Evaluatie van het remmende effect van ivermectine op de groei van Babesia- en Theileria-parasieten in vitro en in vivo
Gaber El-Saber Batiha,#1,2 Amani Magdy Beshbishy,#1 Dickson Stuart Tayebwa,1,3 Oluyomi Stephen Adeyemi,4 Naoaki Yokoyama,1 en Ikuo Igarashi[image: Corresponderende auteur]1
Auteursinformatie  Artikelnotities Copyright- en licentie-informatie PMC Disclaimer
Bijbehorende gegevens
Aanvullende materialen
Verklaring over de beschikbaarheid van gegevens
Ga naar:
Abstract
Achtergrond
Behandeling is de belangrijkste manier om piroplasmose onder controle te houden en te elimineren. De zoektocht naar nieuwe chemotherapie tegen Babesia en Theileria is steeds urgenter geworden vanwege resistentie van parasieten tegen de huidige medicijnen. Ivermectine (IVM) was 's werelds eerste endectocide, in staat om een breed scala aan parasieten en vectoren te doden, zowel binnen als buiten het lichaam. Het is momenteel goedgekeurd voor de behandeling van onchocerciasis, lymfatische filariasis, strongyloidiasis en schurft. De huidige studie documenteerde de werkzaamheid van IVM op de groei van Babesia en Theileria in vitro en in vivo.
Methoden
De op fluorescentie gebaseerde test werd gebruikt voor het evalueren van het remmende effect van IVM op vier Babesia-soorten, waaronder B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi en Theileria equi, de combinatie met diminazeenaceturate (DA), clofazimine (CF) en atovaquon (AQ) op in-vitroculturen en op de vermenigvuldiging van een B. Microti-geïnfecteerd muismodel. De cytotoxiciteit van verbindingen werd getest op Madin-Darby rundernier (MDBK), muizenembryonale fibroblast (NIH/3 T3) en menselijke voorhuidfibroblast (HFF) cellijnen.
Resultaten
De halfmaximale remmende concentratie (IC50) waarden bepaald voor IVM ten opzichte van B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi waren respectievelijk 53,3 ± 4,8, 98,6 ± 5,7, 30,1 ± 2,2, 43,7 ± 3,7 en 90,1 ± 8,1 μM. Toxiciteitstesten op MDBK-, NIH/3 T3- en HFF-cellijnen toonden aan dat IVM de levensvatbaarheid van cellen met een halfmaximale effectieve concentratie (EC beïnvloedde)50) van respectievelijk 138,9 ± 4,9, 283,8 ± 3,6 en 287,5 ± 7,6 μM. In het in vivo experiment remde IVM, bij intraperitoneale toediening in een dosis van 4 mg/kg, significant (p < 0,05) de groei van B. microti bij muizen met 63%. Bovendien verminderden combinatietherapieën van IVM-DA, IVM-AQ en IVM-CF bij een halve dosis de piekparasitemie van B. microti met respectievelijk 83,7%, 76,5% en 74,4%. Bovendien bevestigde deze studie de afwezigheid van B. microti DNA in groepen behandeld met combinatiechemotherapie van IVM + DA en IVM + AQ 49 dagen na infectie.
Conclusies
Deze bevindingen suggereren dat IVM het potentieel heeft om een alternatieve remedie te zijn voor de behandeling van piroplasmose.
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Achtergrond
Babesiose is een malaria-achtige parasitaire ziekte die wordt veroorzaakt door Babesia, een geslacht van Apicomplexa [1]. Babesia bovis, geb. bigemina, en B. divergens besmetten vee en veroorzaken runderbabesiose. In Europa wordt boviene babesiose, bekend als roodwaterkoorts, voornamelijk veroorzaakt door B. divergens en wordt beschouwd als de belangrijkste door teken overgedragen ziekte bij runderen [2], terwijl B. caballi en Theileria equi infecteren paarden en veroorzaken paardenpiroplasmose [3]. Menselijke babesiose komt niet vaak voor; het is echter belangrijk als een opkomende ziekte in het noordoosten en middenwesten van de Verenigde Staten en delen van Europa, en sporadisch in de rest van de wereld [4]. Het spectrum van menselijke babesiose is breed, variërend van een ogenschijnlijk stille infectie tot een fulminante, malaria-achtige ziekte die af en toe de dood tot gevolg heeft [5].
Behandeling van babesiose en theileriose bij dieren is afhankelijk van twee veel voorkomende geneesmiddelen, namelijk diminazeenaceturate (DA) en imidocarbdipropionaat, terwijl menselijke babesiose is behandeld met een combinatie van atovaquon (AQ) en azitromycine en een combinatie van clindamycine en kinine [6]. Onlangs toonden González et al. het falen, de ineffectiviteit, de bijwerking en de recidiverende babesiose aan van de combinatiebehandeling met clindamycine en kinine bij patiënten met een splenectomie die besmet waren met B. divergens of B. microti [7], terwijl Hatcher et al. aantoonden dat patiënten met ernstige babesiose bijwerkingen hadden op kininebehandeling en aanhoudend hoge parasitemie meer dan 10 dagen na behandeling met een combinatie van AQ en azitromycine [8]. Bovendien is aangetoond dat Babesia gibsoni resistent is tegen AQ [9]. Daarom is onderzoek naar nieuwe geneesmiddelen en doelwitten voor geneesmiddelen de fundamentele benadering om de huidige beperkingen aan te pakken.
