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1 Roviditések jegyzéke

ABR= antibiotikumrezisztens baktériumok

ABTS= 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfon sav
AMR= antimikrobidlis rezisztencia

ANT= antipirin

ARG= antibiotikumrezisztencia gének

CFU= telepképz0 egységek

CPE= karbapenemazt termel6 Enterobacteriaceae

DMF= dimetil-fumarat

DPPH= o,a-difenil-B-pikrilhidrazil

DSB= DNS kett6s szaltorés

EDA= edaravon

ESBL= kiterjedt-spektrumu 3 -laktamazt termel torzsek
EXPEC= extraintesztinalis patogén E. coli

ICs0= 50%-0s gatl6 hatast okoz6 koncentracié (half maximal inhibitory concentration)
KUR= kurkumin

MBC= minimalis baktérium616 koncentracid

MCR= Enterobacteriaceae plazmid medialt kolisztinrezisztens torzs
MDR= multidrog-rezisztens

MIC= minimalis gatl6 koncentracio

MPC= mutéci6 prevencids koncentracio

MRSA= methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
PBP= penicillin kotéfehérje

PDR= panrezisztens baktériumtorzsek

PMQR= plazmid-medialt kinolonrezisztenciat

QRDR= kinolon-rezisztens meghatarozo régio

QS= quorum sensing

RNS= reaktiv nitrogén szarmazékok

ROS= reaktiv oxigén szarmazékok

SOD= szuperoxid-dizmutaz



SSDNS= egyszali DNS

TSA= tripton szo6ja agar

TSB= tripton szdja leves

WHO= Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation)

XDR= extenziv gyogyszerrezisztens



2 Bevezetés

Az antimikrobialis rezisztencia (AMR) siirget6 globalis probléma, amely veszélyezteti a
létfontossdgi orvosi kezelések ¢és kozegészségiigyi beavatkozasok hatékonysagat. Az
antibiotikumoknak ellenalld baktériumtorzsek megjelenése és elszaporoddsa nemcsak a
human-, hanem az allatgydgyaszatban is komoly kihivast jelent.

Ez a tanulmany az AMR kérdéskorének egy fontos szempontjat vizsgalja, az antioxidansok
antibiotikumokkal val6 egylittes alkalmazasara 0sszpontositva. A kozottiik 1évo kdlcsonhatés
vizsgalataval célunk, hogy megvilagitsuk az antioxidansoknak az AMR Kkialakulasara és
progressziodjara gyakorolt lehetséges hatasat.

Kutatasi céljaink eléréséhez kivalasztottunk néhany antioxidanst. A vizsgalatunkba bevont
szerek koz¢ tartozik az edaravon, a dimetil-fumarat, az antipirin, a kvercetin és a kurkumin. A
vegyliletek kivalasztasa ismert antioxidans tulajdonsagaik atfogéd értékelésén alapult, kiillonos
tekintettel az antioxidansok ¢€s az antibiotikumok kozotti lehetséges szinergidra a rezisztencia
mérséklésében. Erdemes megjegyezni, hogy az antipirin, mely egy szintetikus vegyiilet, és az
olyan flavonoidok, mint a kvercetin, melyek erds antioxidans tulajdonsagaikrol ismertek,
igéretesnek bizonyultak a korabbi kutatdsok alapjan. Tovabba az edaravont is tobb kutatas soran
tanulmanyoztak, kifejezetten az AMR elleni kiizdelemben bet6ltott potencialis szerepével
kapcsolatban.

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozo E. coli kiemelt allat-egészségiigyi jelentOségii
baktérium. A gyakorlatban az E. coli fertézések gyakoriak, és az allatok széles korét érinthetik,
beleértve a haszonallatokat, a haziallatokat és a vadon ¢él6 allatokat. Sajnos az
antibiotikumokkal szemben ellenall6 torzsek terjedése jelentds kihivast jelent az allatorvosok
¢s az egész mezdgazdasagi dgazat szdmara. Ez a fokozddo probléma sziikségesse teszi az AMR
jelenlegi helyzetének mélyebb megértését az allatorvosi kdrnyezetben, és hangstlyozza az E.

coli és mas patogén baktériumok AMR elleni kiizdelemre iranyul6 kutatasanak siirgdsségét.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

Barmely terapias szer sikeres alkalmazésat idovel veszélyeztetheti az adott vegytilettel
szembeni adaptacido vagy rezisztencia kialakulasa, akar bakterialis, gombas, parazita vagy
virusfertézések kezelésében. A rezisztencia Kiilonbozé biokémiai ¢és fizioldgiai
mechanizmusokon keresztiil alakulhat ki, kiilondsen az antimikrobialis szerek esetében, ahol a
ehhez vezetd folyamatok Gsszetettsége jelentés aggodalomra ad okot [1].

A baktériumok az evolicio évmillioi soran bonyolult mechanizmusokat fejlesztettek ki,
amelyek lehetdvé teszik szdmukra, hogy hatékonyan keriiljék ki az egyes vegytileteket, mint
példaul az antimikrobialis hatdéanyagokat. Ezek a rezisztencia mechanizmusok gyakran
sokrétiiek, st egyetlen baktériumsejt szamos stratégiat alkalmaz az antibiotikum expozicid
talélésére [2, 3].

Beszélhetlink kromoszémalis és plazmidon kodolt rezisztenciarol. A kromoszomalis
rezisztencia magaban a bakterialis kromoszomaban bekdvetkezd mutaciokbol ered, amelyek az
antibiotikumok hatdsadnak elkeriilése érdekében az alapvetd sejtkomponensek, példaul a
célfehérjék vagy az egyes biokémiai folyamatok megvaltoztatasahoz vezetnek. Ezzel szemben
a plazmid-medialt rezisztencia a plazmidoknak nevezett, kromoszéman kiviili DN'S-darabokon
hordozott rezisztenciagének megszerzésével jar, amelyek atvihetdk a baktériumok kozott,
lehetdvé téve a rezisztencia gyors terjedését a baktériumpopulacidkon beliil. A kromoszémalis
rezisztencia kevésbé tekinthetd aggalyosnak a széles korli elterjedés lehetdsége szempontjabol,
mivel gyakran az egyes baktériumok spontdn mutdcidinak eredményeként jon létre. A
plazmidok altal kozvetitett rezisztencia viszont jelentdsebb veszélyt jelent, mivel képes a
rezisztenciagének baktériumok kozotti horizontalis atvitelére, ami megkonnyiti az AMR gyors
és terjedését a kiilonb6z6 baktériumfajok kozott [4, 5].

Az atfogd osztalyozas érdekében ezeket biokémiai utvonalak alapjan is kategorizaljak.
Vannak antibiotikumokat elbontd enzimek, azokat atalakitdé enzimek, valamint a baktériumok
képesek a sejtfal permeabilitasat megvaltoztatni, efflux pumpakat expresszalni, illetve a
hatéanyag kotdhelyének modositasaval annak kapcsolodasat megakadalyozni [2].

