2000000 I I I I I I I
O —

10 mg/ml 5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25 mg/ml 0,63 mg/ml 0,32 mg/ml

sejtszam/ml

mO6% (24h) mW9O0% (24h) m80% (24h) m70% (24h) m60% (24h) mKezeletlen (24 h)

11. abra A Trichomonas gallinae 11-es térzsének 24 oras kiilonb6z6 alkoholos propolisz kivonattal térténé
kezelésének eredményei

A 10-es torzs esetén hasonlé modon, a 96%-os kivonat esetén 24 ¢s 48 ora kezelést
kovetden is 2,5 mg/ml, a tobbi alkoholos kivonat esetén pedig 1,1 mg/ml volt a MEC (8.
abra). A 1l-es torzs esetén csak 24 oras kezelést kovetd adatok alltak rendelkezésre, ami

szintén 2,5 mg/ml, valamint 1,1 mg/ml értékek voltak (11. abra).

5.8. A Trichomonas gallinae eredményeinek statisztikai elemzése
A Kkezdeti sejtszam a 6-os torzs esetén 24 ora inkubaciot kovetben szignifikans

novekedést mutatott (p=0,0028), ami 48 6ra utan mar inkabb stagnalt (p=0,3452), 72 6ra
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utan viszont szignifikins modon csokkent (p=0,0339). A 10-es torzs esetén a kezdeti
sejtszam 24 6ra utan szignifikans ndvekedést mutatott (p=0,0050), azonban ehhez képest a
48 oras (p=0,9993) és 72 oras sejtszam (p=0,9961) nem mutatott szignifikans kiilonbséget.
Viszont a 24 6ras novekedéshez képest a 48 oras (p=0,0035) és a 72 oras (p=0,0024) értékek
esetén szignifikans csokkenést tapasztaltunk. A 48 oras és 72 dras trophozoita szam azonban
mar stagnalt (p=0,9996). A 11-es torzs esetén a kezdeti sejtszamhoz képest 24 6ra utan, 48
Ora utan és 72 ora utan is szignifikans sejtszam csokkenést figyeltiink meg (p<0,00001),
amit, ha 24 és 48 ora esetén 72 drahoz hasonlitottuk, szintén szignifikans csokkenést

jelentett (p<0,00001). Egyediil 24 o6ra és 48 ora kozott volt a sejtszam hasonlo (p=0,9740).

A 6-0s torzs 24 oras kezelése esetén az alkohol kivonatok tekintetében szignifikans
kiilonbség a hatékonysagban nem volt (p=0,2927), a higitas mértéke viszont szignifikans
kiilonbséget mutatott (p<0,0001), kivétel ez aldl a 25x, 50x és 100x higitasok, melyek esetén
nulla volt a sejtszam (p=1). A 48 oras kezelés esetében az alkohol kivonatok mar
szignifikans kiilonbséget mutattak (p=0,0020), és a higitas mértéke szintén nagymértékben
meghatarozo volt (p<0,0001).

A 10-es torzs 24 oras kezelése esetén az egyes alkohol kivonatok hatékonysaga
kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p>0,05). Az egyes higitasok kozott viszont
szignifikans kiilonbség volt (p<0,0001), kivétel ez alol a 25x, 50x és 100x higitasok, melyek
esetén nulla volt a sejtszdm (p=1). A 48 oras kezelést vizsgalva az egyes alkoholos
kivonatok hatékonysaga kozott nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség (p>0,05).
Az egyes higitasok viszont szignifikans kiilonbséget mutattak (p<0,0001), kivétel itt is a
nulla sejtszamot mutat6 25x, 50x, 100x higitas (p=1).

A 11-es torzs esetén csak a 24 oOréds kezelést tudtuk vizsgdlni, ugyanis a 48 oOrés
idépontra minden trophozoita elpusztult. A kiilonb6zd alkohol kivonatok hatékonysaga
kozott itt sem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség (p>0,05), a higitas viszont
szignifikans kiilonbséget mutatott (p<0,0001), kivétel ez alol a nulla sejtszamot mutatd 25x,
50x és 100x higitasok voltak (p=1).

