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1 BEVEZETES

A XXI. szazadban az antimikrobidlis rezisztencia jelensége a modern tarsadalmak
egyik legjelentdsebb problémaja. Megfékezése, illetve a terjedés mértékének visszaszoritasa
az allat- és népegészségiigy kozos érdeke. EbbOl kifolydlag mind human, mind allatorvosi
vonalon torekedni kell az antibiotikum-felhasznalds csokkentésére, melynek
legkézenfekvobb moddszere a bakteridlis megbetegedések kialakuldsdnak megeldzése. A
hatékony prevencid kulcsfontossagih eleme a kornyezeti korokozok szaménak
visszaszoritasa a megfeleld higiénia biztositdsa révén, melynek kivitelezésében
nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a hatékonyan alkalmazhato fertdtlenitdszerek. EQy
gazdasagon beliil az allatok egészséges kornyezetének biztositasa érdekében elengedhetetlen
egy megfeleld fertdtlenitési protokoll kidolgozasa, amely amellett, hogy a koérokozok
kornyezeti elszaporoddsanak csokkentése altal hozzajarul a kisebb mértékii antibiotikum-
felhasznalashoz, elésegiti a haszonallattartd telepek gazdasagosabb miikodését a csokkent

gyogyszerkoltségek mellett megnovekedett produktivitas révén.

Kihivast jelent azonban olyan fert6tlenitd hatasu készitményt elballitani, amely
amellett, hogy koltséghatékony, megfeleld és tartdos védelmet is biztosit a korokozokkal
szemben, mikdzben nem karositja a természetet és nem mérgez6 az él6lényekre nézve sem.
Ezeknek az elvarasoknak megfeleld, kornyezetbarat alternativa lehet a hipoklorossav
(HOCI), amely széles hatasspektruméanak koszonhetéen kiemelkedd hatékonysaggal és
csiradloképességgel bir, raadasul egy esetlegesen fellépd fert6zés soran, az immunrendszer
korokozokkal szembeni védekezOmechanizmusa részeként, természetes modon a

szervezetben is keletkezik, igy artalmatlan a gazdaszervezetre nézve.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A fertétlenitészerek hasznalatanak jelentosége

A fertétlenités egy rendkiviil fontos profilaktikus intézkedés az allattenyésztésben,
segitségével ugyanis elkeriilhetd az antimikrobidlis adalékanyagok takarmanyban torténd
alkalmazasa, valamint csOkkenthetd az élelmiszertermeld haszonallatoknak a terapias
célzattal adott gyogyszerek mennyisége. A tisztitas €s fert6tlenités az optimalis allattartassal
¢s takarmanyozassal, valamint a professzionalis allomédnymenedzsmenttel egylitt
hozzajarulnak a telepen talalhaté allatok egészségéhez és jollétéhez [1], melynek
kovetkeztében a termelékenység és takarmanyhasznositas is optimalizalhato [2]. Jelentésége
van tovabba a gazdasdgban taldlhato immunhianyos allatok, példaul az ujsziilott, kifejlett
immunrendszerrel még nem rendelkez6 egyedek, vagy a vemhes, frissen ellett, szoptato
allatok fert6zési nyomadasdnak csokkentésében, wugyanis Ok allapotukndl fogva

fogékonyabbak a betegségekre [3].

A gazdasagon beliili biologiai védelem olyan intézkedések Osszesége, melyek az
allatokat érintd betegségek tavoltartasat, valamint azok terjedésének korlatozasat teszik
lehetévé [4]. Az allattartdo telepeken alkalmazott allategészségiligyi és biologiai
védointézkedések kozé tartozik a rendszeres allatorvosi vizsgéalat, a beteg egyedek
egészséges tarsaiktol vald elkiilonitése (izolacio), az dlloményba Gjonnan érkezett allatok
karanténba helyezése, valamint az egészséges kornyezet biztositasa a megfeleld higiénia
betartasaval, amely magaba foglalja az épiiletek és felszerelések rendszeres tisztitasat és
fert6tlenitését [3, 4]. Ezen megel6z6, biztonsagi intézkedések, valamint az allatjolét javitasa
hozzajarul a fertézések megeldzéséhez, ezaltal az antimikrobidlis szerek éallatokon torténd
alkalmazéasanak, valamint a korokozok veliikk szemben kialakult rezisztencidjanak a
csokkentéséhez, melynek kovetkeztében a gazdasagok allategészségiigyi kiadasai is

jelentésen mérséklédnének [5].

2.2 Fertétlenitoszerek

Az idealis fert6tlenitészer ismérve, hogy nem kérositja a kdrnyezetet és az €lé1ények
egészségét, nem mérgezd, nem irritativ, nem okoz allergids tiineteket (asztma,
borgyulladas), az érintett felilletre nézve nem Korroziv, nem tlizveszélyes, ugyanakkor
rendkiviil hatékony, széles antimikrobidlis spektrummal, gyors, irreverzibilis és tartds
hatassal rendelkezik, melyet a kdrnyezeti tényezok, szerves szennyezd anyagok (vér, bélsar,

takarmany) nem befolyasolnak. Hasznalata konnyti, szagtalan, vizben oldhato, higitva is



hatékony, kompatibilis a tisztitas soran alkalmazott vegyszerekkel, szappanokkal, de maga
is rendelkezik tisztit6 hatdssal, és mindez megfizethetd aron elérhetd a fogyasztok szamara
[6-8]. Ezeknek az elvarasoknak minden koriilmények kozt megfeleld fertotlenitészer nem
létezik. Allatorvosként azonban torekedniink kell a gazdasig szamara a lehetd legjobb
fert6tlenitoszer kivalasztasara, figyelembe véve annak tulajdonsagait, hatékonysagat [9], a
tisztitando feliilet anyagat, a jelenlévé mikroorganizmusokat, ¢és a sziikséges behatasi idot
[7]. Az allattartd 1étesitményekben a fert6tlenités minden esetben magaban foglalja az azt
megeldzd tisztitast is, ugyanis a telepi kornyezetben talalhaté nagy mennyiségli szerves
szennyezOanyag (bélsar, takarmany, por) semlegesiti az alkalmazott fertétlenitészer hatasat,

ezért annak eldzetes eltavolitasa sziikséges a fert6tlenitdszerek hasznalata el6tt [1, 11, 12].

A kémiai fertdtlenités soran alkalmazott fert6tlenitd, illetve sterilizald hatassal
rendelkez0 készitmények hatékonyan képesek elpusztitani a korokozokat (baktérium, virus,
gomba, alga) vagy gatolni azok szaporodasat. Ezek az anyagok tulajdonsagaik alapjan jol
elkiilonithet6 csoportokba oszthatok. A tisztito-fertétlenité hatasa szerek (sanitizer) nem
minden korokozot pusztitanak el, de kozegészségiligyi szempontdl biztonsdgos szintre
csokkentik a szamukat. A fertétlenitészerek élettelen targyakon alkalmazott anyagok,
melyek elpusztitjak vagy irreverzibilisen inaktivaljak a legtobb patogén mikroorganizmust,
a sporakat azonban altalaban nem képesek megsemmisiteni. Az antiszeptikumokat ¢é16
szervezeteken alkalmazzak a korokozok novekedésének gatlasara, elpusztitdsara. A
sterilizalas soran fizikai (pl.: h6) vagy kémiai (pl.: etilén-oxid) mddszerekkel semmisitik
meg az ¢l6 mikrobak Osszes létformajat. A detergensek/tisztitoszerek a feliileteken
talalhatd szennyezddések eltavolitasat szolgaljak, eldsegitve ezzel a fertStlenitszerek
hatékony alkalmazasat. Bizonyos fertotlenitdszerek, mint példaul a klorvegyiiletek,

jodoforok, kvaterner ammonium vegyiiletek tisztito tulajdonsaggal is rendelkeznek [12].

A legfontosabb fert6tlenitdszer-csoportok kozé tartoznak a kvaterner ammonium
vegyiiletek, melyek olyan fertétlenité hatasu anyagok, amelyek antimikrobialis hatasukat a
mikroorganizmusok enzimjeinek blokkoldsa, valamint sejtmembranjaik integritdsanak
megzavarasa révén fejtik ki, eldidézve ezzel a sejtalkotok sejtbdl torténd kidramlasat és a
baktériumsejt szétesését [13, 14]. Széles hatasspektrumanak koszonhetden évek oOta
hasznaljak az allatgydgyaszatban fertdtlenitésre, azonban a legijabb tanulmanyok szerint a
vizi toxicitast és antibiotikum rezisztenciat okozo képessége, valamint a szerves anyagok
jelenlétében csokkend hatékonysaga miatt nem ajanlott alkalmazni [10]. Mindemellett az

emberek és allatok egészségére, reproduktivitasara is karos hatassal lehet [15].
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A hidrogén-peroxid (H202) nem csupan baktericid, virucid, fungicid, de hatasosnak
bizonyult a nagy ellenalloképességgel rendelkezd bakteriumsporak, protozoa cisztak és
prionokkal szemben is. Gaz ¢és folyékony halmazallapotban egyarant hasznaljak
fert6tlenitésre és sterilizalasra [16]. Hatékonysagat nem csokkentik a szerves szennyezd
anyagok, gyorsan hat, nem karositja a kdrnyezetet, azonban jelentésen dragabb, mint a
legtobb fertétlenitdszer, és alacsony koncentracidban nincs sporicid hatasa [7, 17].
Hatasmechanizmusa nem teljesen ismert, azonban valoszintileg oxidacios aktivitasaval van
Osszefiiggésben. A mikroorganizmusokat felépité molekulak oxidacidja ugyanis jelentds
szerkezet- és funkciozavarhoz, a baktérium életképességének és fertdézoképességének

elvesztéséhez vezet [16].

Az alkoholok baktericid, virucid, fungicid hatassal rendelkez6, nem korroziv
anyagok, hasznalatuk elsésorban kornyezeti fertétlenités soran terjedt el, altalaban kis
feliiletek, példaul gyogyszeres livegek gumidugoinak a fertdtlenitésére szolgalnak, de mivel
a szerves szennyez0 anyagok csokkentik a hatékonysagukat, tovabba gyorsan elparolognak
a feliiletr6l, nem ajanlott nagy feliileteken alkalmazni, igy allattart6 telepek esetén nincs

gyakorlati jelentéségiik [7].