Azt, hogy az egyes baktériumfajoknal, illetve, hogy melyik antibiotikum ellen milyen
mechanizmus lehetséges szamos faktor befolydsolja. Mar a sejtfalszerkezetiik kovetkeztében is
eltérést mutathatnak. Egy rendkiviil jo példa erre, ha a penicillineket vizsgaljuk. A Gram-

negativ  baktériumok [-laktamazokat termelnek, ezzel szemben a Gram-pozitiv
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mikroorganizmusok elsésorban a penicillinkoté fehérjék (PBP) néven ismert célpontjaikat
modositjdk, a rezisztencia kialakitdsa érdekében. Més mikroorganizmusok, példaul a
Mycoplasmak pedig ab ovo rezisztensek ezekre a vegyiiletekre, mivel nem rendelkeznek
sejtfallal [6, 7]. A fluorokinolonok a humangydgyaszat szempontjabdl kritikusan fontos
antibiotikumcsoport, rezisztencia elleniik harom biokémiai uton alakulhat ki, amelyek
mindegyike egy adott iddpontban egyazon baktériumban is eléfordulhat. Ezek a hatéanyagok
célpontjat kddold gének mutacidi, a sejtbol kiiiritd effluxpumpa expresszidjanak novekedése,
¢s a fluorokinolon célpontjanak védelme a qnr nevii fehérje altal [8].

Az antibiotikumok talzott hasznalata, tehat jelentds szerepet jatszik, ezen folyamatok
Osszességében. Tovabba egyik f6 tényezdként kell elismerniink a haszonallatgyogyaszatban
alkalmazott antibiotikum felhasznalas és az emberi fertézéseket okozo rezisztens organizmusok

kozotti kapcesolatot is [9].

3.2 Antibiotikumok helyzete az allatgyégyaszatban

Elelmiszertermel6 allatok antibiotikum rezisztencijaval kapcsolatos esetet elészor
1951-ben jelentették pulykakban, melyeknek sztreptomicint adtak [10]. Késébb 2015-ben
komoly fejleménnyé valt az Enterobacteriaceae csalad plazmid medialt kolisztinrezisztens
(MCR) torzseinek felfedezése. Ezt a rezisztencidt az ujonnan azonositott MCR-1 génnek
tulajdonitottdk, melyet eredetileg az élelmiszer termeld allatok vizsgalata soran Kindban
mutattak ki el6szor [11]. A bejelentést kovetden minden kontinensrol érkeztek jelentések MCR-
1-pozitiv torzsekrdl; emberekbdl, haszon- és vadon €16 allatokbdl, élelmiszerekbdl, valamint
kornyezeti mintakbdl és vizi kornyezetbdl is Kimutattak [12]. A pozitiv E. coli térzsek aranya
jelentdsen magasabb volt az allatallomanyban, mint az emberekben, ami azt jelzi, hogy az
allatok lehetnek az elsddleges rezervoarjai, igy terjed at human vonalra [13].

Az antibiotikumok elterjedtsége a baromfiiparban jelentés aggodalomra ad okot. A
hozamfokozasra vonatkozo6 korlatozasok és tilalmak ellenére szamos régidban a reziduumok
tovabbra is jelen vannak a baromfitermékekben és a tragyaban, ami helyszini szelekcios
nyomast, antibiotikumrezisztens baktériumok (ARB) és antibiotikum rezisztenciagének (ARG)
jelenlétét eredményezi. Ez a kornyezeti szennyezddés vesz€lyt jelent az emberi és allati
egészségre, mivel hozzajarul a multidrog-rezisztens (MDR) baktériumok megjelenéséhez [14].

A baromfidgazat a globalis hus- és tojastermelés jelentds piacat képviseli, igy az
¢lelmiszerlanc egyik legkritikusabb részét alkotja, a komoly termelési mennyiség és a nagy

fogyasztds miatt. Az antibiotikumokat a baromfitenyésztésben kiilonbozd célokra, példaul
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betegségmegel6zésre és terapias célokra alkalmaztak. Sajnalatos méodon egyes nemzetek
rutinszeriien alkalmazzak a mai napig ezeket a gyogyszereket profilaxisra, sét, a
humangydgyaszatban kritikusan fontosnak tartott antibiotikumokat is [15, 16].

Ezen tilmenden a baromfiipar az AMR rezervoarjaként szolgal, bizonyitja ezt, hogy a
baromfi alomban gyakran jelen 1évé ARG-k hosszabb ideig megmaradhatnak a kornyezetben.
Ez a perzisztencia eldsegitheti a rezisztenciagének baktériumok kozotti horizontalis
génatvitelét, ami tovabb sulyosbitja az AMR terjedését. Kiilonos aggodalomra ad okot a
plazmidok altal kozvetitett rezisztencia jelenléte olyan kritikusan fontos antibiotikumokkal
szemben, mint a kolisztin, amely 1étfontossagu a rezisztens Gram-negativ baktériumok altal
okozott stlyos fertdzések kezelésében [17].

Az AMR felfedezése ota biztonsagi irdanyelveket és megel6zési technikakat
alkalmaznak, hogy ne a termelés hatékonysaganak novelésére hasznaljak és, hogy
kikiiszoboljék a zoondzisok kockazatat. E megallapitasok fényében feltétleniil fel kell ismerni,
hogy az ellendrizetlen és tulzott antibiotikum hasznalat a kornyezetszennyezés és a rezisztencia
terjedésének komoly kockazatat jelenti. A fenntarthaté és felelés gyakorlatok dontd
fontossagiak ezen aggalyok enyhitésére, a kozegészségiigy védelmére és a gyogyszerek

hatékonysdganak fenntartdsa érdekében mind az allat-, mind a huméangydgyészatban.

3.3 Fluorokinolon antibiotikumok

A fluorokinolonok a széles spektrumt antibakterialis szerek fontos osztalyat alkotjak,
amelyeket elsdsorban antibakterialis spektrumuk alapjan generaciokba sorolnak [18].

Az els6 generacio képviseldjének a nalidixinsav tekinthet. A hatoanyagot kezdetben
Gram-negativ hugyuti fertézések kezelésére alkalmaztak embereken és allatokon. Sziik
spektruma és a rezisztencia nagymértékii kialakulasa miatt az antimikrobialis szerek jabb,
szélesebb spektrummal rendelkezé generacioi valtottak fel [19].

A kinolonok masodik generacidja a fluorokinolonokkal kezd6dott, amelyeket a kinolon
a norfloxacin és a flumekvin. Klinikai hasznalatban azonban jobban eclterjedtek az tijabb
hat6anyagok, mint a ciprofloxacin, enrofloxacin és marbofloxacin [20]. A gyogyszerek a Gram-
negativ €s Gram-pozitiv korokozok széles skalajaval szemben aktivak, és jobb oralis
felszivodast és szisztémas eloszlast mutatnak. Igy alkalmazasuk kiterjedtebb, beleértve az alsd

léguti fert6zések, bor- és lagyrészfertdzések, genitdlis betegségek és hugyuti fertdézések



kezelését [21]. A kinolonok ezen csoportja azonban korlatozott aktivitassal rendelkezik szamos
klinikailag relevans Gram-pozitiv baktériummal és anaerobokkal szemben [22].

A fluorokinolonok szerkezeti valtoztatasai szamos 1 hatéanyagot biztositottak,
amelyek alkalmasak a kiilonb6z0 bakteridlis fertézések kezelésére. A harmadik generacio.
képvisel6i a levofloxacin [23], a gatifloxacin [24] és a moxifloxacin [25], amelyek jobb
baktericid aktivitast mutatnak Gram-pozitiv baktériumokkal szemben [18]. A pradofloxacin
egy Uj, szintén harmadik generacids, szajon at alkalmazhat6 fluorokinolon, amely egyarant hat
Gram-pozitiv aecrob baktériumok és anaerobok ellen is. Ezért jelentés szerepet kapott az
allatgyogyaszatban, a kritikusan fontos esetek kezelésében [26].