Ivermectine (IVM) is een macrocyclisch lacton afgeleid van avermectine, dat wordt geproduceerd door een actinomyceet, Streptomyces avermitilis [10]. IVM is een veilig medicijn dat actief is tegen een breed scala aan inwendige en uitwendige parasieten, en het wordt veel gebruikt in zowel de diergeneeskunde als de menselijke geneeskunde [11, 12]. In de humane geneeskunde wordt IVM gebruikt voor de behandeling van onchocerciasis (rivierblindheid). IVM is effectief tegen veel wormbesmettingen (zoals strongyloidiasis, ascariasis, trichuriasis, filariasis en enterobiasis) en sommige epidermale parasitaire huidziekten, waaronder schurft [13]. Oorspronkelijk werd gedacht dat IVM antibacteriële of antivirale eigenschappen had, maar onlangs is gemeld dat het Mycobacterium tuberculosis doodt, inclusief multiresistente stammen [14]. IVM induceert chloride-afhankelijke membraanhyperpolarisatie en celdood in leukemiecellen, wat aanleiding geeft tot suggesties dat het snel kan worden gebruikt in klinische onderzoeken voor leukemie. IVM bleek een zeer krachtige remmer te zijn van de replicatie van het gelekoortsvirus en de replicatie van verschillende andere flavivirussen, met name dengue, Japanse encefalitis en door teken overgedragen encefalitis [14]. Onlangs is de endectocide IVM ontstaan als een veelbelovend nieuw hulpmiddel dat kan worden toegevoegd aan malariabestrijdingsprogramma's [12]. Bovendien blijven er nieuwe mogelijke toepassingen opduiken, die potentiële doorbraken inluiden bij het aanpakken van verschillende verwaarloosde tropische ziekten - en daarbuiten. Onderzoek heeft aangetoond dat, voor menselijke Afrikaanse trypanosomiasis (slaapziekte), het ontwormen van runderen met enkelvoudige doses IVM de overleving en vruchtbaarheid van ziekteoverbrengende tseetseevliegen die zich voeden met vee tot 94% vermindert [15]. IVM is ook effectief bij het genezen van cutane leishmaniasis, waarbij Leishmania-parasieten in vitro en via subcutane inoculatie worden gedood [16].
In de diergeneeskunde wordt IVM gebruikt tegen veel darmwormen, de meeste mijten en sommige luizen. Het wordt soms toegediend in combinatie met andere medicijnen om een breed spectrum van dierlijke parasieten te behandelen [10]. Bovendien kan IVM via de mond, plaatselijk of via injectie worden toegediend. Als een medicijn dat zich richt op nematoden- en geleedpotige parasieten, is niet gemeld dat IVM een directe interactie aangaat met zoogdiereiwitten met een hoge selectiviteit [17]. In deze studie evalueerden we de effecten van IVM tegen de groei van B. bigemina, geb. Bovis, B. divergens, B. caballi, en T. equi in vitro en het chemotherapeutisch potentieel van IVM op B. microti in vivo.
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Resultaten
De groeiremmende werking van IVM tegen Babesia en Theileria
Groeiremmende tests werden uitgevoerd op vijf soorten: B. bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi. IVM remde de vermenigvuldiging en groei van alle geteste soorten op een dosisafhankelijke manier (Fig. 1 en ​en2).2). De halfmaximale remmende concentratie (IC50) waarden van IVM op B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi waren respectievelijk 53,3 ± 4,8, 98,6 ± 5,7, 30,1 ± 2,2, 43,7 ± 3,7 en 90,1 ± 8,1 μM (tabel 1). In deze studie vertoonde diminazeenaceturate (DA) IC50 waarden op 0,35, 0,68, 0,43, 0,022 en 0,71 μM ten opzichte van B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi, respectievelijk. Atovaquon (AQ) toonde IC50 waarden bij 0,039, 0,701, 0,038, 0,102 en 0,095 μM tegen B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi, respectievelijk. Clofazimine (CF) vertoonde IC50 waarden op 8,24, 5,73, 13,85, 7,95 en 2,88 μM tegen B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi, respectievelijk (Aanvullend bestand 3: Tabel S3). De effectiviteit van IVM werd niet beïnvloed door het verdunningsmiddel, aangezien er geen significant verschil was in de remming tussen putjes met DMSO en onbehandelde putjes. De voorteelt van rode bloedcellen met IVM werd uitgevoerd om het directe effect ervan op de rode bloedcellen van de gastheer te bepalen. Rode bloedcellen van runderen en paarden werden geïncubeerd met IVM bij 10, 100 en 200 μM gedurende 3 en 6 uur om te worden gebruikt voor de subcultuur van de parasiet. De vermenigvuldiging van alle parasieten verschilde niet significant tussen IVM-behandelde rode bloedcellen en normale rode bloedcellen voor beide soorten (gegevens niet getoond).
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Figuur 1
De dosis-responscurven van ivermectine tegen boviene Babesia-parasieten in vitro. De curve toont de correlatie tussen relatieve fluorescentie-eenheden (RFU's) en de logconcentraties van IVM (μM) in B. Bovis, B. bigemina, en B. divergens behandeld met verschillende concentraties IVM. Het resultaat werd bepaald door middel van een fluorescentietest na 96 uur incubatie. De waarden verkregen uit drie afzonderlijke onderzoeken werden gebruikt om het IC te bepalen50s met behulp van niet-lineaire regressie (curve fitting analyse) in GraphPadPrism-software
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Figuur 2
De dosis-responscurven van ivermectine tegen equine piroplasme parasieten in vitro. De curve toont de correlatie tussen relatieve fluorescentie-eenheden (RFU's) en de logconcentraties van IVM (μM) in B. caballi en T. equi behandeld met verschillende concentraties IVM. Het resultaat werd bepaald door middel van een fluorescentietest na 96 uur incubatie. De waarden verkregen uit drie afzonderlijke onderzoeken werden gebruikt om het IC te bepalen50s met behulp van niet-lineaire regressie (curve fitting analyse) in GraphPadPrism-software
Tabel 1
IC50 en selectiviteitsindex van IVM
	Verbinding
	Babesia en Theileria
	IC50 (μM)een
	EG50 (μM)b
	Selectieve indexcijfersc

