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OSSZEFOGLALAS A szerz8k tanulmanyukban 8sszehasonlitottak a Pseudomonas
aeruginosa torzsek biofilmjeinek, ill. planktonikus formainak érzékenységét gentami-
cinre, kolisztinre és marbofloxacinra. Meghataroztak a planktonikus baktériumtorzsek
érzékenységét marbofloxacinra, a marbofloxacin-gentamicin és a marbofloxacin-ko-
lisztin kombinacidkra. Az érzékenységet a MIC- (minimalis gatlékoncentracio) értékek
leolvasasaval allapitottak meg, kutatasukat a CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute) irdnyelvei alapjan végezték. Masodik |épésben a torzseket Muller-Hin-
ton-levesben 8 6ran keresztll, antibiotikum jelenléte nélkil inkubaltak, amelynek
kovetkeztében a baktériumok biofilmet képeztek. A biofilmben taldlhaté P. aerug-
inosa baktériumtorzsek érzékenységét vitalis festéssel (MTS-formazan) vizsgaltak
fotometrids meghatarozassal. A planktonikus P. geruginosa torzsek 91,7%-a volt
érzékeny marbofloxacinra, mig a marbofloxacin gentamicinnel, ill. kolisztinnel alkotott
mok 1: 1 aranyd elegyként vald alkalmazasakor a MIC-értékek kisebbek voltak, mint
a marbofloxacin 6nallé hasznalatakor. A biofilmet képzé torzsek esetében az EC, -
(hatékony koncentracio) értékeket vizsgaltak. Az eredmények alapjan elmondhatd,
hogy a biofilmképzés jelentds mértékben csodkkentette a vizsgalt P. aeruginosa
torzsek érzékenységét bizonyos antibakterialis szerekre. A kisérletiinkben hasznalt
hatdéanyagok kombinacidoban torténd hasznalata hatasosabb volt az 6nalld alkal-
mazashoz képest.
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A Pseudomonas aeruginosa altal okozott kérképek igen gyakoriak és komoly gon-
dokat okoznak a tarsallatgydgyaszatban. llyen betegségek példaul a kilsé hal-
l6jarat-gyulladas és a gennyes bdrgyulladas, valamint ritkabban a hagylti és
léguti fertGzések. A bantalmak kezelése napjainkban egyre nehezebb. Az emlitett
kérképek ugyanis gyakran hossz( tavd baktériumellenes kezelést kdvetelnek,
amely soran rovidebb-hosszabb idén belll csokken az alkalmazott antibioti-
kum iranti érzékenység, és nagy eséllyel alakul ki rezisztencia a kdérokozdkban.
A P. geruginosa baktériumtorzsre gyakran jellemzd a multirezisztencia, ill. a human
gyakorlatban kimutattak Gn. panrezisztens toérzseket is, amelyek minden eddig
ismert antibiotikummal szemben ellenalléak (11).

A P. geruginosa képes arra, hogy biofilmet képezzen. Ebben az esetben a mik-
robak jelent8s valtozasokon mennek keresztil, igy a planktonikus (a tapkdzegben
szabadon (sz0, biofilmet nem képz8 mikroorganizmusok) formatdl morfoldgiailag
és élettanilag is kiildnbdznek (6). A biofilmképzés kulcsfontossagl 1épése a szén-
hidratszintézis, amelyben a pel gén funkcidja kiemelkedd. A sadB gén kifejezGdése
szintén fontos szerepet tolt be a biofilmképzés reverziblis és irreverzibilis fazisa
k6zotti &tmenetben. A quorum sensing (a baktériumok lokalis slrliségérzékelése)
rendszerben dokumentéaltak még két olyan gént (lasB, rhlA), amelyek bizonyitottan
hozzéjarulnak a baktériumok biofilmképzéséhez (8).