A negyedik generacio hatdanyagai, mint példaul a gemifloxacin [27], jo aktivitast
mutatnak Gram-pozitiv coccusok ellen [28] és jelentds aktivitast az anaerobok ellen [29].

Generacioktol fiiggetleniil hatasmodjuk alapjan a fluorokinolonok rendkiviil hatékony
baktericid antibiotikumok, amelyek két rokon enzimet, a DNS-girazt (topoizomeraz II) és a
topoizomeraz IV enzimet célozzak meg [30]. A topoizomeraz IV felelés a negativ
szupertekercsek DNS-be torténd bevezetéséért, és a transzkripcids és replikacios komplexek
el6tt felhalmozodo torziods fesziiltség enyhitéséért. Mind a DNS-girdz, mind a topoizomeraz IV
esszencialis enzim, az eldbbi féleg a Gram-negativ, az utobbi pedig féleg a Gram-pozitiv
baktériumokban keriil blokkolasra. Blokkoljak a DNS replikaciojat azaltal, hogy stabilizaljak
a DNS-enzim komplexeket, és kettos toréseket hoznak 1étre benne. Ez a baktericid aktivitasuk
alapja [31, 32]. Ezen mechanizmusok Gsszessége vezet ahhoz, hogy a fluorokinolonok ilyen
széles spektrummal rendelkeznek.

A kinolonok hasznalata elterjedt az 1990-es évek elejétdl fogva az allatorvosi
gyakorlatban [33]. Ez annak koszonhetd, hogy szamos bakterialis korokozoval szemben
hatékonyak, az oralis alkalmazhatosaguk egyszerlibbé teszi a tomegkezelést és szamos
allatfajban viszonylag biztonsagosak [34]. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health
Organisation, WHO) azonban jelenleg az ide sorolandd hatéanyagok nagyrészét Kritikusan
fontos antibiotikumoknak tekinti, ezért az allatgyogyaszati gyakorlatban vald felhasznalasuk
korlatozotta valt [35].

3.3.1 Fluourokinolonok elleni rezisztencia mechanizmusok

A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia tobbféle mechanizmus révén alakulhat ki,
a plazmidon elhelyezkedd, valamint a kromoszomakon kodolt gének fokozott expresszidja

kovetkeztében [17, 36].



A fluorokinolonok a DNS-replikaciot azaltal akadalyozzak, hogy az alapvetd
enzimeket, a DNS-girazt és a topoizomeraz [V-et veszik célba. A DNS-giraz két A és két B
tipust alegységbdl all, amelyeket a gyrA és gyrB gének kodolnak [32]. Az antibiotikumok
komplexeket képeznek a DNS-sel és az enzimekkel, megzavarva a replikacios folyamatot. A
rezisztencia pontmutaciok révén alakul ki a kinolon-rezisztens meghataroz6 régiokban
(QRDR), a gyrA és a parC génszakaszaiban. A mutaciok a két enzim egyikében vagy
mindkettoben létrejohetnek [37]. Leggyakoribb lokalizaciojuk E. coli GyrA esetében a Ser83,
illetve az Asp87, amelyek kulcsfontossaguak a kinolonok GyrA-hoz vagy ParC-hez valo
kotédésében [38]. A GyrB és a ParE rezisztencia mutacioi lényegesen ritkabbak [39, 40]. A
genomban torténd valtozadsok aminosavcserét eredményeznek, amelyek megvaltoztatjak a
célfehérjék 3D szerkezetét, csokkentve a fluorokinolonok és az enzimek kozotti affinitast, igy
csokkentve a gyogyszer kotédését az enzim-DNS komplexhez [41]. Ezenkiviil a PorB fehérje
mutacioi csokkent gyogyszerfelhalmozodashoz vezethetnek, hozzajarulva a fluorokinolon
rezisztenciahoz [42].

A plazmid-medialt kinolonrezisztenciat (PMQR) el6szor 1998-ban azonositottak, joval
azutan, hogy a nalidixinsav klinikai alkalmazasba keriilt, illetve a modern fluorokinolonok
engedélyezése utan [43]. Kezdetben, az 1970-es években a kutatok nehezen talaltak atvihetd
nalidixinsavval szembeni plazmid-medialta rezisztenciat, s6t valdszintitlennek tartottak, mivel
a kinolonok szintetikus gyogyszerek [44, 45]. A legtobb vizsgalatban a PMQR-
determinansokat tobbszorosen rezisztens baktériumokban azonositottak, kiilondsen a Kiterjedt
spektrumu B-laktamaz termelSknél.

A gnrA gén volt az els6 azonositott PMQR gén, amely a pentapeptid fehérjecsaladhoz
tartozik. Bizonyitottan kiilonb6z6 Gram-negativ baktériumokban a ciprofloxacinnal szembeni
alacsony szintli rezisztencia atvitelét tette lehetové. Kezdetben a gnrB volt az egyik
legelterjedtebb PMQR-determinans, melyet elsésorban az Enterobacteriaceae csaladba tartozo
baktériumok izolatumai kozott azonositottak [46, 47]. Az ezt kdvetd kutatasok a qnr gének
részletesebb vizsgalatat, azoknak PCR segitségével torténd azonositasat tették sziikségessé
[48]. Hamarosan a gnr-géneket vilagszerte alacsony gyakorisaggal talaltak meg plazmidokon a
Gram-negativ baktériumokban [31]. A késobbi tanulmanyok a qnr csalad rokon génjeinek
felfedezését bizonyitottak, beleértve a qnrS, qnrB, qnrC, qnrD és qnrVC géneket [28, 49-52].
Kromoszomalisan lokalizalt qnr-géneket is azonositottak, eltéré klinikai és kornyezeti
forrasokbol szarmazé baktériumokban [53, 54]. Tudomanyos kutatasokkal alatamasztasra
kertilt, hogy a gnr fehérjék nem feltétleniil blokkoljak azonban a DNS-giraz GyrB alegységére
hato szereket [31].
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A gnr homolégok szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium Kromoszomajan
kodolva megtalalhatoak, koztiik a Bacillus, Enterococcus, Listeria és Mycobacterium fajok,
valamint egyes anaerobok, példaul a Clostridium difficile és a Clostridium perfringens esetében
[54-56]. Egyes vizi baktériumokbdl is izolalasra keriiltek, beleértve az Aeromonas,
Photobacterium, Shewanella és Vibrio fajokat [57, 58]. A gnr-gének vilagméreti elterjedése
arra utal, hogy joval a kinolonok felfedezése el6tt jelen lehettek. Ezt bizonyitja, hogy qnrB
géneket és pszeudogéneket fedeztek fel az 1930-as években gyijtott Clostridium freundii
torzsek kromoszomajan [59].

Az els6 pentapeptid-repeat fehérje, az MipA volt, amelyet mikobaktériumok
kromoszémaja kodol, és amely szerepet jatszik a kinolonrezisztenciaban [60, 61]. Az MfpA
egy dimer, amelynek mérete, alakja és toltése a DNS B-formajat utanozza, és éppen olyan
méretil, hogy a DNS-giraz és a topoizomeraz IV kationos DNS-ko6t6 apparatusahoz illeszkedik.
In vitro az MfpA ugyan nem blokkolja a kinolon altal okozott giraz gatlast, mégis képes egész
sejtek kinolonrezisztenciajat biztositani azaltal, hogy a DNS-sel versengve csokkenti a kinolon
altal 1étrehozott letalis DNS kett6s szaltorés (DSB) szamat [60].