	
	
	
	MDBK
	NIH/3 T3
	HFK
	MDBK
	NIH/3 T3
	HFK

	IVM
	B. bovis
	53,3 ± 4,8
	138,9 ± 4,9
	283.8 ± 3.6
	287,5 ± 7,6
	2.6
	5.3
	5.4

	
	B. bigemina
	98,6 ± 5,7
	138,9 ± 4,9
	283.8 ± 3.6
	287,5 ± 7,6
	1.4
	2.9
	2.9

	
	B. divergens
	30.1 ± 2.2
	138,9 ± 4,9
	283.8 ± 3.6
	287,5 ± 7,6
	4.6
	9.4
	9.6

	
	B. caballi
	43,7 ± 3,7
	138,9 ± 4,9
	283.8 ± 3.6
	287,5 ± 7,6
	3.2
	6.5
	6.6

	
	T. equi
	90,1 ± 8,1
	138,9 ± 4,9
	283.8 ± 3.6
	287,5 ± 7,6
	1.5
	3.1
	3.2
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eenHalfmaximale remmingsconcentratie van ivermectine op de in vitro kweek van parasieten. De waarde werd bepaald op basis van de dosis-responscurve met behulp van niet-lineaire regressie (curve fit-analyse). De waarden zijn het middel voor drievoudige experimenten
bHalfmaximale effectieve concentratie van ivermectine op cellijnen. De waarden werden bepaald op basis van de dosis-responscurve met behulp van niet-lineaire regressie (curve fit-analyse). De waarden zijn het middel voor drievoudige experimenten
cVerhouding van de EG50 van cellijnen naar het IC50 van elke soort. Hoge aantallen zijn gunstig
IVM ivermectine, MDBK Madin-Darby rundernier, NIH/3 T3 Muis embryonale fibroblast, HFF Menselijke voorhuid fibroblast
Toxiciteit van IVM, DA, AQ en CF op MDBK-, NIH/3 T3- en HFF-cellijnen
IVM toonde een remmend effect op de in vitro kweek van Babesia- en Theileria-parasieten. Daarom werd het effect van IVM op gastheercellen geëvalueerd met behulp van Madin-Darby rundernier (MDBK), NIH/3 T3 en menselijke voorhuidfibroblast (HFF) cellijnen om de cytotoxiciteit van de IVM-verbinding te zien (tabel 1). De halfmaximale effectieve concentratie (EC50) waarden van IVM op MDBK-, NIH/3 T3- en HFF-cellijnen waren respectievelijk 138,9 ± 4,9, 283,8 ± 3,6 en 287,5 ± 7,6 μM. De selectiviteitsindexen worden gedefinieerd als de verhouding van de cellijn EC50 naar het parasiet-IC50. De hoogste selectiviteitsindex werd behaald op B. divergens; zoals in het geval van de MDBK-cellijn, bleek deze 4,6 keer hoger te zijn dan de IC50; terwijl in het geval van de NIH/3 T3-cellijn deze 9,4 keer hoger bleek te zijn dan de IC50; en in het geval van de HFF-cellijn bleek deze 9,6 keer hoger te zijn dan de IC50 (Tabel 1). In een afzonderlijke test vertoonden DA en AQ bij concentraties van 100 μM geen remming van de levensvatbaarheid van MDBK-, NIH/3 T3- en HFF-cellen, terwijl CF alleen remming vertoonde op MDBK met een EC50 waarde bij 34 ± 3,4 μM (Aanvullend bestand 3: tabel S3). De hoogste selectiviteitsindex van DA werd bereikt op B. caballi, terwijl voor AQ en CF de hoogste selectiviteitsindex werd bereikt tegen B. divergens en T. equi, respectievelijk (Aanvullend bestand 3: Tabel S3).
De levensvatbaarheid van parasieten behandeld met IVM
Er werd een levensvatbaarheidstest uitgevoerd om te bepalen of de IVM-concentraties parasieten volledig konden verwijderen na 4 dagen opeenvolgende behandeling, gevolgd door stopzetting van de geneesmiddeldruk. B. bovis, B. bigemina, geb. divergens, en B. caballi die met IVM werden behandeld, konden niet teruggroeien bij een concentratie van 4 × IC50, terwijl T. equi kan opnieuw groeien bij een concentratie van 4 × IC50 (Tabel 2).
Tabel 2
De levensvatbaarheid van Babesia- en Theileria-parasieten behandeld met IVM
	Drugs
	Conc. van verbindingen
	Parasieten

	
	
	B. bovis
	B. bigemina
	B. divergens
	B. caballi
	T. equi

	IVM
	0.25 × IC50
	+
	+
	+
	+
	+

	
	0,5 × IC50
	+
	+
	+
	+
	+

	
	1 × IC50
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2 × IC50
	+
	+
	+
	+
	+

	
	4 × IC50
	–
	–
	–
	–
	+

	
	Onbehandelde controle
	+
	+
	+
	+
	+
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De positieve (+) toont de hergroei van parasieten en de negatieve (+) toont de totale klaring van parasieten op dag 8 na het opheffen van de medicijndruk
De effecten van de combinatie van IVM met DA, AQ en CF in vitro
De geneesmiddelcombinatietest werd uitgevoerd om te onderzoeken of de gecombineerde behandelingen synergisme (een groter effect geven), additief (vergelijkbaar effect) of antagonisme (het effect verminderen of blokkeren) zijn. Vijf geselecteerde concentraties IVM, zoals aanbevolen in de Chou-Talalay-methode [18], werden gecombineerd met DA, AQ en CF in een constante verhouding van (1:1). Het percentage remming van het enkele geneesmiddel en elke combinatie werd geanalyseerd met behulp van CompuSyn-software om de combinatie-index (CI)-waarde op IC te genereren50IC75IC90en IC95 (Aanvullend bestand 2: tabel S2). Het combinatie-effect van geneesmiddelen werd als synergetisch beschouwd als de waarde lager was dan 0,90, additief als de waarde tussen 0,90 en 1,10 lag en antagonistisch als de waarde hoger was dan 1,10. De effecten van combinatiebehandeling van IVM-DA, IVM-AQ en IVM-CF tegen B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi worden weergegeven in Tabel 3. De combinatiebehandelingen van IVM-DA vertoonden synergetische effecten tegen B. bigemina, geb. divergens, en B. caballi, en een additief effect tegen B. Bovis en T. equi. De combinatiebehandelingen van IVM-AQ vertoonden een synergetisch effect tegen B. bigemina maar een additief effect tegen B. Bovis, B. divergens, B. caballi, en T. equi. Combinatiebehandelingen van IVM-CF vertoonden additieve effecten tegen B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi, terwijl geen van de combinaties een antagonistisch effect vertoonde.
Tabel 3
Het effect van ivermectine met diminazeenaceturaat, atovaquon en clofazimine tegen Babesia- en Theileria-parasieten in vitro
	Combinaties van geneesmiddelen
	
	Parasieten

	
	
	B. bovis
	B. bigemina
	B. divergens
	B. caballi
	T. equi

	IVM + DA
	CI-waarden
	1.11051
	0.40539
	0.01779
	0.14328
	1.10124

	
	Mate van associatie
	Toevoeging
	Synergetische
	Synergetische
	Synergetische
	Toevoeging

	IVM + AQ
	CI-waarden
	1.04737
	0.82283
	1.04901
	1.07398
	1.05367

	
	Mate van associatie
	Toevoeging
	Synergetische
	Toevoeging
	Toevoeging
	Toevoeging