Egy 2013-ban k6zO4lt kutatas soran az elébb emlitett gének jelenlétét vizsgaltak
kUlsé halldjarat-gyulladasban szenvedd kutyakbdl izolalt 83 P. ageruginosa torzs
esetében. Az 6sszes izolatumban megtalalhato volt a lasB és sadB gén, mig pelA
és rhlA génje csak 72-nek volt. A tanulmanyban vizsgalt 83 torzs 40%-a képezett
biofilmet és mindegyiklk tartalmazta a négyféle gént. Ezek alapjan megallapitot-
tak, hogy a tdrzsek genetikai tulajdonsagai kulcsfontossagl szerepet jatszanak
a biofilmképzésben (10). A PA14 P. geruginosa mutans elemzése soran hét szom-
szédos gént azonositottak, a pel géneket, amelyek bizonyitottan fontos szerepet
jatszanak a ,pellicle” extracellularis matrix képzésben. A pellicle a P. aeruginosa
altal képezett biofilmforma, amely a levegS-folyadék hatarfellleten alakul ki (7).
A biofilmet képezd baktériumok a planktonikus formanal joval ellendllébbak mind
az immunrendszerrel, mind az antibakteridlis szerekkel szemben. A legtdbb anti-
biotikum iranti érzékenység 50-2000-szeresével is csokkenhet (1).

altal kivaltott fert6zések esetén leggyakrabban hasznalatos hatbéanyagok az al-
latgyégyaszatban az aminoglikozidok, a fluorokinolonok, a polimixinek, tovabba a
Pseudomonas-ellenes B-laktamok (8). BRrieDIS és RossoN (3) 63 P. aeruginosa tdrzs
aminoglikozid antibiotikumok iranti érzékenységét tanulmanyozta. A vizsgalt ha-
tdanyagok ndvekvd hatékonysag szerint a kovetkezdbk voltak: netilmicin, amikacin,
gentamicin, tobramicin. MULLER és HorN (9) 7118, kutyabdl és macskabdl izolalt
kildnboz3 baktériumfaj érzékenységi vizsgalatat végezte el enrofloxacinra és
marbofloxacinra. Kutyadk esetében 288 P. geruginosa térzset mutattak ki, amelyek
érzékenyebbek voltak marbofloxacinra, mint enrofloxacinra. A mikrobak 60%-a volt
érzékeny, 15%-a mérsékelten érzékeny, 25%-a rezisztens marbofloxacinra. TIMUR-
KAYNAK és mtsai (12) szdmos, nem hagyomanyos antibakterialis szer hatékonysagat
vizsgalta multirezisztens P. geruginosa torzsek ellen: a kolisztinre megallapitott
érzékenységi arany 89% volt. Pye (8) egy 2013-ban készllt felmérés soran kutyak
filébdl izolalt biofilmképz8 P. aeruginosa torzsek MIC-értékeit hatarozta meg
bizonyos antibiotikumokra, és 6sszehasonlitotta a planktonikus forma MIC-érté-
keivel. A biofilmbe agyazott baktériumok rezisztenciaja szignifikdnsan nagyobb
volt a planktonikus formanal az dsszes vizsgalt antibakteridlis szerrel szemben.



1. TABLAZAT. A pelA, pelC és
pelE gének meghatdrozdsdhoz

haszndlt primerek

TABLE 1. Primers for the de-
termination of pelA, pelC and
pelE genes
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Kisérletiinkben a 24 vizsgalt P. aeruginosa baktériumtorzs a Duo-Bakt mikrobioldgiai
laboratériumabdl (Budapest), a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karanak
Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékérdl, valamint a Gyégyszertani és Méregtani
Tanszékrdl szarmazik. A felhasznalt torzseket Magyarorszagon izolaltak kulsd hal-
I6jarat-gyulladas klinikai tineteit mutatd kutyakbdl. Elsé 1épésként két mddszer
segitségével is alatdmasztottuk a baktériumtorzsek biofilmképzd tulajdonsagat.
P4sztazo6 (scanning) elektronmikroszképpal (Zeiss EvoMA10) készilt felvételek
altal morfoldgiai szempontbdl figyeltik meg az izolatumok biofilmképzését. Egy
molekularis biolégiai technolégiat, a kvalitativ polimerdz-lancreakciét (PCR) alkal-
mazva pedig génszinten (pelA, pelB, pelE) elemeztik a térzsek biofilmképz& adott-
sagat. Kutatasunk fé célja az volt, hogy felmérjik a planktonikus baktériumtérzsek
elleni minimalis gatiékoncentracié- (MIC, MIC,,, l\/IICQO) értékeket marbofloxacin,
marbofloxacin-gentamicin és marbofloxacin-kolisztin kombinacidék esetében.
Vizsgaltuk tovabba a biofilmképz6 P. aeruginosa baktériumtorzsek érzékenységét
vitalis festéssel (MTS-formazan), fotometrids meghatarozassal.