Az E. coli kinolonrezisztenciajanak vizsgalata soran, a kutatok 2006-ban erdsitették
meg véglegesen az aminoglikozid-modifikalo enzim, az AAC(6)-Ib-cr-nek a 1étezését [62, 63].
Ugy talaltak, hogy ez a véltozat alacsony szintii rezisztenciat biztosit bizonyos kinolonokkal,
példaul a ciprofloxacinnal és a norfloxacinnal szemben, mikdzben megtartja az aminoglikozid
antibiotikumok inaktivalasara valo képességét [63]. Az AAC(6)-Ib-cr-t vilagszerte
azonositottak, plazmidokon vagy kromoszomalis DNS-en kodolva, beleértve a kornyezeti
mikroorganizmusokbdl vett mintakat is [11, 64-67]. Ez arra utal, hogy széles korben elterjedt.
A fentiek ismeretében felvetddik a kérdés, hogy az antibakterialis szerek modositasara képes
enzimek késobbi adaptacioi képesek-e tovabbi keresztrezisztencia lehetdséget létrehozni [68].

Plazmidon kodolt efflux pumpakkal kapcsolatos PMQR mechanizmust is jegyeztek mar
le [69, 70]. Az egyik az OgxAB, amely a sertések novekedését fokozd élelmiszer-
adalékanyaggal, az olaquindox-szal szembeni rezisztenciat biztositott. Késébb kimutattak,
hogy a ciprofloxacinnal és a norfloxacinnal, valamint més antimikrobialis szerekkel, koztiik a
kloramfenikollal, a nitrofurantoinnal és a trimetoprimmel szemben is rezisztenciat biztosit [70,
71]. Egy Kinaban végzett kutatas soran az allatok és mezdégazdasagi dolgozok székletmintait
vizsgaltak azokon a teriileteken, ahol az olaquindoxot hasznaltak. A vizsgélatok kimutattak,
hogy az allatokbol izolalt E. coli baktériumok 40%-a és az emberekbdl izolalt baktériumok

30%-a ezekben a régiokban egy bizonyos tipusu, oqgxAB nevii PMQR gént hordozott [72]. A
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QepA efflux pumpat E. coli-ban plazmidokon talaltak, az izolatumok az rmtB riboszomalis
metilaz jelenléte miatt gyakran aminoglikozid-rezisztenciaval voltak kapcsolatban [73—75].

A kinolon antibiotikumokkal szembeni rezisztencia jelentds problémava valt, annak
ellenére, hogy szintetikus vegyliletek ¢s ezeknek a gydgyszereknek két 1étfontossagu bakterialis

célpontjuk van.

3.3.2 Enrofloxacin

Az enrofloxacin a fluorokinolon csaladba tartozik, azon beliil a masodik generacio tagjai
kozé sorolandd. Hatékony a legtobb Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériummal szemben, de
spektruma nem foglalja magaba az anaerob mikroorganizmusokat. Aktiv metabolitja, a
ciprofloxacin, amely els6sorban human gyogyszerként kaphato.

A hatdanyagot el6szor a farmakokinetikai és farmakodinamiai aspektusabol érdemes
jellemezni. Az enrofloxacin bioldgiai hasznosuldsa szajon at torténd beadast kovetden
jelentésen valtozik, 10% és 80% kozott mozog, valamint kilonbségek figyelhetok meg a
Osszetett gyomri és monogasztrikus allatok kozott [76, 77]. Ennek kovetkeztében sertés,
baromfi, borju és husevd esetében elsdsorban az oralis készitményeket alkalmazzak, mig
szarvasmarhaknal a parenterdlisan alkalmazhat6 oldatokat részesitik elonyben. Felszivodasat
befolyasolja, hogy az allatokat etetik-e vagy koplaltatjak a beadas el6tt, valamint egyes ionok
jelenléte az emésztérendszeriikben [76, 78]. Ezek az eltérések a kationok és a fluorokinolonok
kozotti komplexek képzddésével magyardzhatok, amelyek akadalyozhatjak a bélbdl torténd
hasznosulasukat. A viz keménysége szintén valtoztathatja a biologiai hasznosulds mértékét.
Ennek jelentOsége a nagylizemi allattartasban van, mikor a vizzel higitjak a hatéanyagot [79].
Tovabbi tenyezd, hogy nem csak a passziv diffuzié révén, hanem a lipofilitdsa kovetkeztében
az aktiv transzporterek is szerepet jatszanak a felszivodasaban és eliminaciojaban [80, 81].
Intramuszkularisan beadva az enrofloxacin koriilbeliil 3 o6ran beliil eléri a maximalis
plazmakoncentraciét. A szildrd lipofil nanorészecskék fokozhatjdk az intramuszkuléris
hasznosulast, illetve meghosszabbithatjak az enrofloxacin véraramban t51tott idejét [82].

A legtobb fajban az enrofloxacin jelentés része ciprofloxacinna alakul at. Atalakulasa
soran mas metabolitok is keletkeznek, ezek azonban nem rendelkeznek antimikrobialis
tulajdonsagokkal [82]. A baromfi abban kiilonbozik mas fajoktol, hogy az enrofloxacin
viszonylag kis szazalékban, minddssze 7%-ban metabolizalodik ciprofloxacinna a kezdeti

hepatikus atalakulas soran [83].

12



Megoszlasat a fehérjékhez vald kotddés befolyasolja. Megemlitend6, hogy az
enrofloxacin kdlesonhatasba Iéphet mas fehérjékhez kotddd gyogyszerekkel, befolyasolva azok
kiiiriilését [84]. Elmondhatd, hogy nagy megoszlasi térfogattal rendelkezik a kiilonbozo
fajokban, ami erds szoveti penetraciora utal.

Az exkrécid elsésorban a vesén keresztiil torténik [85, 86], azonban bélrendszeri
recirkulaciot is mutat [85]. A laktacid folyamata jelentdsen befolyasolhatja az eliminaciojat
[87].

Az elsO enrofloxacin alapu allatgyogyaszati készitményt a Bayer laboratorium hozta
forgalomba 1991-ben. Ma mar tobb enrofloxacin alapu allatgyogyaszati készitmény van
forgalomban kiilonb6z6 formakban, beleértve az oralis (tabletta, bolus) és injekcids formakat.
Szamos célallatfajra elérhetd torzskonyvezett formaja, tobbek kozott a hazi husevé allatokra, a
haszonallatokra és az egzotikus haziallatokra is [82]. Sokoldalu antibiotikum, amelyet a Gram-
negativ és Gram-pozitiv baktériumok altal okozott fertdzések széles korének kezelésére
hasznalnak. A kiilonb6z6 allatfajok esetében elsddlegesen a léguti fertdzések kezelésére
szolgal, de emésztorendszeri, hugyti, izlileti, nemi szervi, emlo- és borfert6zések kezelésére is

hatasos lehet [88].

3.4 Az Escherichia coli rezisztencia helyzete

Az E coli az Enterobacteriaceac csaladba tartozo laktoz pozitiv, Gram-negativ
baktrérium, a bélmikrobiota tagja. Mig sok E. coli torzs artalmatlan, kommenzalista
mikrobaként van jelen, egyesek patogének lehetnek. Ezeket két csoportba soroljuk, vannak az
intesztinalis és extraintesztinalis torzsek. Az elmult években a multidrog-rezisztens E. coli
torzsek megjelenése jelentds globalis egészségiigyi kihivast jelentett, kiilondsen az
antibiotikum-rezisztrencia tekintetében. A kodzelmultban végzett tanulmanyok Osszefliggést
talaltak a haziallatok és allati termékek antimikrobialis rezisztenciaja és a human klinikai
kornyezetben el6forduldo AMR ko6zott [89].