Bér a jod a klorhoz hasonldan egy antiszeptikus hatassal bird erds oxidaloszer, a
vizben valo rossz oldhatdsaga, gyenge kémiai stabilitasa, magas helyi toxicitasa, valamint a
szerves anyagok jelenlétében torténd inaktivaldodasa korlatozza széles korti alkalmazasat [18,
19]. A jodoforok a jod oldoszerekkel képzett komplex vegyiiletei [20]. Baktericid, virucid
hatéassal rendelkeznek, gombadld hatdsuk eléréséhez azonban hosszli behatasi id6re van
szikkség. Foleg antiszeptikumként alkalmazzak, nem feliileti fert6tlenitészerként [7].
Kedvez6 tulajdonsagai kozé tartozik a fokozott oldhatosag, ¢és a folyamatos
jodfelszabadulas. Az egyik leggyakrabban alkalmazott jodofor a povidon-jod [12], melynek
mikrébadld hatasat az elemi jod eredményezi, amely szabadon bejut a sejtbe, és valdsziniileg
az elektrontranszport, fehérjeszintézis, sejtlégzés gatlasan, a nukleinsavak denaturalasan, és

a sejtmembran karositasan keresztiil fejti ki hatasat [18].

Az aldehidek széles csiradld spektrummal rendelkezé fertdtlenitészerek, hatasukat
a fehérjék denaturalasan és a nukleinsavak felbontasan keresztiil fejtik ki. Nem korrozivak,
azonban rendkiviil irritativak, helytelen hasznalatuk veszélyt jelenthet az emberek és allatok

egészségére. A glutaraldehidet elsésorban orvosi eszkozok (pl.: endoszkopok), mig a



formaldehidet, valamint annak vizes oldatat, a formalint elektronikus és mechanikai

berendezések feliiletének fertdtlenitésére hasznaljak [12].

A leggyakrabban alkalmazott klor alapu fertOtlenitGszer a matrium-hipoklorit
(NaOCl), melynek vizes oldata a hipd [21]. Ez egy megfizethetd, erés oxidald hatassal
rendelkezd mikrébadld szer, amely hatékonyan képes elpusztitani a karos
mikroorganizmusokat, mindemellett biztonsagos, konnyen kezelhetd és kompatibilis a
tisztitoszerekkel, ezért széles korben alkalmazzak fertGtlenitésre, tobbek kozott az
egészségiigyl intézményekben, az ¢lelmiszergyartassal foglalkozo 1étesitményekben,
haztartasi kornyezetben és az ivovizkezelés soran. Masfeldl rendkiviil korroziv, nehezen
higithato, és a klinikai koriilmények kozott gyakran el6forduld testnedvekben (pl.: vérben,
bélsarban) talalhaté mikroorganizmusok inaktivalasahoz altaldban magasabb koncentraciora
(> 1000 ppm) van sziikség beldle, ebben a koncentracidban a szerves vegyiiletekkel vald
érintkezés miatt karcinogén hatasu trihalometanok és egyéb egészségre artalmas mérgezo
anyagok keletkezhetnek, amelyek karositjak a szaj-, a gyomor- és a légutak nyalkaharty4jat,
bor- €s szaruhartyairritdciot, azok égési sériilését, tovabba emésztérendszeri karosodast

okozhatnak [21-26].

A NaOCI vizes oldata alkalikus (pH >8), benne a rendelkezésre allo szabad klor
klorgaz, HOCI és hipoklorit-ion (ClIO") forméajaban van jelen. Ezek egymashoz viszonyitott
aranyat az oldat kémhatasa hatarozza meg. Gyengén savas kémhatasu oldatokban (pH 4-6)
a HOCI, ett6l savasabb kémhatasu oldatokban (pH <4) a klor, lugosabb kémhatast
oldatokban (pH 8,5-10) pedig a CIO” dominal [21]. A klor ezen formai koziil a legnagyobb
mikrobadld és fertdtlenitd hatdssal a HOCI rendelkezik, melynek baktericid hatdsa nagyjabol
80-szor nagyobb, mint a ClO™-nak [27]. Ennek oka, hogy a CIO™ nehezebben jut at a
baktérium sejtmembranjan, ezért az oxidald hatasat csak a sejtmembranon kiviilrdl tudja
kifejteni [23]. Egy tanulmanyban NaOCI tartalmu fert6tlenit6szerek hatékonysagat
vizsgaltak minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékek meghatarozasaval, mely soran azt
talaltak, hogy pH 9-nél nagyobb kémhatasu oldatot alkalmazva a MIC érték Staphylococcus
aureus (S. aureus) esetén 945 mg/1, Escherichia coli (E. coli) esetén 1129 mg/I volt. Ezzel
szemben az oldat pH-jat 7-re csokkentve a HOCI talsulya — ezaltal a mikrobaolé hatas
novekedése — miatt mindkét baktérium esetén a MIC érték 150 mg/l-re csokkent [24]. A
fert6tlenitbhatas maximalizalasa érdekében tehat a NaOCI| vizes oldatahoz megfelel6
mennyiségii savat kell adni, hogy a pH az enyhén savas tartomanyba tolodjon, és

felgyorsuljon a disszocialt CIO” nem-disszocialt HOCI-va alakulésa [23, 24, 28].

8



2.3 A hipoklorossav tulajdonsagai, eléallitasa és felhasznalasa

A HOCI egy rendkiviil erés oxidaldszer, amely minden emlds szervezetében
megtalalhato, és a mikroorganizmusok széles spektruma ellen hatékony [6]. Gyengén savas
és semleges kozegben (pH 5-7) az egyik leghatékonyabb klortartalmu vegyiilet, melynek
szabad aktiv klortartalma akar 80% feletti értéket is elérhet, €s sterilizald hatdsa nagyjabol
nyolcvanszor nagyobb, mint a NaOCl-nak [29]. A HOCI egy természetes molekula, ugyanis
fert6zés soran az immunrendszer is termeli a szervezetben talalhato korokozok ellen [21]. A
velesziiletett immunvalasz elsé védelmi vonalat képez6 fagocitak, mint példaul a neutrofil
granulocitak fontos szerepet jatszanak a szervezet bakterialis fertézések elleni
védekezésében, ugyanis bekebelezik a behatolo, idegen mikroorganizmusokat és elinditanak
egy ,,légzési robbanas” (oxidative burst) folyamatot, amely soran az aktivalt neutrofilek
membranjahoz kapcsolt enzim, a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt
formajanak (NADPH) oxidaz enzime jelentds mennyiségi molekularis oxigént alakit
szuperoxidda, amely szuperoxid-dizmutaz segitségével H.O2-ra bomlik [21, 30, 31]. A H20-
¢s kloridion reakcidjdnak eredményeként a myeloperoxiddz enzim kozvetitésével
antimikrobialis hatassal rendelkezé HOCI keletkezik [32]. A neutrofil granulocitakban
termel6dott HoO2 Koriilbeliil 70%-a alakul at a myeloperoxidazok segitségével HOCI-va
[33]. Egyes becslések szerint 2 oras inkubaciot kdvetéen 10° stimulalt neutrofil granulocita
0,2 umol HOCI eldallitasara alkalmas, amely egy ezredmasodperc alatt képes 150 millio E.

coli sejtet elpusztitani [34].

A HOCI oldat elballitisa tobbféleképpen lehetséges [35]. Altalaban NaCl és viz
elektrolizisével zajlik [36], azonban az ilyen médon elballitott oldat csupan kis mennyiségii
otthoni vagy korhdzi felhasznalasra megfeleld, hasznalata korlatokba iitkozik olyan
teriileteken, ahol nagyobb mennyiségli fertdtlenitdszerre vagy magas szabad aktiv klor
koncentracio elérésére van sziikség, mint példaul a mezdgazdasag, az allattenyésztés €s az
¢élelmiszeripar [29]. Emiatt napjainkban el6térbe keriiltek wjabb generacios, eltérd
modszeren alapulé megoldasok is, melyek soran a HOCI gyartasa elektrolizis nélkiil zajlik.
Az é4svanyi anyag hozzdadasaval kezelt HOCI oldat (MS-HOCI) hasonlé fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az elektrolizissel eléallitott HOCI oldat. Megfeleld,
koltséghatékony alternativaja a korhazi kdrnyezetben, élelmiszeriparban és baromfiiparban
hasznalt fertGtlenitGszereknek, hiszen kivald baktericid hatast mutat a S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), E. coli, Streptococcus mutans és Helicobacter

pylori ellen [35]. Egy masik elektrolizis nélkiil eldallitott forma a hidrogén-asvanyi alapa



HOCI (HM-HOCI), melyet a konnyii eléallithatosaganak, kezelhetéségének, valamint
magas mikrébadld aktivitdsanak koszonhetden az utdbbi idében a mezdgazdasagban is
elkezdtek alkalmazni. Segit megeldzni a halak virusos megbetegedéseinek kialakulésat,
alkalmas a szarvasmarhatelepek szagmentesitésére, tovabba brojlercsirkék szignifikans
tomegnovekedését okozza, ha elegenddéen magas koncentracioban (50 ppm szabad aktiv

klor) van jelen az allatok ivovizében [29].

A HOCI egy sokoldalu, vilagszerte széles korben alkalmazott fert6tlenitészer, melyet
széles hatdsspektrumanak, konnyli alkalmazhatosaganak, koltséghatékonysaganak,
kornyezetbarat tulajdonsdganak ¢és biztonsagossaganak koszonhetden eldszeretettel
alkalmaznak a kozegészségiigyben, a mezégazdasagban, az ¢élelmiszeriparban, a
halgazdasagokban, allatorvosi teriileteken, valamint ivovizek fertdtlenitésére. Az
allattenyésztésben tobbek kozott tojasok mosasahoz, husfeldolgozashoz, fertézések
visszaszoritdsdhoz, és a haszondllattart6 telepek épiileteinek fertotlenitéséhez hasznalhato.
A baktérium-, virus- és gombaellenes hatdsa miatt a ndvénytermesztésben alkalmazott
novényvédoszerek, egyéb vegyszerek, valamint az allattenyésztésben hasznalt
antibiotikumok biztonsagos és kornyezetbarat alternativajaként tartjak szamon, ugyanis a
hasznalatuk soran meglehetdsen kevés talaj- és vizszennyezd maradékanyag keletkezik,
mikozben az emberek és allatok egészségét sem veszélyezteti [29]. Egy tanulmanyban
kimutattdk, hogy a hipoklorossav alkalmas lehet a szubklinikai t6gygyulladas kezelésére is
[37]. A HOCI a fibroblaszt és keratinocita migraciot elGsegitd, valamint biofilmellenes
hatdsa miatt idealis szer a kronikus sebek kezelésére [38] és a lagyszervi fertézések

kontrollalasara is hatékonynak bizonyult [39].