Osszességében elmondhatd, hogy az egyes torzseknél a kiilonbozd alkohol
kivonatok hatékonysaga kozott a MEC értékek tekintetében nincs szignifikans kiilonbség
(p>0,05).
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6. KOVETKEZTETESEK

A szakirodalomban leirt Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok kozotti
hatékonysagon beliili kiilonbséget [7, 27—-29] a mi vizsgalataink is alatamasztottak, elobbiek
esetében 3,125-400 pg/ml, utdbbiak esetén pedig >13 mg/ml MIC értékeket talaltunk.

A kiilonb6z6 toménységii etanolos kivonatok hatékonysaga kozott Staphylococcus
spp. esetén nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget (p>0,05). A 96%-os kivonat esetén
3,125-50 pg/ml kozotti MIC értékeket tapasztaltunk, mig Mavri és mtsai. 150 és 290 pg/ml
MIC-értékeket irtak le [57]. A 90%-os kivonat esetén 1,5-50 pg/ml kozotti MIC-értékeket
kaptunk. Ebben az esetben 0sszehasonlitd irodalom nem all rendelkezésre. A 80%-0s, a
70%-o0s és a 60%-o0s kivonatok esetén lathaté mértékben emelkedett a MIC érték a korabbi
kivonatokhoz képest, atlagosan 50-400 pg/ml koncentraciokat figyeltiink meg. Hasonléan a
sajat eredményekhez irani propoliszok esetén 150-250 pg/ml MIC-értékeket irtak le 80%-0s
etanolos kivonatot alkalmazva [58, 59]. 70%-0s gorég propolisz tinktura esetén 120 pg/ml
koncentracié bizonyult hatékonynak [36], El Menyiy és mtsai. azonban 2 pg/ml
koncentracid esetén is hatékonynak talaltak azt [55], ezzel szemben Hegazi és mtsai. 2400
¢s 4600 pg/ml MIC-értéket irtak le [50]. 60%-os kivonat esetén pedig 20 pg/ml MIC-értéket
is leirtak [47].

Enterococcus spp. esetén a 96%-os ¢és 90%-os kivonat szignifikdnsan
hatékonyabbnak bizonyult a tobbi etanolos tinktiranal (p<0,0001). 96%-os tinktira esetén a
MIC értékek 6,5 és 50 ug/ml kozott alakultak. Ezzel szemben Mavri és mtsai. csupan 1200
ug/ml esetén figyeltek meg hatékonysagot [57]. A 90%-os kivonat szintén hatékony volt
1,56-12,5 pg/ml koncentraciokndl. Itt dsszehasonlité irodalom nem all rendelkezésre. A
80%-os tinkturanal 100-400 pug/ml koncentraciéo volt hatékony a kisérletiinkben, ehhez
hasonldan irani propoliszok esetén 250-300 pg/ml MIC-értékeket irtak le [58, 59]. Ezzel
szemben Campos és mtsai. kisérletében a MIC 880 és 1020 ug/ml kozott alakult [43]. 70%-
os kivonat esetén 100-200 pg/ml koncentraciok hatékonysagat talaltuk a vizsgalataink soran.
El Menyiy és mtsai. ehhez hasonldan leirtak 70 pg/ml MIC értéket [55], tovabba 170 és 625
pg/ml kozotti MIC-értékeket tapasztaltak palesztin propolisz esetén [56]. Ezzel szemben
szlovén propolisz esetén csupan 1400 pg/ml koncentracio volt hatékony [57]. Vizsgalataink

soran 60%-os kivonat esetén 50 és 200 pg/ml kozotti koncentraciok voltak hatékonyak.

E. coli torzsek vizsgalatai soran a propolisz egyik kivonata esetén sem tudtuk

megallapitani a hatékony gatldo koncentraciot. A MIC értékek egy eset kivételével mindig
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nagyobbak voltak, mint 13 mg/ml. Egy esetben gatolta a 13 mg/ml-es koncentracié a
baktériumok novekedését. A szakirodalomban is hasonld értékeket talaltunk. Szerb
propolisz vizsgalata soran 2,5-10 mg/ml kozotti volt a MIC [27]. Hegazi és mtsai. Szintén
magas, 1,6 mg/ml MIC értéket talaltak [50], tovabba egyiptomi és szatd-arabiai propolisz
esetén 2,5 és 1,5 mg/ml koncentracio volt csak hatékony [60]. Ezzel szemben Nina és mtsai.
mar 31,2 pg/ml koncentracional hatékony gatlo hatést irtak le [78] [65], valamint chilei

propolisz esetén 31,5 ug/ml MIC értéket figyeltek meg [52].