Az MDR, az extenziv gyodgyszerrezisztens (XDR) és a panrezisztens (PDR)
baktériumtorzsek, mint példaul az E. coli, a Klebsiella pneumoniae, az Acinetobacter
baumannii és a Pseudomonas aeruginosa terjedése globalis aggodalomra ad okot. A fajok
kozotti €s fajon beliili horizontélis génatvitel az AMR terjedésének egyik f6 tényezdje,

legféképpen korhazi kdrnyezetben [90, 91].
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Az elmult években az E. coli torzsek rezisztenciat mutattak a fobb antibiotikum-
osztalyokkal szemben, beleértve a Kiterjedt spektruma B-laktamazokat (ESBL),
karbapenemeket, fluorokinolonokat, aminoglikozidokat és trimetoprim-szulfametoxazolt.

A fertézések karbapenem rezisztenciaja kiilondsen aggasztd, mivel a karbapenemek
gyakran a sulyos fertdzések kezelésére utolsd valasztasként hasznalt antibiotikumok a huméan
gyogyaszatban. Az baktériumokban vilagszerte a legelterjedtebb, leggyakoribb valtozatai a
karbapenemazt termelé Enterobacteriaceae (CPE) esetében a KPC, NDM, OXA-48, VIM és
IMP, de szamos mas enzim is jelen van [13]. Tovabba felfedezték az Enterobacteriaceae
plazmid medialt kolisztinrezisztens (MCR) torzseket. Ezt az MCR-1 génnek tulajdonitottak
[11].

Az extraintesztinalis patogén E. coli (EXPEC) globalis emberi korokozo, amely a
szisztémas fertdzések széles skaldjaért felelds, beleértve a hugyuti fertdzéseket és egyéb
nozokomialis fertézéseket. Rendkiviil komoly problémakat okoz az ESBL E. coli fert6zések
szamanak novekedése, amely nagyrészt a vildgszerte elterjedt ST131-es EXPEC-klénnak
tulajdonithato. Az E. coli ST131 az ESBL-termeléssel és fluorokinolon-rezisztenciaval valo
tarsulasa miatt valt ismertté, ami gyakori kezelési kudarcokat eredményez [92, 93].

Egy tanulmany az E. coli izolatumok kinolon antibiotikumokkal szembeni rezisztencia-
mintazatat és a qnr-génekkel valo kapcsolatat vizsgalta [94]. Az eredmények azt mutattak, hogy
a qnr-génnel rendelkez6 izolatumok tobbsége magas rezisztenciat mutatott a ciprofloxacinnal,
a levofloxacinnal, a norfloxacinnal és a nalidixinsavval szemben, az egyes antibiotikumok
esetében valtozo szazalékos aranyban [95]. A tanulmany a qnr-gének gyakorisagat is feltarta az
E. coli izolatumokban, az izolatumok 70%-a hordozta ezeket a géneket. A qnrS volt a
legelterjedtebb, ezt kovette a qnrB és a qnrA. A kilonbozé foldrajzi régidkban és

populaciokban eltérések mutatkoznak [96].

3.5 Oxidativ stressz szerepe a baktériumokban

A szervezetben anyagcsere folyamatai soran, fiziologias metabolikus folyamatok koézben
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és reaktiv nitrogén szarmazékok (RNS) keletkezhetnek.
Ezek koz¢ olyan molekuldk tartoznak, mint a szuperoxid gyokok, a hidrogén-peroxid és a
nitrogén-oxid. Egyes enzimek, mint a NADPH-oxidazok, a xantin-oxidaz és a citokrom P450
enzimek szintén termelhetnek ROS-t fiziologias tevékenységiik részeként [97].

Amikor a sejtekben tulzott mennyiségii ROS és RNS képzddik, akkor oxidativ stressz
alakul ki. Ezek a vegyiiletek instabilak, parositatlan elektronokkal rendelkeznek, igy rendkiviil
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reaktivak ¢és hajlamosak mas vegyiiletekkel vald reakciora. Ennek a rendkiviil Osszetett
biokémiai folyamatnak a révén szamos karos hatas johet Iétre, mint a lipidperoxidacio, fehérje-
¢s DNS-karosodas vagy a sejt apoptozisa. Mig ezek a molekuldk alapvetd szerepet jatszanak a
kiilonbozo sejtfolyamatokban, a termelésiik és eliminaciojuk egyenstlyanak felborulasa
oxidativ stresszhez vezethet. Az antioxidansok dontd szerepet jatszanak ennek mérséklésében
azaltal, hogy semlegesitik ezeket a reaktiv szarmazékokat, igy védik a sejteket a kdrosodastol
[98].

A sejtek bonyolult antioxidans védelmi rendszerrel rendelkeznek, a felesleges ROS és RNS
semlegesitésére. Fontos enzimek koz¢é tartozik a szuperoxid-dizmutaz (SOD), a katalaz és a
glutation-peroxidaz, valamint olyan nem enzimatikus antioxidansokat is meg kell emliteni,
mint a glutation, a C- és E-vitamin [99].

Az oxidativ stressz olyan intracellularis jelatviteli itvonalakat indit el, mint az NF-«xB és a
MAPK, ami gyulladasos valaszok aktivalasahoz vezet. Az Nrf2 utvonal egy fontos sejtes
jelatviteli rendszer, amely részt vesz a szervezet oxidativ egyensulyanak fenntartasaban és az
oxidativ stressz elleni védekezésben. Fiziologias esetben az Nrf2 transzkripcios faktor a
citoplazmaban tartézkodik, a Keapl-hez kotddve, de oxidativ stressz vagy xenobiotikumok
hatasara a nuklearis transzlokéacioja megindul. Egyes gének olyan enzimeket és fehérjéket
kodolnak, amelyek segitenek a sejteknek a ROS semlegesitésben és a karos anyagok
méregtelenitésében. Aktivalasakor az Nrf2 a sejtmagba keriil, ahol a DNS-ben 1év6 antioxidans
valaszelemekhez kotédik. Ez kiilonboz6 antioxidansok és egyéb gének atirodasahoz vezet [100,
101].

Egy masik kaszkad az un. SOS-valasz, amelyet eredetileg akkor figyeltek meg, amikor
a DNS-replikacidban hibak keletkeztek. Ma mar egyértelmi, hogy az egyszali DNS (ssDNS)
kialakuldsa a SOS indukcid végsd kivaltdo oka. A SOS-valasz harom f6 utvonalon keresztiil
segiti el6 a DNS-léziok javitasat; homolog rekombinacio, nukleotid-kivagas javitasa és
transzlézios szintézise révén [102].

Tanulmanyok kimutattdk, hogy a SOS-valasz dontd szerepet jatszhat a bakterialis
mutaciok kialakuldsanak eldsegitésében, amelyek viszont bizonyos antibiotikumokkal
szembeni rezisztenciat eredményeznek. Eredetileg az AMR-t a DNS-replikacios hibak miatt a
baktériumgenomokban bekovetkezd elkeriilhetetlen mutacioknak tulajdonitottdk. Az wjabb
eredmények azonban arra utalnak, hogy a baktériumok a DNS-t karositd szerekre valaszul
aktivan is eldidézhetnek mutaciokat, a mutaciot kivalto fehérjék expressziojanak eldsegitésével.