2.3.1 Az aktiv HOCI hatasmechanizmusa, mikroballenes hatasa

A HOCI er6s antimikrobialis aktivitasa annak tulajdonithatd, hogy elektromos
semlegességének és kis molaris tomegének koszonhetden passziv diffuzioval konnyedén
penetral a baktérium sejtmembranjan keresztiil [23], ezaltal szamos biomolekulaval (pl.:
kéntartalmi aminosavakkal, lipidekkel, nukleinsavakkal) és membran alkotoelemmel
kolcsonhatasba 1ép, sulyos sejtkarosodast okozva [21]. A sejtmembran kén- és vastartalmu
enzimjeivel ¢és strukturdlis proteinjeivel vald irreverzibilis reakcidja kovetkeztében a
membran 1égzéfunkcidja sériil, csokken a sejtek tdpanyag- és oxigénfelvétele, igy a sejt
elvesziti életképességét és elpusztul [25, 38]. A membran alkotéelemeivel vald reakcid
kovetkeztében karosodnak az energia atviteléért €s szallitasaért felelos fehérjek, ami gyors

adenozin-trifoszfat (ATP) hidrolizist eredményez, tovabba az ATP-az enzim gatlasaval
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megzavarja a membranhoz kapcsolt ATP termeld folyamatokat. A HOCI hatasara a peptid-
kotések felszakadnak, ami a fehérjék és aminosavak feldarabolodéaséhoz, illetve a fehérjék
harmadlagos szerkezetének megvaltozasahoz vezet, igy az esszencialis bakterialis fehérjék
irreverzibilis kicsapodasa kovetkezik be, ami végiil a baktérium pusztulasat eredményezi. A
HOCI a transzlaciéban és transzkripcioban résztvevd fehérjékkel is kapcsolatba 1ép,
melynek kovetkeztében gatolja a fehérje- és dezoxiribonukleinsav (DNS) -szintézist,
megallitva ezzel a baktériumok névekedését [21]. A HOCI és a DNS nukleotidjainak imino
(NH) csoportjai kozti reakcid eredményeként képzOodott reaktiv kloraminok a
hidrogénkotések felszakitasa és nitrogéngyokok képzése révén a kettds szl DNS szalainak
szétvalasahoz vezet [40]. A HOCI lipidekkel valo reakcidja soran a hagyomanyos lipideknél
polarisabb klorhidrin keletkezik, amely a sejtmembran szerkezetének és funkcidjanak

megzavarasaval a baktériumsejt lizisét eredményezi [41].

A HOCI in vitro koriilmények kozott, pH 5-6-on kitlinG mikrobadlé (baktérium,
virus, gomba, alga) és biofilmellenes hatassal rendelkezik, aktivan behatol a biofilmbe, és
megoli az ott 1évé mikroorganizmusokat, tovabba rovid idon beliil képes elpusztitani a
sporaképz6 baktériumokat is [23, 29, 38]. A HOCI-t szubletalis koncentracioban alkalmazva
a karosodast szenvedett baktériumok regeneralodnak, és még intenzivebb biofilmtermelésbe
kezdenek. A biofilmek Osszetettsége és metabolikus diverzitasa miatt a HOCI-re adott

valaszuk kevésbé kiszamithato, mint a planktonikus sejtek esetében [21].

A HOCI kléraminok és nitrogén-gyokok képzésén keresztiil kevesebb mint egy perc
alatt képes inaktivalni bizonyos virusokat, beleértve a koronavirust is. Kétszaz ppm
koncentracioban egy perc alatt, mig tizszeresére higitva, hlisz ppm koncentracioban 10 perc
alatt képes elpusztitani a norovirust és egyéb enterélis virusokat [6]. Otven ppm HOCI
szignifikans csokkenést eredményez a patogén E. coli, E. coli O-157, S. auerus, meticillin-
rezisztens S. aureus (MRSA), Salmonella enterica (S. enterica), P. aeruginosa szamaban. A
ClO™ esetén ugyanezen hatas eléréséhez joval magasabb — 200 ppm és 500 ppm —
ezer bakterialis telepformald egységet (CFU) tartalmazo to vizéhez, a mikrobadlé hatas
teljesnek bizonyult, ennél kisebb koncentraciot (<4 ppm) alkalmazva azonban mar csak
részleges antimikrobialis hatas mutatkozott [25]. A HOCI alkalmazasat kovetd 5 percen
beliil 20 pM (20 ppm) HOCI a baktériumndvekedés 50%-t (5x108 E. coli/ml), mig 50 uM
(50 ppm) HOCI a sejtosztodas 100%-at képes volt gatolni. Az 5 perces, 50 uM (50 ppm)

HOCI-nek valo kitettség a DNS-szintézist 96%-kal csokkentette, azonban a fehérjeszintézis
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gatlasa ennyi id8 utan csupan 10-30%-0s volt, 30 perc utan viszont 80%-ra emelkedett. Ot
uM (5 ppm) HOCI alatti koncentracio esetén a bakterialis membran karosodasa és a fehérjék
lebomlasa nem volt tapasztalhato [30]. Egy kutatas alapjan a HOCI 0,1 és 2,8 pg/ml
koncentracioban széles spektrumu antimikrobidlis hatast mutatott. A minimalis baktericid
koncentracié (MBC) E. coli esetén 0,7 pg/ml, P. aeruginosa esetén 0,35 pg/ml, S. aureus
esetén 0,173 pg/ml, Candida albicans (C. albicans) esetén 2,7 pg/ml volt [39]. A stabilizalt
HOCI oldat MBC-ja 64x higitasnak (3 ppm = 3 pug/ml) felelt meg a P. aeruginosa esetén, és
32x és 64x (3-6 ppm = 3-6 pg/ml) higitas volt a S. aureus és a C. albicans esetén. Ezeket a
koncentraciokat alkalmazva a mikroorganizmusok 12 masodpercen beliil elpusztultak. A
mikroorganizmusok altal termelt biofilm gyengitésére iranyuld hatékony dozis 32x és 16x
higitasig volt megfigyelhetd. Az MBC és a minimalis fungicid koncentracié (MFC) értéke

(1. tablazat) a biofilmellenes koncentracioval megegyezett [38].

1. tablazat Stabilizalt HOCI esetén tapasztalt MBC és MFC értékek egyes baktérium- és gombafajok esetén

Faj MBC és MFC (higitas)

S. aureus 1/32 = 6 ppm; 1/64 = 3ppm
P. aeruginosa 1/64 = 3ppm

C. albicans 1/32 = 6 ppm; 1/64 = 3ppm

A cellularis homeosztazis fenntartasa érdekében a mikroorganizmusoknak
alkalmazkodniuk kell a HOCI okozta oxidativ stressz altal 1étrejott karosodashoz, ehhez az
anyagcseréjiilk megvaltoztatasara, valamint transzkripcios faktorok altal szabalyozott
valaszmechanizmus indukalasara van sziikség. Ez a folyamat azonban tal lassu ahhoz, hogy
felvegye a versenyt a HOCI és az aminosav-oldallancok kozti gyors reakcioval, ezért a
baktériumsejtek a HOCI okozta stressz hatasara azonnal aktivaljak az un. chaperonokat,
masnéven dajkafehérjéket. Ezek olyan hdsokk-fehérjék, amelyek kulcsfontossaguak a HOCI
okozta oxidativ stressz elleni hatékony valaszreakcio kialakitdsaban, ugyanis a tobbi
fehérjéhez kapcsolodva megakadalyozzak azok hibés feltekeredését és a letdlis fehérje

aggregatumok kialakulasat [21].

2.3.2 A HOCI stabilitasa, alkalmazasa
A HOCI szamos mikroorganizmus ellen magasabb mikroba6l6 hatast mutat, mint a
natrium-hipoklorit [25], ugyanakkor kevésbé stabil a kiilonb6z6 kornyezeti tényezokkel
szemben, ugyanis az ultraibolya sugarzas, a napfény, a levegével vald érintkezés és a
magasabb homérséklet (>25 °C) hatasara veszit a stabilitasabol [6, 25]. A HOCI oldatot
12
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napfénytdl védett helyen tarolva a 14. nap utan kovetkezik be [42]. Ezért fontos, hogy az
oldatot fénytél védett, hiivos helyen (<10 °C) taroljuk, mikézben a levegével valo érintkezést
minimalizaljuk, igy az oldatban a HOCI molekuldk koncentracioja €s mikrobaolo aktivitdsa
megorizhetd. Az oldatban talalhaté amino csoport (NH2) vagy szénhidrat (CHO) tartalmu
szerves vegyiiletek, valamint a szervetlen ionok (NOz, SOz, POs, Fez*, Cuz" és CuS)
mikrobadlo aktivitasat, ezért az oldat elallitasahoz olyan tiszta vizre van sziikség, amely a

lehet6 legkisebb koncentracioban tartalmazza ezeket a szerves és szervetlen komponenseket
[25].

A HOCI oldat alkalmazasa a felhasznalas célja szerint kiillonb6z6 modszerekkel
lehetséges, példaul aztatassal, oblitéssel, kodképzéssel, permetezéssel [29]. Ezek koziil a
permetezés és a kodképzés rendkiviil hatékony mddja nagyobb teriiletek fertdtlenitésének
[29], ugyanis a folyamat soran 20 pg-nal kKisebb méretii aeroszol kod képzddik [6]. A
kodosités azonban megvaltoztathatja a fertdtlenitdszer fizikai és kémiai tulajdonségait, a
folyamat soran feltehetden a klorgaz elparolgasa miatt megkozelitleg 70%-kal csokken az
aktiv hatéanyag, azaz az oldatban rendelkezésre allo szabad klor koncentracidja, mikozben

az oldat pH-ja né [6].

2.4 Az egyes baktériumok és gombak jarvanytani jelentésége

Az E. coli egy Gram-negativ baktérium, az Enterobacteriaceae baktériumcsalad egyik
6 képviseldje. Az E. coli baktériumok tobbsége az emberek és melegvéri allatok gyomor-
bél traktusanak legelterjedtebb kommenzalista lakoi, ugyanakkor a fakultativ patogén és
patogén torzsek elsésorban az immunhidnyos egyedekben, vagy a gastrointestinalis barrier
karosodasakor sulyos bakteridlis fertzéseket okozhatnak [43, 44]. A nagyiizemi
haszonallattartd telepeken el6forduld hajlamositdé tényezOk, mint példdul a magas
allomanystiriiség, illetve a nem megfelelé higiénia hatasara az E. coli altal el6idézett
betegségek elterjedése foleg a baromfi, a sertés €s a szarvasmarha agazatot érinti, a tobbi
allatfaj esetében a korokozod inkabb szorvanyos megbetegedést eredményez [45]. Az E. coli
torzseket két csoportra oszthatjuk az altaluk okozott megbetegedés szervezetben valod
lokalizacidja alapjan. Az extraintestinalis E. coli torzsek felelések elsdsorban az
agyhartyagyulladassal ¢és vérfertdzéssel, valamint a hagyati fert6zéssel jard
megbetegedésekért, tovabba ide tartoznak a madarpatogén E. coli torzsek is [46]. Az

intestinalis E. coli torzseket a virulencia faktorok tipusai és az altaluk okozott klinikai
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tiinetek alapjan tovabbi patotipusokba sorolhatjuk, melyek koziil az enteropatogén E. coli-
nak (EPEC), az enterohemorrhagias E. coli-nak (EHEC) és az enterotoxikus E. coli-nak
(ETEC) van allategészségiigyi jelent6sége [44]. Az EPEC felel6s elsésorban a gyerekek és
allatok rossz higiéniai koriilmények kozott kialakuldo hasmenéssel jar6 megbetegedéseiért
[43]. Az EHEC vérzéses hasmenéssel jaro vastagbélgyulladast okozhat az emberekben és
borjakban, 6démabetegséget a sertésekben [45]. Megemlitend6 tovabba, hogy az E. coli a
tehenek halalos kimenetellel végz6do tégygyulladasanak leggyakoribb kérokozoja [47]. Az
E. coli térzsek ellen alkalmazott terapias kezelések sikerességét a multirezisztens E. coli

torzsek vilagszerte novekvo elterjedtsége neheziti [43].