Az alkohollal fixalt mintakat ZEISS EVO MA10 scanning elektronmikroszkdéppal
vizsgaltuk.

A bakteridlis DNS-t 12 6ras P. geruginosa baktériumtenyészetbdl vontuk ki
az E.Z.N.A. bacterial DNA-kit (OMEGA Bio-Tek, Norcross, USA) segitségével, a centri-
fugalason alapuld eljarast alkalmazva, a gyartd utasitasainak megfelelGen. A kivont
Wilmington, USA) segitségével hataroztuk meg. A PCR-t (polimeraz-lancreakcioét)
MiniOpticon PCR-készUlékkel (BioRad, Hercules, CA, USA) végeztik, amelyhez az
5PRIME HotMasterMix-et (SPRIME GmbH, Hamburg, Germany) hasznaltuk, a gyartd
el8irdsai szerint. A reakcié soran hasznalt primerek az 1. tdbldzatban szerepelnek.
A reakcié héprofilja a kdvetkezd volt: 2 perc 95 °C-on, majd 30 ciklus; 20 méasodperc
95 °C-on, 20 masodperc 54 °C-on és 1 perc 65 °C-on. A PCR-terméket agardzgél-
ben megfutattuk, melyhez 2%-o0s agarézgélt hasznaltunk. 1 ul téltépuffert 5 pl
PCR-termékkel 0sszekeverve az agardzgél zsebeibe toltottlik. A gélbe, a mintak
melletti zsebbe 2 pl molekulatomeg-markert (O'GeneRuler Low Range DNA Ladder,

F 5'-CAGCAAGAAAGGAATCGCCG-3’
pelA YP-790107.1 R 5'-GACCGACAGATAGGCGAAGG-3’ 289

F 5'-GCCGCTGCTCAATTATTCCC-3'
pelC ¥P-7190109-1 R 5'-TCGAGGCCGTTCTTGTACTG-3' 240

F 5'-TGGTACTGGGAACTGGCCTA-3’
pelE YP-790M1 R 5'-ACTATCGATTCCCGCCTCCT-3' 210
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Fermentas) toltottlink. Az elektroforézist 80 V fesziltségen végeztik, 25 percig, 1x
TBE (TRIS/borat/EDTA) futtatd pufferben. A kialakult sdvokat az InGenius LHR Gel
Documentation and Analysis System segitségével tettik lathatova.

A MIC-értékek in vitro meghatarozasahoz kettes alapl, mikrohigitdsos mabdszert
(microbroth dilution) alkalmaztunk, amely megfelel a CLSI (Clinical Laborato-
ry Standards Insitute) M31-A3/2009 és MO7-A8 irdnyelveinek (4, 5). A minima-
lis gatlékoncentracié (MIC) az a legkisebb vizsgalt antibiotikum-koncentracié,
amelyben az adott kérokozé mar nem képes szaporodni. A MIC_ az az antibioti-
kum-koncentracié, amely az adott kérokozo torzsek 50%-at gatolja a névekedésben,
a MIC,, pedig a torzsek 90%-at. A kapott MIC-értékek alapjan hataroztuk meg
az érzékeny, mérsékelten érzékeny és rezisztens torzsek aranyat, melynek soran
a CLSI altal megadott hatarértékeket, az Un. ,breakpoint”-értékeket vettik alapul.
A kisérletben vizsgalt torzsek érzékenységének értékelésekor marbofloxacin ese-
tében 1 ug/ml MIC-értéken vagy az alatt érzékenynek, 2 ug/ml MIC-érték esetén
mérsékelten érzékenynek, 4 pug/mi-os minimalis gatldkoncentraciénal, ill. felette
rezisztensnek szamit az adott baktériumtérzs. Gentamicin és kolisztin esetében
ezek a MIC-hatéarértékek a kdvetkezbképpen alakulnak: legfeljebb 2 ug/ml esetén
az adott baktérium érzékenynek mindésil, 4 ug/ml esetén mérsékelten érzékeny,
8 ug/ml vagy afelett pedig rezisztens besorolast kap (CLSI M31-S1). A kombinéacidk
értékelésénél a szigorlbb, marbofloxacinnal ismertetett értékeket vettik alapul.