Azonban ha az antibiotikum-rezisztencia mutacidi is az ilyen fehérjék indukciojan alapulnak,
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akkor hatasuk gatlasa uj megkozelitést kinalhat a gyogyszerrezisztencia elleni kiizdelemben
[103].

Egy kutatds az indukalt mutacio szerepének megértésére 6sszpontosit, ennek soran az
AMR kialakulasat ciprofloxacint vizsgalva értékelték [104]. Az alapveté bakterialis DNS-
topizomerazokat veszik célba a fluorokinolonok, ami végsé soron a DSB-k kialakulasahoz
vezet. A gyogyszer gatolja ezeknek a DSB-knek a javitasat, ami a DNS fehérje kotések
hidrolizisével szabad ketts szalvégeket eredményezhet. Mivel a hatdanyag javitasi Gitvonalakat
indukal, amelyek a RecA-ssDNS-szalak képzodését is magukba foglaljak, a gyogyszer maga is
eldidézheti a rezisztenciat biztosit6 mutaciokat. Ez a hipotézis 0sszhangban van azokkal a
megfigyelésekkel, amelyek szerint a kinolonok mutagén hatastak lehetnek és indukalhatjak a
SOS-valaszt [105]. A LexA szintjének csokkenése a Pol II, Pol IV ¢és Pol V kodold gének
DNS-polimerazokat koédolnak. A tanulméany feltarja, hogy a LexA autoproteolizisének
Mmegzavarasa patogén E. coli-ban megakadalyozza a mutaciot és a ciprofloxacinnal szembeni
rezisztencia kialakulasat. Hangstlyozza tovabba a Pol II, Pol IV és Pol V DNS-polimerazok
szerepét az AMR kialakulasaban [106, 107].

Egy masik tanulmany a ROS termelddése, a SOS-véalasz és az ubikinon
baktériumsejtekben betoltott szerepe kozotti kapcsolatot targyalja. Megallapitottak, hogy a
genetikai mutaciokhoz vezeté folyamatok, csokkentik az UbiD-t egyes sejtekben. Ugy tiinik,
hogy az UbiD és az ubikinon a sejtek stresszre adott valaszrendszerének, a SOS-nak a
prekurzora. Tovabba a vizsgalatban megfigyelték az ubikinonhianyos sejtekben a o°
felhalmozodasat és a ROS csokkenését. Ez arra utal, hogy az ubikinon, az elektrontranszferlanc
egyik alapveté dsszetevdje, sziikséges az o>-valasz indukcidjahoz, és szerepet jatszik a ROS-
termelés eldsegitésében. Tehat a SOS ugyan sziikséges az ° indukciohoz vezetd kaszkadhoz,
de nem elegendé, mivel a legtobb SOS-indukalt sejtben nem mutatkozik magas ROS vagy o°
szint [108].

Az oxidativ stressz utvonalainak megértése, az oxidativ karosodas mérséklését célzo
terapias beavatkozasok kifejlesztéséhez vezethet. A folyamatra és a vele jaro egészségligyi
kockézatok csokkentésére altalaban antioxidans-kiegészitdket és életmddbeli modositasokat
javasolnak. Egyes vegyiiletek kiilonb6z6 mikroorganizmusokban befolyasolni tudjak az

antioxidans kaszkadot, aminek a rezisztencia kialakulasaban van jelentésége [108].
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3.6 Az antioxidansok jelentésége

Az antioxidansok dontd szerepet jatszanak az oxidativ stresszel kapcsolatos betegségek
megeldzésében vagy enyhitésében azaltal, hogy ellensulyozzak a ROS karos hatasait. Segitenek
semlegesiteni a szabadgyokoket ¢és tamogatjdk az optimdlis sejtfunkciokat. Az
antioxidansoknak széles skaldja 1étezik, ezeket kiilonb6z6 aspektusokbol csoportosithatjuk.

A természetes antioxidansokon beliil az endogén antioxidansok lehetnek enzimatikusak
vagy nem enzimatikusak [109]. Az enzimatikus antioxidansok ko6zé tartozik a glutation-
peroxidaz, a SOD és a kataldz, mig a nem enzimatikus antioxidansok kozé olyan anyagok
tartoznak, mint a higysav, a liponsav, a bilirubin, a glutation és a melatonin [110, 111]. Az
exogén antioxidansok koz¢ tartoznak a karotinoidok, az E-, A- és C-vitaminok, a természetes
flavonoidok ¢és szamos mas vegylilet. A C-vitamin példaul egy vizben old6dé antioxidans,
amely az E-vitaminnal egyiitt védi a lipideket a peroxidaciotol.

Léteznek szintetikus antioxidansok, példaul a butilalt hidroxitoluol, az oktil-gallat, a
butilalt hidroxianizol, a propil-gallat és a tert-butil-hidrokinon. Ezeket gyakran hasznaljak az
¢lelmiszerek frissességének, tapértékének, izének és szinének megdrzésére [112].

Egy maésik csoportositasi mod alapjan beszélhetiink direkt és indirekt antioxidansokrol.
A direkt antioxidansok olyan kémiai vegyiiletek vagy molekuldk, amelyek aktivan ¢és
kozvetleniil kapcsolodnak a ROS-okhoz €s semlegesitik azokat, leadva egy elektront. Az
indirekt csoportba tartozok tdmogatjdk és fokozzak a szervezetben termel6dd endogén
antioxidans enzimek miikodését. Ezek az enzimek, beleértve a SOD-ot, a kataldzt és a glutation-
peroxidazt, kulcsszerepet jatszanak a ROS eliminacidban €s a szervezet altalanos antioxidans
védelmi rendszerének fenntartasaban [113].

Az antioxidansok klinikai alkalmazasai széles spektrumot olelnek fel. Alkalmazzak
rakos betegek terapidja soran, a sziirkehalyog elleni kezeléseknél, valamint cukorbetegeknek is
javasoljak. Hasznaljdk még gyulladascsokkentd —stratégidkban kiegészitésképpen, az
antimikrobialis alkalmazasok, sziv- és érrendszeri betegségek megelézésére, illetve
hepatoprotektiv, nefro- és neuroprotektiv hatasaik miatt is [114].

Tanulmanyok oOsszesitett eredményei ravildgitanak az antioxidansok baktériumokra
gyakorolt hatasara is. A kiilonb6z6 vegyiiletek értékelésén keresztiil nyilvanvalova valt, hogy
bizonyos molekulak nemcsak az oxidativ stressz lekiizdésére képesek, hanem figyelemre mélto
antimikrobialis potenciallal is rendelkeznek, mind a Gram-negativ, mind a Gram-pozitiv
baktériumokkal szemben. Ezek az eredmények egyiittesen alatamasztjak az antioxidansok

kulcsfontossagl szerepét az oxidativ stressz mérseéklésében. A megfigyelt hatasok kiemelik a
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vegylletek potenciadlis hasznossagat a terapids stratégiak fejlesztésében, kiilondsen az

antimikrobialis és antioxidans alkalmazasok 6sszefliggésében [115, 116].

3.6.1 Kurkumin

A kurkumin egy természetes polifenolos vegyiilet, amelyet a Curcuma longa-bol vonnak
ki [117]. Szamos antimikrobidlis vizsgalat targyat képezte a kiterjedt hagyomanyos
felhasznalasa miatt [118].