A S. aureus egy Gram-pozitiv, koaguldz pozitiv gennykeltd baktérium, amely
természetes koriilmények kozott is megtalalhatd a kdrnyezetiinkben, valamint az emberek
¢s allatok borén, az emésztOcsatornaban, a felsd légutakban, a nemi szervek és higyutak
nyalkahartyain. A bér és nyalkahartya sériilésein bejutva gennyesedéssel jaro, lokalizalt
megbetegedéseket idéz eld, tobbek kozott borgyulladast, hallojarat-gyulladast,
talyogképz6dést, méhgyulladast és tégygyulladast [48]. A tejhasznu tehenészetekben
eléforduld nagy gazdasagi veszteségeket okozd tégygyulladas vezetd oka vilagszerte a S.
aureus [49]. A baktérium jellemzden a tejtermelés csokkenésével és a tejmindség romlasaval
jaro, jellegzetes tlineteket azonban nem produkald szubklinikai tégygyulladast okoz.
Ritkabb esetben akut vagy perakut klinikai t6gygyulladas is kialakulhat, amely az ellés utani
elsé hetekben az allat hirtelen elhullasaval jarhat. A fert6zés atvitelében maguk a fertézott
allatok jatszak a legfontosabb szerepet [50]. A korokozé altal termelt toxinok és
extracellularis enzimek megzavarjak a gazdaszervezet immunvalaszat, hozzéjarulva ezzel a
baktérium fert6zOképességének és talélési sikerének noveléséhez [51]. A S. aureus
biofilmtermel6 képessége védelmet biztosit az antibiotikumokkal szemben, amely nagyban
megneheziti a tdgygyulladas sikeres gyogykezelését, ezért nagyon fontos a telepi higiénia
fenntartasaval a fertézés megel6zésére torekedni [52, 53]. A S. aureus az emberekre is
komoly veszélyt jelenthet, szerepet jatszik példaul bor- ¢és lagyrész fertézések,
tiidogyulladés, szivbelhartya gyulladéds, csontveldgyulladas, szeptikus iziiletgyulladas
kialakitasaban [54].

A S. enterica az Enterobacteriaceae csaladba tartozo, embereket és allatokat
egyarant megbetegitd invaziv, fakultativ anaerob Gram-negativ intracelullaris baktérium, a
fejlett orszagok egyik legfontosabb ¢élelmiszer-eredetli fertdzéseket eldidézd korokozdja,

tovabba kifejezetten nagy jelentdséggel bir a baromfi- és sertés agazatokban [11, 55-57]. A
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koérokozé hosszu ideig képes talélni a kornyezetben, és els6sorban fertdzott élelmiszerekkel
(tojas, hus, hal, zoldség, gyiimdlcs) és vizzel terjed [55, 58]. Egy tanulmany szerint a
Hollandiaban kimutatott human szalmonella-fert6zések 15%-ért a sertéshiis és az abbol
késziilt termékek a felelések [59]. A baktérium szerotipusatol és a gazdaszervezet
immunrendszerének allapotatol figgden kiilonbozé lefolyasi megbetegedéseket okozhat
[56]. Baromfik esetében emlitésre mélto a baromfi paratifuszt okozo Salmonella
Gallinarium, valamint az akar 100%-os mortalitassal is jaré baromfi tifusz korokozoja, a
Salmonella Pullorum [55]. A szarvasmarhak szalmonelldzisat okozéd legelterjedtebb
szerovariansok a Salmonella Typhimurium és a Salmonella Dublin, melyek elsésorban a
szalmonellak legfontosabb képviseldje a Salmonella Choleraesuis, amely fiatal sertések
magas mortalitassal jaré szeptikémiajat okozza [55]. Egy tanulmanyban a gazdasagokban
hasznalt fert6tlenitészerek Salmonella spp. elleni hatasat reprezentaltak szaraz és nedves
kornyezetben. A klorkrezol alapu fertdtlenitdszerek egy folyamatos, magas ardnyu
Salmonella-616 hatast biztositottak mindkét kornyezetben, mig a formaldehid csupan a
szdraz modellben bizonyult magas hatékonysdgiunak, a glutdraldehid pedig valtozo
hatékonysagot mutatott. A kisérletben vizsgalt egyéb kémiai vegyiiletek — a kvaterner
ammonium vegyliletek, az amfoter feliiletaktiv anyagok, a jodtartalmi készitmények,

peroxigének — mérsékelt hatassal rendelkeztek a Salmonella spp.-re nézve. [11].

A P. aeruginosa egy Gram-negativ opportunista baktérium [61]. Human- és
allategészségiigyi teriileten egyarant hatalmas jelentdséggel bird korokozo, amely a korhazi
fertézéseket okozo baktériumfajok koziil az egyik legjelentdsebb, tovabba szerepet jatszik
haszonallatok és tarsallatok bizonyos betegségeinek kialakitasaban, példaul kutyak és
macskdk flilgyulladasdban, hugyutakat és bort érintd fertdzéseiben, tejeld tehenek és
kecskék tégygyulladasaban, nyércek ¢és rokak vérzéses tiidogyulladasdban, lovak
méhgyulladasaban, csincsillak tiid6- és bélgyulladasaban, szeptikémiajaban. [62, 63]. A
terapias lehetdségeink meglehetdsen korlatozottak egy P. aeruginosa fert6zés esetén,
ugyanis ez az Un. szuperbaktérium hatalmas rezisztenciaképz6 képességgel rendelkezik,
ezaltal szamos antibiotikummal szemben rezisztens. A rezisztencia elsésorban a baktérium
kiils6 membranjanak alacsony permeabilitasa miatt alakul ki, ami lassitja az antibiotikumok

« sy

aeruginosa erételjes biofilmképzé tulajdonsaga is [65].
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A C. albicans a sarjadzogombak osztalyaba tartozé opportunista patogén gombafaj,
mely gyakran az egészséges szervezetben is megtalalhato a bél mikrobiomjanak részeként
[66]. Az immunrendszer gyengiilése, valamint bizonyos tényezdk (gyogyszerek, allergia)
hatasara azonban felborulhat a mikrobiom egyensulya, ami a gomba elszaporodasahoz
vezethet [66, 67]. A C. albicans felelds az emberek ¢és allatok (szop6s malac, borji, madar)
hiively-, szdj- és egyéb nyalkahartydit érintd fert6zésekért, valamint kiilonosen az
immunszuppresszalt és antibiotikum terapia alatt allo egyedekben a szeptikémia, a
peritonitis és az agyhartyagyulladas kialakitasaért [67—69]. A gombas megbetegedések
mindennapossa valtak a baromfi- és sertésagazatban, és a rutinszeriien alkalmazott
fert6tlenitd intézkedések ellenére potencidlis gazdasagi veszteséget és egészségiigyi
kockazatot jelentenek az emberekre és az allatokra nézve [70]. Egy 0j tanulmany szerint a
C. albicans kivaldan talél a tojotytkok tojasain, igy a kontaminalt tojasokkal valo érintkezés
IS negativ hatassal lehet az allatok és emberek egészségére. A korokozo terjedését az is
elésegiti, hogy a kiilonb6z6 gombafajoknak, a tenyésztett-, és vadon ¢€l6 madarak
nitrogéntartalmti vegyiiletekben gazdag bélsara egyfajta szubsztratként szolgal [69]. A
gombds fertdzések megelézésének fontos eleme a higiénia megfeleld betartdsa, az
antifungalis hatasu fert6tlenitdszerek alkalmazasa, az immunrendszer erdsitése [67]. A C.
albicans biofilmtermel6 képessége csokkenti a gomba antimikrobialis szerekkel szembeni
érzékenységét, ezaltal jelentdsen hozzajarul a kialakult gombas, illetve kevert koroktanti
sebfertdzések lassabb gyogyulasahoz [71, 72]. A tehenek gombak okozta tégygyulladasa
altalaban masodlagosan alakul ki, és iatrogén okokra vezethetd vissza. A fejések, illetve a
bakterialis eredetli togygyulladasok kezelése sordn helyteleniil letisztitott eszkozok
alkalmazésa hajlamosit a betegség kialakuldsara, melynek hatterében tilnyomorészt a C.

albicans elszaporodasa all [73].

2.5 A Dbiofilmek jelentésége az allatorvoslasban

Természetes koriilmények kozott egyes baktérium- és gombafajok biofilmet képeznek
a feliileteken, ami segiti a koztiik 1évé kommunikaciot, hozzdjarulva ezzel a virulencia
novekedéséhez, valamint az antimikrobidlis szerekkel és a karos kornyezeti tényezdkkel
szembeni rezisztencia kialakulasdhoz, mikozben védelmet biztosit szamukra a
gazdaszervezet immunrendszerével szemben [38, 74]. A biofilm {6 alkotoeleme a benne
talalhaté mikroorganizmusok altal termelt extracellularis polimer anyagokbol (EPS) allo
matrix (DNS, poliszacharid, fehérje), amely a korokozok egymashoz és feliilethez torténd

tapadasat segiti el6 [75]. A biofilm kialakulasa soran a szabadon isz6 mikroorganizmusok a
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felszinhez rogziilnek, sokszorozodnak, EPS matrixot termelnek, és mikrokolonidkat hoznak
létre. Végso 1épésként lezajlik a biofilm érése, melyet kdvetden a benne taldlhatd
mikroorganizmusok Kiszabadulnak, szétszorddnak, és uj feliilleteken telepednek meg

kialakitva ezzel egy 6nallo vagy akar az eredetivel dsszefiiggd biofilmréteget [76].

A biofilm fontos szerepet jatszik a kronikus bakteridlis fertézések kialakitasaban,
valamint az olyan fertézések esetén is, ahol a baktériumok a beiiltetett orvosi eszk6zok révén
1épnek kapcsolatba a szervezettel [21]. Egyes becslések szerint a human perzisztens
bakteralis fertézések 60-80 %-aért a biofilmben talalhaté baktériumok a felelések [76],
melyek a planktonikus formanal akar 1000-szer is toleransabbak lehetnek [77]. A
megnodvekedett tolerancidnak szamos oka lehet, beleértve a biofilmben taldlhato sejtek
alacsonyabb metabolikus aktivitdsat, az anaerob mikrobdk fejlédésének kedvezd
oxigénhianyos kornyezetet, és a kornyezet karos hatasai ellen védelmet biztosit6 EPS matrix

jelenlétét [21].

