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1. WSTEP

1.1. Czynnik etiologiczny babeszjozy psow

Babeszjoza (piroplazmoza) jest transmisyjng chorobg przenoszong przez
kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym sa wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki
nalezagce do rodzaju Babesia, rodziny Babesidae, rz¢du Piroplasmida, typu
Apicomplexa (Adaszek i in. 2009a).

Na podstawie morfologii komodrki wyrdznia si¢ dwie grupy tych pasozytow -
wigksze o wielko$ci okoto 3-5 pum okre$lane mianem B. canis oraz mniejsze o
wymiarach 1-3 um - B. gibsoni (Adaszek 2006). Wyniki badan serologicznych,
molekularnych oraz fakt przenoszenia Babesia canis przez rézne gatunki kleszczy,
pozwolity na wyrdznienie w obrgbie tej grupy piroplazm czterech podgatunkéw (B.
canis - przenoszonych przez Dermacentor reticulatus, B. rossi - przenoszonych przez
Haemaphysalis leachii, B. vogeli - przenoszonych przez Rhipicephalus sanguineus.
Czwarty podgatunek zostat wykryty u psow w Stanach Zjednoczonych i nie ustalono
jeszcze jego nazwy, podobnie jak i nie okreslono jego wektora). Obecnie okreslane sa
one jako oddzielne gatunki (Carcy i in. 2015). Dotychczas u psow w Polsce
stwierdzono wystepowanie jedynie Babesia canis. Analiza genomu tych
pierwotniakow pozwolita na dalszg ich klasyfikacje¢ taksonomiczng i wykazanie w
obrgbie tego gatunku trzech roznigcych sie zjadliwoscia szczepdw, okreslonych
mianem 18S RNA-A, 18S RNA-B i 18S RNA-C (Adaszek i Winiarczyk 2008, 2010,

Lyp i in. 2015).



1.2. Epidemiologia

Babeszjoza wystepuje na catym $wiecie. Jej przypadki opisywano w Europie
(Gothe i Wegerdt 1991; Duh i in. 2004; Foldvari i in. 2005; Adaszek i in. 2009b),
Potudniowej Afryce (Reyers i in. 1998; Collett 2000; Matjila i in. 2004), Azji
(Inokuma i in. 2003, 2004), Australii (Jefferies i in. 2003), Ameryce (Harvey i in.
1988; Herwaldt i in. 1996; Kordick i in. 1999) oraz lIzraelu (Baneth i in. 1998). W
Polsce pierwszy przypadek choroby opisano na Lubelszczyznie w roku 1966 (Adaszek
I Winiarczyk 2013). Dzisiaj inwazja ta stwierdzana jest z mniejsza lub wigksza
czestotliwoscia na terenie catego kraju (Zygner i Frydrych 2005; Zygner i in. 2007;
Zygner i Gojska —Zygner 2011; Adaszek i in. 2009b).
1.3. Patogeneza

Zachorowania na babeszjoze pojawiajg si¢ wiosng oraz jesienig i zwigzane sg
z sezonowg aktywnoscig kleszczy. Do zarazenia pséw dochodzi podczas inwazji tymi
pajeczakami (Ryc.1). W trakcie pobierania krwi przez kleszcze do organizmu psa
zostaja wprowadzone sporozoity, ktore przeksztatcaja si¢ w trofozoity, a nastepnie w
obrebie krwinek czerwonych ulegaja podzialom na dwa gruszkowate merozoity. Z
czasem doprowadzaja one do destrukcji erytrocytow, co klinicznie objawia si¢ anemia

(Gundtach i Sadzikowski 2004).

Ryc.1. Kleszce Dermacentor reticulatus sg gtownym wektorem inazji Babesia canis



Drogami przenoszenia inwazji o mniejszym znaczeniu sg transfuzja krwi,
droga transplacentarna oraz kontakt otwartych ran z zarazong krwig np. podczas walk
pséw (Adaszek i Winiarczyk 2013).

Anemia w przebiegu babeszjozy jest nastepstwem wewngtrz- jak i
zewnatrznaczyniowej hemolizy. Rozwo6j niedokrwisto$ci powodowany jest zarowno
mechanicznym oddzialywaniem pierwotniakow na erytrocyty i ich niszczeniem
podczas wydostawania si¢ Babesia z tych komorek, jak i dziataniem posrednim
piroplazm, prowadzacym do tzw. zwigkszonej kruchliwosci erytrocytoéw na skutek
zmian w ci$nieniu osmotycznym krwi (Schetters i Eling 1999). Dodatkowo pewne
substancje uwalniane przez piroplazmy (SPA- rozpuszczalny antygen pierwotniaczy)
moga aktywowaé transformacje¢ fibrynogenu oraz stymulowa¢ kalikreing do
zapoczatkowania przemiany kininogenu w kining. Nastgpstwem tych procesow jest
zwigkszenie lepkos$ci erytrocytéw, ich odktadanie si¢ w kapilarach i zast6j krwi w
naczyniach wlosowatych, co moze prowadzi¢ do rozwoju ostrej niedokrwistosci i
dysfunkcji narzadéw wewnetrznych np. nerek, rozpadu migéni prazkowanych lub
zaburzen nerwowych. Zjawiska te nasilaja hemolize 1 poteguja zaburzenia krzepnigcia
krwi (Milczak i in. 2004; Schetters i Eling 1999). Rozw6j anemii w przebiegu
babeszjozy moze mie¢ tto immunologiczne. Po zarazeniu erytrocytow przez
pierwotniaki cze$¢ ich antygenow zostaje wkomponowanych w blong krwinek
czerwonych. S3g one rozpoznawane przez przeciwciata oplaszczajace opadnigte
pasozytami komorki, a nastgpnie eliminowane przez fagocyty (Taboda i in. 2006).

Obserwowana w przebiegu babeszjozy anemia, niezaleznie od jej podtoza, ma
charakter postgpujacy, a jej nastgpstwami sg hemoglobinemia, hemoglobinuria,
bilirubinemia i rozwdj zottaczki. Spadkowi liczby erytrocytow towarzyszy

niedostateczne zaopatrywanie tkanek w tlen, nastepstwem czego jest przestawienie



szlakow metabolicznych organizmu na tory beztlenowe, co z kolei prowadzi do
rozwoju kwasicy i przyczynia si¢ do uszkodzenia komorek i tkanek. Zaburzenia
przepltywu krwi zwlaszcza w ukladzie naczyn wlosniczkowych moga prowadzi¢ do
rozwoju wewnatrznaczyniowego zespotu wykrzepiania (DIC) i nasila¢ istniejaca juz
hipoksje. Wszystkie z przedstawionych powyzej nieprawidlowosci, tacznie z
blokowaniem ki¢buszkow nerkowych przez pozostatosci uszkodzonych erytrocytow,
prowadza do rozwoju drugiego obok anemii syndromu chorobowego obserwowanego
w babeszjozie jakim jest niewydolno$¢ wielonarzadowa, objawiajaca si¢ zaburzonymi
funkcjami nerek, watroby, niekiedy wystgpieniem objawow nerwowych, stabos$cia
migsni 1 stawow. Brak podjecia terapii piroplazmozy skutkuje rozwojem wstrzasu i

$miercig zarazonego zwierzecia (Herwaldt i in. 1996).

1.4. Objawy kliniczne

Przebieg choroby uzalezniony jest od wielu czynnikow takich jak zjadliwo$¢
szczepéw pierwotniakow, wiek zwierzecia, przebyte szczepienia przeciwko
piroplazmozie, pora roku i in. Powszechnie wiadomym jest, Ze rézne szczepy
pasozytow charakteryzuje rozna zjadliwos¢ (Schetters i in. 2009; Adaszek i in. 2009).

Pierwsze objawy babeszjozy sa niespecyficzne. U zarazonych zwierzat
pojawia si¢ goraczka, apatia, spadek apetytu, przyspieszenie tetna i zwigkszenie
czestosci oddechdéw. Z czasem pojawia si¢ blados¢ bton sluzowych, hemoglobinuria,
a niekiedy wymioty i biegunka (Adaszek 2006; Adaszek i in. 2009). Poniewaz
elementy uszkodzonych erytrocytow moga blokowac ktebuszki nerkowe 1 prowadzi¢
do wuszkodzenia watroby, w zaawansowanym procesie chorobowym mozna

zaobserwowaé brak oddawania moczu oraz zazotcenie bton §luzowych (Ryc.2)



(Bastos i in. 2004). Niekiedy u psow wystepuja objawy nerwowe (Adaszek i in. 2013;
Jacobson 2006). Badaniem hematologicznym na ogét stwierdza si¢ niski poziom
erytrocytoOw oraz trombocytow, spadek hematokrytu, za$ liczba biatych ciatek krwi
moze by¢ podwyzszona lub obnizona w zalezno$ci od organizmu (Inokuma i in. 2004).

Ryc.2. Uogoélniona zo6ttaczka u psa w przebiegu babeszjozy.

Uwaza sig, ze zarazenia B. canis, w porownaniu z wywotywanymi przez B.
gibsoni, przebiegaja ostrzej ze wzglgdu na szybszg hemoliz¢ krwi powodowang przez
pierwszy z wymienianych pasozytow (Groves i Yap 1968).

Niejednokrotnie choroba prowadzi do $mierci zwierzecia. Na og6t jest ona
wynikiem anemii hemolitycznej prowadzacej do wstrzgsu (Bourdoiseau 2006; Baric i
in 2009, 2013). Rozwijajacy si¢ w przebiegu choroby i nieleczony zespot
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (ang. disseminated intravascular coagulation
DIC) moze réwniez prowadzi¢ do padnigé (Baric i in 2009, 2013). Smier¢ moze by¢
takze nastepstwem rozwijajacej si¢ kwasicy metabolicznej przy braku dostatecznej
ilosci tlenu. Gromadzacy si¢ wowczas kwas mlekowy jest przyczyng uszkodzenia
komorek (Adaszek i Winiarczyk 2013). Upadki zwierzat moga takze wynikaé z

uszkodzenia ktgbuszkdéw nerkowych przez elementy rozpadtych erytrocytow badz tez
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kompleksy antygen- przeciwcialo. Rozwija si¢ wowczas azotemia, prowadzgca do
mocznicy i intoksykacji organizmu.

Z badan Math¢ 1 in. (2006) wynika, iz najczesciej stwierdzanymi
komplikacjami w przebiegu babeszjozy psow sa niewydolnos¢ watroby (44%),
zapalenie trzustki (33%), ostra niewydolno$¢ nerek (31%) oraz DIC (24%). Rzadziej
autorzy ci stwierdzali wystepowanie anemii immunologicznej (10%), ostrej
niewydolnosci oddechowej (6%) oraz uszkodzen moézgu (3%). Smiertelno$é w
przebiegu inwazji, w zalezno$ci od grupy wiekowej oraz komplikacji towarzyszacych
piroplazmozie, dochodzitla nawet do 67%. Obserwacje wlasne potwierdzaja
spostrzezenia Mathé i1 in. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze $miertelno$¢ w przebiegu
choroby u psow w Polsce jest nizsza niz przedstawiona przez badaczy wegierskich.
Moze to wynika¢ z duzej znajomosci istoty choroby przez wtascicieli pséw, zwlaszcza
na terenach gdzie wystepuje ona endemicznie oraz wczesnego rozpoznawania choroby
przez lekarzy weterynarii 1 szybkiego wdrozenia odpowiedniego leczenia.

Najbardziej charakterystycznym zaburzeniem hematologicznym
stwierdzanym u chorych psow jest trombocytopenia (Adaszek i in. 2009b). Jak donosi
Zygner iin. (2007) wykaza¢ ja mozna u 99,5% pacjentow z ta choroba. Matoptytkows$¢
ma podloze immunologiczne i1 pojawia si¢, zanim dojdzie do rozwoju anemii i
leukopenii (Taboda i in. 2006). Innymi obserwowanymi nieprawidlowos$ciami
hematologicznymi sg spadek liczby erytrocytéw, spadek hematokrytu leukopenia badz
leukocytoza. Na wczesnym etapie choroby niedokrwisto$¢ jest normocytarna i
normobarwliwa, w pozniejszym czasie przybiera charakter anemii makrocytarne;j,
niedobarwliwej. W rozmazach krwi wykaza¢ rowniez mozna zwigkszong liczbe
retikulocytow (Taboda i in. 2006). Niemal w kazdym przypadku wczesnej babeszjozy

notuje si¢ leukopenig¢ 1 trombocytopenie. Leukocytoza notowana jest na pézniejszym
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etapie inwazji, gdy dojdzie do uszkodzenia watroby lub nerek. U pacjenta z
niespecyficznymi objawami chorobowymi, u ktérego badaniem hematologicznym
stwierdzono leukopeni¢ i1 trombocytopeni¢, ewentualnie dodatkowo anemig, w
rozpoznaniu réoznicowym zawsze nalezy rozwazy¢ babeszjoze (Adaszek i in. 2009b,
2012).