	IVM + CF
	CI-waarden
	0.92317
	1.01390
	1.01372
	1.10847
	0.99644

	
	Mate van associatie
	Toevoeging
	Toevoeging
	Toevoeging
	Toevoeging
	Toevoeging
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CI-combinatie-index, AQ-atovaquon, CF-clofazimine, DA-diminazeenaceturaat
Het chemotherapeutisch effect van IVM tegen B. microti
Voor verdere evaluatie van de werkzaamheid van IVM in vergelijking met andere geneesmiddelen, werd het chemotherapeutische effect van IVM onderzocht bij muizen die besmet waren met B. microti (Afb. 3). In de DDW-controlegroep is de vermenigvuldiging van B. Microti nam significant toe en bereikte de hoogste parasitemie van 58,2% op dag 8 na infectie (PI). In alle behandelde groepen werd het niveau van parasitemie geklaard bij een significant lager percentage parasitemie dan de controlegroep (p < 0,05) van dag 6 tot 12 p.i. Bij muizen die met monochemotherapie werden behandeld, bereikte het piekniveau van parasitemie 21,5%, 3,9% en 4,3% op dag 8 en 4,9% op dag 7 bij respectievelijk 4 mg/kg IVM, 25 mg/kg DA, 20 mg/kg AQ en 20 mg/kg CF (Fig. 3). De parasitemie was niet detecteerbaar bij muizen die werden behandeld met 25 mg/kg DA, 20 mg/kg AQ en 20 mg/kg CF via microscopie vanaf respectievelijk dag 13, 15 en 16 pi. De parasitemie was niet detecteerbaar door microscopieonderzoek bij muizen die werden behandeld met 4 mg/kg IVM op dag 30 pi.i., terwijl in de met combinatiechemotherapie behandelde groepen de piekniveaus van parasitemie 9,5%, 15% en 14% bereikten in 2 mg/kg IVM-12,5 mg/kg DA op dag 8, 2 mg/kg IVM-10 mg/kg CF op dag 7, en 2 mg/kg IVM–10 mg/kg AQ op dag 8, respectievelijk (Fig. 4). Parasitemie was niet detecteerbaar door microscopisch onderzoek bij muizen op dag 13, 22 en 18 p.i. met respectievelijk 2 mg/kg IVM-12,5 mg/kg DA, 2 mg/kg IVM-10 mg/kg CF en 2 mg/kg IVM-10 mg/kg AQ. Infectie met B. microti verlaagde het aantal hematocriet (HCT), het hemoglobinepercentage (HGB) en het aantal rode bloedcellen (RBC) in muizenbloed, zoals waargenomen in de DDW-controlegroep op dag 8, 12, 16 en 20 pi. Significant hogere verschillen (p < 0,05) in HCT-telling, HGB-percentage en RBC-telling werden waargenomen tussen de DDW-controlegroep en alle met geneesmiddelen behandelde groepen op dag 8, 12, 16 en 20 (Fig. 5a–c). Bovendien werd parasiet-DNA niet gedetecteerd in 25 mg/kg DA-IP, 2 mg/kg IVM-12,5 mg/kg DA of 2 mg/kg IVM-10 mg/kg AQ op dag 49. Ondertussen werd in alle andere groepen - 20 mg/kg AQ-oraal, 20 mg/kg CF-oraal, 4 mg/kg IVM-IP en 2 mg/kg IVM-10 mg/kg CF - parasiet-DNA gedetecteerd tot dag 49 (Fig. 6).
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Figuur 3
De groeiremming van IVM op B. microti in vivo. Grafiek met de remmende effecten van DA-IP, AQ-oraal, CF-oraal, IVM-IP-behandeling in vergelijking met de onbehandelde groep. De uitgezette waarden geven het gemiddelde ± de standaarddeviatie aan voor twee afzonderlijke experimenten. Sterretjes (*) geven statistische significantie aan (p < 0,05) op basis van de eenrichtingstest van ANOVA Tukey met GraphPad Prism versie 5.0 voor Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). De pijl geeft vijf opeenvolgende dagen behandeling aan. Parasitemie werd berekend door geïnfecteerde rode bloedcellen te tellen onder 2000 rode bloedcellen met behulp van Giemsa-gekleurde dunne bloeduitstrijkjes
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Figuur 4
De groeiremming van IVM-combinaties op B. microti in vivo. De grafiek toont de remmende effecten van DA, AQ en CF in combinatie met IVM-behandelingen in vergelijking met de onbehandelde groep. De uitgezette waarden geven het gemiddelde ± de standaarddeviatie aan voor twee afzonderlijke experimenten. De sterretjes (*) geven statistische significantie aan (p < 0,05) op basis van de eenrichtingstest van ANOVA Tukey met GraphPad Prism versie 5.0 voor Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). De pijl geeft vijf opeenvolgende dagen behandeling aan. Parasitemie werd berekend door geïnfecteerde rode bloedcellen te tellen onder 2000 rode bloedcellen met behulp van Giemsa-gekleurde dunne bloeduitstrijkjes
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Figuur 5
Veranderingen in het aantal hematocriet (a), het hemoglobinepercentage (b) en het aantal rode bloedcellen (c) bij IVM-behandelde muizen in vivo. De grafieken tonen veranderingen in het aantal hematocriet (a), het hemoglobinepercentage (b) en het aantal rode bloedcellen (c) van behandelde muizen in vergelijking met onbehandelde muizen. De verschillende gebruikte groepen waren DA-IP, AQ-oraal, CF-oraal, IVM-IP, IVM-DA, IVM-AQ, IVM-CF en onbehandelde muizen. De uitgezette waarden zijn het gemiddelde ± de standaarddeviatie voor twee afzonderlijke proeven. Elke groep bevatte vijf muizen. Sterretjes (*) geven statistische significantie aan (p < 0,05) op basis van de eenrichtingstest van ANOVA Tukey met GraphPad Prism versie 5.0 voor Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). De pijl geeft vijf opeenvolgende dagen behandeling aan
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Automatisch gegenereerde beschrijving]
Figuur 6
Moleculaire detectie van parasiet-DNA in de behandelde groepen. De afbeelding toont de moleculaire detectie van parasieten in het bloed van behandelde groepen op dag 49. M is voor de marker, NC is voor de onbehandelde-niet-geïnfecteerde groep die als negatieve controle werd gebruikt, PC is voor de onbehandeld-geïnfecteerde groep die als positieve controle werd gebruikt en C is voor B. microti DNA-controle. De pijl toont de verwachte bandlengte van 154 bp voor positieve gevallen van B. microti. De dubbele banden die bij sommige van de positieve controles zijn waargenomen, vertegenwoordigen amplicons van de eerste en tweede PCR. Terwijl in andere groepen een enkele band werd waargenomen vanwege de lagere DNA-concentratie van parasieten