A S. enterica esetén a propolisz hasonléoan az E. coli-hoz nem mutatott kelld
hatékonysagot. A MIC minden esetben nagyobb volt, mint 13 mg/ml. Szerbiai propolisz
esetén 10 mg/ml koncentracioé volt hatékony [27], tovabba szlovén propolisz esetén 580
ug/ml és 1,4 mg/ml kozott voltak a MIC értékek [57]. Egyes esetekben talaltak hatékonynak
bizonyuld MIC értékeket is, melyek 62,5 ug/ml [52] és 125 pg/ml [65] koncentraciok voltak.

C. albicans esetén a 96%-os és Osszes tobbi kivonat kozott figyeltink meg
szignifikans kiilonbséget (p<0,0001). A 96%-0s kivonat hatékonynak bizonyult 1,56-50
ug/ml MIC értékek mellett. Boisard és mtsai. kisérletében hasonléan hatékony volt a
propolisz, 31,25 ug/ml koncentracioban [78]. Azonban szerb propolisz esetén csupan 625
pug/ml és 5000 ug/ml kdzotti MIC értékeket talaltak [27]. A 90%-0s kivonat egyértelmiien
a legkevésbé volt hatékony a tobbi etanolos kivonatokhoz képest, konstans 400 ug/ml MIC
értekkel. A 80%-0s, 70%-os és 60%-o0s kivonatok hasonld hatékonysagot mutattak 100-400
ng/ml kozotti MIC értékekkel, egy-két kiugro értéket leszamitva. Azonban 80%-0s kivonat
esetén kimagaslo hatékonysagot is leirtak 11 pg/ml és 14,5 ng/ml k6zotti MIC értékkel [79].
70%-os kivonat vizsgalatai soran a 96%-os kivonatokhoz hasonléan itt is 31,25 pg/ml MIC
értéket talaltak [78]. Azonban német propolisz esetén csupan 4048-5000 pg/ml kozotti MIC
értékek voltak hatékonyak [49, 50].

A Trichomonas gallinae kezelések soran a kivonatok kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (p>0,05). 24 oras kezelést kovetéen a MEC értékek 1,1-5 mg/ml
kozott valtoztak az alkalmazott etanol toménységétdl fliggetleniil. A 48 oras kezelést
kovetden a MEC érték minden esetben 2,5 mg/ml volt. Osszehasonlité irodalom csupén a
propolisz vizes kivonatat alkalmazva all rendelkezésre, ahol a parazitdk 100%-0s

eradikacidja csupan 75 mg/ml koncentracional kovetkezett be [90].

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a Gram-pozitiv baktériumok okozta kiilsé
fertézések (pl.: borgyulladasok, tdgygyulladasok) kezelésére a propolisz hatékony alternativ

kezelés lehet, azonban ehhez tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik legsulyosabb human- és allategészségiigyi problémajat az
antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencia terjedése jelenti. Antibiotikum alternativak
hasznalataval jelentés mértékben csokkenthetjiik a rezisztencia kialakuldsanak esélyét. A
propolisz antibakterialis, gombaellenes, parazitaellenes hatassal bird természetes anyag, f6
bioldgiai hatasaért aktiv kémiai komponensek, polifenolok és terpenoidok felelések. A
szakirodalomban galambokbol izolalt Trichomonas gallinae térzson kizarélag a propolisz
vizes oldatanak hatékonysagat vizsgaltak, melynek az eredménye messze elmarad mas
protozodk esetén mért etanolos kivonatokhoz képest. Magyarorszagi eredetli etanolos
propolisz kivonatnak a hatékonysagat galambokbol izolalt baktérium €s gomba torzsekre
idaig senki sem vizsgalta. Jelen tanulmany célja, hogy meghatdrozzuk hazai eredeti
propolisz kiilonb6z6 toménységii etanolos kivonatanak in vitro hatékonysagat galambbol
izolalt Staphylococcus spp., Enterococcus spp., E. coli, S. enterica, Trichomonas gallinae,
valamint C. albicans esetén. Els6éként vizsgaltuk propolisz etanolos kivonatanak
hatékonysagat galambbol izolalt Trichomonas gallinae torzsek ellen.