Wyniki badan biochemicznych sg odzwierciedleniem uposledzenia funkcji
watroby i nerek oraz nastepstwem braku pobierania przez dluzszy czas pokarmu przez
chore zwierzeta. U pacjentow najczesciej obserwuje si¢ wzrost aktywnosci AST, ALT
oraz AP, podwyzszone stezenia mocznika 1 kreatyniny, a takze hipoalbuminemie i
hipoglikemig (Furlanello i in. 2005; Zygner i in. 2007; Fabisiak i in. 2010; Zygner i
in., 2012; Zygner i in. 2013; Zygner i in. 2014; Adaszek i in. 2009; Adaszek i

Winiarczyk 2013).

1.5. Rozpoznawanie

Rozpoznanie babeszjozy psOw stawiane jest na podstawie informacji
uzyskanych z wywiadu (obecnos$¢ kleszczy na powierzchni ciata zwierzat, brak
profilaktyki przeciwko ektopasozytom), znajomos$ci sytuacji epizootycznej choroby
na danym terenie, wynikow badania klinicznego (gorgczka, anemia, zoOltaczka,
hemoglobinuria), rezultatow badan hematologicznych i biochemicznych surowicy
krwi oraz mikroskopowej oceny rozmazéw krwi barwionych metodami Giemzy,
Romanowskiego czy Diff-Quick (Adaszek 2006). Gruszkowate trofozoity B. canis
mozna wykaza¢ w erytrocytach krwi psow juz w 2-3 dni po zarazeniu (Ryc. 3).
Najwyzsza parazytemi¢, wahajacg si¢ na poziomie 4,5%, obserwuje si¢ okoto

czternastego dnia po zarazeniu, w tym okresie w zaatakowanych erytrocytach mozna
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wykaza¢ 2, 4, 6 a nawet 8 merozoitow, stykajacych si¢ ze soba wezsza czescig

komorek (Adaszek i Winiarczyk 2013).

Ryc. 3. Rozmaz krwi barwiony metoda Giemzy. W obregbie erytrocytow widoczne

pierwotniaki Babesia canis.

.“
0

Badanie rozmazéw krwi wymaga pewnego doswiadczenia. Elementy
niewyptukanego barwnika moga by¢ niekiedy mylnie wzigte przez
niedo§wiadczonych laborantow za komorki pierwotniakéw. Ponadto na wczesnym
etapie choroby, gdy parazytemia jest niska, trudno jest wykaza¢ obecno$¢ Babesia w
erytrocytach zarazonych psow. Podobna sytuacja ma miejsce przy nasilonej hemolizie,
gdy dochodzi do jednoczesnego rozpadu wielu czerwonych ciatek krwi 1 uwalniania
pasozytow do osocza. Wszystko to sprawia, ze w przypadkach podejrzenia
piroplazmozy, w ktorych mikroskopowa ocena rozmazéw krwi daje wynik watpliwy

wskazane jest przebadanie tego materiatu technikg PCR (ang. polymerse chain re
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action - lancuchowa reakcja polimerazy). Lancuchowa reakcja polimerazy jest
niezwykle czuta metodg pozwalajaca na wykazanie obecnosci materialu genetycznego
Babesia juz przy parazytemii wynoszacej zaledwie 0,0001% (Ano i in. 2001).
Dodatkowo okreslanie sekwencji uzyskanych amplikonéw dostarcza cennych
informacji do analizy epidemiologicznej i taksonomii (Adaszek i Winiarczyk 2008).
Badania serologiczne, mimo ze mozliwe do przeprowadzenia nie znajdujg szerszego
zastosowania w diagnostyce choroby. Najczesciej] w tym celu wykorzystywany jest

odczyn immunofluorescencji (Anderson i in. 1980).

1.6. Leczenie

Terapia babeszjozy polega na podawaniu preparatdw przeciwpierwotniaczych
oraz leczeniu wspomagajacym. To ostatnie obejmuje podtrzymywanie funkcji nerek i
watroby, ptynoterapig, antybiotykoterapi¢, podawanie glikokortykosterydow celem
hamowania rozwoju anemii tta immunologicznego, a takze transfuzje krwi (Adaszek
i in. 2009; Adaszek i in. 2012).

W chwili obecnej najczesciej stosowanym w zwalczaniu babeszjozy psow
lekiem przeciwpierwotniaczym jest nalezacy do karbanilidow dipropionian
imidokarbu (Zygner i Frydrych 2005; Adaszek i in. 2009; Adaszek i in. 2012).
Mechanizm jego dziatania polega na uszkadzaniu jader komdrkowych pasozyta i
zmianach morfologii jego komorki, np. powstawanie wakuoli w cytoplazmie. Pod
wplywem dziatania leku zahamowaniu ulega synteza DNA w komodrkach Babesia.
Ponadto preparat ten wywotuje hipoglikemi¢ w organizmie gospodarza, co utrudnia
pierwotniakom pobieranie glukozy. Z tego wzgledu w przypadkach, gdy aplikacji

imidokarbu towarzyszy ptynoterapia do nawadniania pacjentow w pierwszym etapie
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leczenia nie nalezy stosowac roztworow glukozy. Lek nie jest metabolizowany w
organizmie 1 wydalany jest w postaci niezmienionej, gldéwnie z kalem i moczem.
Aplikacji imidokarbu, podobnie jak innych lekéw przeciwpierwotniaczych,
moze towarzyszy¢ wystapienie objawdw niepozadanych takich jak §linienie, tzawienie
czy biegunka, a takze bol w miejscu iniekcji (Adaszek i in. 2020). Objawy zwigzane z
pobudzeniem uktadu przywspotczulnego mozna znie$¢ stosujac atroping (Zygner i
Frydrych 2005; Adaszek i in. 2009). Aby zmniejszy¢ toksyczno$¢ chemioterapeutyku,
jego dawke zalecang przez producenta - 3-6 mg/kg mc, mozna podzieli¢ na dwie i
aplikowa¢ preparat dwukrotnie w odstepach dwunastogodzinnych. Niekiedy
konieczne jest powtorzenie terapii imidokarbem po uptywie dwoch tygodni od
pierwszego podania leku, co zwigzane jest z pewnego rodzaju zdolnoscia
pierwotniakow do unikania jego dzialania i1 przetrwaniem okresu aktywnos$ci
chemioterapeutyku w $ledzionie. Dlatego tez po zakonczeniu leczenia babeszjozy
konieczny jest monitoring pacjenta, polegajacy na kilkukrotnej analizie rozmazow
jego krwi pobieranej w odstgpach dwutygodniowych. Przedawkowanie imidokarbu
moze skutkowaé¢ uszkodzeniem nerek (Solano-Gallego et al., 2008). Niekiedy notuje
si¢ opornos¢ pierwotniakow Babesia na terapi¢ imidokarbem (Zygner i Frydrych
2005). W takich przypadkach alternatywnym leczeniem moze by¢ podawanie
chlorochiny hamujacej syntez¢ DNA pierwotniaka, diminazenu zaburzajacego
procesy tlenowe pasozytow (Farwell i in. 1982; Harvey i in. 1988), pentamidyny
(Farwell i in. 1982), klindamycyny (Stegman i in. 2003), metronidazolu, ewentualnie
biekitu trypanu (Fowler i in. 1972; Adaszek i in. 2013) (Tab. 1). Wszystkie z
wymienionych powyzej chemioterapeutykéw cechuje jednak, w porownaniu z
imidokarbem, znacznie nizsza skuteczno$¢ w zwalczaniu inwazji piroplazm,

zwlaszcza na tle Babesia canis.
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Z uwagi na problemy zwigzane ze zmniejszajacg si¢ skutecznoscig lekow
przeciwpierwotniaczych oraz nie zawsze dobrg ich tolerancjg przez zwierzeta istnieje
konieczno$¢ prowadzenia badan nad nowymi substancjami, ktore moglyby byé
wykorzystywane w zwalczaniu inwazji Babesia. W ostatnim czasie takimi badaniami
objeto ekstrakty roslinne oraz pewne biatka ekstrahowane z kleszczy (Kasahara i in.
2005; Murnigsih i in. 2005; Badral i in. 2017; Guz i in 2019).

Na przestrzeni ostatnich lat zaobserwowano zwickszajace si¢ zainteresowanie
zawartg w papryczkach habanero kapsacyjna i jej wlasciwosciami leczniczymi, takze
w odniesieniu do zwalczania inwazji pierwotniaczych u ludzi i zwierzat (Vieira-

Aratjo i in. 2018).

1.7. Wiasciwosci kapsaicyny

Kapsaicyna (trans-8-metylo-N-wanilino-6-nonenamid) jest organicznym
zwigzkiem z grupy alkaloidow, o wzorze chemicznym: C18H27NO3 i masie

czasteczkowej 305,41 g/mol

Stosunkowo duze jej ilosci znajdujg si¢ w owocach roznych odmian papryk, a
sam zwigzek odpowiedzialny jest za pikantny smak tego warzywa (Adaszek i in.

2019).

Kapsaicyna wykazuje zréznicowany wptyw na organizm ludzi i zwierzat.
Potwierdzono jej dziatanie draznigce i1 przeciwbolowe, mozliwo$¢ wplywu na
termoregulacj¢, metabolizm tkanki tluszczowej (dziatanie odchudzajace), dziatanie
antyoksydacyjne, obnizajace cisnienie krwi oraz dziatanie przeciwnowotworowe.
Kapsaicyna moze by¢ wchodzi¢ w sktad repelentéw skierowanych przeciwko owadom

(Piefiko 2013)
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Alkaloid ten wykorzystywany jest do produkcji lekéw przeciwbolowych. W
leczeniu bolu moze by¢ stosowany zewngtrznie w postaci roztworéw, masci, kremow,
plastrow w zakresie stezen wag. 0,025-10% (Calixto i in. 2005). W takich postaciach
preparaty zawierajac kapsaicyn¢ sg najczesciej wykorzystywane w znoszeniu bolu
przewlektego, nieadaptacyjnego jak: bole migsniowo-stawowe, czy nerwobdle, a takze
w stanach braku tolerancji przez pacjenta innych preparatéw przeciwbolowych (De

Lourdes i in. 2011)

Mechanizm dziatania kapsaicyny polega na zdolno$ci jej wigzania si¢ z
receptorem waniloidowym TRPV1 (ang. transient receptor potential vanilloid subtype
1) (Cromer i Mcintyre 2008), ktory w duzych ilosciach znajduje si¢ w podwzgorzu,
na zakonczeniach neurondéw czuciowych, w zwojach nerwowych korzenia
grzbietowego, oraz nerwu trojdzielnego. Receptor ten obecny jest takze w nerkach,
watrobie, pgcherzu moczowym, trzustce (O'Neil i Brown 2003). Kapsaicyna, po
zwigzaniu si¢ z receptorem TRPV1 powoduje otwarcie kanatu kationowego, efektem
czego jest naplyw kationow do wnetrza komorki 1 jej depolaryzacja. Powstajacy w
nastepstwie tego potencjal czynnosciowy przekazywany jest do rdzenia kregowego i
jest odpowiedzialny za odczuwanie ciepta i bolu. Pod wptywem kapsaicyny moze
dochodzi¢ do rozszerzenia naczyn skérnych 1 zwigkszenia oddawania ciepta co
skutkuje rozwojem hipotermii, z drugiej jednak strony alkaloid ten moze powodowac
przyspieszenie metabolizmu, a co za tym idzie stymulowaé¢ wytwarzanie ciepta w

organizmie i wzrost temperatury wewnetrznej ciata (Olszewska 2010).

Niskie dawki kapsaicyny, aplikowane jednokrotnie powoduja spadek
temperatury ciata (hipotermia) (Hori, 1984). Jest to efekt uwalniania przez receptor
wspomnianych juz wczesniej substancji P i CGRP, pod wptywem ktérych odchodzi
do rozszerzenia naczyn krwionosnych i zwigkszonej wymiany cieplnej ustroju z

17



otoczeniem. Drugim elementem przyczyniajgcym si¢ do rozwoju stanu hipotermii jest
spadek tempa metabolizmu, ktory wyraza si¢ zmniejszonym zuzyciem tlen, co

skutkuje obnizeniem produkcji ciepta (Meghvansi i in. 2010).

Gdy alkaloid podawany jest regularnie przez dluzszy czas prowadzi do
inaktywacji receptora wanilidowego i unieczynnienia mechanizmoéw warunkujacych
rozwdj hipotermii, efektem czego moze by¢é wzrost temperatury wewnetrznej
organizmu. Dhugotrwale utrzymujaca si¢ inaktywacja receptora TRPV1 moze by¢
jednak niekorzystna, czy wregcz szkodliwa dla organizmu i moze prowadzi¢ do
obnizenie skuteczno$ci obrony organizmu przed przegrzaniem (Romanovsky i in.