Ga naar:
Discussie
Hoewel verschillende rapporten de werkzaamheid van IVM in de tekenbestrijdingsprogramma's documenteerden om de overdracht van teken van verschillende Babesia- en Theileria-soorten op runderen en honden te voorkomen [19, 20], is dit de eerste studie die de werkzaamheid van IVM als antiparasitair middel tegen Babesia- en Theileria-parasieten in vitro en in vivo evalueert. In de huidige studie remde IVM de groei van B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi in vitro. IVM vertoonde echter een licht hoge IC50 waarden; ze zijn nog steeds lager dan die van N-acetyl-l-cysteïne [21], allicine [22] en clodinafop-propargyl tegen runderbabesia en babesia/Theileria-parasieten bij paarden [23], en metronidazol en clindamycinefosfaat tegen B. Gibsoni [24]. Interessant is dat verschillende rapporten de effectiviteit van IVM op Plasmodium documenteerden, een van de apicomplexan-parasieten die nauw verwant zijn aan Babesia en Theileria [25], en op Leishmania- en Trypanosoma-parasieten [15, 16]. Dit benadrukt dat IVM effectief is tegen veel protozoaire parasieten.
Cytotoxiciteitsstudies toonden aan dat IVM meer kans had om Babesia en Theileria te beïnvloeden dan de gastheercellen. Deze bevinding kwam overeen met die van Dou et al., die aantoonden dat IVM de levensvatbaarheid van borstkankercellijnen op een dosisafhankelijke manier verminderde zonder cytotoxische activiteiten op gastheercellen [26].
Opvallend was dat de levensvatbaarheidstest aantoonde dat IVM effectiever was tegen Babesia dan tegen Theileria-parasieten. B. bovis, B. divergens, B. bigemina, en B. caballi kon niet teruggroeien met 4 × IC50 behandelingen van IVM, terwijl T. equi kan na 4 × IC weer aangroeien50 van IVM. Dit geeft aan dat T. equi heeft betere coping-mechanismen voor IVM-behandeling dan Babesia-parasieten. Deze bevinding is verenigbaar met Reece et al., die meldden dat verschillende soorten malariaparasieten verschillende coping-mechanismen hebben gebruikt door hun investering in gametocyten tijdens infecties te veranderen, afhankelijk van hun omgeving [27]. Deze patronen lijken echter verwarrend; Ze kunnen uitleggen hoe parasieten kunnen reageren op veranderingen die zich tijdens de infectie hebben voorgedaan. Daarom heeft T. equi zou kunnen werken met een ander werkingsmechanisme dan dat voor Babesia-soorten om de stress veroorzaakt door IVM-behandeling het hoofd te bieden. Dat kan een van de verklaringen zijn van hoe kan T. Equi kan weer worden hersteld na het opheffen van de geneesmiddeldruk op de vierde dag. We zijn echter niet in staat om tot een definitieve conclusie te komen, aangezien deze studie het werkingsmechanisme van IVM tegen Babesia- en Theileria-parasieten niet heeft bevestigd. Deze bevinding komt overeen met die van Tayebwa et al., die verklaarden dat T. equi kan worden aangetast via een andere route dan die voor Babesia-soorten [28].
Interessant is dat combinatiechemotherapie is aanbevolen tegen resistente protozoaire en bacteriële pathogenen. Sindsdien is IVM een bekend antiparasitair geneesmiddel met een breed werkingsspectrum, een hoge werkzaamheid en wordt het veel gebruikt in de diergeneeskunde en de menselijke geneeskunde [11, 12]. Bovendien bleek uit de remmings- en cytotoxiciteitstests in de huidige studie dat IVM een hogere IC vertoonde50 waarden en een lagere selectieve index dan momenteel beschikbare antibabesiale geneesmiddelen (DA, AQ en CF). Daarom was de combinatiestudie gericht op het verbeteren van de potentie van IVM en het verlagen van de dosis die leidde tot verminderde toxiciteit, waardoor hun toxische bijwerkingen werden verminderd. De in vitro combinatiebehandeling van IVM met DA, AQ of CF onthulde synergetische en additieve effecten tegen Babesia- en Theileria-parasieten. Terwijl bij de combinatiechemotherapie geneesmiddelen met hetzelfde werkingsmechanisme de neiging hebben om een synergetisch effect op te leveren, dat kan worden gedefinieerd als het grotere effect van twee geneesmiddelen in de combinatie dan de som van elk geneesmiddel wanneer het afzonderlijk werkt, of een additief effect, waarbij twee geneesmiddelen in de combinatie een effect produceren dat gelijk is aan de som van elk geneesmiddel wanneer het afzonderlijk werkt. Daarom is er behoefte aan verdere studies om het exacte werkingsmechanisme van IVM tegen Babesia en Theileria te onthullen en vervolgens de reden achter dit synergetische en additieve effect van de gecombineerde behandeling met DA, AQ en CF te verduidelijken en de beste combinatie te kiezen die in het veld moet worden gebruikt.
De veelbelovende werkzaamheid van IVM in vitro heeft ons ertoe aangezet om de prestaties ervan in vivo te evalueren. IVM intraperitoneaal toegediend resulteerde in een remmend effect in vivo, maar in lagere mate dan die met DA, AQ en CF. IVM-DA-, IVM-AQ- en IVM-CF-combinaties werden geëvalueerd bij muizen om te bepalen of combinatiebehandeling de benodigde dosis van de afzonderlijke geneesmiddelen zou verlagen zonder hun therapeutische werkzaamheid tegen B te veranderen. microti-infectie. Interessant is dat onze resultaten compatibel zijn met Mendes et al., die onthulden dat orale toediening van IVM in een concentratie van 10 mg/kg resulteerde in 80% remming van Plasmodium berghei in vivo [29]. Bovendien documenteerden Taman et al. dat orale toediening van IVM in een concentratie van 25 mg/kg resulteerde in een significante vermindering van vrouwelijke wormen van Schistosoma mansoni. Terwijl toediening van dezelfde dosis gedurende twee opeenvolgende dagen een vermindering van respectievelijk 45,4%, 27,6% en 28,8% liet zien bij vrouwelijke, mannelijke wormen en totale wormbelasting in vergelijking met geïnfecteerde controlegroepen die alleen het vehiculum kregen. Bovendien vertoonde IVM een hoger