Egy tanulmany a kurkumin bakteriosztatikus mechanizmusait vizsgalta, feltirva a
baktériumok novekedésének gatlasaban valé kiilonbozo alkalmazasait. A mechanizmusokat a
kurkumin quorum sensing (QS) rendszerre, DNS-re, fehérjékre, sejtfalra és sejtmembranokra
gyakorolt hatasa alapjan kategorizaltak [119]. A kurkumin megzavarja a QS-rendszert,
kiilonosen hatékony a biofilmképzddés megakadalyozasadban. Gatolja a baktériumok tapadasat,
ezaltal csokkenti a biofilm vastagsagat és a baktériumok ellenalld képességét. Tovabba a
kurkumin a QS-rendszer révén szabalyozott virulencia-géneket is gatolja [120, 121].

A baktériumok maguk is rendelkeznek egy SOS-valaszrendszerrel, amellyel a sériilt DNS-
t gyorsan azonositjak és aktivaljak a DNS-karosodas kijavitasat, a gyogyszerek altal okozott
akadalyozza a bakterialis SOS-indukalt valaszokat, és kdlcsonhatasba 1ép a DNS-molekulakkal,
ami bakteriosztatikus hatasokat eredményez [119].

A fehérjeszintézis kaszkadba és a sejtosztodasba is be tud avatkozni. A kurkumin kotddik
a tubulinhoz, és kolcsonhatasba 1ép egyes fehérjékkel és enzimekkel [123]. A kurkumin noveli
a sejtmembran polaritasat, kotddik a peptidoglikdnhoz, és tonkreteszi a sejtmembranokat, ami
sejtlizishez vezet. A sejtfalhoz is kapcsolddhat, annak integritasat befolyasolhatja [124].

Tovabba a kurkumin autooxidacidja soran kiilonboz6 kozti- és melléktermékek
keletkeznek, amelyek jelentés bioldgiai aktivitassal rendelkeznek, fokozva az antibiofilm és
baktériumalo tulajdonsagait [119].

Tobb kutatasban a kurkuminrdl megallapitottak, hogy kiilonb6z6 antibiotikumokkal vagy
bakteriosztatikus szerekkel egylittesen alkalmazva, példaul a cefalosporinoximmal,
cefotaximmal,  vankomicinnel, tetraciklinekkel, ampicillinnel, norfloxacinnal és

ciprofloxacinnal is szinergista hatast mutat [125, 126].
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3.6.2 Dimetil-fumarat

A fumaratok a fumarsav szarmazékai, amelyek természetes médon szamos gylimolcsben
¢és zoldségben eléfordulnak. El6szor a Fumaria officinalis (Fumariaceae) vadon €16 lagyszara
novény gyokerébdl izolaltak. A dimetilfumarat (DMF) egy fumarsavészter, amelyet elsdsorban
a relapszalo remittalo szklerdzis multiplex kezelésére hasznélnak.

Az Nrf2 utvonal aktivalasaval citoprotektiv €s antioxidans hatast fejt ki, illetve rakellenes
tulajdonsagokat mutat az Nrf2 dozisfiiggd gatlasaval [127]. A kaszkad alapvet6 fontossaga a
sejtek oxidativ karosodastol valdo védelme ¢€s az altalanos sejtegészség fenntartdsa
szempontjabol. Az Nrf2 aktivitasa dsszefiiggésben all az NFkB utvonallal. Vizsgalatok soran a
kolcsonhatés arra utal, hogy a DMF mindkét utvonal befolyasoldsaval képes ellensulyozni a
gyulladast. Alkalmazasa javithatja a kiilonb6zé allapotok kezelését, beleértve a
neurodegenerativ betegségeket is, amint az in vitro és in vivo Kutatasok is alatimasztanak [101,
127].

Béar a DMF nem egy széles korben elismert antibakteridlis szer, egyes kutatdsok szerint,
mégis rendelkezik ezzel a tulajdonsdgokkal. Egy tanulmany szerint antimikrobialis aktivitasat
befolyasold tényezdk harom szempontbdl foglalhatok 6ssze. A DMF koncentracidja az, ami
jelentés mértékben meghatarozza az antimikrobialis aktivitast. Még kis koncentracioban is
gatlo hatast mutatott az E. coli ellen, teljes novekedési gatlas azonban 300 ppm Kkoriil
kovetkezett be. Megallapitasra keriilt tovabba, hogy létezik a DMF-nek egy optimalis
koncentracidja, amely felett a tovabbi ndvelés mar nem nyQjt gyakorlati hasznot. Masodik
szempont a hokezelés hatdsa. Fontos aspektussd valik, amikor a DMF-et kozvetleniil
¢lelmiszerrendszerekhez adjak. Hokezelés hatasara a hatékonysaga csokkent, valdsziniileg a
hidrolizis miatt. A harmadik szempont a pH értéke. Altaldban a DMF E. coli elleni gatlé hatasa
pH-fiiggetlen volt, hasonléan a gombadld hatasdhoz. Ez a pH-fliggetlenség figyelemre mélto,
mivel néhany mas gyakori élelmiszer tartositoszer csak savas koriilmények kozott hatékony

[128].

3.6.3 Kvercetin

A kvercetin egy flavonoid, amely szdmos zo6ldségben és gyiimdlcsben megtalalhato
[129]. Antioxidans ¢és gyulladascsokkentd tulajdonsagait gyakran hasznaljak ki

novényvéddszerek és a nehézfémek okozta mérgezések megeldzésében és kezelésében.
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Ezenkiviil a kvercetin alapvetd szerepet jatszik a mikotoxinok és egyéb, a sejtek karosodasat
okoz6 agensek elleni védelemben [130].

A szervezetben zajlo anyagcserefolyamatok ROS-okat termelnek, amelyek genetikai
mutaciokhoz, sejtmembran-karosodashoz, kiilonb6zo betegségekhez, példaul
szivbetegségekhez, majbetegségekhez és cukorbetegséghez, valamint gyorsabb oregedéshez
vezethetnek. Ezeket a hatasokat a kvercetin a glutation szintjének befolyasolasaval segit
ellenstlyozni [131, 132].

A kvercetin egy olyan természetes vegyiilet, amely antibakterialis tulajdonsagairol is
ismert a baktériumtorzsek széles skalajaval szemben [133, 134]. Ezt az oldhatosaganak és a
bakteridlis sejtmembranokkal valdé kolcsonhatasanak tulajdonitjdk, amelyet elsdsorban a
hidroxilcsoportjainak koszonhet [135]. A Gram-negativ baktériumok altalaban ellenallobbak,
valoszintileg a sejtmembran dsszetételében mutatkozo kiilonbségek miatt. Egyes szarmazékai
azonban erdsebb antibakteridlis aktivitdst mutattak a Gram-negativ baktériumokkal szemben.
Leirasra kertilt, hogy kiilonb6z6 gyodgyszerrezisztens baktériumokban, koztiik a karbapenem-
rezisztens Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, E. coli és Klebsiella
pneumoniae baktériumokban megbontja a sejtmembran szerkezetét és integritasat [136, 137].
Ezek az eredmények ravilagitanak arra, hogy igéretes lehet az AMR elleni kiizdelemben azaltal,
hogy az emlitett baktériumok sejtstrukturajanak kulcsfontossagu sszetevoit célozza meg [138—
140]. Elemezték a flavonoidok szerkezete és antibakterialis aktivitasa kozotti kapcsolatot, és
ezek szoros Osszhangban vannak [141].