2009).

W medycynie estetycznej cztowieka, wiele uwagi poswieca si¢ kapsaicynie
jako substancji wptywajacej na metabolizm thuszczow 1 przyczyniajacej si¢ do
redukcji masy ciata. Wykazano, ze substancja ta powoduje hamowanie transkrypcji
genow biatek stymulujacych proces adipogenezy, czyli akumulacji tkanki thuszczowe;j
(Joo i in. 2010). Ponadto pobudza transkrypcje genow biatek zwigzanych z procesem
termogenezy. Dodatkowo nasila wytwarzanie ciepla poprzez wzrost wydzielania
epinefryny i norepinefryny z nadnerczy. Wptywa dodatkowo na transkrypcje genow
odpowiedzialnych za produkcje enzymow katalizujacych redukcje thuszczow, co w
konsekwencji prowadzi do zmniejszenia ilo$ci tkanki tluszczowej, i spadku masy
ciata. Dziatanie odchudzajace alkaloidu uwarunkowane jest wigc takimi
mechanizmami jak: wzrost utleniania ttuszczow, wzrost zuzycia energii zwigzany z
aktywacja wspolczulnego uktadu nerwowego przez katecholaminy oraz spadkiem
apetytu (Yoshioka i in. 1998; Belza i in. 2007). Tego typu dzialanie potwierdzono
zaré6wno u ludzi, jak i zwierzat laboratoryjnych (Hu i in. 2017; Zheng i in. 2017; Shen
i in. 2017; Medina-Contreras i in. 2017; Zsiboras i in. 2016)
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Kolejng wlasciwoscia kapsaicyny, ktora stata si¢ obiektem badan medycznych,
jest jej wptyw na obnizanie cis$nienia tetniczego. Hipotensja indukowana kapsaicyng
jest prawdopodobnie efektem pobudzania receptora TRPV1 w $rdodblonku
naczyniowym. W nastepstwie tego dochodzi do naptywu jonéw wapnia do wnetrza
komorki 1 stymulacji fosforylacji kinazy biatkowej typu A (PKA). Dzieki temu
zwigksza si¢ aktywno$¢ syntazy tlenku azotu (II) i dochodzi do nasilonej produkcji
NO (Yang i in. 2010). Tlenek azotu zwiotcza mie$niowke gladka naczyn
krwiono$nych, prowadzac do poszerzenie $wiatla naczyn krwiono$nych oraz do

zmniejszenia oporéw obwodowych, i spadku ci$nienia krwi.

Kapsaicyna wykazuje ochronne dziatanie na uktad sercowo naczyniowy nie
tylko poprzez zapobieganie rozwojowi nadci$nienia tetniczego, lecz takze poprzez
zapobieganie rozwojowi chorobie wiencowej oraz rozwojowi zawatow. Te
wlasciwosci alkaloidu zwigzane sa z jego aktywnoscig antyoksydacyjng efektem
ktorej jest opdzniona oksydacja lipoprotein LDL, (Luo i in. 2011). Prawdopodobnie
dzigki swoim wlasciwo$ciom antyoksydacyjnym kapsaicyna moglaby by¢
wykorzystywana w profilaktyce choroby Alzheimera. Zaobserwowano, ze u Indian
zjadajacych znaczne ilosci ostrych papryczek zapadalnos$¢ na tg neurodegeneracyjng

chorobg jest znacznie nizsza, anizeli w innych populacjach (Meghvansi i in. 2010).

Kapsaicyna moze by¢ wykorzystywana w zapobieganiu rozwojowi
nowotworow, aczkolwiek wykazuje takze korzystne oddzialywanie i pewnego stopnia
skuteczno$¢ w stosunku do juz istniejacych choréb nowotworowych. W tym aspekcie
jej dziatanie zwigzane jest z indukowaniem apoptozy komoérek nowotworowych, w
wyniku  hamowania ostatniego etapu procesu oddychania komorkowego
zachodzacego w mitochondriach. Apoptoza komoérek nowotworowych jest
konsekwencja hamowania przez kapsaicyn¢ transportu elektronéw z NADH do
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ubichinonu, lub tez jej bezposrednim wigzaniem z koenzymem Q, co powoduje
zmian¢ kierunku przeptywu elektronow i powstawanie reaktywnych form tlenu w
nadmiarze. Konsekwencja tego jest rozproszenie transblonowego potencjatu w
mitochondriach (Surh 2002) majacego podstawowe znaczenie dla funkcjonowania
tych organelli. Apoptoza rozpoczyna si¢ od zalamania potencjatu transblonowego,
natomiast aktywne formy tlenu mogg powodowac uszkodzenie struktury i zaburzenie
funkcji mitochondriéw, a w konsekwencji $mier¢ komorki nowotworowej (Adaszek i

in 2017; Debiak i in. 2018).

Substancja ta wykazuje takze dziatanie przeciwbakteryjne. Potwierdzono jej
aktywno$¢ w stosunku do takich drobnoustrojow jak: Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, czy Helicobacter pylori (Kurita
i in. 2002; Lee i in. 2007). Ostatnio przeprowadzone badania wykazaly, ze w
warunkach in vitro hamuje aktywno$¢ szczepow Streptococcus pyogenes opornych na
dziatanie erytromycyny (Marini i in. 2015). Oczywiscie aktywnosc¢ przeciwbakteryjna
jest scisle skorelowana ze stezeniem tego alkaloidu (im jest ono wyzsze, tym
aktywno$¢ jest wigksza), a sam mechanizm dziatania polega na wywotywaniu przez
kapsaicyne stresu osmotycznego, niszczeniu struktury btony komorkowej czy
hamowanie ekspresji genow odpowiedzialnych za wzrost komorki (Kurita i in. 2002).
Wykazano takze, ze kapsaicyna moze wykazywac aktywno$¢ przeciwwirusows.
Obserwacje prowadzone przez Bourneet i in. (1999) co prawda nie potwierdzity, by
alkaloid ten w warunkach in vitro hamowat replikacje wirusa HSV (herpes simplex
virus) $winek morskich, jednak podawanie go w formie cis-kapsaicyny dziato
ochronnie na organizm tych gryzoni i chronito je przed rozwojem skoérnej postaci
herpeswirozy, a w przypadku zakazen przewlektych aplikacja alkaloidu znacznie

skracala okres powrotu do zdrowia.
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W ostatnim czasie coraz wigcej uwagi poswieca si¢ kapsaicynie jako lekowi
przeciwpasozytniczemy. Wykazano, ze stosowana w kombinacji z antymonianem
megaluminy cechuje si¢ bardzo dobrym efektem bdjczym w stosunku zarowno do
promastigotow, jak i amastigotow Leishmania infantum (Vieira-Aragjo i in. 2018).
Dane niepublikowane wskazuja, iz kapsaicyna wykazuje dziatanie repelentne w
stosunku do kleszczy, a u psow otrzymujacych kapsaicyne w celu zahamowania
choroby nowotworowej, u ktorych doszlo do inwazji pierwotniakami Babesia
obserwowano szybszy ich powrdt do zdrowia w poroOwnaniu ze zwierze¢tami, ktore nie
otrzymywaty tego alkalaoidu. Z tego wzgledu istnieje konieczno$¢ okreslenia
aktywno$ci przeciwpierwotniaczej kapsaicyny oraz ustalenia, czy zwigzek ten moze
pretendowa¢ do miana leku alternatywnego w stosunku do imidokarbu w terapii

babeszjozy psow
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2. Cel badan

Poniewaz jak wskazuja dotychczasowe obserwacje babeszjoza psow jest
chorobg o bardzo zr6znicowanym przebiegu klinicznym, stanowigca w dalszym ciagu
problem natury terapeutycznej, celem prowadzonych badan byto okreslenie
skuteczno$ci przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero zawierajacego
kapsaicyne w warunkach in vitro w stosunku do pasozytow Babesia canis

utrzymywanych w hodowli erytrocytow psow.
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3. Material i metody

3.1.0Kkreslenie zawartos$ci kapsaicyny w suszu z papryczek habanero

W celu wyekstrahowania kapsaicynoidow w 200 ml szklanej butelce z
teflonowa nakretkg umieszczono 10 g wysuszonej papryki, a nastgpnie dodano 30 ml
etanolu (Merck). Tak przygotowang probke zakrecono i umieszczono w tazni wodnej
w temperaturze 80°C. Proces ekstrakcji prowadzono przez 4 godziny. Mieszanine
ekstrakcyjng mieszano recznie co godzing. Po uptywie 4 godzin ekstrakt wyjeto z tazni
wodnej i ochtodzono do temperatury pokojowej. Nastepnie 1-2 ml otrzymanego
supernatantu przefiltrowano (0.20 um Syringe — driven Filter Unit, Millex ®, Merck)

do 1.5 ml szklanej fiolki.

Analize chromatograficzng kapsaicyny wykonano przy uzyciu aparatu Hitachi
Chromaster (Merck) z detektorem diodowym (DAD). Do analizy wykorzystano
kolumne (Aeris™ Widepore, Phenomenex®) wypetniong zelem krzemionkowym C18
o Srednicy porow 3.6 um, szerokos$ci 2.1 mm 1 dlugosci 150 mm. Szybkos¢ przeptywu
wynosita 0.4 ml min ! | temperatura analizy 20 °C. Pomiary dokonano przy dlugosci
fali A = 280 nm. Zastosowang gradientowg metode rozdzielania (Tabela 1) przy
wykorzystaniu dwusktadnikowej fazy ruchomej, rozpuszczalnik A stanowil 0.1%
roztwor TFA w wodzie, a rozpuszczalnik B metanol (Merck). Objetos¢ nastrzyku

badanej probki oraz standardu analitycznego wynosita 10 pl.
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Tabela 1. Warunki gradientowej metody rozdzielania probki przy wykorzystaniu

dwusktadnikowej fazy ruchome;j

Czas %A %B
0 95 5
30 5 95
40 5 95
40.1 95 5
50 95 5

Piki, ktore pojawily si¢ na chromatogramie identyfikowano poprzez
porownanie ich czasow retencji z czasem retencji standardu analitycznego kapsaicyny
(8-metylo-n-wanililo-6-nonedamid)  (8-methyl-n-vanill-6-nonenmamide)  (Sigma
Chemical C.) analizowanego w takich samych warunkach. Roztwér wzorcowy
kapsaicyny przygotowano rozpuszczajagc 0.1 mg standardu kapsaicyny w metanolu.
Ilosciowe oznaczenie kapsaicyny w otrzymanych probkach przeprowadzono

wykorzystujac pola powierzchni zidentyfikowanych pikow.

Wszystkie rozpuszczalniki wykorzystane podczas analizy byly czystosci

HPLC.
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3.2. Szczepy pasozytow wykorzystane w badaniu

W badaniach wykorzystano trzy genotypy pierwotniakéw Babesia canis (18S
RNA-A, 18S-RNA-B i 18S-RNA-C), pozyskane od chorych psow z klinicznych
przypadkoéw babeszjozy. Roznicowanie szczepdéw pierwotniakow dokonywano w
oparciu o procedure przedstawiong przez Adaszka i Winiarczyka (2008) oraz Lypa i
in. (2015). Krew pobrang od chorych pséow porcjowano. Sto mikrolitrow
wykorzystywano do badan molekularnych celem okreslenia genotypu Babesia,

pozostala czgs¢ wykorzystywano do badan hodowlanych.

3.2.1. 1zolacja DNA

Izolacj¢ DNA z pelnej krwi do reakcji PCR wykonywano za pomoca zestawu
Blood Mini (A&A Biotechnology Gdynia nr kat. 022-50) oraz QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen nr kat. 51304) wedtug nastgpujacej procedury:

1. Do probowki o pojemnosci 1,5 ml typu eppendorf odmierzano 100 pl krwi §wiezej
lub mrozone;.

2. Do krwi dodawano 200 pl uniwersalnego buforu lizujacego LT, zawartego w
zestawie oraz 20 pl proteinazy K. Cato$¢ mieszano i inkubowano przez 20 min w
tazni wodnej w temp. 37°C.

3. Probke intensywnie mieszano przez 20 s, a nast¢pnie nanoszono na minikolumne
do oczyszczania genomowego DNA, ktorg wirowano przez 1 min przy predkosci
13 tys./obr./min w wir6wce Sigma 1-13.

4. Nastgpnie do minikolumny wprowadzano 500 pl roztworu pluczacego Al i

wirowano 1 min. przy predkosci 13 tys./obr./min.
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5. Minikolumn¢ przenoszono do nowej proboéwki 2 ml i ptukano 400 ul roztworu
pluczacego Al, po czym cato$¢ wirowano przez 2 min. przy predkosci 13
tys./obr./min.