chemotherapeutisch effect dan een hoge dosis praziquantel (zes keer hogere dosis dan IVM), het referentiegeneesmiddel dat wordt gebruikt voor de behandeling van schistosomiasis [30]. Combinatiebehandeling van IVM-DA, IVM-AQ en IVM-CF bij halve doses verbeterde de werkzaamheid van IVM bij hogere percentages dan die van monotherapie. De potentiëring van IVM die werd bereikt in in vivo combinatietherapie bevestigde het resultaat dat in vitro werd waargenomen, wat de aandacht vestigt op IVM als een goed combinatief geneesmiddel. Deze bevinding komt overeen met Canton et al., die meldden dat de combinatie van ivermectine (IVM) en ricobendazol (RBZ) een significant hogere werkzaamheid opleverde tegen IVM-resistente Haemonchus spp. dan IVM en RBZ alleen, die zijn voorgesteld als een geldige strategie om effectieve nematodenbestrijding te bereiken in aanwezigheid van resistentie tegen geneesmiddelen [31].
Om het vermogen van IVM om B te elimineren te bevestigen. microti, werd een PCR-test uitgevoerd op monsters die op dag 49 p.i. waren verzameld. Interessant is dat deze studie de afwezigheid van B bevestigde. microti DNA in groepen behandeld met combinatiechemotherapie van IVM-DA en IVM-AQ. Deze resultaten bevestigden het belang van combinatiechemotherapie voor de effectieve bestrijding van piroplasmose. Deze bevinding dwingt verder de noodzaak van combinatietherapie af om een optimale werkzaamheid te bereiken en terugval van infectie of de ontwikkeling van een dragerschap te voorkomen [32, 33]. Complementair, en in overeenstemming met een eerdere studie (Udensi en Fagbenro-Beyioku), vertoonde IVM geen toxische bijwerkingen bij muizen [15]. Alles bij elkaar genomen pleiten de bevindingen ervoor dat IVM een potentieel medicijn is tegen menselijke babesiose en piroplasmose bij runderen en paarden. Hoewel IVM een enigszins lage selectieve index vertoonde, kon de combinatie met DA, AQ en CF in lagere concentraties dan de afzonderlijke geneesmiddelen het effect verbeteren en vervolgens de toxiciteit verminderen [32, 33].
Ga naar:
Conclusie
IVM vertoonde werkzaamheden op Babesia en Theileria die consistent waren met werkzaamheden gerapporteerd op P. falciparum, Leishmania en Trypanosoma. De effectiviteit van IVM in vivo was vergelijkbaar met die van DA en vertoonde geen toxische symptomen bij muizen. Daarom kan IVM worden gebruikt als chemotherapeutisch geneesmiddel voor piroplasmose. Er zijn echter verdere studies nodig om het exacte werkingsmechanisme van IVM op Babesia- en Theileria-parasieten te detecteren.
Ga naar:
Methoden
Teeltomstandigheden
Parasieten en muizen 
De stam van het Amerikaanse ministerie van landbouw (USDA) van T. equi en B. caballi, de Duitse runderstam van B. divergens [32], de Texaanse stam van B. bovis, en de Argentijnse stam van B. bigemina werden gebruikt voor de in vitro studies [28]; voor de in vivo studies, B. microti (München-stam) werd gebruikt [28, 34]. Acht weken oude vrouwelijke BALB/c-muizen (CLEA Japan, Inc., Tokio, Japan) werden gehuisvest in een pathogeenvrije omgeving met gecontroleerde temperatuur (22 °C), vochtigheid en een licht/donkercyclus van 12 uur, en gebruikt voor de teelt van B. microti voor in vivo studies.
Chemicaliën en reagentia 
Ivermectine (IVM), diminazeenaceturate (DA), atovaquon (AQ) en clofazimine (CF) (Sigma-Aldrich, Japan) werden bereid in dimethylsulfoxide (DMSO) in stockoplossingen van 10 mM en opgeslagen bij − 30 °C. Er werd een lysisbuffer bereid met Tris-HCl (130 mM bij pH 7,5), EDTA (10 mM), saponine (0,016% g/v) en Triton X-100 (1,6% v/v) geproduceerd, gefilterd door 0,22 μm polyethersulfon en opgeslagen bij 4 °C om te worden gemengd met 10.000× SYBR Green I (SGI) nucleïnezuurkleuring (Lonza, VS) 0,2 μL/ml voordat de fluorescentie werd gemeten.
In vitro kweken van parasieten 
Gezuiverde rode bloedcellen van paarden of runderen (RBC's) werden gebruikt om B in stand te houden. caballi, T. equi, B. Bovis, B. bigemina, en B. divergens. Een micro-aerofiel stationaire-fasecultuursysteem bij 37 °C, 5% CO2, 5% O2, en 90% N2 werd gebruikt voor de parasietenteelt zoals eerder beschreven [32]. Voor B. bigemina en B. boviscultuur, medium 199 (M199; Sigma-Aldrich, Tokio, Japan), aangevuld met 40% runderserum, werd gebruikt voor de teelt, terwijl medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Tokio, Japan) aangevuld met 40% runderserum werd gebruikt om B te kweken. divergens. GIT (Sigma-Aldrich, Tokio, Japan) aangevuld met 40% paardenserum werd gebruikt om B te behouden. caballicultuur, terwijl M199 aangevuld met 40% paardenserum en 13,6 μg/ml hypoxanthine werd gebruikt voor T. equi cultivatie. Verder werden 60 μg/ml streptomycine en 0,15 μg/ml amfotericine B toegevoegd aan alle kweekmedia om bacteriële en schimmelbesmetting te voorkomen. In vitro culturen van alle vijf parasieten werden om de 4 of 5 dagen gesubcultureerd om een goede groei van de parasiet te behouden.
Celculturen
Menselijke voorhuidfibroblasten (HFF), Madin-Darby-rundernieren (MDBK) cellijnen en embryonale fibroblasten van muizen (NIH/3 T3) werden in 75 cm gehandhaafd2 kweekkolven en continu geïncubeerd bij 37 °C in een bevochtigde incubator met 5% CO2. Minimum Essential Medium Eagle (MEM; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) werd gebruikt voor de kweek van MDBK-cellen, terwijl Dulbecco's gemodificeerde Eagle's medium (DMEM; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) werd gebruikt voor de kweek van NIH/3 T3- en HFF-cellen. Elk medium werd aangevuld met 10% foetaal runderserum, 50 μg/ml penicilline/streptomycine (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, VS) en nog eens 2 mM glutamine. Het medium werd om de 3 tot 4 dagen ververst en geïncubeerd tot ongeveer 80% confluent. De cellen werden gekleurd met 4,6-diamidino-2-fenylindooldihydrochloride (DAPI; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) om mycoplasmavrije contaminatie te controleren. Daarna werden de cellen twee keer gewassen met Dulbecco's fosfaatgebufferde zoutoplossing (DPBS) en werd TrypLE Express (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, VS) gebruikt om celloslating mogelijk te maken. Vervolgens werden levensvatbare cellen geteld met behulp van een door Neubauer verbeterde C-chip (NanoEn Tek Inc., Seoul, Korea) na kleuring met 0,4% Trypan-blauwe oplossing.