A biofilmek vizsgalatakor mar nagyszamu baktérium van jelen, ezért gatlékon-
centracidkat nem tudunk meghatarozni. A nemzetkdzi szakirodalom ezekben
az esetekben az Gn. EC, -értékeket irja le, amely egy adott torzs maximalis noveke-
dését (pozitiv kontrollhoz viszonyitva) felére csdkkentd hatdéanyag-koncentracié. Az
EC, -értékek meghatadrozasahoz a tenyésztSedényeket 18 6ras inkubacié utan egy
vitalis festékkel, az Un. Celltiter 96 Aqueous One reagenssel (Promega Inc., Wisconsin,
USA) kezeltik, amelyet a gyartd el8irdsainak megfeleléen 1 6ran at inkubaltunk.
Amennyiben az adott antibiotikum-koncentracional jelen voltak él6 baktériumok, a
reagens metil-tetrazolium-tartalma atalakult vorosbarna szinl formazanné, ame-
lyet 490 nm-es hulldmhosszon vizsgaltunk. A szin intenzitasa egy bizonyos linearis
tartomanyban pozitiv korrelacidot mutat az életképes baktériumok szdmaval. A no-
vekedési intenzitdsokat a pozitiv kontrollhoz hasonlitottuk, amit a maximalis ext-
inkciéval (kbzegen athaladé fény intenzitdsanak csokkenése) jellemeztiink. Amikor
a maximalis extinkci6 felét mertik, akkor kaptuk meg az Un. EC, -értéket.

A scanning elektronmikroszképos vizsgalatok soran kapott felvételek bizonyitottak
a P. aeruginosa biofilmképzé képességét. Az (1. dbra) mutatja a biofilmbe agyazott
baktériumok kozdsségét.

Az altalunk vizsgalt P. geruginosa térzs genomjaban PCR-méddszerrel kimutattuk
a harom, altalunk valasztott, a biofilmképzés hatterében allé gént (pelA, pelC és pelE).

Marbofloxacin esetében a MIC-értékek 0,25 pug/mi-t8l 4 ug/mil-ig terjedtek.
Az alkalmazott hatarértékek alapjan tizenot torzs (62,5%) volt érzékeny, hét torzs
(29,2%) mérsékelten érzékeny, két torzs (8,3%) pedig rezisztens az alkalmazott
fluorokinolonnal szemben. A MIC, - és MIC, -értékek 1 pg/ml, ill. 2 ug/ml voltak.



1. ABRA. Biofilmbe dgyazott
P. aeruginosa baktériumok
scanning elektromikroszképos
képe

FIGURE 1. P. aeruginosa rods
embedded in biofilms

2. TABLAZAT. A vizsgdlt

P. aeruginosa térzsek ér-
zékenységének szdzalékos
megoszldsa marbofloxacin,
marbofloxacin-gentamicin és
marbofloxacin-kolisztin 1: 1
ardnyu kombindcidja esetében