6. Osuszong minikolumneg umieszczano w nowej probowce 1,5 ml i dodawano do
niej 100 ul buforu elucyjnego Tris (10 mM TRIS, HCI 8,5), inkubowano przez 5
min w temp. pokojowej, a nastepnie wirowano przez 1 min przy predkosci 13
tys./obr./min.

7. Minikolumng usuwano, a eluat na dnie probéwki zawierajacy oczyszczone DNA

przechowywano w temp. —20°C do czasu dalszych analiz.

3.2.2. Startery do reakcji PCR

W reakcji PCR wykorzystano startery komplementarne do wysoce
konserwatywnych sekwencji genu 18S RNA B. canis:
BAB GF2: 5>-GTC TTG TAATTG GAATGA TGG-3’
BAB GR2: 5’-CCA AAG ACT TTG ATT TCT CTC-3’,
Reakcja PCR z zastosowaniem tych oligonukleotydow pozwolita na amplifikacje
odcinka DNA o dtugosci 559 par zasad.
Synteza starterow zostala wykonana w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki

Panstwowej Akademii Nauk w Warszawie.

3.2.3. Warunki PCR
Lancuchowg reakcj¢ polimerazy przeprowadzano w termocyklerze Biometra.
Warunki reakcji dla B. canis opracowano wedtug Adaszka i Winiarczyka (2008), z

uzyciem kontroli dodatniej i ujemnej. Kontrolg dodatnia bylo DNA B. canis
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wyizolowane z krwi psa chorego na babeszjoze, za$ kontrolg ujemng DNA krwi psa
zdrowego.

Kazda reakcja sktadata si¢ z 50 cykli, w ktorych etap denaturacji przebiegat w
92°C przez 60 s, przytaczanie starteréw odbywato sie¢ w temp. 52°C przez 60 s, a
wydtuzanie nici w temp 72°C trwato 90 s.

W sktad mieszaniny reakcyjnej o koncowej objetosci 54 ul wchodzity:

- woda dejonizowana 37,4 ul
- MgCl: (25 mM) 3,6 ul
- starter BAB GF2 (50 pm/pul) 1,0 ul
- starter BAB GR2 (50 pm/ul) 1,0 ul
- bufor dla Taq polimerazy 10x 5,0 ul
-d NTP (10 mM, Fermentas #EP0402) 0,5 ul

- Taq Polimeraza (5 u/ul, Fermentas #R0192) 0,5 ul

-DNA 5,0 pl

3.2.4. Elektroforeza

Uzyskane produkty reakcji PCR analizowane byly metoda elektroforezy w 1%

zelu agarozowym, w buforze TBE przy napigciu 10 V/ecm przez 50 min. Po

wybarwieniu produktow amplifikacji bromkiem etydyny okre$lano ich wielkos¢ w

odniesieniu do wzorca masowego DNA ladder 100 bp (Gibco BRL).
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3.2.5. Przygotowanie produktu PCR do sekwencjonowania

Uzyskane w wyniku reakcji PCR produkty amplifikacji DNA B. canis przed
sekwencjonowaniem poddawano oczyszczaniu na kolumienkach za pomoca zestawu
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen nr kat. 28104) wedlug nastgpujacej
procedury:

1. Do 1 objetosci probki DNA dodawano 5 objetosci buforu PB i mieszano na
wytrzasarce (Heidolph reax 2000).

2. Tak przygotowane probki nanoszono na kolumny do oczyszczania DNA, ktore
umieszczano w probdwkach o objetosci 2 ml 1 wirowano przez 60 s przy 13
tys./obr./min.

3. Eluat usuwano, a kolumny przemywano 750 ul buforu PE i wirowano przez 60
sekund z predkoscia 13 tys./obr./min.

4. Fluat ponownie usuwano, a kolumny wirowano ,,na sucho” przez kolejne 60 s.

5. Nastgpnie kolumny przenoszono do czystych probdéwek typu eppendorf 1,5 ml, na
srodek membrany nanoszono 50 ul buforu EB (10 mM TRIS, HCI 8,5) i
pozostawiano w temp. pokojowej przez 60 s.

6. Catos¢ wirowano przez 60 sekund z predkoscig 13 tys./obr./min.

7. Oczyszczony produkt zawarty w koncowym eluacie analizowano metoda
elektroforezy w 1% zelu agarozowym, a nastgpnie wysytano w suchym lodzie do

sekwencjonowania.
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3.2.6. Sekwencjonowanie

Oczyszczone produkty reakcji PCR B. canis poddawano sekwencjonowaniu w
Serwisie Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie. Wyniki sekwencjonowania odbierano poprzez poczte
elektroniczng, po czym opracowywano je za pomocg programu komputerowego
Lasergene DNA Star.

Wykorzystujac ten sam program analizowano sekwencje izolatow wlasnych B.
canis i porownywano je z odpowiadajgcymi im sekwencjami izolatow z banku genow,
izolowanymi wczeséniej z terenow naszego kraju 18S RNA —A, 18S RNA-B i 18S
RNA-C (Adaszek i Winiarczyk 2008, Carcy i in. 2015, Lyp i in. 2015).

Do dalszych badan wykorzystano po pig¢ szczepow kazdego z genotypoéw

3.3. Hodowla in vitro

Krwinki czerwone (RBCs) z probek krwi pobranych od chorych osobnikow
przygotowano ex tempore do zakladania hodowli. Przygotowywano trzy uktady
hodowlane. W pierwszym prowadzono hodowle szczepow B canis 18S RNA-A, w
drugim 18S RNA-B, za$ w trzecim 18S RNA-C.

Pelng krew odwirowywano (500xg przez 20 min), supernatant (osocze oraz
kozuszek buffy layer) usuwano, osad erytrocytow (0.2 ml) zawieszano w 1 m1 0.15 M
buforu fosforanowego (PBS), a nastgpnie odwirowywano (885xg przez 3 min.).
Supernatant ponownie usuwano, a osad z krwinek czerwonych odwirowywano
dwukrotnie jak przedstawiono powyzej, zawieszajac go kazdorazowo w 1 ml PBS. Po
ostatnim wirowaniu supernatant usuwano, a uzyskane erytrocyty wykorzystywano do

zakladania hodowli. Hodowle prowadzono w 96 dotkowych ptytkach (IWAKI). Do
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dotkow wprowadzano zawiesing 50 ul Kkrwinek czerwonych i 350 pl ptynu
hodowlanego RPMI-1640 medium (Biomed Lublin Poland) suplementowanego 40%
surowicg psiag (Pel-Freez Biologicals, Rogers, AZ), i buforowanego 20 mM HEPES.
Dodatkowo ptyn hodowlany zawieral antybiotyki: streptyomycyne¢ i penicyline o
koncowym stezeniu odpowiednio 200 pug/ml streptomycyny i 200 U/ml penicyliny.

Hodowle inkubowano w 37°C w atmosferze 5% CO;. Codziennie usuwano okoto
300 pl ptynu hodowlanego, zwracajac uwage by nie naruszy¢ osadu erytrocytow i
zastepowano go 300 pl $wiezego medium. Co 7 dni do hodowli wprowadzano 20 pl
zawiesiny niezarazonych krwinek czerwonych.

Niezarazone krwinki pozyskiwane od zdrowego, niezdradzajacego objawow
babeszjozy psa w wieku 3 lat, u ktorego badaniem mikroskopowym krwi oraz PCR
wykluczono babeszjoze. Krew pobierano do probowek z EDTA i odwirowywano
(500xg przez 20 min) celem uzyskania osadu z erytrocytow, ktory, po usunigciu z
probowki supernatantu wykorzystywano w dalszej czesci badania.

Pasazowanie hodowli erytrocytow polegato na zastgpieniu starego ptynu
hodowlanego nowym (HL-1 i EMEM z dodatkiem 40% surowicy psiej). 100 ul
zawiesiny erytrocytow przenoszono do nowych dotkéw ptytki i uzupeliano do
objetosci 400 pl swiezym ptynem odzywczym (rozcienczenie 1:4) z dodatkiem 10%
swiezych (niezarazonych) erytrocytow.

Parazytemi¢ oceniano przy udziale mikroskopu Leica DMi8 wyposazonego w
oprogramowanie LAS — Leica Application Software (Leica, Niemcy). Parametry
analizy byly nast¢pujace: tryb $wiatlta przechodzacego 1 jasnego pola, obiektyw
immersyjny, powiekszenie 100x, rozdzielczos¢ XY: 0.254 pm, rozdzielczos¢ Z: 0.479
um wykonujgc codziennie cienkie rozmazy krwi barwione metodg Diff-Quick na

odtluszczonych szkietkach, (Lehtinen i in. 2008, Adaszek i Winiarczyk 2011).
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3.3.1. Aktywnosé przeciwpierwotniacza suszu z papryczek zawierajgcego

kapsaicyne

Po uzyskaniu parazytemii rzgdu 0.8% w warunkach in vitro przystgpiono do
oceny aktywno$ci przeciwpierwotniaczej kapsaicyny w kazdym z trzech uktadow
hodowlanych. Aktywnos$¢ tg oceniano na 24- dotkowych ptytkach inkubowanych
przez 24 h w temp 37 °C i w obecnosci 5% CO2. W sktad hodowli wchodzito: 250 ul
zawiesiny erytrocytoOw zarazonych B. canis szczepami: 18S RNA-A, 18S RNA -B,
lub 18S RNA-C, 75 ul zawiesiny niezarazonych krwinek czerwonych, 10 ul badanej

substancji oraz 665 pl ptynu hodowlanego (HL-1).

By okresli¢ aktywno$¢ ant-Babesia badanej substancji in vitro susz z papryczek
habanero zawierajacy kapsaicyn¢ rozpuszczano w 0.5 ml DMSO, przygotowujgc
nastgpnie jego rozcienczenia 107, 102, 103, 10% i 10° Oceniano aktywnosé
przeciwpierwotniaczg kazdego rozcienczenia. Jako kontrole pozytywng wykorzystano
dipropinian imidokarbu (Schering-Plough Animal Health), w stezeniu 10, 1, 0.1, 0.01,
1 0.001 pg/ml, natomiast jako kontrolg negatywng 0.5% wodny roztwor DMSO.

Po 24 h inkubacji, usuwano 700 ul supernatantu znad erytrocytow I zastgpowano
go 690 ul $wiezego ptynu hodowlanego z dodatkiem 10 pl roztworu zawierajgcego
kapsaicyn¢/imidokarb/DMSO. Po kolejnych 24 h wykonywano rozmazy z hodowli
barwione metoda Giemzy w celu okres$lenia stopnia parazytemii. Nastepnie z kazdego
dotka usuwano 750 pl zawiesiny hodowli zastgpujac ja zawiesing 75 pl niezarazonych
erytrocytow i 700 ul $wiezego ptynu hodowlanego. Po 72 h, okoto 700 ul ptynu
hodowlanego usuwano bez dodawania do hodowli nowych roztworéw badanych
substancji. Po 96h ponownie wykonywano rozmazy z hodowli barwione metoda

Giemzy, po czym eksperyment konczono.
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Stopien hamowania parazytemii w hodowli (inhibitory rate) obliczano wg wzoru:

(Inhibitory rate) = [(A—B)/A] x 100%, gdzie A: parazytemia (%) w uktadzie z
substancja kontrolng (imidokarb), B: parazytemia (%) w ukladzie z substancja badana
(Murnigsih i in., 2005).

Nasilenie parazytemii (%) B. canis w hodowli okreslano obliczajac w
mikroskopie swietlnym pod obiektywem immersyjnych liczbe krwinek czerwonych
opadnigtych pasozytami przypadajaca na 1000 erytrocytow. Stopien aktywnosSci
przeciwpierwotniaczej badanych roztworow okres$lano nastepujaco: jezeli hamowanie
parazytemii bylo nizsze niz 50% roztwor oceniano jako nieaktywny. Gdy stopien
hamowania parazytemii wahat si¢ w granicach 50 do 80%, aktywno$¢ roztworu
oceniano jako $rednig. W sytuacji gdy hamowanie parazytemii byto powyzej 80%
aktywno$¢ roztworu okreslano jako silng (Murnigsih i in. 2005). Wptyw badanych
rozcienczen suszu z papryczek habanero zawierajagcych kapsaicyne na namnazanie
pasozytow wyrazano w warto$ciach 1Csp. Wartos¢ ICso wyznaczano z wykresu
obrazujacego stopien hamowania namnazania merozoitoéw B. canis w zaleznosci od
uzytego stezenia badanego roztworu. Jako standard wykorzystano dipropinian

imidokarbu (Subeki i in. 2004, 2005 a,b,c).