Cytotoxiciteitstest van IVM op HFF-, MDBK- en NIH/3 T3-cellijnen
De levensvatbaarheidstest voor blootstelling aan het geneesmiddel werd uitgevoerd in overeenstemming met het eerder beschreven protocol [32]. Kortom, 100 μL cellen met een dichtheid van 5 × 104 cellen/ml werd per putje gezaaid en gedurende 24 uur bij 37 °C in een bevochtigde incubator met 5% CO op een plaat met 96 putjes2. Voor IVM werd 10 μL tweevoudige verdunningen aan elk putje toegevoegd tot een eindconcentratie van 12,5 μM tot 500 μM in drievoud, terwijl voor DA, AQ en CF 10 μL tweevoudige verdunningen aan elk putje werd toegevoegd, tot een eindconcentratie van 100 μM in drievoud. Putjes met alleen een kweekmedium werden gebruikt als blanco's, terwijl putjes met cellen en een medium met 0,4% DMSO werden gebruikt als positieve controle. Vervolgens werd de plaat nog eens 24 uur geïncubeerd. Tien microliter Cell Counting Kit-8 (CCK-8) werd toegevoegd en de plaat werd gedurende 3 uur verder geïncubeerd; De extinctie werd vervolgens gemeten bij 450 nm met behulp van een microplaatlezer.
De effecten van IVM in erytrocyten in de gastheer in vitro
De effecten van IVM op rode bloedcellen bij runderen en paarden werden gemeten in overeenstemming met het eerder beschreven protocol [28]. In het kort werden RBC's van runderen en paarden geïncubeerd in aanwezigheid van 10, 100 en 200 μM IVM gedurende 3 en 6 uur bij 37 °C. Daarna werden de erytrocyten driemaal gewassen met drugsvrije media en gebruikt voor de teelt van B. Bovis, B. bigemina, geb. divergens, B. caballi, en T. equi. De onbehandelde rode bloedcellen werden gebruikt als controle. Het effect werd gemonitord met behulp van de fluorescentietest.
Groeiremmende effecten in vitro
Een fluorescerende test werd gebruikt om de halfmaximale remmende concentratie (IC50) voor IVM, DA, AQ en CF zoals eerder beschreven [28, 34]. In het kort, IVM en CF in hoeveelheden van 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 en 250 μM, evenals DA en AQ in hoeveelheden van 0,007, 0,015, 0,03, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5 en 1 μM, werden in drievoud in een plaat met 96 putjes geplaatst om remmingsconcentraties te bepalen, met een hematocriet van 2,5% voor B. Bovis en B. bigemina en een hematocriet van 5% voor B. divergens, B. caballi, en T. equi. Wells met geïnfecteerde rode bloedcellen (iRBC's) werden gebruikt als positieve controles, terwijl wells met niet-geïnfecteerde rode bloedcellen (RBC's) werden gebruikt als negatieve controles. De plaat werd geïncubeerd bij 37 °C in een bevochtigde multi-gas incubator met watermantel en een atmosfeer van 5% CO2, 5% O2, en 90% N2 gedurende 96 uur zonder van media te wisselen. Na 96 uur werd 100 μL lysisbuffer met SGI direct aan elk putje toegevoegd en voorzichtig gemengd door middel van pipetteren, gewikkeld in aluminiumfolie ter bescherming tegen direct licht, en gedurende 6 uur bij kamertemperatuur geïncubeerd. De plaat werd vervolgens in de fluorescentiespectrofotometer (Fluoroskan Ascent, Thermo LabSystems, Oceanside, Californië, VS) geplaatst. Relatieve fluorescentiewaarden werden afgelezen bij respectievelijk 485 en 518 nm voor excitatie- en emissiegolflengten. Versterkingswaarden werden ingesteld op percentages na aftrek van de gemiddelde waarden van de negatieve controle en overgebracht naar GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. San Diego, CA, VS) om het IC te berekenen50 waarde met behulp van de niet-lineaire regressieanalyse (curve fit).
Levensvatbaarheidsexperiment in vitro
De test werd uitgevoerd in overeenstemming met het eerder beschreven protocol [28]. In het kort, een reactievolume van 100 μL, dat 90 μL medium bevat met verschillende geneesmiddelconcentraties (0,25×, 0,5×, 1×, 2× en 4× de IC50 van IVM en DA) en 10 μL iRBC's aangepast aan 1% parasitemie, werd geïncubeerd in een microtiterplaat met 96 putjes bij 37 °C in een bevochtigde incubator met watermantel voor meerdere gassen. Het medium werd gedurende 4 dagen dagelijks vervangen en vervangen door een nieuw medium met dezelfde concentraties medicijnen. In de loop van de behandeling werden Giemsa-gekleurde dunne bloeduitstrijkjes gemaakt en werd de parasitemie elke 12 uur gecontroleerd door het aantal geïnfecteerde rode bloedcellen onder 2000 rode bloedcellen te tellen. Op dag 5 werd 3 μL behandelde rode bloedcellen uit elk putje gemengd met 7 μl verse rode bloedcellen, overgebracht naar een nieuwe microtiterplaat met 96 putjes en gekweekt in een medicijnvrij medium. Het medium werd elke dag vervangen en de levensvatbaarheid van met medicijnen behandelde parasieten werd 6 dagen na de laatste behandeling gecontroleerd in Giemsa-gekleurde dunne bloeduitstrijkjes. Parasitemie werd berekend. De aanwezigheid van parasieten werd geregistreerd als positief (terugval), terwijl geen enkele parasiet als negatief werd geregistreerd (totale klaring van de parasiet). Elk experiment werd in drievoud uitgevoerd in drie afzonderlijke onderzoeken.
Combinatiebehandeling van IVM met DA, AQ en CF in vitro