Az orvosi eszkozok feliiletén leggyakrabban biofilmet termelé mikroorganizmusok
kozé a S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa, valamint a Serratia és Proteus fajok tartoznak,
mig az emberek és allatok szervezetében a legfontosabb biofilmtermeld képességgel
rendelkezé fajok a Staphylococcus spp., P. aeruginosa, C. albicans, Malassezia
pachydermatis [78-81]. A haszonallattartd telepeken el6forduld egyik legjelentésebb
megbetegedés a bakteridlis togygyulladds, melynek kialakitasaban szerepet jatszo
baktériumok (S. aureus, Streptococcus agalactiae, E. coli) szintén rendelkeznek

biofilmtermeld képességgel [82].
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3 CELKITUZESEK

Tanulmanyunk f6 célja egy olyan hazai, innovativ, aktiv HOCI tartalmu
fertétlenitészer hatékonysaganak vizsgalata, mely az allattartd telepeken alkalmazott
fertétlenité hatastt anyagok kornyezetbarat alternativaja lehet. A HOCI tartalmu
fert6tlenitoszerek hatékonysagat elsédlegesen human patogénekkel szemben vizsgaltak, az
allatgyodgyaszatban relevans korokozok elleni hatdsukkal kapcsolatban meglehetdsen kevés

tanulmany sziiletett.

Kutatdsunk soran Magyarorszagon izolalt, négy kiilonboz6 4llati eredetli
baktériumfajon (E. coli, S. aureus, S. enterica, P. aeruginosa) és egy gombafajon (C.
albicans) tanulmanyoztuk a HOCI tartalmt fert6tlenitészer in vitro hatékonysagat és
antimikrobidlis hatasat a MIC értékek, MBC ¢és MFC értékek, valamint 6lési gorbék
meghatdrozasaval. Az antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencidhoz hozzéjarul ezen
koérokozok biofilmtermelése is, ezért a készitmény biofilmellenes hatdsat is tanulményoztuk

MTS-formazén vitalis festési eljarassal.

Vizsgaltuk, hogy az aktiv HOCI tartalmu fert6tlenitGszer hatékony alternativanak
bizonyulhat-e az in vitro vizsgalati eredmények alapjan az allattarto telepeken eléfordulo
kiilonféle korokozok szaménak csokkentésére, valamint azok elpusztitisara, ezaltal a
megfeleld higiéniai koriilmények biztositdsdra, mely hozzdjarul az A&llatokat érintd

fertdzések, jarvanyok kitérésének megakadalyozasahoz.
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4  ANYAG ES MODSZER

4.1 A HOCI fertétlenitészer

Vizsgalataink soran egy hipoklorossav tartalmt, kornyezetbarat (Biokontroll
Hungéaria Nonprofit Kft. tanusitvany), 100%-ban lebomlo fertotlenitdszer hatékonysagat
vizsgaltuk allati eredeti baktérium- és gombatorzseken. A hipoklorossav egy széles
spektrumu, gazdaszervezetre artalmatlan vegyiilet, ferttlenitd ereje nagyobb, mint a tobbi
aktiv klortartalmu készitményé. Az altalunk vizsgalt ferttlenitGszer abban kiilonbozik a
hagyomanyos klortartalmu fert6tlenitoszerektdl, hogy az inaktivald hatasat nem vegyi uton
fejti ki, hanem molekularisan, ugyanis a fert6tlenité hatas elérésben nem az OCI™ jatszik
szerepet, hanem a HOCI, amely elektromos semlegességének koszonhetéen akadalytalanul

képes a mikroorganizmusok negativ toltésii sejtfalan athatolni, és elpusztitani azokat.

Az altalunk vizsgalt HOCI tartalma fertStlenité hatasti készitményt kordbban
allatokbol izolalt baktériumok, gombak ellen in vitro nem tesztelték, valamint biofilmellenes

hatékonysagaval kapcsolatos vizsgalatokat sem végeztek.

4.2 A vizsgalt baktérium- és gombatorzsek

A kutatasunk soran felhasznalt 8-8 db E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, S. enterica.
¢és C. albicans torzsek (2. tablazat) a Gyogyszertani és Méregtani Tanszék korabbi kutatasai
soran, gazdasagi haszonallatokbol izolalt térzsek voltak. A vizsgalatot megel6zben a torzsek
-80 °C-on Microbank™ rendszerben voltak tarolva (Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill,
Kanada).

2. tablazat. A vizsgalt mikrobafajok és a fajon beliil vizsgalt torzsek szama

Escherichia coli 7 torzs + ATCC™ biofilmtermeld torzs
Staphylococcus aureus 7 torzs + ATCC™ biofilmtermeld torzs
Pseudomonas aeruginosa 7 torzs + ATCC™ biofilmtermeld torzs
Salmonella enterica 8 torzs
Candida albicans 8 torzs

A kisérlet kezdetekor a kiindulasi CFU szam, a MIC értékek, az MBC és MFC
értékek és az Olési gorbe meghatarozasahoz a baktérium torzseket a novekedésiikhoz
sziikséges tripton-szdja taplevesben (TSB), a gomba torzseket Sabouraud levesben

szaporitottuk fel. Steril kémecsoveket 3-3 ml taplevessel toltottiink fel, melybe minden
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torzsbol 2-2 db mikrobankban tarolt gyongydt oltottunk. Ezt kovetden a kioltott torzseket 37

°C-on, 18-24 6ran keresztiil inkubaltuk a termosztatban.

A biofilmellenes vizsgalat soran a baktérium- és gombatorzseknél egyarant Miiller-
Hinton (MH) levest hasznaltunk, ugyanis a TSB ¢és a Sabouraud taplevesek befolyasoljak a
vizsgalathoz hasznalt MTS-formazan vitalis festési eljarast. A sziikséges taptalajokat a

Biolab Zrt. (Budapest, Magyarorszag) biztositotta szamunkra.

4.3 Kiindulasi CFU meghatarozasa

A fertétlenitészer MIC értékeinek meghatarozashoz eldszor meg kellett allapitanunk
a kiindulasi szuszpenzidban talalhaté mikrobdk szamat. A kisérlet soran vizsgalt 40 torzset a
kémcsovekben talalhato levesekhez adtuk, majd 18-24 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk
Oket a baktériumok és gombak felszaporitasa céljabol. Ezt kovetden egy 96 lyuka mikrotiter
lemezen elkészitettiik a szuszpenzid tizes alapu higitasi sorat. A lemez oszlopaiba 180 pl
TSB levest toltottiink. A baktériumokat és gombakat tartalmazo kémcsoveket fél percig
vortex-szel kevertilk, hogy a kémcsé aljara leiilepedett baktériumok és gombak
elkeveredjenek a taplevesben, majd ebbdl 20 pl-t pipettaztunk a mikrotiter lemez mar 180
ul levest tartalmazo 1. oszlopaba, amit 3-4x alaposan szuszpendaltunk pipettaval, majd
felszivtunk beldle 20 pl-t és tovabb pipettaztuk a 2. oszlopba. Ezt a miiveletet ismételtiik a
6. oszlopig, ahonnan a keverést kovetéen a pipettahegyekkel feleslegben a 20 ul-t kidobtunk
(1. 1épés). A munkalemez 11. oszlopa a MIC érték meghatarozasahoz sziikséges un.
segédoszlop funkciojat toltdtte be, ahova 240 pl leveshez 10 upl baktérium- és
gombaszuszpenziot mértiink be, ezzel a vizsgalt baktérium és gomba torzsek 25x higitasat
(2. 1épés) készitettiik elé a MIC érték meghatarozasahoz (1. abra). Erre azért volt sziikség,
hogy standard mennyiségli baktériumot, illetve gombat oltsunk be a higitasi sort tartalmazé
lemezekre.

Ilyen formaban a munkalemez elsé hat oszlopanak lyukaiban 180 ul tapleves volt,
melyben a 6. oszlopig a vizsgalt baktérium és gomba torzseket tizes alapon végig higitottuk,

a 11. oszlop pedig 250 pl tapleves és baktérium szuszpenzidjat tartalmazta.
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1. 1épés: 10-es alapu higitas 2. 1épés: 25x higitas

20 pl feleslegben kidob

20 pl 10 pl

a a

10t 102 10® 104 10° 106

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Aj 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
BJ 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
C] 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
D] 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
EJ 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
F{ 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
GJ 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240
H] 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 180 240

1. abra A mikrobak beoltasa, a tizes alapu higitasi sor elkészitése (1. 1épés), valamint a segédoszlopként
szolgald 11. oszlopban az adott mikrobatorzset (A-H11) tartalmazo szuszpenzio 25x-0s higitasanak

elkészitése a MIC meghatarozasahoz sziikséges kezdeti koncentracio beallitasahoz (2. 1épés).

A kezdeti CFU meghatarozashoz a tizes alapu higitasi sor 103, a 10% a 10%és a
108 higitasokbél 100-100 pl-t oltottunk ki tripton-szoja agart (TSA) tartalmazé Petri-
csészékre. A kiindulasi szuszpenzido CFU/ml értékének meghatarozasadhoz az adott higitasi
fokon megszamolt CFU értéket megszoroztuk a higitas fokaval. Ezt kovetéen kiszamoltuk
a MIC érték meghatarozasahoz sziikséges kiindulasi baktérium- és gombaszamot, amihez a
segédlemezen elkészitett 240+10 pl higitast, mint 25x higitast,
valamint a torzsoldatbol kivett 10 ul, mint tovabbi 100x higitast (1 ml-nek a 1/100-ad
része), 0sszesen tehat a torzsszuszpenzid 2500x higitasat vettiik alapul.
4.4 MIC érték meghatarozasa

A hipoklorossav antimikrobialis hatasat a MIC értékek meghatarozasaval vizsgaltuk,
amelyet mind a 40 vizsgalt torzs esetében elvégeztiink. A MIC az antimikrobialis hatast
anyagok azon legkisebb koncentracioja, amely még hatasosan gétolja az adott baktérium-
vagy gombatorzs novekedését in vitro. A steril kémcsoveket 1-t61 40-ig feliratoztuk a

torzseknek megfelelden. Osszesen 4 db baktériumtdrzset tartalmazé lemezt, 1 db
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gombatdrzseket tartalmazo lemezt, valamint 1 db segédlemezt hasznaltunk fel, melyeket a
torzseknek megfeleléen feliratoztunk. A kisérlet sordan a MIC meghatarozast
a Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI) ajanlasainak megfeleléen kétszer

megismételtiik.