4. Wyniki

4.1. Wyniki jakosciowego i ilosciowego okreslenia zawartos$ci kapsaicyny w suszu

z papryczek habanero

Analize zawarto$ci: kapsaicyny, norkapsaicyny, nornorkapsaicyny i homokapsaicyny
w probee papryki chili dokonywano metoda chromatografii cieczowej. Kapsaicyne i
dihydrokapsaicyn¢ identyfikowano na podstawie widm i czasOw retencji substancji
wzorcowych, natomiast pozostale zwiazki na podstawie mas czasteczkowych. Kazda
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badana probka analizowana byta niezaleznie trzykrotnie. Wyniki zawarto$ci

kapsanoidow w badanych probkach przedstawiono w Tabeli 2

Tabela 2. Wyniki analizy jakosciowej i ilo§ciowej kapsanoidow zawartych w suszu z

papryczek habanero

Zwiazek

Kapsaicyna

Dihydrokapsaicyna

Nordihydrokapsaicyna

Homodihydrokapsaicyna

Norkapsaicyna

Nornorkapsaicyna

Homokapsaicyna

Zawarto$¢ (mg/ml.) *

4,30

3,01

0,18

0,10

Sladowe ilosci

Sladowe ilo$ci

Nie wykryto

*zawarto$¢ kapsaicyny, norkapsaicyny, nornorkapsaicyny i homokapsaicyny podano w przeliczeniu na kapsaicyng,

*zawarto$¢ dihydrokapsaicyny, nordihydrokapsaicyny, homodihydrokapsaicyny podano w przeliczeniu na dihydrokapsaicyng

4.2. Polimorfizm szczepéw Babesia canis wykorzystywanych do badan

hodowlanych

Badaniu molekularnemu poddano probki krwi pochodzace od 48 psow, u

ktorych badaniem mikroskopowym potwierdzono babeszjoze. DNA pochodzace z

probek krwi od pséw poddano amplifikacji z zastosowaniem starterow BAB GF2 i

BAB GR2. Materiat genetyczny 18S RNA pierwotniakéw wykazano w probkach krwi
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wszystkich psow u ktorych badaniem mikroskopowym potwierdzono babeszjoze.

Wielko$¢ produktu amplifikacji dla wszystkich probek wynosita 559 pz.

Sekwencjonowaniu  poddano  wszystkie 48 produkty PCR, ktore
charakteryzowatl najsilniejszy sygnal w elektroforezie- co §wiadczyto o duzej ilosci
amplifikowanego DNA. Czytelne sekwencje produktow amplifikacji DNA B. canis
uzyskano dla wszystkich 48 badanych probek Poréwnanie uzyskanych sekwencji
nukleotydowych izolatéw uzyskanych w badaniach wtasnych przy pomocy programu
DNA Star MegAligne pozwolito ustali¢ stopien ich wzajemnej homologii w przedziale

98,3-100,0%.

Analiza tych sekwencji pozwolita na wyodrebnienie trzech grup
polimorficznych oznaczonych jako: 18S RNA-A (29 probek), 18 S-RNA-B (12
probek). i 18S RNA-C (7 probek). Do grupy 18 S-RNA-A zaszeregowano izolaty,
ktore cechowato 100% podobienstwo sekwencji nukleotydowej (Ryc.4). Sekwencje
ta uznano za wzorcowa i do niej przyrdwnywano sekwencje pozostatych izolatow

uzyskanych w badaniach.

GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAG
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCA

ATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTTTG

CGTTGACGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAAT

TTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTT

GAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTG

GTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTAT

TTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCG

AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
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ATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGAC
TAGTGATTGGAGGTCGTCGTTTTTTGACCCCTTCAGGAACTTGAGAGAAA

TCAAAGTCTTTGG

Ryc. 4 Sekwencja nukleotydowa fragmentu genu 18S RNA izolatow B. canis

zakwalifikowanych do grupy 18S RNA-A.

Grupe 18S RNA-B utworzyly izolaty, ktérych sekwencja nukleotydowa
wykazywata podobienstwo rzedu 99,6% z sekwencja izolatow grup A. Réznica 0,4%
pomiedzy sekwencjami izolatow grup A i1 B, wynikatla z inwersji GA—>AG w

pozycjach 150 i 151 badanego fragmentu genu 18S RNA (Ryc.5).

GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAG
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCA

ATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTTTG

CGTTAGCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAAT

TTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTT

GAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTG

GTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTAT

TTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCG

AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG

ATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGAC

TAGTGATTGGAGGTCGTCGTTTTTTGACCCCTTCAGGAACTTGAGAGAAA

TCAAAGTCTTTGG
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Ryc. 5 Sekwencja nukleotydowa fragmentu genu 18S RNA izolatow B. canis

zakwalifikowanych do grupy 18S RNA-B.

Grupe 18S RNA-C utworzyly izolaty o wspdlnej sekwencji (Ryc.6),

wykazujacej podobienstwo rzedu 98% z grupa 18S RNA-A oraz z grupa 18S RNA-B

GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAG
CAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCA

ATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTTTG

CGTTTTCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAAT

TTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTT
GAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTG
GTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTCGTAT
TTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCG
AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGG
ATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGAC
TAGTGATTGGAGGTCGTCGTTTTTTGACCCCTTCAGGAACTTGAGAGAAA

TCAAAGTCTTTGG

Ryc. 6. Sekwencja nukleotydowa fragmentu genu 18S RNA izolatow B. canis
zakwalifikowanych do grupy 18S RNA-C.
Réznice w podstawieniach nukleotydowych w badanej sekwencji genu 18S RNA

badanych szczepow pasozytéw prezntuje Tabela 3
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Tabela 3. Polimorfizm amplifikowanego fragmentu 18S RNA izolatow B. canis

Odmiany Polozenie
polimorficzne | nukleotydow w

pozycji 150 i 151

Odmiana GA
polimorficzna
nr 1 (grupa 18

SRNA-A)

Odmiana AG
polimorficzna
nr 2 (grupa

18SRNA B)

Odmiana TT
polimorficzna
nr 3 (grupa 18S

RNA-C)

Sekwencje izolatow wlasnych, grup filogenetycznych 18S RNA-A, 18S RNA-B i
18S RNA-C porownywano za pomocg programu DNA Star MegAligne z
odpowiadajacymi im sekwencjami izolatow polskich B. canis, opublikowanych przez
Adaszka i Winiarczyka (2008), dostepnymi w bazie danych PubMed NCBI :

EU622793 i EU 622792
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Wykazano, iz wszystkie izolaty grupy 18S RNA-A wykazuja 100% homologi¢
badanej sekwencji z EU622793, za$ izolaty grupy 18SRNA-B 100% homologi¢ z
EU622792. Szczepy 18S RNA-C odpowiadaty szczepom B. canis opisanych przez

Lypaiin (2015) odpowiedzialnych za rozwdj subklinicznej babeszjozy.

4.3. Aktywnos$¢ przeciwpierwotniacza suszu z papryczek habanero in vitro

Aktywno$¢ przeciwpierwotniacza rozcienczen suszu z papryczek habanero
zawierajacego kapsaicyng w stosunku do B. canis przedstawiono w Tabelach 4-6. Jako
kontrolg dodatnig wykorzystano dipropionian imidokarbu. Dodanie imidokarbu do
hodowli pierwotniakow w stezeniu 10, 1, lub 0.1 pg/ml hamowato namnazanie si¢
pasozytow w 100% zarowno w hodowli pierwotnej, jak i w kolejnych pasazach.
Aktywno$¢ ta przejawiata si¢ brakiem zmiany koloru hodowli, ktéry pozostawat
jasnoczerwony. Przy stezeniu 0.01 i 0.001 pg/ml, aktywno$¢ leku w hamowaniu

parazytemii wynosita odpowiednio 60 i 30%,

Kapsaicyna zawarta w suszu z papryczek habanero w rozcienczeniu 107
(stgzenie 430 pg/ml) charakteryzowatla si¢ silng aktywnoS$cig przeciwpierwotniacza,
blokujac parazytemi¢ niezaleznie od badanego uktadu (zarazonego pierwotniakami
18S-RNA A, 18S-RNA-B, lub 18S-RNAC) w stopniu 80-90% (Tabele 4-6)
Aktywno$¢ ta przejawiala si¢ brakiem zmiany koloru hodowli, ktory pozostawat
jasnoczerwony.

Roznice w skutecznos$ci anty-Babesia pojawialy si¢ przy wyzszych
rozcienczeniach suszu z papryczek. Stwierdzono, ze najskuteczniejsze jego dziatanie
odnosi si¢ do szczepow 18S-RNA-B. Rozcienczenie suszu zawierajace kapsaicyne w

stezeniu 43 ug/ml i 4,3 pg/ml wykazywalo silne dzialanie przeciwpierwotniacze
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hamujgc parazytemi¢ odpowiednio w 90 i 80%. Aktywnos$¢ w hamowaniu parazytemii
przy stezeniu kapsaciny 0,43 pg/ml okreslano jako srednig (50%), za$ przy stezeniu
0.043 wyniosta ona juz zaledwie 30%.

W przypadku hodowli zarazonych szczepami 18S RNA-A, skuteczno$¢
przeciwpierwotniacza suszu zawierajacego kapsaicyn¢ byla nizsza anizeli we
wczesniej opisanym uktadzie. Przy stezeniu kapsaicyny 43 pg/ml i 4,3 pg/ml
okreslano jg jako $rednig (stopien hamowania parazytemii wynosil odpowiednio 60 %
i 50%), przy wyzszych rozcienczeniach (zawarto$¢ kapsaicyny w suszu 0,43 pg/ml i
0,043 ug/ml) uznawano, ze jest on nieaktywny (blokowanie parazytemii w stopniu
zaledwie 30%).

Takze w przypadku hodowli zarazonych szczepami 18S RNA-C, skutecznos¢
przeciwpierwotniacza suszu zawierajacego kapsaicyne¢ byta nizsza anizeli w
pierwszym z badanych uktadow. Przy stezeniu kapsaicyny 43 pg/ml okreslano ja jako
$rednig (stopien hamowania parazytemii wynosit 50%), przy pozostatych
rozcienczeniach (zawarto$¢ kapsaicyny w suszu 4,3 ng/ml, 0,43 pg/ml i 0,043 pg/ml)
uznawano, ze jest on nieaktywny (blokowanie parazytemii s stopniu zaledwie 30-
40%).

We wszystkich uktadach, w hodowlach, gdzie rozciefczenie suszu z papryczki
habanero zawierajace kapsaicyng¢ w stezeniu przy ktérym hamowanie parazytemii

bylo nizsze anizeli 50% obserwowano zmiang koloru hodowli na czekoladowy.
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Tabela 4. Wplyw stezenia kapsaicyny zawartej] w suszu z papryczek habanero na
hamowanie parazytemii B. canis w hodowli zarazonej szczepami 18S RNA A

Stezenie Rozcienczenie Stopien B. canis
. badanej hamowania  (1Cso pg/ml)
Badana substancja substancji inwazji (%)
(ng/ml) SD
10 101 100% 0.009
1 10-2 100%
. . 0.1 10-8 100%
Dipropionian
imidokarbu 0.01 104 60% + 5%
0.001 10 30% + 5%
-1 [
430 10 80£5% 43
43 10-2 60+ 5%
Kapsaicyna zawartaw 4.3 10-° 50£5%
suszu z papryczek
habanero 0.43 104 30£5%
0.043 10° 30£5%
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Tabela 5. Wplyw stezenia kapsaicyny zawartej] w suszu z papryczek habanero na
hamowanie parazytemii B. canis w hodowli zarazonej szczepami 18S RNA B

Stezenie Rozcienczenie Stopien B. canis
. badanej hamowania  (1Cso pg/ml)
Badana substancja substancji parazytemii
(ng/ml) (%)+ SD
10 101 100% 0.009
1 10-2 100%
. . 0.1 10-8 100%
Dipropionian
imidokarbu 0.01 104 60% + 5%
0.001 10 30% £ 5%
1 0,
430 10 90+5% 043
43 10-2 90+5%
Kapsaicyna zawartaw 4.3 10-° 80+5 %
suszu z papryczek
habanero 0.43 10* 505 %
0.043 10° 30£5%
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Tabela 6. Wplyw stezenia kapsaicyny zawartej] w suszu z papryczek habanero na
hamowanie parazytemii B. canis w hodowli zarazonej szczepami 18S RNA C

Stezenie Rozcienczenie Stopien B. canis
. badanej hamowania  (1Cso pg/ml)
Badana substancja substancji inwazji (%)
(ng/ml) SD
10 101 100% 0.009
1 10-2 100%
. . 0.1 10-8 100%
Dipropionian
imidokarbu 0.01 104 60% + 5%
0.001 10 30% + 5%
-1 [
430 10 80£5% 43
43 10-2 50+5%
Kapsaicyna zawartaw 4.3 10-° 40+£5%
suszu z papryczek
habanero 0.43 104 30£5%
0.043 10° 30£5%

Roéznice w aktywnos$ci przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero,
zawierajace] kapsaicyne w stosunku do poszczegdlnych badanych szczepoéw
pasozytow znalazly swoje odzwierciedlenie w roznych warto$ciach ICso kapsaicyny
w poszczegolnych ukladach, ktora wynosita w hodowli zarazonej szczepami 18S-
RNA-B 0,43 pg/ml, w hodowli zarazonej szczepami 18S-RNA-A 4,3 ug/ml, za§ w

hodowli 18S-RNA-C 43 pg/ml (Ryc.7).
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Ryc. 7. Wartosci IC50 kapsaicyny w hodowlach erytrocytéw zarazonych

szczepami 18S-RNA-B (a) 18S-RNA-A (b) i 18S-RNA-C (c)
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4. Dyskusja

Przeprowadzone badania s3 jednymi z pierwszych nad oceng przydatnosci
suszu papryczek habanero w hamowaniu namnazania si¢ pierwotniakow Babesia
canis w warunkach in vitro.