De combinatietest werd uitgevoerd in overeenstemming met het eerder beschreven protocol [32] in drie afzonderlijke onderzoeken. Drie sets dubbele putjes met vijf geselecteerde concentraties, 0,25×, 0,5×, 1×, 2× en 4× de IC50 van IVM met DA, AQ en CF werden gekweekt in een plaat met 96 putjes (Aanvullend bestand 1: Tabel S1). IVM-enkelvoudige behandelingen werden toegevoegd aan de eerste set putjes, terwijl de tweede set putjes verschillende concentraties DA-, AQ- of CF-enkelvoudige behandelingen bevatte, en de derde set de combinaties van IVM met DA, AQ of CF (IVM + DA, IVM + AQ, IVM + CF) in een constante verhouding (1:1) [18]. Honderd microliter reactievolumes van media die de geneesmiddelconcentraties bevatten en 2,5% en 5% hematocrieten voor B. Bovis en B. bigemina en B. divergens, B. caballi, en T. equi werden respectievelijk gedurende 4 dagen gekweekt in een bevochtigde incubator met 5% CO2, 5% O2, en 90% N2. Op dag 4 werd 100 μL lysisbuffer met 2 × SG1 toegevoegd en werd de plaat omwikkeld met aluminiumfolie ter bescherming tegen licht en gedurende 6 uur bij kamertemperatuur geïncubeerd. Daarna werd de plaat in een fluorescentiespectrofotometer geladen en werden de relatieve fluorescentiewaarden afgelezen bij respectievelijk 485 en 518 nm voor excitatie- en emissiegolflengten. De verkregen fluorescentiewaarden werden ingesteld op percentages na aftrek van de gemiddelde waarden van de negatieve controle. De verkregen groeiremmingswaarden werden ingevoerd in Compusyn-software voor het berekenen van de mate van associatie op basis van de combinatie-index (CI)-waarden. De CI-waarden van de geneesmiddelcombinatie werden bepaald met behulp van de formule [(1 × IC50) + (2 × IC75) + (3 × IC90) + (4 × IC95)]/10 (Aanvullend bestand 2: Tabel S2), en de resultaten werden beschreven als synergetisch, additief of antagonistisch in overeenstemming met de combinatie-indexschaal: respectievelijk < 0,90, 0,90-1,10 en > 1,10 [18].
Chemotherapeutische effecten van IVM tegen B. microti
De in vivo remmende effecten van IVM werden geëvalueerd ten opzichte van B. microti bij muizen zoals eerder beschreven [28]. In het kort, B. microti die werd teruggevonden uit bevroren voorraad (bewaard bij − 80 °C) werd ontdooid en intraperitoneaal in twee muizen geïnjecteerd. De parasitemie werd elke dag gecontroleerd door microscopie en wanneer de parasitemie meer dan 30% was, werden de muizen geofferd en werd bloed verzameld door middel van een hartpunctie. Daarna werd fosfaatgebufferde zoutoplossing gebruikt om het bloed te verdunnen om een inoculum te verkrijgen dat 1 × 10 bevatte7/ml van B. microti iRBC's. Vijfenveertig vrouwelijke 8 weken oude BALB/c-muizen werden gekooid in negen groepen. De muizen in groep 1 werden niet geïnfecteerd om als negatieve controle te fungeren, terwijl de groepen 2-9 intraperitoneaal (i.p.) werden geïnjecteerd met 0,5 ml inoculum (1 × 107 B. microti iRBC's). Toen de gemiddelde parasitemie bij alle muizen 1% bereikte, werd de medicamenteuze behandeling gedurende 5 dagen gestart. De muizen in groep 2 kregen 0,2 ml DDW intraperitoneaal toegediend om als positieve controle te fungeren, terwijl de groepen 3 en 4 i.p. werden geïnjecteerd met respectievelijk 0,2 ml 25 mg/kg DA en 4 mg/kg IVM enkelvoudige behandeling. Groepen 5 en 6 kregen respectievelijk 0,2 ml 20 mg/kg AQ en 20 mg/kg CF enkelvoudige orale behandeling. Groepen 7-9 werden behandeld met combinaties van respectievelijk IVM + DA, IVM + AQ en IVM + CF. De parasitemie en hematocriet werden gedurende 45 dagen elke 2 en 4 dagen gecontroleerd door respectievelijk microscopie en een hematologieanalysator (Celltac α MEK-6450, Nihon Kohden Corporation, Tokio, Japan). Op dag 49 werden alle muizen verdoofd en werd het bloed verzameld door middel van een hartpunctie voor PCR-detectie van parasieten. Het experiment werd twee keer uitgevoerd. De significante verschillen tussen de groepen werden bepaald door de onafhankelijke Student's t-test en de eenrichtingstest van ANOVA Tukey met behulp van GraphPad Prism versie 5.0 voor Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). Een p-waarde van < 0,05 werd als statistisch significant beschouwd.
Genomische DNA-extractie en PCR-detectie van B. microti
Een geneste PCR (nPCR) gericht op de B. microti small-subunit rRNA (ss-rRNA) gen werd uitgevoerd in overeenstemming met het eerder beschreven protocol [28, 35] na extractie van het genomische DNA uit het bloed met behulp van een QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Tokio, Japan). In het kort werd een reactiemengsel van 10 μL met 0,5 μM van elke primer, 2 μL 5 × SuperFi-buffer™, 0,2 mM dNTP-mix, 0,1 μL Platinum SuperFi™ DNA-polymerase (Thermo Fisher Scientific, Tokio, Japan), 1 μL DNA-sjabloon en 4,9 μL DDW gebruikt om de PCR-amplificatie uit te voeren. De cyclusomstandigheden waren 94 °C, 53 °C en 72 °C gedurende 30 s als denaturatie-, gloei- en uitbreidingsstappen gedurende 35 cycli met behulp van de voorwaartse (5′-CTTAGTATAAGCTTTTATACAGC-3′) en omgekeerde primer (5′-ATAGGTCAGAAACTTGAATGATACA-3′). Vervolgens werd, onder vergelijkbare cyclusomstandigheden, 1 μL DNA-sjabloon van de eerste PCR-amplificatie gebruikt als sjabloon voor de nPCR-test met behulp van de voorwaartse (5′-GTTATAGTTTATTTGATGTTCGTTT-3′) en omgekeerde primers (5′-AAGCCATGCGATTCGCTAAT-3′). De PCR-producten werden vervolgens opgelost door elektroforese in een 1,5% agarosegel, gekleurd met ethidiumbromide en gevisualiseerd onder de UV-transilluminator. De banden met een verwachte grootte van 154 bp werden als positief beschouwd.
Statistische analyse
Het IC50 waarden van IVM, DA, AQ en CF werden bepaald met behulp van de niet-lineaire regressiecurve in GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). Verschillen in parasitemie, hematologieprofielen en lichaamsgewicht werden geanalyseerd met behulp van een onafhankelijke Student's t-test en eenrichtingstest ANOVA Tukey's met behulp van GraphPad Prism versie 5.0 voor Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, VS). Een p-waarde < 0,05 werd als statistisch significant beschouwd.
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