Kimutattuk, hogy az észak-alfoldi régiobol szarmazo propolisz hatékonyan gatolja a
Gram-pozitiv baktériumok, a C. albicans és a Trichomonas gallinae torzsek szaporodasat.
Mindegyik baktériumfajbol és C. albicans élesztdbol 8-8 db torzset vizsgaltunk. A 80%-0s,
70%-o0s ¢és 60%-0s kivonatok nem mutattak szignifikansan eltérd hatékonysagot egymashoz
képest, a 96%-0s ¢és 90%-0s kivonatok viszont eldbbiekhez képest hatékonyabbnak
bizonyultak. Staphylococcus fajok esetén a MIC-értékek 12,5-100 pg/ml kozott voltak,
Enterococcus spp. tekintetében 12,5-100 pg/ml kozotti MIC értékeket talaltunk. E. coli és
S. enterica fajok esetén >13 mg/ml MIC értéket tapasztaltunk. C. albicans tekintetében
3,125-50 ng/ml kozotti MIC értékek voltak hatékonyak. Harom Trichomonas gallinae torzs
vizsgalata sordn 1,1-5 mg/ml kozotti koncentracidok haszndlata soran tapasztaltunk jelentds
protozoaellenes hatast.

Az észak-alfoldi régiobdl szarmazo etanolos propolisz kivonatanak hatékonysaga a
szakirodalomban leirt MIC értékekhez hasonléan Gram-pozitiv baktériumok esetén sokkal
jobb hatékonysagot mutatott (12,5-100 pg/ml), mint Gram-negativ baktériumok ellen (>13
mg/ml). Trichomonas gallinae esetén nem all rendelkezésre 6sszehasonlitd szakirodalom,
antimikrobialis kezelésében vald felhasznalasi lehetéségeinek megerésitése érdekében

javasolt in vivo vizsgalatok elvégzése.
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8. SUMMARY

One of the most common human and animal health issues today is the spread of resistance
against antimicrobial agents. By using antibiotic alternatives, we can significantly reduce the
chance of developing resistance. For pigeons there is no antibiotic approved other than
ronidazole, yet resistance is spreading. Propolis is an antibacterial, antifungal and
antiparasitic natural product, active chemical components such as polyphenols and
terpenoids are responsible for its main biological activities. Only the effectiveness of
aqueous extract of propolis has been studied worldwide, but its efficacy has been found
significantly lower than ethanolic extracts of propolis measured for other protozoa. The
efficacy of Hungarian propolis on bacterial and fungal strains isolated from pigeons has not
been studied so far. The aim of this study is to determine the in vitro efficacy of different
concentrations of ethanolic extracts of propolis from the region ,Eszak-Alfold” on
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., E. coli, S. enterica, Trichomonas gallinae, and C.
albicans isolated from pigeons. We are the first who examined the efficacy of ethanolic

extracts of propolis on Trichomonas gallinae isolated from pigeons.

We showed that propolis from region ,,Eszak-Alfold” is significantly inhibit the
growth of some Gram-positive bacterial strains, moreover, the growth of C. albicans and
Trichomonas gallinae was also hindered. We examined 8-8 types of C. albicans and
bacterial strains. The results of different concentrations of extracts (80%, 70%, 60%) - except
the 96% and 90% ethanolic extract, have not shown significant difference. The MIC values
were 12.5-100 ug/ml for Staphylococcus spp. and Enterococcus spp. In E. coli and S.
enterica the MIC values were >13 mg/ml. The ethanolic extracts of propolis were active
against C. albicans with MIC values from 3.125 to 50 pg/ml. In the case of the 60% ethanolic
extract the MICs were 5.78 mg/ml for Enterococcus spp. and C. albicans. In the case of the
three Trichomonas gallinae strains significant antiprotozoal activity was observed at

concentrations ranging from 1.1 to 5 mg/ml.