Gléwnym zwigzkiem o dziataniu przeciwpiertwotniaczym zawartym w tej
roslinie wydaje si¢ by¢ kapsaicyna. Oprocz kapsaicyny w papryce znajdujg si¢ inne
kapsaicynoidy. Sa to min.: dihydrokapsaicyna ale rdwniez nordihydrokapsaicyna,
homokapsaicyna, homodihydrokapsaicyna, norkapsaicyna oraz nornorkapsaicyna.
Najwigcej jest kapsaicyny 1 dihydrokapsaicyny, ktére stanowig od 80 do 90 %
wszystkich kapsaicynoidéw. Stosunek zawartosci kapsaicyny do dihydrokapsaicyny
wynosi od 1:1 do 2:1.

Kapsaicynoidy sg gléwnymi komponentami ostrych przypraw (chili, pieprz
cayenne, papryka). Ich zawarto§¢ w przyprawach waha si¢ od 0,1 mg/g w czerwonej
papryce, 2,5 mg/g w chili do nawet 60 mg/g w oleozywicach z papryki (mieszanina
olejkéw eterycznych i ekstraktu). W pieprzu cayenne $rednia zawarto$¢ kapsaicyny 1
dihydrokapsaicyny wynosi odpowiednio 1,32 i 0,83 mg/g suchej masy (Lopez-
Hernandez i in. 1996). W badaniach wtasnych ustalono, ze stezenie dwoch gtownych
kapsanoidéw w analizowanych papryczkach habanero jest ponad trzykrotnie wyzsze
niz w pieprzu cayenne i wynosi: 4,30 mg/kg s.m (kapsaicyna) i 3,01 mg/kg s.m
(dihydrokapsaicyna). W zaleznosci od gatunku papryki moze ona zawierac od 0.22 do
20 mg kapsaicynoidéw w gramie suchej masy. Habanero nalezy do najostrzejszych
papryk, a ostro$¢ wynika z wysokiej koncentracji kapsaicyny — w gniezdzie nasiennym
moze ona wynosi¢ nawet 1500 ppm to jest 1,5 g w kilogramie produktu. Wyniki badan

wlasnych pokrywaja si¢ z rezultatami uzyskanymi przez Lopez-Hernandez i in. (1996)
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wedlug ktérych zawarto$¢ kapsaicyny i dihydrokapsaicyny w papryce z gatunku
habanero (orange habanero) wynosi:
Kapsaicyna: 6639 + 348 mg kg-1 (suchej masy)
Dihydrokapsaicyna: 3727 + 179 mg kg-1 (suchej masy), za$ sucha masa w papryce
wynosi od 11 do 22%.
Biosynteza kapsacynoidéw w ro$linach przebiega dwutorowo: za posrednictwem
szlaku biosyntezy fenylopropanoidow oraz szlakéw metabolizmu kwasow
thuszczowych (Ochoa-Alejo i in. 1993; Contrera-Padilla i in. 1998). St¢zenie tych
alkaloidow w ro$linach stopniowo wzrasta w miar¢ rozwoju owocOw papryki,
osiggajac maksymalny poziom okoto 40-50 dnia (Contrera-Padilla i in., 1998), po
czym spada na skutek procesow peroksydacji. Badania wykazaly, ze pewne stany jak
np. stres wodny zwieksza stezenie kapsacynoidow w roslinach, gdyz niedobor wody
wplywa na szlaki przemian fenylopropanoidow (Estrada i in. 1999). Zwigkszony
poziom kapsacynoidow w ros$linach obserwowany w stresie wodnym moze takze
wynika¢ ze zwigkszonej aktywno$ci enzyméw takich jak: amoniakoliazy
fenyloalaninowej (PAL), 4-hydroksylazy kwasu cynamonowego (C4H) i CS,
zaangazowanych w biosyntezg kapsaicyny (Sung i in. 2005).

Farmakokinetyka kapsaicyny u ludzi i zwierzat zostata poznana do$¢ dobrze.
W badaniach przeprowadzonych na 12 osobach wykazano, iz 3% roztwor tej
substancji (w réznych rozpuszczalnikach jak: 70% alkohol izopropylowy, olej
mineralny, glikol propylenowy, czy 20% alkohol) jest szybko wchtaniana przez skore
1 szybko osigga maksymalne stezenie w surowicy. Okres poltrwania alkaloidu wynosi
okoto 24 h (Pershing i in. 2004). Po podaniu doustnym blisko 94% kapsaicyny jest
wchtaniane w przewodzie pokarmowym, a maksymalne stezenie osiggane jest w

surowicy po uptywie 1 godziny. Maksymalna dystrybucja 24,4 % podanej kapsaicyny
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we krwi, watrobie, nerkach 1 jelitach obserwowana byta w ciggu pierwszej godziny,
po czym spadata, a samego alkaloidu nie mozna byto wykaza¢ w tkankach po uptywie
4 dni (Suresh i in. 2010). Metabolizm kapsaicyny wyglada podobnie u ludzi, szczurow
1 psow. Zidentyfikowano trzy glowne metabolity tego alkaloidu, ktorymi sa: 16-
hydroksykapsaicyna, 17-hydroksykapsaicyna i 16,17-dihydrokapsaicyna (Chanda i
in., 2008). W badaniach in vitro prowadzonych na liniach komérkowych ludzkiej
skory wykazano, ze biotransformacja kapsaicyny zachodzi wolno i1 wigkszo$¢
substancji w komodrkach pozostaje w stanie niezmienionym, a jedynie niewielka jej
cze$¢ ulega przemianom do wanilylaminy i kwasu wanilowego. Wskazuje to, ze
enzymy cytochromu P450 tylko w niewielkim stopniu uczestniczg w przemianach
kapsaicyny w skorze, w przeciwienstwie do ich udziatu w transformacji tego alkaloidu
w watrobie. Kapsaicyna wydalana jest gtownie przez nerki, a w niewielkiej ilo$ci, w
postaci niezmienionej z katem (Kawada i in. 1985).

W  badaniach  wlasnych  podjeto  probe  oceny  skutecznos$ci
przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero zawierajacego kapsaicyng w
stosunku do trzech szczepéw Babesia canis izolowanych od psow z klinicznych

przypadkéw babeszjozy.

Roéznicowanie pasozytow dokonywano w oparciu o wyniki PCR i
sekwencjonowanie uzyskanych amplikonéw. Technika PCR w kombinacji z
sekwencjonowaniem produktow amplifikacji jest obecnie jednym z podstawowych
narzedzi wykorzystywanych w badaniach epidemiologicznych wielu chordb
zakaznych 1 inwazyjnych oraz w taksonomii. W badaniach wlasnych
zsekwencjonowano produkty amplifikacji PCR, ktore charakteryzowat najsilniejszy
sygnat w elektroforezie- co $wiadczyto o duzej ilosci amplifikowanego DNA. Analiza

tych sekwencji pozwolitla na wyodrebnienie trzech SzCzepéw pasozytow, ktore
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okreslono jako: 18S-RNA-A, 18S-RNA-B i 18S-RNA-C. Kryterium zaszeregowania

do grup A i B byto ulozenie nukleotydow w pozycjach 150 i 151 badanej sekwencji

Wszystkie izolaty grupy A posiadaly w pozycji 150 guaning i adening w
pozycji 151. Z kolei u izolatow grupy B doszto do inwersji tych zasad i adenina
znajdowata si¢ w pozycji 150, za$ guanina w pozycji 151. Sekwencje, ktoére

zakwalifikowano do grupy C wykazywaty zar6wno w pozycji 150, jak i 151 tyming

Zestawienie uzyskanych sekwencji nukleotydow izolatow uzyskanych w
badaniach wlasnych za pomoca programu DNA Star MegAligne pozwolito ustali¢
stopien ich wzajemnej homologii w przedziale 97,7-100,0%. Dalsze poréwnanie
wlasnych sekwencji z sekwencjami dostgpnymi w bazie danych GenBank pozwolito
zakwalifikowaé pierwotniaki do gatunku B. canis, ktorego wektorem sg Kleszcze

Dermacentor reticulatus. (Adaszek 2006).

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie wskazujg, ze B. canis jest
gatunkiem najczes$ciej wywotujacymi babeszjoze u psé6w w Europie, a regiony
potnocno- i potudniowo-wschodniej Polski uznawane sg za obszary endemicznego

wystepowania babeszjozy (Adaszek i in. 2020).

Uzyskane wyniki sg potwierdzeniem wczes$niejszych obserwacji odno$nie
wystgpowania na terenie Polski i Europy trzech gtéwnych szczepow B. canis 18S

RNA-A i 18S RNA-B i 185 RNA-C (Lyp 2015).

Leczenie pacjentéw chorych na babeszjozg przebiega dwuetapowo. Pierwszym
celem terapii jest eliminacja pasozytow z organizmu chorego osobnika, natomiast
drugim - zapewnienie, lub przywrocenie prawidlowej funkcji uktadéw i narzagdow oraz
terapia niedokrwistosci. Skuteczno$¢ leczenia babeszjozy uzalezniona jest od

prawidlowego rozpoznania choroby oraz szybkiego podania odpowiednich
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chemioterapeutykow. W terapii przyczynowej najczesciej stosowany jest dipropionian
imidokarbu, nalezacy do karbanilidow (Adaszek i in. 2020). Mechanizm jego dziatania
polega na uszkadzaniu jader komorkowych pasozyta i zmianach morfologii komorki
pierwotniakow, np. powstawanie wakuoli w cytoplazmie. Pod wptywem dziatania
leku zahamowaniu ulega synteza DNA w komorkach. Ponadto preparat ten wywotuje
hipoglikemi¢ w organizmie gospodarza, co utrudnia pierwotniakom pobieranie
glukozy. Zalecana dawka chemioterapeutyku wynosi 5-6,6 mg/kg. Imidokarb nalezy
podawac podskornie lub domig§niowo. Na ogol, we wczesnej babeszjozie odpowiedz
ze strony organizmu na podanie leku jest szybka, co przejawia si¢ produkcja nowych
erytrocytow w ciggu 12-24 godzin po jego aplikacji. Lek nie jest metabolizowany w
organizmie 1 wydalany jest w postaci niezmienionej, gldwnie z kalem 1 moczem. Jego
okres poéttrwania w 0soczu wynosi 207 min, a 80% dawki podanej psom w bolusie
dozylnym ulega eliminacji z organizmu w czasie 8 h. (Vial i Gorenflot 2006).
Wykazuje skuteczno$¢ w zwalczaniu zarowno “duzych”, jak i ,,malych” gatunkéw

Babesia. Niekiedy jest on takze stosowany w profilaktyce choroby.

Aplikacji imidokarbu, moga niestety towarzyszy¢ objawy niepozadane
(Adaszek i in. 2020). Wczesne dzialania niepozadane zwigzane z aplikacja
chemioterapeutyku pojawiaja si¢ w przeciggu 10 minut po iniekcji 1 obejmuja:
nadmierne $linienie, bol w miejscu iniekcji, wystgpienie biegunki, wymioty oraz
apatie. Cze$¢ z tych objawdéw mozna znie$¢ stosujac atroping (Adaszek i in. 2009 ,
Zygner i Frydrych 2005). Reakcje opdznione moga pojawiac¢ si¢ 10-12 godzin po
rozpoczeciu leczenia 1 objawiajg si¢ drgawkami, silng apatig, rozwojem goraczki,
zaburzonym rytmem pracy serca. Istniejg doniesienia o toksycznym wplywie
imidokarbu na nerki 1 watrob¢ 1 rozwoju indukowanej tym lekiem martwicy tych

narzadow (Lobetti 2010). Badania nad toksycznoscig imidokarbu prowadzone na
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szczurach wykazaty, ze dawka $miertelna (LD50) dla tego gatunku zwierzat wynosi
450-1200 mg/kg. Obserwacje prowadzone na psach wskazuja, ze podanie leku w

nawet w ilosci 9,9 mg/kg jest bezpieczne.