TABLE 2. Percentage distribu-
tion of P. aeruginosa strains
resistant, moderately sensitive
and sensitive to marbofloxa-
cin, marbofloxacin-gentamicin
and marbofloxacin-colistin 1: 1
combinations
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sebb MIC-értékeket kaptunk, az értékek 0,0625 ug/ml és 1 ug/ml kdzott valtoztak.
A kombinécid tehat igen hatékonynak bizonyult a kérokozd planktonikus formai

talaltunk rezisztens izolatumot. A kombinéacié esetében a MIC, - és MIC, -értékek
rendre 0,5 ug/ml, ill. 1 ug/ml voltak. A marbofloxacin-kolisztin 1: 1 aranyl kombina-
cidjanak alkalmazasakor szintén 0,0625 és 1 ug/ml kdzott mozogtak a MIC-értékek.
A hatarértékek alapjan a vizsgalt huszonnégy izolatum mindegyike kifejezetten
érzékeny volt a kombinaciéra. A MIC,, 0,0625 ug/ml, a MIC,, 0,5 pg/ml volt. A kii-
16nb6z8 szerekkel szembeni érzékenységi eredményeket a (2. tdbldzat) szemlélteti.

Marbofloxacin esetében széles intervallumban, 64 és 4096 ug/ml kozott valtoz-
alkalmazésakor 8 pg/ml és 2048 ug/ml kozé, a marbofloxacin-kolisztin 1:1 aranyu
elegyének vizsgalatakor joval szlikebb intervallumban, 8 és 128 ug/ml kdzott mo-
zogtak az EC, -értékek.

62,5 100 100
29,2 0 0
8,3 0 0
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A biofilmeknél kapott EC, -értékek kivétel nélkil szignifikdnsan nagyobbak voltak,
mint az ugyanezeknél a torzseknél tapasztalt planktonikus MIC-értékek (p < 0,05).

A 4. tabldzatban lathatd a vizsgalt P. aeruginosa baktériumtorzsekre jellemzd
érzékenységcsokkenés.

MEGVITATAS

Megadllapitottdk, hogy Kisérletinkben megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt 24 P. aeruginosa toérzs
a 24 vizsgdlt térzs rendelkezik biofilmképzd tulajdonsaggal, aminek kovetkeztében az izoldatumok
biofilmképzé antibiotikum-érzékenysége jelentdsen csokkent, ami megfelel az irodalomban
tulajdonsagu leirtaknak (2). PCR-moddszerrel kimutattuk a pelA, pelC, pelE géneket, amelyek,

3. TABLAZAT. A biofilmképz6 : Marbofloxacin- Marbofloxacin-
. " . Marbofloxacin o S
P. aeruginosa torzsek MIC- és gentamicin kolisztin

EC,,-értékei (ug/ml) marboflo-

MIC EC,, MIC EC,, MIC EC,,
(ug/mi) (ug/mi) (ug/mi) (ug/mi) (ug/mi) (ug/mi)

xacin, marbofloxacin-gentami- Torzs szama

cin és marbofloxacin-kolisztin

kombindciék esetében 18 0,5 64 0,5 16 0,125 64
20 1 2048 0,5 64 0,5 128

TABLE 3. MIC and EC, values

(ug/ml) of planktonic and 2 2 2048 0:5 64 0:5 64

biofilm producing strains of 22 2 4096 0,5 64 0,5 128

P. aeruginosa in case of 24 1 2048 1 s 0,5 64

marbofloxacin, marbofloxa-

cin-gentamicin and marboflo- 25 2 2048 1 64 1 64

xacin-colistin 26 1 4096 1 16 0,5 128
28 0,5 2048 0,5 64 0,25 128
29 4 512 0,25 128 0,0625 8
30 4 4096 0,25 8 0,0625 8
31 2 4096 0,25 64 0,0625 128
32 2 2048 0,5 6 0,25 32
33 1 1024 0,5 512 0,5 64
34 1 4096 1 8 0,5 64
35 2 4096 1 64 0,5 8
37 0,25 2048 0,5 8 0,0625 8
38 0,5 512 0,5 64 0,0625 16
39 2 2048 0,5 2048 0,5 16
44 0,5 1024 0,5 8 0,0625 16
47 0,25 1024 0,5 8 0,0625 16
48 0,25 1024 0,25 64 0,0625 8
49 0,25 1024 0,0625 128 0,0625 32
51 1 2048 0,25 128 0,25 32
52 0,25 1024 0,25 128 0,0625 128