A tdmény fertOtlenitdszerbdl egy kétszeresére higitott torzsoldatot készitettiink TSB
vagy Sabouraud leves felhasznalasaval centrifugacsovekben. A vizsgalathoz a szavatossagi
1d6 végén garantalt 0,35 mg/ml aktiv klortartalombol indultunk ki, melynek kétszeres
higitasa 0,175 mg/ml koncentracionak felel meg, tehat a 96 lyukt mikrotiter lemez 1.
oszlopaba 175 pg/ml koncentraciot tartalmazo 180 pl torzsoldat keriilt bemérésre (1. 1épés),
mig a tobbi oszlopot 90 ul levessel toltottiik fel. Ezt kovetden elkészitettiik a hatdanyag
kettes alapt higitdsi sorat. Az elsé oszlopban taldlhat6 torzsoldatbol 90 pl-t pipettdztunk a
2. 0szlopba, 3-4x alaposan szuszpendaltuk a pipettaval a hozzaadott mennyiséget, majd ezt
a folyamatot ismételve haladtunk tovabb a 10. oszlopig (2. 1épés), amelybdl a keverés utan
visszaszivott felesleges 90 ul-t kidobtuk, igy minden lyuk egyenlé mennyiséghen 90 pl

szuszpenziot (3. 1épés) tartalmazott (2. abra).

1. 1épés 2. 1épés 3.1épés 90 pl feleslegben kidob

K

2X 4x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x  1024x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

Il @ T m| 9O O @ >

2. abra A torzsoldat bemérése (1. 1épés), a kettes alapt higitasi sor elkészitése (2. 1épés) és a 90 ul

feleslegben valod kidobasa (3. 1épés)
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A kettes alapu higitasi sort tartalmaz6 lemezek 11. oszlopatol kezdve minden lyukba
10 pl baktérium- vagy gombaszuszpenziot mértiink be. A lemezen taladlhaté 11. oszlop
szolgalt a pozitiv kontrollként, amelybe az 1-10. oszlophoz hasonldan tapleves ¢és
baktériumszuszpenzié is keriilt (4. 1épés), viszont fert6tlenitdszert azoktol eltéréen ide nem
tettiink. A lemezen taldlhaté 12. oszlop volt a negativ kontroll, amely csak taplevest
tartalmazott, baktériumot és fert6tlenitészert nem (3. abra).

10 pl

4, 1épés: baktériumszuszpenzid bemérése ﬁ

2X 4x 8x 16x 32x 64x  128x 256x 512x 1024x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
90 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

T O M m gl O W >

3. abra A baktérium szUszpenzid bemérése a 11. pozitiv kontroll oszloptol (4. Iépés)
Ezt kovetden 18-24 6ran Keresztiil 37 °C-on inkubaltuk 6ket, majd a pozitiv és
negativ kontrollokhoz viszonyitva elbirdltuk a MIC értékeket, a 3. tablazatban lathato
szempontok alapjan. A MIC vizsgalat eredményeinek megjelenését a 4. abra szemlélteti.

3. tablazat A MIC értékek elbiralasanak szempontjai lyukanként egy adott mikrobatorzset adott
fertétlenitoszer koncentracioval kezelve

Jelolés  Tapasztalat Ertékelés
+++ jelentds mértékii zavarosodas pozitiv
++ mérsékelt zavarosodas pozitiv
+ enyhe zavarosodas pozitiv
+- enyhe zavarosodas, a baktérium novekedése nem megitélhetd @ negativ
- nincs zavarossag negativ
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4. abra Példa a MIC értékek elbiralasara a pozitiv (11. oszlop) és negativ (12. oszlop) kontroll mintakhoz
képest (pl.: A1l +++, A10 ++, B10 +, Al12 -)

45 Az MBC és MFC értékek meghatarozasa

Az MBC ¢és MFC érték az antimikrobialis hatdanyag azon legkisebb koncentracioja,
ahol a baktériumszam és gombaszam legaldbb ezredrészére csokken. A vizsgalat célja az
volt, hogy megallapitsuk, hogy képes-e baktericid és fungicid hatast kifejteni a
fert6tlenitoszer. Az MBC ¢és MFC vizsgélatot minden faj esetén egy torzson végeztiik el,

torzsenként 4, azaz osszesen 20 Petri-csészét felhasznalva.

A vizsgalathoz az elézdleg meghatarozott MIC értékeket jelold lyukaktol balra
helyezkedd 3 lyukbdl oltottunk &t egy Uj lemezre mintat higitashoz, hogy a CFU
meghatarozashoz szamolhaté mennyiségii baktériumot tartalmazzon a kioltand6 minta. Az
1) lemez oszlopait 180 pl taplevessel toltottiik fel. Ennek az els6 oszlopaba az adott
lyukakbol (lyukanként 0j sorba) 20-20 pl-t pipettaztunk, majd azt tizes alapon higitottuk. Az
els6 oszlopba bemért 20 pl-t szuszpendaltuk, majd atmértiink az 1. oszlopbdl 20 ul-t a
masodikba és igy tovabb. Az 5. oszlopbdl a felesleges 20 pl-t a pipettaheggyel kidobtuk. A
102, 103, 10* és 10° higitasbol 100-100 pl-t helyeztiink a baktériumok esetén TSA agart, a
gombdk esetén Sabouraud agart tartalmazo Petri-csészékre, amit steril szélesztd kaccsal

egyenletesen szélesztettiink az agar feliilletén. A mintakat tartalmazo Petri-csészék 18-24

crer
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4.6 Az 6lési gorbék meghatarozasa
Az n. Olési gorbéket fajonként egy-egy torzson hataroztuk meg, melyhez a CFU
szamokat az 1d0 fiiggvényében abrazoltuk. Ehhez az antimikrobialis hatéanyag 2x és 4x

crer

higitott koncentraciojanak vizsgalatat végeztik el. A mikrobaszuszpenziobol a
idépontban kentiink ki mintat Petri-csészére az inkubacid alatt, melyek 5°, 10°, 20°, 30”, 60’
¢és 120’ percek voltak. A koncentraciokat az MBC és MFC meghatarozas eredménye alapjan
valasztottuk ki, mely értékek megegyeztek a MIC értékkel. A kiindulasi CFU meghatarozas

alapjan a baktériumszuszpenzié célkoncentraciéja 107 volt.

El6szor megallapitottuk a vizsgalt fajok kiindulasi mikrobaszamat, vagyis, hogy a
fertétlenitGszer hozzaadasa nélkiil mennyi a CFU-ja egy adott higitasa szuszpenzionak Petri-
csészén szélesztve 18-24 6ras inkubaciot kdvetden. Ehhez 250 ml-es iivegbe kellett 10°-107
baktérium €s gomba koncentraciot beallitani. Az tivegekbdl kdzvetleniil kitettiink 50-50 pl-
t 3-3 parhuzamos Petri-csészére 10 000x, 100 000x, 1 000 000x ¢és 10 000 000x higitasban.
Ezekhez segédlemezen tizes alapu higitasi sort készitettiink. 180 pl taplevessel toltottiik fel
a lemez lyukait, és 20 ul oldatot adtunk az elsé oszlop lyukaihoz, majd 20 pl-t ebbdl végig
higitottunk, és a végén a felesleget eldobtuk. A 4-7. oszlopok feleltek meg a 10%, 10°, 10°,
10" higitasnak. A Petri-csészéken a 18-24 6ras inkubaciot kdvetden megszamoltuk a

telepeket.

Ezt kovetden kivettiik az tivegbdl a kiindulasi CFU-hoz a mintakat, hozzaadtuk a
vizsgalt fertbtlenitészert, és elébb 2x higitdsban, majd 4x higitasban vizsgaltuk azt.
Készitettiink 5, 10°, 20°, 30”, 60’ és 120° perces munkalemezeket, melynek az 6sszes lyukat
180 ul TSA-val toltottiik fel. Az elsé oszlopba az idopontnak megfeleléen a gomba- és
baktériumszuszpenzié 20-20 pl-ét pipettaztuk, majd végig higitottunk, igy tizes alapu
higitasi sort készitve. Ezen higitasokbol kitettiink 100-100 pl-t a TSA-t tartalmazo Petri-
csészékre, majd steril kaccsal torténd szélesztést kdvetden 18-24 ordn keresztiil inkubaltuk
37 °C-on. Ezt kdvetéen minden higitas esetében meghataroztuk a CFU-t, melyhez a kapott

értéket megszoroztuk a higitas mértékével.

4.7 A biofilmellenes hatas vizsgalata
A vizsgalathoz ) munkalemezeket készitettiink, melyek minden oszlopaba 90 pl
TSB levest pipettaztunk. Elkészitettiik a baktériumhigité lemezt: 240 pl leveshez 10 pl

baktériumszuszpenziét mértiink, majd a higitott baktériumszuszpenziokbol 10 pl-t
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pipettaztunk a munkalemezek megfelelé oszlopaiba pozitiv €s negativ kontrolloszlopok
hasznalata mellett. A pozitiv kontroll oszlopban névekvd biofilm nem kapott kezelést az
inkubdcios 1d0 letelte utan, a negativ kontroll oszlop pedig csupén a taplevest tartalmazta. A
lemezeket a biofilmtermelés céljabol 18-24 oOran keresztiil inkubdltuk 37 °C-on. Az
inkubéciot kovetden a termelt biofilmet tartalmazé munkalemez minden oszlopabol steril
koriilmények kozott eltavolitottuk a feliiliszot. Ezt a folyamatot kelld 6vatossaggal kell
végezni annak érdekében, hogy a termelt biofilmek ne sériiljenek a leszivas sordn. A
feliiluszo eltavolitasat kovetden a fertdtlenitdszer tomény, illetve 2x, 4x, 8x, 16x, 32X, 64X,
128x, 256x és 512x higitasaval kezeltiik a kialakult biofilmeket 18-24 6ran keresztiil 37
°C-on. A feliiluszo steril, koriiltekintd eltavolitasat kovetden végeztiik el a biofilmellenes
hatas vizsgalatahoz sziikséges MTS-formazan vitélis festést, melynek célja a lyukakban 1évo

biofilmben talalhatdo életképes baktériumsejtek kimutatisa, melyre a folyamat

eredményeként 1étrejott szinelvaltozasbol kovetkeztethetiink.

5. abra MTS-formazan vitalis festés, mellyel a biofilmben talalhato életképes baktériumsejtek szamara a
1étrejott szinelvaltozasbol kovetkeztethetiink 492 nm-es elnyelési maximumi spektrofotometrias eljaras
segitségével, a SOrok az egyes torzseket, az oszlopok a kettes alapu higitast jelolik, a 11. oszlop a pozitiv

kontroll, a 12. oszlop a negativ kontroll
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A festési eljaras soran 5:1 higitasi aranyban MH leves - MTS oldat keverékét pipettaztuk a
biofilmet tartalmazo lemezek minden lyukaba, és 1,5 6ras 37 °C-on torténd inkubaciot
kovetéen 492 nm-es elnyelési maximumt spektrofotometrids eljaras segitségével
szamszerusitettiilk a szinreakci6 mértékét, azaz az abszorbancia értékeket, amelybdl
kovetkeztettiink a biofilmbe agyazott €16 baktérium- és gombasejtek mennyiségére (5.

abra).