Pomimo tego, ze imidokarb wydaje si¢ by¢ skutecznym preparatem w stosunku
do B. canis, nickiedy obserwuje si¢ oporno$¢ pasozytow na dziatanie tego
chemioterapeutyku. Jak wynika z obserwacji wlasnych, w ostatnich latach stosunkowo
czesto u chorych pacjentow konieczne jest powtdrzenie terapii imidokarbem po
uplywie dwoch tygodni od pierwszej aplikacji leku, co zwigzane jest m.in. z pewnego
rodzaju zdolno$cig pierwotniakéw do unikania jego dziatania i przetrwaniem okresu
aktywnoS$ci chemioterapeutyku w $ledzionie. Dlatego tez po zakonczeniu leczenia
babeszjozy konieczny jest monitoring pacjenta, polegajacy na kilkukrotnej analizie
rozmazow jego krwi pobieranej w odstgpach dwutygodniowych, lub regularne badanie

krwi technikg PCR.

Pierwszy przypadek opornosci B. canis na imidokarb w Polsce opisali Zygner
i Frydrych (2005). Kolejne przypadki opornosci pierwotniakow na imidokarb u pieciu
pséw zanotowano w Klinice Chordéb Zakaznych UP w Lublinie, Wszystkie psy
zarazone pierwotniakami zdradzaty objawy ostrej babeszjozy manifestujace;j si¢: silng
apatig, gorgczka, blado$cig bton §luzowych i zmiang zabarwienia moczu. Badaniem
hematologicznym u wszystkich pacjentow stwierdzano trombocytopenig¢ i leukopenie,
podczas gdy liczba krwinek czerwonych pozostawata w normie, lub byta nieznacznie

obnizona.

Przypadki opornosci pierwotniakow Babesia na imidokarb stanowig istotny
problem dla praktyki lekarsko weterynaryjnej, wynikajacy z faktu, iz jedyna
substancja zarejestrowang w Polsce do leczenia tej choroby jest wtasnie dipropionian

imidokarbu. Przy braku skutecznosci tego preparatu mozliwosci lekarzy weterynarii
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w walce z chorobg sg bardzo ograniczone. W takich przypadkach alternatywnym
leczeniem jest podawanie chlorochiny hamujacej synteze¢ DNA pierwotniaka,
diminazenu zaburzajgcego procesy tlenowe pasozytow (Camacho i in. 2001, Farwell i
in. 1982, Harvey i in. 1988), pentamidyny (Farwell i in. 1982), klindamycyny
(Stegman i in. 2003), amikarbalidu, metronidazolu ewentualnie bi¢kitu trypanu
(Adaszek i Winiarczyk 2008, Fowler 1972). Wszystkie z wymienionych powyzej
chemioterapeutykow cechuje jednak, w poréwnaniu z imidokarbem, znacznie nizsza
skuteczno$¢ w zwalczaniu inwazji piroplazm, zwlaszcza na tle B. canis, a przy tym

leki te mogg takze indukowac u psow rozwoj ciezkich objawow niepozadanych.

W zwiagzku z powyzszym trwaja prace¢ nad pozyskaniem skutecznych, a
jednocze$nie nietoksycznych lekdw przeciwpierwotniaczych, ktore stanowityby
alternatywe¢ dla obecnych chemioterapeutykéw stosowanych w terapii babeszjozy
psow. Duze nadzieje w tej kwestii wigze si¢ z preparatami pochodzenia roslinnego

(Guz i in. 2019, AbouLaila i. in 2010 a,b).

W ciagu ostatnich lat przeprowadzono kilka badan in vitro nad aktywnoscia
anty-Babesia ektstraktow roslinnych wykorzystywanych w medycynie cztowieka w
leczeniu malarii (Elkhateeb i in., 2005, 2007, 2008; Kasahara et al., 2005; Murnigsih
et al., 2005; Subeki et al., 2005a,b, 2007; Yamada et al., 2009). Taki kierunek badan
wydaje si¢ uzasadniony z uwagi na fakt, iz Plasmodium oraz Babesia maja podobny
cykl zyciowy, a ponadto w zarazonym organizmie oba pasozyty indukuja rozwdj

anemii poprzez niszczenie erytrocytow.

Analiza sktadu roélin leczniczych pochodzacych z Europy, Bliskiego
Wschodu, Mongolii, Chin, a zwlaszcza Indonezji, pozwolity na wykrycie roznych
substancji takich jak flawonoidy, alkaloidy protoberberyny, oligostilbenoidy, czy

zwiazki polifenolowe, w tym pokrewne glikozydéw, o potencjalnym dziataniu
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przeciwpierwotniaczym (Elkhateeb i in., 2005, 2007a,b; Murnigsih i in., 2005; Subeki
i in., 2005a,b 2007; Kasahara i in., 2005; Yamada i in., 2009; Badral i in., 2017; Guz

i in., 2019).

Wigkszos¢ badan nad skuteczno$ciag roznych ekstraktow roslinnych przeciwko
pierwotniakom z rodzaju Babesia izolowanych od pséw, skupiata si¢ na ich
aktywnos$ci hemolitycznej (a tym samym na aspekcie bezpieczenstwa) i ograniczata
si¢ niemal wytacznie do B. gibsoni. Dopiero niedawno ekstrakty z Achillea millefolium
(Asteraceae), rosliny znanej jako krwawnik pospolity, szeroko wystepujacej w catej
Europie, Azji, Afryce Potnocnej i Ameryce Potnocnej, zostaty przebadane pod katem
ich dziatania przeciwko B. canis. W warunkach in vitro hamowaly one namnazanie
B. canis > 80% przy stezeniu 1 mg/ ml (Guz i in., 2019). Okazalo si¢, ze takze olejki
eteryczne z Eugenia caryophyllus i Citrus grandis wykazuja silne dziatanie anty- B.
canis (Guz et al., 2020) oraz alkaloidy chinolinowe pozyskiwane z tropikalnych,
afrtkanskich roslin Triphyophyllum peltatum (Dioncophyllaceae) i Ancistrocladus
abbreviatus (Ancistrocladaceae). Te ostatnie obok dosy¢ wysokiej skutecznosé
przeciwpierwotniaczej charakteryzuja si¢ dodatkowo niska toksycznoscig

wyrazajacg si¢ wywotywaniem nieznacznego stopnia hemolizy (< 0.7%),

W dostepne;j literaturze obecne sg jedynie trzy prace po§wigcone skutecznosci
ekstraktow roslinnych przeciwko B. canis (Guz i in 2019, 2020; Bringmann i in 2020).
Dlatego w badaniach wtasnych podjeto probe wykorzystania kapsaicyny w
hamowaniu namnazania pierwotniakow Babesia canis w warunkach in vitro.
Alkaloid ten obok takich wlasciwosci jak: dziatanie przeciwbdlowe, odchudzajace,
termoregulacyjne, przeciwnowotworowe, czy hipotensyjne, wykazuje takze

aktywno$¢ przeciwbakteryjng, przeciwwirusowg oraz przeciwpasozytniczg (Adaszek
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i in. 2019, Vieira-Aratjo i in. 2019) w zwigzku z czym uznany zostal za wlasciwy do

badan nad aktywnos$cig przeciwpierwotniaczg.

Skuteczno$¢ suszu z papryczek habanero przestudiowano w stosunku do trzech
genotypoOw Babesia canis réznigcych sie zjadliwoscig. Przeprowadzone badania
wlasne byly pierwszymi jak do tej pory, w ktorych skupiono si¢ nie tylko na
aktywnosci przeciwpierotniaczej badanego specyfiku, lecz takze na rdznicach we
wrazliwosci poszczegdlnych szczepow pierwotniakow w stosunku do badanej

substancji.

Najskuteczniejsze dziatanie suszu z papryczek habanero wykazano w stosunku
do szczepu piroplazm 18S-RNA-B. Rozcienczenie suszu zawierajace kapsaicyng w

stezeniu 43 pg/ml 14,3 pg/ml hamowato parazytemi¢ odpowiednio w 90 1 80%.

W przypadku hodowli zarazonych szczepami 18S RNA-A, skuteczno$¢
przeciwpierwotniacza suszu zawierajacego kapsaicyne byla nizsza anizeli we
wczesniej opisanym uktadzie. Przy stezeniu kapsaicyny 43 pg/ml i 4,3 pg/ml
okreslano ja jako $rednig (stopien hamowania parazytemii wynosit odpowiednio 60 %
150%). Takze w przypadku hodowli zarazonych szczepami 18S RNA-C, skutecznos¢
przeciwpierwotniacza suszu zawierajacego kapsaicyn¢ byla nizsza anizeli w
pierwszym z badanych uktadow. Przy st¢zeniu kapsaicyny 43 ng/ml okreslano ja jako
srednig (stopien hamowania parazytemii wynosit 50%), przy pozostatych
rozcienczeniach (zawarto$¢ kapsaicyny w suszu 4,3 pg/ml, 0,43 ng/mli 0,043 pg/ml)
uznawano, ze jest on nieaktywny (blokowanie parazytemii s stopniu zaledwie 30-

40%).

Obserwacje wlasne pozwalajg stwierdzi¢, iz poszczegdlne Szczepy

pierwotniakow B. canis izolowane od psow cechuje nie tylko rézna zjadliwosé, lecz
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réwniez rozna wrazliwo$¢ na kapsaicyne. Najmniej zjadliwy szczep 18S RNA-B
wykazywat jednoczes$nie najwyzsza wrazliwo$¢ na alakloid, podczas, gdy szczepy 18S
RNA-A — odpowiedzialne za rozwdj ostrej babeszjozy oraz 18S RNA-C
odpowiedzialny za rozwoj przewlektej/subklinicznej babeszjozy wydajg si¢ byc

bardziej oporne na dziatanie tej substancji.

Pomimo tego, ze w zadnym uktadzie oraz w zadnym z badanych rozcienczen
kapsaicyna nie hamowata parazytemii w 100% (jak miato to miejsce w uktadzie
kontrolnym z dipropionianema imidokarbu przy jego rozcienczeniach 102, 102 i 10°
%), to jednak osiagniecie w tym wzgledzie wartoéci rzedu 80-90% nalezy uznaé za
znaczne. Podobng aktywno$¢ w namnazaniu si¢ B. canis in vitro wykazywaly
ekstrakty z korzeni i lisci T. peltatum oraz czyste alkaloidy diklofilina A i C, N-methyl-
diklofilina A oraz jej pochodna, N-methyl-7-epi-diklofilna A, ancistrocladina A i B,

oraz 6-O-methylhamatynina, w rozcienczeniach 10 i 10 (Bringmann i in. 2020).

W badaniach wlasnych wartosci IC50 kapsaicyny w poszczegdlnych uktadach
wynosity: w hodowli zarazonej szczepami 18S-RNA-B 0,43 pg/ml, w hodowli
zarazonej szczepami 18S-RNA-A 4,3 pug/ml, za§ w hodowli 18S-RNA-C 43 pg/ml.
Konfrontujac te dane z wynikami badan Guza 1 in (2019, 2020) mozna stwierdzi¢, ze
kapsaicyna charakteryzuje si¢ silniejszg aktywnoscig przeciwpierwotniacza in vitro w
poréwnaniu z innymi ekstraktami/olejkami roslinnymi. Spo$rod analizowanych przez
wspomnianych powyzej badaczy olejkow roslinnych najwyzsza skuteczno$¢
wykazywaty olejki z Achillea millefolium, Eugenia caryophyllus i Citrus grandis
(wartos¢ 1C50 wynosity odpowiednio 51,0, 60,31 61,3 pg/ml). Mniej aktywne okazaty
si¢ olejki z Abies sibirica, Rosmarinus officinalis, Eucalyptus globulus, Cinnamonum
zeylanicum, Mentha piperita i Pinus sylvestris dla ktorych wartosci IC50 wynosity

odpowiednio 134.3, 237.3, 239.3, 367.9, 837.51 907.3 ug/ml.
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Analizujgc w mikroskopie $wietlnym hodowle B. canis prowadzone w ramach
podjetych badan oraz inkubujac je z kapsaicyng dodawang do poszczegoélnych
uktadow w roznych stezeniach, nie wykazano by alkaloid ten obok hamowania
namnazania si¢ pierwotniakOw wplywal na zmiang morfologii komodrek pasozyta.
Nieco inne obserwacje w tym wzgledzie poczynili Subeki i in. (2005b), ktorzy
wykazali, ze alkaloid protoberberyna izolowany z indonezyjskiej liany Arcangelisia
flava, wykazuje bardzo silny efekt hamujagcy namnazanie si¢ pierwotniakéw B.
gibsoni, a przy tym indukuje istotne zmiany w komorce pasozyta takie jak:

zmniejszenie rozmiarow jadra oraz zanikanie cytoplazmy

Wyniki badan wtasnych wykazaty, ze kapsaicyna zawarta w suszu z papryczek
habanero wykazuje dosy¢ silne dzialanie polegajace na hamowaniu namnazania si¢

pierwotniakow B. canis in vitro.