The ethanolic extract of propolis from the region ,,Eszak-Alfold” was more effective
against Gram-positive (3.125-50 pg/ml), than Gram-negative bacteria (>5.78 mg/ml),
similar to the MIC values described in the literature. In the case of Trichomonas gallinae no
comparative literature is available, in our study the propolis concentrations of 1,1-5 mg/ml
were found to be effective. In vivo studies are recommended to confirm the propolis’
potential use as an alternative antibacterial, antifungal agent and in the treatment of

Trichomonas infections.
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engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé

véljanak a vilaghalon,
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az Allatorvostudomanyi Egyetem belsd halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban taldlhatd, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a

feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak ¢€s tartalmi kivonatanak feltdltéséhez

jarul hozzé (korlatlan hozzaféréssel),

Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

X Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatinak helyben olvaséasat a

konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a

mure vonatkozdan.

A HuVetA {izemeltet6i a szerzo, illetve a jogokat gyakorldo személyek és szervezetek
irdnyaban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsara, ha valamely

felhasznalé a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2021. év oktober hé 18. nap

alairas

szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az

Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konmyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal
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miikodtetett egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar
dllatorvos-tudomany és -torténet dokumentumait, tuddsvagyonat elektronikus formaban
osszegylujtse, rendszerezze, megorizze, kereshetové és hozzdaférhetove tegye, szolgaltassa, a

hatdlyos jogi szabadlyozdsok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhasznalasaval biztositia a konnyii,
(internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetéséget és lehetoség szerint a teljes szoveg

azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése,

- a magyar dllatorvosok publikacidira torténd hivatkozdsok szamanak, és
ezen keresztiil a hazai allatorvosi folyoiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikédd partnerek
tudasvagyondnak koncentralt megjelenitése réven az intézmények és a hazai
allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodeés elosegitése,

a nyilt hozzaférés tamogatasa.
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Allatorvostudomanyi Egyetem

TANULMANYI OSZTALY

Diplomamunka konzultacios lap allatorvostan hallgatok részére

A hallgato neve: Csanady Péter..............oooi i
Neptun-kddja: HSE360...........ooiiieee et

A témavezetO neve €s beosztasa: Dr. Kerek Adém, tanszéki allatorvos, PhD-hallgaté...........
Tanszék: Gyogyszertani és Méregtani Tanszék.......................ooii i,

A diplomadolgozat cime: Magyarorszagi eredetii propolisz hatékonysaga galambbdl izolalt
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A nyomtatvany a hallgatéi €s a tanszeki ligyintézoi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem €rvényes. A konzultacios lap a diplomamunka mellékletét képezi!




Allatorvostudomanyi Egyetem TANULMANYI OSZTALY

A diplomamunka - a szakra vonatkozoan - a Tanulmanyi- és Vizsgaszabalyzatban, valamint az Utmutat
a szakdolgozatok/diplomamunkék készitésé¢hez cimii mellékletében leirt kvetelményeknek megfelel.

A diplomamunka befogadhato, védésre alkalmasnak talaltam.

~ \ 1

/ .
Hallgat6 alairasa: .. 255 vrwﬁ«

' o )
Tanszéki eldado alairasa: ‘:/f% ............................ "24)'{3 06 .2 é

Atvétel datuma: 775502 00

A nyomtatvany a hallgatoi és a tanszeéki tigyintézoi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacids lap a diplomamunka mellékletét képezi!



NYILATKOZAT

Alulirott Csanddy Péter nyilatkozom, hogy diplomamunkdm, melynek cime Magyarorszagi
eredet(i propolisz hatékonysaga galambbdl izoldlt kérokozdk esetében, tartalmi és formai
szempontbdl teljes mértékben megegyezik azonos cimd, a 2021. évi TDK konferencidn

szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 2023.10.24.

2%

a hallgatdé neve és alairasa
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