Az abszorbancia értékek segitségével, a pozitiv kontrollokhoz viszonyitva
kiszamoltuk a biofilmben 1év6 életképes mikrobak szazalékos csokkenését. Ezt kovetden

megallapitottuk a minimalis biofilm gatldé koncentracio (MBICsp) értéket az egyes

crer

a biofilmtermel6 alakok legalabb 50%-ban gatlodnak [83].
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5 EREDMENYEK

5.1 Kiindulasi CFU értékek

A kiindulési szuszpenzi6 CFU értékének meghatarozasahoz az adott higitasi fokon
megszamolt CFU értéket megszoroztuk a higitas fokaval. Ezt kovetden kiszamoltuk, hogy
mennyit oltottunk be a MIC értékek meghatarozasahoz, amihez a segédlemezen elkészitett
240+10 pl higitast, mint 25x higitast és a torzsoldatbol Kivett 10 pl-t, mint 100x higitast (1
ml-nek a 1/100-ad része), dsszesen tehat a torzsszuszpenzio 2500x higitasat vettiik alapul.

Eredményeinket a 4. tablazat szemlélteti.

4. tablazat CFU eredmények a MIC értékek meghatarozasahoz: a beoltott koncentracio az eredeti

Faj Szuszpenzié CFU/ml Beoltott CFU/mI
E. coli 2,5x10% 9,9 x 10¢

S. aureus 6 x 10° 2,4 x 10¢

P. aeruginosa 7,4 x 108 3x10°

S. enterica 1,6 x 10% 6,5 x 10¢

C. albicans 5,2x 108 2x 103

5.2 Atapasztalt MIC értékek

Eredményeink alapjan a fert6tlenitdszerrél megallapithato MIC értékeket E. coli,
S. aureus, S. enterica mind a 8-8 torzse esetén a négyszeres, mig P. aeruginosa esetén a
négy-nyolcszoros, C. albicans esetén a kettd-nyolcszoros higitasban figyeltiik meg, amelyet

az 5. tablazat szemléltet. A 37. és a 40. C. albicans torzs nem nott ki.

5. tablazat A vizsgalt mikrobafajok MIC értéke

Mikréba faj Torzsek szama MIC érték (ug/ml) Higitas
E. coli 7 t6rzs + ATCC™ biofilmtermel6 torzs 87,5 4x

S. aureus 7 t6rzs + ATCC™ biofilmtermel6 torzs 87,5 4x

P. aeruginosa 7 torzs + ATCC™ biofilmtermel6 torzs 43,75 —87,5 4-8x

S. enterica 8 torzs 87,5 4x

C. albicans 8 torzs 43,75 - 175 2-8x
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53 Az MBC és MFC meghatarozas eredményei

Mivel a Petri-csészékre kikent mintakbol egy telep sem nétt ki, kijelenthetjiik, hogy
a MIC ¢értékek megegyeznek az MBC és MFC értékekkel (5. tablazat), tchata
fertétlenitészer ilyen mértékii higitasa elegendd ahhoz, hogy legalabb ezred részére
csokkentse a baktériumok, illetve gombdk szamat, igy a hatéanyag mikrdba szaporodésat
gatlo koncentracidja minden esetben baktericid/fungicid hatast, el is pusztitja az adott

korokozot, tehat minimalis eradikacios koncentracionak is nevezhetjiik.

5.4  Olési gorbe meghatarozas eredményei
Ehhez a vizsgdlathoz wjabb kezdeti CFU szam meghatirozast végeztink. Az
inkubaciot kovetéen minden higitas esetében megszamoltuk a CFU-t, majd a kapott

értékeket meg kellett szorozni a higitas mértékével.

Olési gorbék (4x és 2x higitas)

11,00
10,00 <

9,00

8,00

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

talélo sejtek (logl0)

Kiindulas 5' 15' 25' 35' 60' 120'
Eltelt id6 (perc)

e £ COli 4X E. coli 2x

higitasanak tiikrében

Az igy kapott értékeket tizes alapt logaritmizalast kdvetden grafikusan dbrazoltuk.
A 7. abran lathato, hogy az E. coli esetén a 4x higitasnal 120 percre volt sziikség a teljes
eradikaciohoz, mig a 2x higitds esetén ehhez 5 perc is elegend6 volt. A 8.
abran megfigyelhetd, hogy S. auerus esetén a 4x higitas nem bizonyult hatékonynak, a 2x
higitas viszont 5 perc alatt eliminalta azt. A 9. abran lathatd, hogy P. aeruginosa esetén
szintén csak a 2x higitds mutatott kell¢ hatékonysagot, viszont itt mar 15 perc kellett a

teljes baktericid hatas kifejtéséhez. A 10. abran a S. enterica, a 11. abran a C. albicans
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szintén csak 2x higitds mellett, 5 perc alatt eradikalodott. Osszegezve tehat, amikor 4x-es
higitast alkalmaztunk, csupan az E. coli esetén, és ott is csak a 120. perc utan csokkent
jelentds mértékben a CFU. A 2x higitas soran viszont P. aeruginosa esetén 15 perc utan, az

Osszes tobbi korokozo esetén az 5. perc utdn mar teljes eradikacié volt megfigyelheto.

Olési gorbék (4x és 2x higitas)
11,00
10,00

9,00

o \/\
7,00

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

tulélo sejtek (logl0)

Kiindulas 5' 15' 25' 35' 60' 120'
Eltelt id6 (perc)

S QUIEUS 4X  e=====S_ auUreus 2x

e

higitasanak tiikrében

Olési gorbék (4x és 2x higitas)
11,00

10,00

9,00

8,00

7,00 e ——
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

tulélo sejtek (logl0)

Kiindulas 5' 15' 25' 35' 60' 120'
Eltelt id6 (perc)

=P aeruginosa 4x =P geruginosa 2x

s

higitasanak tiikrében

30



tulélo sejtek (logl0)

tulélod sejtek (logl0)
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5.5 Biofilmellenes hatas vizsgalatanak eredménye

A biofilmbe agyazott é16 baktérium- és gombasejtek mennyiségére az abszorbancia
értekekbdl kovetkeztettiink, melyeket a 492 nm-es elnyelési maximum spektrofotometrias
eljaras segitségével allapitottunk meg. A kapott értékeket korrigaltuk, a negativ kontrollok
abszorbanciajat levontuk a mért értékbdl, majd az igy kapott abszorbancia értékek
segitségével kiszamoltuk a biofilmben 1évé életképes mikrobak szazalékos csokkenését (6.
tablazat) a pozitiv kontrollokhoz viszonyitva (100%-nak vettik a pozitiv kontroll
abszorbancidjat), majd megéllapitottuk az ECsp értéket az egyes torzseknél, amely azt a

mikrobak altal spektrofotometridsan mérhetd tomege legalabb a felére csokkent.

A legtobb torzs esetében az altalunk vizsgalt fertStlenitdszer kétszeres higitasa
mutatott hatékony biofilmellenes hatast, ezen higitas egy torzs kivételével (S. aureus)
hatékonyan feltorte a képz6dott biofilmeket. Bizonyos torzsek esetében mar a négyszeres és
nyolcszoros (C. albicans) higitasok is hatékonynak bizonyultak. A kapott eredmények
alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt fertStlenitdszer tomény és kétszeres higitasban
hatékony biofilmfeltord tulajdonsaggal rendelkezik a vizsgalt baktérium- és gombatorzsek

esetében.

6. tablazat A vizsgalt mikroba fajok biofilmjein végzett hatasvizsgalat eredményeinek dsszesitése a

fertétlenitoszer kezd6koncentracio higitasanak tiikrében

Kezddkoncentracié Biofilm mikrobaaktivitas
Mikrdéba faj Torzsek szama

higitas mértéke szazalékos csokkenése

E. coli 7 torzs + ATCC™ 2 - 4x 2,16 - 32,28%
S. aureus 7 torzs + ATCC™  tdmény — 2X 12,97 — 48,89%
P.aeruginosa 7 torzs + ATCC™ 2 —4x 1,8 —45,73%

S. enterica 8 torzs 2X 11,82 — 22,99%
C. albicans 8 torzs 2 - 8x 3,51 - 27,29%
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6 KOVETKEZTETESEK

A telepi menedzsment fontos részét képezi az allatok kdrnyezetének rendszeres
tisztitasa €s fertdtlenitése, melynek segitségével csokkenthetd a megbetegedéseket okozd
patogének szama, megeldzve ezzel egy esetleges jarvany kitorését. Az egészséges kdrnyezet
hozzajarul tovabba az allat megfeleld jollétének biztositdsdhoz, ezéltal a
takarmanyhasznositas ¢és termelékenység novekedéséhez [2]. A fert6tlenités soran a kivant
hatds elérése érdekében figyelembe kell venniink az alkalmazott fertétlenitészer
tulajdonsagait, biztonsagossagat, a mikrobaolo hatas eléréséhez sziikséges érintkezési idejét,
valamint a jelenlévé mikroorganizmusokkal szembeni hatékonysagat [7]. Tanulmanyunk
soran egy aktiv HOCI tartalma fert6tlenitészer hatékonysagat vizsgaltuk ot — telepi
koriilmények kozott is eléfordulo, allategészségiigyi szempontbdl jelentds — kérokozdval (E.
coli, S. aureus, S. enterica, P. aeruginosa, C. albicans) szemben. Ehhez meghataroztuk a
MIC, az MBC ¢s MFC ¢értékeket, valamint 6lési gorbéket készitettiink. Vizsgaltuk tovabba

a fert6tlenitdszer biofilmfeltord képességét is.