Dodatnia korelacja pomiedzy niska wartoscia 1C50 oraz brakiem
wystepowaniem hemolizy w badanych ukladach wskazuje, ze kapsaicyna jest

substancja bezpieczna, nie uszkadzajacg w warunkach in vitro krwinek czerwonych.

Obiecujace dziatanie przeciwpierwotniacze wykazywane przez niektore z
rozcienczen kapsaicyny uzasadnia bardziej wnikliwe badania nad wyjasnieniem

sposobu dziatania tego alkaloidu oraz jego skutecznoscig in vivo.
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5. WNIOSKI

e Kapsaicyna zawarta w suszu z papryczek habanero obok wielu innych
wilasciwo$ci hamuje namnazanie si¢ pasozytoéw Babesia canis w hodowlach
erytrocytow in vitro.

e Obserwacje wlasne pozwalaja stwierdzi¢, 1z poszczegdlne szczepy
pierwotniakow B. canis izolowane od pséw cechuje nie tylko rozna zjadliwos¢,
lecz rowniez rézna wrazliwo$¢ na kapsaicyne. Najmniej zjadliwy szczep 18S
RNA-B wykazuje jednocze$nie najwyzsza Wrazliwos¢ na alakloid, podczas, gdy
szczepy 18S RNA-B — odpowiedzialne za rozwoj ostrej babeszjozy oraz 18S
RNA-C odpowiedzialny za rozwdj przewleklej/subklinicznej babeszjozy
wydaja si¢ by¢ bardziej oporne na dziatanie tej substancji.

e Pomimo tego, ze w zadnym uktadzie oraz w Zadnym z badanych rozcienczen
kapsaicyna nie hamowata parazytemii w 100% (jak miato to miejsce w uktadzie
kontrolnym z dipropionianema imidokarbu przy jego rozcienczeniach 1072, 102
i 10%), to jednak osiggniecie w tym wzgledzie warto$ci rzedu 80-90% nalezy
uznaé za znaczne.

e Dodatnia korelacja pomigdzy niska wartoscia IC50 oraz brakiem
wystepowaniem hemolizy w badanych uktadach wskazuje, ze kapsaicyna jest
substancjg bezpieczng, nie uszkadzajagca w warunkach in vitro Kkrwinek

czerwonych
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7. STRESZCZENIE

Babeszjoza - piroplazmoza jest choroba przebiegajaca z objawami anemii
hemolitycznej. Jej czynnikiem etiologicznym sg pierwotniaki nalezace do rodzaju
Babesia, rodziny Babesidae rzgdu Piroplasmidia, typu Apicomplexa. W Polsce oraz

w innych krajach Europy glownym czynnikiem babeszjozy psow jest B. canis.

Pierwsze objawy babeszjozy sa niespecyficzne. U zarazonych zwierzat
pojawia si¢ goraczka, apatia, spadek apetytu, przyspieszenie t¢tna i zwigkszenie
czestosci oddechow. Z czasem pojawia si¢ blados¢ blon sluzowych, hemoglobinuria,
a niekiedy wymioty i biegunka. Badaniem hematologicznym na ogoét stwierdza si¢

anemi¢ i trombocytopenig.

Z uwagi na problemy zwigzane ze zmniejszajacg si¢ skuteczno$cig lekow
przeciwpierwotniaczych oraz nie zawsze dobrg ich tolerancja przez zwierzeta istnieje
konieczno$¢ prowadzenia badan nad nowymi substancjami, ktéore moglyby by¢

wykorzystywane w zwalczaniu inwazji Babesia.

Na przestrzeni ostatnich lat zaobserwowano zwigkszajace si¢ zainteresowanie
zawartg w papryczkach habanero kapsacyjng 1 jej wlasciwosciami leczniczymi, takze

w odniesieniu do zwalczania inwazji pierwotniaczych u ludzi i zwierzat.

Poniewaz jak wskazuja dotychczasowe obserwacje babeszjoza psow jest
chorobg o bardzo zréznicowanym przebiegu klinicznym, stanowigca w dalszym ciggu
problem natury terapeutycznej, celem prowadzonych badan bylo okreslenie
skuteczno$ci przeciwpierwotniaczej suszu z papryczek habanero zawierajacego
kapsaicyng w warunkach in vitro w stosunku do pasozytow Babesia canis

utrzymywanych w hodowli erytrocytow psow.

Badania przeprowadzono w trzech uktadach, na hodowlach erytroctytow
zarazanych szczepami B. canis 18S RNA-A, 185 RNA-B i 18S RNA-C. Pasozyty
réznicowano w oparciu o wyniki badn molekularnych (PCR oraz sekwencjonowanie).
Do zarazonych hodowli dodawano ekstrakty z suszu z papryzek habanero zawierajace
wzrastajace rozcienczenia kapsaicyny. Aktywnosc przeciwpierwotniaczg suszu z

papryczek habanero poréwnywano z aktywnoscig imidokarbu, stuzacego za wzorzec.
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Najskuteczniejsze dziatanie suszu z papryczek habanero wykazano w stosunku
do szczepu piroplazm 18S-RNA-B. Rozcienczenie suszu zawierajace kapsaicyne w

stezeniu 43 ug/ml i 4,3 pg/ml hamowato parazytemie odpowiednio w 90 i 80%.

W przypadku hodowli zarazonych szczepami 18S RNA-A, skuteczno$¢
przeciwpierwotniacza suszu zawierajacego kapsaicyn¢ byla nizsza. Przy stezeniu
kapsaicyny 43 pg/ml 1 4,3 pg/ml okreslano ja jako $rednig (stopien hamowania
parazytemii wynosil odpowiednio 60 % 1 50%). Takze w przypadku hodowli
zarazonych szczepami 18S RNA-C, skuteczno$¢ przeciwpierwotniacza suszu
zawierajacego kapsaicyne byta nizsza anizeli w pierwszym z badanych uktadow. Przy
stezeniu kapsaicyny 43 pg/ml okre$lano ja jako $rednig (stopien hamowania
parazytemii wynosil 50%), przy pozostalych rozcienczeniach (zawartos¢ kapsaicyny
w suszu 4,3 pg/ml, 0,43 pg/ml 1 0,043 pg/ml) uznawano, ze jest on nieaktywny
(blokowanie parazytemii s stopniu zaledwie 30-40%).

Wartosci IC50 kapsaicyny w poszczeg6lnych uktadach wynosity: w hodowli
zarazonej szczepami 18S-RNA-B 0,43 pg/ml, w hodowli zarazonej szczepami 18S-

RNA-A 4,3 pg/ml, za§ w hodowli 18S-RNA-C 43 pg/ml.

Obserwacje wlasne pozwalajg stwierdzi¢, 1z poszczegolne szczepy
pierwotniakoéw B. canis izolowane od psow cechuje nie tylko rézna zjadliwosé, lecz
réwniez rézna wrazliwo$¢ na kapsaicyne. Najmniej zjadliwy szczep 18S RNA-B
wykazywat jednoczes$nie najwyzsza wrazliwo$¢ na alakloid, podczas, gdy szczepy 18S
RNA-B - odpowiedzialne za rozwoj ostrej babeszjozy oraz 18S RNA-C
odpowiedzialny za rozwoj przewlektej/subklinicznej babeszjozy wydaja si¢ byc

bardziej oporne na dziatanie tej substancji.

Dodatnia korelacja pomiedzy niska wartoscig IC50 oraz brakiem
wystepowaniem hemolizy w badanych uktadach wskazuje, ze kapsaicyna jest

substancja bezpieczna, nie uszkadzajgca w warunkach in vitro krwinek czerwonych.

Obiecujace dziatanie przeciwpierwotniacze wykazywane przez niektore z
rozcienczen kapsaicyny uzasadnia bardziej wnikliwe badania nad wyjasnieniem

sposobu dziatania tego alkaloidu oraz jego skutecznoscig in Vvivo.
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8. SUMMARY

Canine babesiosis is a common and clinically significant tick-borne disease caused by
hematozoan parasites of the genus Babesia. The classification of Babesia spp. places
them in order Piroplasmida within the phylum Apicomplexa. The main etiological

factor in Poland and other European country causing canine babesiosis is B.canis.

The first symptoms of babesiosis are non-specific. Infected animals suffer from fever,
apathy, the decrease of appetite. Higher blood pressure and the increasing numbers of
breath are also noticeable. In the longer term, pale mucous membrane,
hemoglobinuria, vomiting and diarrhea can also occur. Hematology study generally

concludes aneamia and thrombocytopenia

Considering problems incident to decreasing effectiveness of antiprotozoal
agents as well as animals’ not always positive drug tolerance, there is a necessity to
conduct research on some new substances that could be used to combat the invasion

of Babesia.

In recent years increasing interest in capsaicin contained in habanero peppers
and its healing properties, concerning combat the antiprotoza invasions on both human

being and animals, were observed.

The purpose of conducted in vitro research was determining the antiprotozoal
effectiveness of dried habanero peppers containing capsaicin in relation to Babesia
canis parasites kept in dogs’ erythrocytes culture. Since the recent observations
indicate that dog’s babesiosis is a disease of varied clinical courses which is still

considered as a therapeutical problem.

The research was conducted in three groups of red cells cultures infected with
B. canis 18S-RNA-A, 18S-RNA-B and 18S-RNA-C strains. Differentiation of
parasites was based on the results of molecular tests (i.e. PCR and sequencing). Dried
habanero peppers extract, consisting increasing dilution of capsaicin, was added to
infected cultures. The antiprotozoal effectiveness of the extract was compared with

imidocarb effectiveness, which served as a model.

The most successful effectiveness of dried habanero peppers was shown in

relation to piroplasma 18S-RNA-B strain. The dilution of extract consisting capsaicin
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at concentration 43 pg/ml and 4.3 pg/ml contained parasitemia adequately in 90% and

80%.

In the case of cultures infected with 18S-RNA-A strains, the antiprotozoal
effectiveness of dried habanero peppers consisting capsaicin, was lower. At both
concentrations, i.e. 43 pmg/ml and 4.3 pg/ml, it was stated as moderate, as the level
of containment parasitemia totalled adequately 60% and 50%. The antiprotozoal
effectiveness of dried habanero peppers was lower in cultures infected with 18S-RNA-
C strains than in the first examined group. At the concentration of capsaicin 43 pg/ml
was stated as moderate as the level of containment parasitemia totalled 50%.
Considering the rest of concentrations, the content of capsaicin in dried habanero
peppers was 4.3 pg/ml, 0.43 pg/ml and 0.043 pg/ml, it was considered not to be

activated as the level of containment parasitemia was between 30% to 40%.

Considering several research groups the 1C50 values of capsaicin were as
follows. The cultured infected with 18S-RNA-B strains totalled 0.43 pg/ml, another
one infected with 18S-RNA-A strains reached 4.3 pg/ml and the last researched culture
infected with 18S-RNA-C equalled 43 pg/ml.

It may be stated, based on own observations, that particular strains of B. canis,
isolated from dogs are featured not only by its virulence] but also different sensitivity
to capsaicin. The least malignant strain i.e. 18S-RNA-B showed the highest sensitivity
to alkaloid at the same time. In comparison with 18S-RNA-B strain, responsible for
progression of acute babesiosis 18S-RNA-B strains as well as responsible for
progression of chronic and subclinical babesiosis 18S-RNA-C strains. Both seem to

be more resistant to the effect of the mentioned substance.

A positive correlation between low value of IC50 and nonoccurrence of
hematocytolysis regarding researched groups shows that capsaicin is a safe substance

that does not damage red cells in vitro.

Promising antiprotozoal effect shown in some of dilution of capsaicin proves
profound research aiming at finding an explanation of its effect as well as its

effectiveness in vitro.
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Oswiadczenie promotora rozprawy doktorskiej

Os$wiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana pod moim kierunkiem
i stwierdzam, Ze spetnia ona warunki do przedstawienia jej w postepowaniu o nadanie stopnia
naukowego.
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Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej

Swiadom odpowiedzialno$ci prawnej o$wiadczam, ze:

— niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana przez mnie samodzielnie pod

kierunkiem Promotora/Premeteréw/Prometora—pomeeniezege® i nie zawiera tresci

uzyskanych w sposob niezgodny z obowigzujacymi przepisami.

— przedstawiona rozprawa doktorska nie byla wczesniej przedmiotem procedur
zwigzanych
z uzyskaniem stopnia naukowego.

— niniejsza wersja rozprawy doktorskiej jest tozsama z zalgczong na ptycie CD/pendrive
wersja elektroniczng. e )
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