Atlag £ SD 1,3 £11 2?;39’3: 0,52 + 0,28 155,6 * 415,9 0,29 + 0,26 | 56,3 £ 47,2
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4. TABLAZAT. A biofilmet képz& P. aeruginosa térzsek planktonikus formdihoz viszonyitott
érzékenységcsokkenés mértéke

TABLE 4. Rate of decrease in sensitivity when comparing biofilms
to planktonic forms in P. aeruginosa

8x 16x 32x% 64x 128x% 256x% 512x | 1024x | 2048x  4096x | 8192x%
0 0 0 0 2 0 0 7 7 7 1
2 5 2 2 5 2 3 1 1 1 0
0 0 1 0 12 6 2 0 2 0 0

szakirodalmi adatok (7) szerint, a biofilmképzés hatterében allnak. Pasztazo elekt-
ronmikroszkdppal készUlt felvételeink igazoltak, hogy biofilmképzéskor a mikrobak
jelent8s morfoldgiai valtozason mennek keresztiil (6).

Az eredményekbdl jol kitlinik, hogy a P. aeruginosa altalunk vizsgalt planktoni-
kus formai altalaban érzékenyek marbofloxacinra, marbofloxacin-gentamicin és
marbofloxacin-kolisztin 1:1 aranyld kombinéacidira egyarant. Az irodalmi adatoknak
megfelel8en (8) az &ltalunk vizsgalt hatdanyagok alkalmasak P. aeruginosa okozta
fert6zések kezelésére.

Egy human vizsgalat (10) eredményei megegyeztek az altalunk megallapitot-
takkal, miszerint a biofiimbe dgyazott baktériumok érzékenysége szignifikdnsan
kisebb az 6sszes vizsgalt antibakterialis szerrel szemben a planktonikus formanal.
MegjegyezzUk azonban, hogy a kutatasunkban, a biofilmet képzs6 forma esetében,
az EC, -értékeket vizsgaltuk, mig a kilfoldi felmérésben a planktonikus forméahoz
hasonlbéan a MIC-értékeket vették alapul.

A kapott érzékenységcsokkenés az altalunk vizsgalt izolatumok esetében 10,
8000x-es, ezaltal tapasztalataink hasonléak voltak a kulfoldi vizsgalatokhoz, mi-
szerint a legtdobb antibiotikummal szembeni érzékenység 50, 2000x-esével csok-
kenhet (1).

Eredményeink birtokadban kijelenthetjik, hogy a 8 6ran at tartd inkubacid ered-
ményeképpen kialakult biofilmben a baktériumtdrzsek érzékenysége jelentdsen
csokkent a vizsgalt hatéanyagokra és kombinacidikra. A kapott EC, -értékek nagy-
sagrendekkel nagyobbak voltak, mint az ugyanezeknél a torzseknél tapasztalt
planktonikus MIC-értékek. Kijelenthetd tovabbé, hogy a marbofloxacin-kombinacidk
esetében kapott EC, -értékek szignifikdnsan kisebbek voltak, mint az 6nall6 fluoro-
kinolonra kapott értékek. A marbofloxacin-gentamicin és a marbofloxacin-kolisztin
kombinaciok EC,  értékei kozott nem volt jelentds kilonbség.

Jelen vizsgalat soran megallapitast nyert, hogy a planktonikus és a biofilmképzd
P. geruginosa okozta kUlsé halldjarat-gyulladas kezelésére az 1: 1 arany( fluoro-
kinolon-kombinacidk hasznalata a legkedvez8bb. A vizsgalat alapjan elmondhatd,
hogy indokolt a biofilmképz3 P. aeruginosa torzsek jelenlétekor a hatbanyagokat
nagyobb koncentracidéban alkalmazni.
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