Eredményeink alapjan a vizsgalt torzsek MBC és MFC értékei megegyeztek a MIC
értékekkel (43,75-175 pg/ml), tehat a fertdtlenitészer ilyen mértéki higitasa
baktericid/fungicid hatasu is egyben, nem csupan gatolja a baktériumok és gombak
novekedését, de el is pusztitja azokat. Kimutattuk, hogy a készitmény gyarto altal garantalt
0,35 mg/ml aktiv klortartalma 2x higitva (175 pg/ml) még hatékonyan gatolta a legtobb
korokozo novekedését. Az E. coli, S. enterica, S. aureus esetén a 4x higitasok (87,5 pg/ml),
P. aeruginosa esetén a 4-8x higitasok (43,75-87,5 ug/ml), C. albicans esetén pedig 2-8x
higitasok (43,75-175 pg/ml) bizonyultak hatékonynak. Ezzel szemben Wang és mtsai. altal
vizsgalt ferttlenitészer mar 0,1 és 2,8 pg/ml koncentracioban széles spektrumi
antimikrobialis hatast mutatott. Az MBC E. coli esetén 0,7 ug/ml, P. aeruginosa esetén 0,35
pug/ml, S. aureus esetén 0,173 pg/ml, C. albicans esetén 2,7 ug/ml volt [39]. Sakarya és
mtsai. altal végzett kisérletben a HOCI oldat MBC-ja 64x higitasnak (3 pg/ml) felelt meg a
P. aeruginosa esetén, 32x €s 64x (3-6 pg/ml) higitas volt a S. aureus és a C. albicans esetén
[38]. Mazzola és mtsai. NaOCl tartalmu fert6tlenitGszer hatékonysagat vizsgalva azt talaltak,
hogy 9-nél nagyobb pH-ju oldat esetében a MIC érték S. aureus esetén 945 ug/ml, E. coli
esetén 1129 pg/ml volt. Ezzel szemben az oldat pH-jat 7-re csokkentve a HOCI tulsulya —
ezaltal a mikrébadld hatds novekedése — miatt mindkét baktérium esetén a MIC érték 150
ug/ml -re csokkent [24]. McKenna és mtsai. kimutattak, hogy 50 ppm HOCI az alkalmazasat
kovetd 5 percen beliil gatolta az E. coli térzs sejtosztodasanak 100%-t [30].
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Az 06lési gorbe eredményei alapjan az altalunk vizsgalt fert6tlenitoszer 2x higitasa 5
percen beliil elpusztitotta az 6sszes korokozot, kivétel a P. aeruginosa, ahol ennek eléréséhez
15 percre volt sziikség (175 pg/ml). A kiindulasi torzsoldat 4x higitasa ezzel szemben csupan
az E. coli esetén rendelkezett baktericid hatassal, ott is csak 120 perc utan (87,5 pg/ml).
Wang és mtsai. kisérletiikben azt talaltak, hogy a fert6tlenitdszer hatasara a P. aeruginosa,
E. coli, C. albicans és S. aureus kevesebb, mint 1 perc alatt (0,1-2,8 pg/ml) elpusztultak [39].
Sakarya és mtsai. hasonld eredményt kaptak (3-6 pg/ml), esetiikben a HOCI a vizsgalt
mikrébakat 12 masodpercen beliil elolte [38].

Megallapitottuk, hogy a fertdtlenitOszer tomény és kétszeres higitdst oldata a
kisérletben vizsgalt baktérium- ¢és gombatdrzsek esetében hatékony biofilmfeltord
tulajdonsaggal rendelkezik. Ennek pontosabb tanulmanyozasahoz tovabbi, a teljes biofilm
tomeget mérd, vagy a biofilmben foglalt sejtek aktivitdsaval korrelald festési eljarassal
torténd vizsgalatra, tovabba a biofilmben foglalt mikroba sejtek ¢életképességének
kimutatdsara szolgald festési eljarasok szamszerisitett értékei €s a biofilmbdl kinyerhetd
szemben azt talaltak, hogy a S. auerus, P. aeruginosa, C. albicans altal termelt biofilm
gyengitésére irdnyuld hatékony dozis a kiindulasi koncentracid (218 ppm) 32x és 16x

higitasa kozt valtozott [38].

Osszességében elmondhatd, hogy a MIC értékek alapjan a fertdtlenitészer
négyszeres higitds mértékéig mutat kelld hatékonysdgot a vizsgalt baktérium- és
gombatdrzsek ellen, ettdl azonban joval nagyobb higitds esetén is elvarhatd lenne a
mikrobadld hatas, ezért mindenképpen javasolt a fertStlenitdszer HOCI tartalmanak
novelése. Az altalunk kapott eredményeket a szakirodalomban talalt értékekkel Osszevetve
lathatd, hogy a vizsgalt fertdtlenitoszer az atlagosndl kevésbé bizonyult hatékonynak.
Eléfordulhat, hogy az inkubdlas sordn a szobahdmérsékletnél magasabb héfokon csokkent a
hatoanyag aktivitasa. Az eredményt befolyasolhatta tovabba a vizsgalt kdzeg kémhatasanak
a kisérlet soran bekovetkezd esetleges megvaltozasa is, ezért érdemes lehet a kezdeti pH
mérést annak folyamatos monitorozadsaval kiegésziteni. A korabbi kutatdsokat
tanulmanyozva azonban nem talaltunk olyan metodikai kiilonbséget, ami az eltérd
eredményeket magyardzna. Annak eldontése érdekében, hogy a fertétlenitdszert sikeresen
alkalmazhatjak-e haszonallattartd telepeken tovabbi vizsgalatokra van sziikség, melyek

pontosan lemodellezik a telepi koriilmények fertétlenitdszerek hatasat befolyasold tényezdit.

34



7  OSSZEFOGLALO

Napjaink egyik legnagyobb jelentdséggel bird problémdja az antimikrobialis
rezisztencia terjedése, melynek visszaszoritasa érdekében torekedni kell az antibiotikumok
hasznalatanak csokkentésére, a fert6z6 betegségek megeldzésére. A prevencid kulcsa a
megfeleld higiénia biztositdsdval a kérokozok elleni hatékony védekezés, melynek egyik
legkézenfekvobb eszkdze a fertétlenitdszerek alkalmazasa, mely hozzdjarul az allattartd
telepeken elofordulo fertézések megeldzéséhez, ezaltal a felhasznalt antimikrobialis szerek
mennyiségének, valamint a korokozok veliik szemben kialakult rezisztencidjanak a
csOkkentéséhez, igy a gazdasagon beliili allategészségiigyi kiadasok is jelentésen
mérséklddnek. Idealis fert6tlenitdszer nincs, a gyartok torekednek arra, hogy minél
hatékonyabb, a korokozokkal szemben megfelelé védelmet biztositd, a kdrnyezetet és az
¢lélények egészségét nem karositd készitményt hozzanak létre. Ezeknek az elvarasoknak
megfeleld alternativa lehet a HOCI, amely a korokozok széles spektruma ellen hatékony. A
HOCI fertétlenitoszerrel kapcsolatos vizsgalatok tobbségét human korokozokon végezték,

allatorvosi vonalon a szakirodalom meglehetdsen szegényes.

Kutatasunk sordn Magyarorszagon el0szor vizsgaltuk aktiv. HOCI tartalmu
fertOtlenitészernek allati eredeti baktérium torzsek — S. aureus, E. coli, S. enterica, P.
aeruginosa — és C. albicans gomba ellenes in vitro hatékonysagat. Kimutattuk, hogy az aktiv
HOCI tartalmu készitmény gyarto altal garantalt 0,35 mg/ml aktiv klortartalma 2x higitva
még hatékonyan gatolta a legtobb korokozo ndvekedését, P. aeruginosa esetén a 4-8x
higitasok, C. albicans esetén pedig 2-8x higitasok is hatékonynak bizonyultak. Annak
eldontése  érdekében, hogy a fertStlenitdszer bakteriosztatikus/baktericid  és

fungisztatikus/fungicid hatéassal bir, MBC és MFC meghatarozast végeztiink.

Eredményeink alapjan az MBC és MFC értékek megegyeztek a minimalis gatlo
koncentraci6 (MIC)  értékekkel (43,75-175 pg/ml), tehadt a fert6tlenitészer
baktericid/fungicid hatasu volt. Az 6lési gorbe eredményei alapjan a fertStlenitoszer 2x
higitdsa 5 percen beliil teljes mértékben elpusztitotta az 0sszes korokozot, kivétel a P.
aeruginosa, ahol ennek eléréséhez 15 percre volt sziikség. Vizsgaltuk a kiindulasi térzsoldat
4x higitasat, azonban itt csak az E. coli esetében volt baktericid hatas 120 perc utan. MTS
vitalis festéssel megallapitottuk, hogy a fertdtlenitészer tomény és 2x higitasu oldata
hatékony biofilmfeltord tulajdonsaggal rendelkezik. Kovetkeztetésképp a MIC értékek és a
vele megegyez6 MBC/MFC értékek alapjan megallapithato, hogy a tomény fertotlenitészer
hatékonysaga 4x higitas mértékéig baktericid/fungicid hatasu volt.
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8 SUMMARY

One of the most significant issues nowadays is the increasing spread of antimicrobial
resistance, therefore efforts must be made to slow down this process by reducing the use of
antimicrobial agents and putting emphasis on the prevention of infectious diseases. One of
the most obvious tools to ensure this is the use of disinfectants to maintain good hygiene,
thereby reducing the amount of antimicrobials used on an animal farm, that leads to the
decreasing number of antimicrobial-resistant pathogens and significantly reduces on-farm
veterinary expenditures. There is no such thing as a perfect disinfectant, but the
manufacturers try to create more effective products that can provide maximal protection
against pathogens, without damaging the environment or the host. A suitable alternative that
can meet these expectations might be HOCI, which is effective against a broad spectrum of
pathogens. Most of the studies on HOCI disinfectants have been carried out on human

pathogens and the literature regarding to veterinarian field is rather limited.

In our study, we investigated for the first time in Hungary the in vitro efficacy of a
disinfectant containing active HOCI against bacterial strains of animal origin — S. aureus, E.
coli, S. enterica, P. aeruginosa — and on C. albicans fungi. It was shown that the tested HOCI
product, containing active chlorine in 0,35 mg/ml concentration was still effective in
inhibiting the growth of most pathogens when diluted 2 times and it was effective against P.
aeruginosa and C. albicans when diluted 4-8x and 2-8x. To determine whether the
disinfectant has a bacterio-static/bactericid and fungistatic/fungicid effect, MBC and MFC
calculation was performed. According to our results, the MBC/MFC values are equal to the
minimum inhibitory concentration (MIC) values (43,75-175 ug/ml), indicating that the
disinfectant has bactericidal/fungicidal activity. Based on the results of the kill curve, a 2x
dilution of the disinfectant killed all pathogens within 5 minutes, except for P. aeruginosa,
where 15 minutes were required. A 4x dilution of the original stock-solution was also tested,
but it showed bactericidal activity only against E. coli, after 120 minutes. It was also found
that the concentrated and 2x diluted solution of the disinfectant had effective biofilm-

disrupting properties according to MTS staining of the biofilms of the investigated bacteria.

In conclusion, based on the MIC values and the corresponding MBC/MFC values, it
can be said that the concentrated disinfectant has a bactericidal/fungicidal effect up to its 4x

dilution.
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A témavezetd neve és beosztdsa: Dr. Veres Adrienn Mercédesz, egyetemi tanarsegéd; Dr.

Kerek Adam, tanszéki allatorvos, PhD-hallgato
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A nyomtatvany a hallgatoi és a tanszéki ligyintézoi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacids lap a diplomamunka mellékletét képezi!
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A diplomamunka - a szakra vonatkozoéan - a Tanulményi- és Vizsgaszabalyzatban, valamint az Utmutatd
a szakdolgozatok/diplomamunkak készitéséhez cimii mellékletében leirt kovetelményeknek megfelel.

A diplomamunka befogadhatd, védésre alkalmasnak talaltam.
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A nyomtatvany a hallgatoi és a tanszéki ligyintézoi alairas, valamint az atvétel datuma nélkiil
nem érvényes. A konzultacios lap a diplomamunka mellékletét képezi!