A kvercetin jelentds gatld hatast fejt ki a patogén baktériumokra, valamint az
plazmamembranokat és gatolja az efflux pumpakat [131]. Ezenkiviil a kvercetin potencirozza
mas antibiotikumok hatasat a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus elleni kiizdelemben.

Az olyan modositasok, mint a foszforildlds és szulfatdlas a kiilonbozd
hidroxilcsoportokon, fokozhatjadk vagy csokkenthetik a kvercetin oldhatosagat, ezaltal
megvaltoztathatjak antibakterialis potencialjat [135, 142]. A kvercetin és szarmazékainak
antibakterialis aktivitasa a kiilonb6zé baktériumfajok esetében eltérd, a minimalis gatld
koncentraciok (MIC) széles skalan mozognak [133].

Ezen tulmenden kulcsfontossagu szerepet jatszik az oxidativ stressz megeldzésében
azaltal, hogy szabalyozza az antioxidansok és oxidansok kozotti egyensulyt a szervezetben.
Figyelemre méltd képességeket mutat a ROS altal kivaltott oxidativ karosodas elleni
kiizdelemben. Hatasa Kiterjed az antioxidans hatassal kapcsolatos gének expresszidjara és

noveli a glutationszintet, mikozben csokkenti a ROS-termelést [143].

20



Képes aktivalni a sejtek egyes jelatviteli utvonalait. Gatolja az oxidativ folyamatokban
részt vevo enzimek, példaul az acetilkolinészteraz és a butil-kolinészteraz aktivitasat. Emellett
noveli az olyan antioxidans enzimek kifejez6dését, mint a SOD, a katalaz és a glutation.
Fokozva ezzel a szervezet oxidativ stressz elleni védekez6 képességét [144]. Megallapitottak,
hogy a hatékonyan gatolja a ROS-termelést emberi mononuklearis sejtekben és polimorf
leukocitakban, feliilmulva a C-vitamin hatékonysagat. A szarvasmarha spermasejtekben a
vasionok altal okozott oxidativ karosodast is képes visszaforditani [145, 146].

Megerdsitették, hogy a kvercetin E. coli elleni antibakterialis hatasa legalabb részben a
DNS-giraz gatlasanak tulajdonithatd [147, 148]. Egyes kutatasok a fluorokinolon-flavonoid
hibrid vegyliletek szintézisét és értékelését irjak le [149]. Ezeket a vegyiileteket ugy tervezték,
hogy gatoljak a bakteridlis topoizomerazt, és jelentds antibakterialis hatast mutattak ki,
kiilondsen a rezisztens torzsek ellen. A szintetizalt hibridek koziil egyesek erds gatld hatast
mutattak az efflux pumpakra és a DNS-girazra. Ezek a vegyiiletek hatékonyak voltak olyan
baktériumtdrzsek ellen, amelyek mas antibiotikumokkal szemben rezisztenciat fejlesztettek ki.

Ez esetben a iprofloxacin-naringenin hibridek mutattak a legnagyobb aktivitast [150].

3.6.4 Antipirin

Az antipirin egy olyan gyogyszer, amely elsésorban fajdalom- és lazcsillapitoként lehet
alkalmazni. Bar az antipirin még mindig kaphatd néhany orszagban, felvaltottak a korszeriibb
¢s hatékonyabb gyogyszerek.

A gyogyszert Ludwig Knorr szintetizalta Németorszagban, nem sokkal késobb kinikali
alkalmazasra keriilt a humangydgyaszatban. Az 1930-as években azonban a toxicitassal
kapcsolatos aggodalmak miatt az Gjabb, mara modernebb fajdalomcsillapitokat javasoltak
[151]. Els6sorban a majban metabolizalodik, a vizelettel valasztodik ki [152].

Az antipirin antibiotikumokkal val6 egylittes adagoldsat egyes tanulmanyok vizsgaltak. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a tiamulin kezelés jelentdsen befolyasolta az antipirin
farmakokinetikdjat. A tiamulinnal kezelt csirkékben csokkent az antipirin kiiiriilése a
szervezetbdl, ami magasabb plazmakoncentracidhoz és megnovekedett elimindcios felezési
1d6hoz vezetett. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tiamulin gatolja az antipirin oxidativ
metabolizmusat, tehat hatassal lehet mas, egyidejliileg alkalmazott gyogyszerek
metabolizmusara [153, 154]. Egy patkanyokon végzett kisérlet soran hasonld eredményeket
mutatott az antipirin ciprofloxacinnal valo egyiittes adasa [155]. Egy masik publikacioban

meghataroztak, hogy napi kétszer 125 mg-os adagban a ciprofloxacin valoban az antipirin
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felezési idejének enyhe novekedését okozta. Az eredmény dozisfiiggd volt, és klinikailag nem
jelentds [156].

Osszességében elmondhatd, hogy egyes antibiotikumok befolyasolhatjak az antipirin
metabolizmusat és  eliminacidjat, valamint hangstlyozzak a gyogyszerinterakciok

figyelembevételének fontossagat a klinikai gyakorlatban [155].

3.6.5 Edaravon

Az edaravon egy 10j antioxidans, amelyet jelenleg az agyi infarktus akut szakaszaban
1év6 betegek kezelésére hasznalnak egyes orszagokban, példaul Japanban. Képes semlegesiteni
a ROS-t és gatolja a proinflammatorikus valaszokat az agyi iszkémia utan allatokban és
emberekben. Kimutattak, hogy megakadalyozza a kiilonboz6 extracerebralis szervek oxidativ
karosodésat is, ezért az edaravon az infarktus kezelésében vald hasznossagan tulmenden
szamos, oxidativ stresszel 0sszefliggd betegség kezelésében is szerves szerepet jatszhat [157,
158].

Az edaravon pKa értéke 7,0, amelynek koriilbeliil 50%-a anionos forméban létezik
fiziologias pH-n, ami lehetévé teszi, hogy reagdljon az agyban [évd reaktiv oxigén
szarmazékokkal. Kisérletek soran kimutattak, hogy az edaravon anionja képes elektronokat
atadni a peroxilgyokoknek, és egy 2-0x0-3-butansav nevii végterméket képezni, amit az
edaravonnal kezelt iszkémids patkanyagyak vizsgalata soran kinyert adatok is alatamasztanak
[158, 159].

A kutatok megallapitottak az edaravon és a ciprofloxacin kozott interakciokat. Az
edaravon képes gatolni a ciprofloxacin altal kivaltott mutagenezist anélkiil, hogy befolyasolna
az antibiotikum baktériumokkal szembeni aktivitdsat. Amikor az klinikailag relevans

S -magas sejtek, az ¢° -flizids

koncentracidban (100 mM) alkalmaztak, hatékonyan gatolta az ¢
fehérjék, a ROS-ban gazdag sejtek és a legtobb RifR mutagenezisének kialakulasat [160].
Aktivalja a SOS-valaszt, gatolja a sejtnovekedést, illetve befolyasolja a béta-galaktozidaz
aktivitast. Ez arra utal, hogy specifikusan gatolja az 6> indukci6jat a baktériumokban. Fontos,
hogy az edaravon nem befolyasolta a ciprofloxacin azon képességét, hogy DSB-ket indukaljon,
vagyis nem csokkentette a ciprofloxacin baktericid aktivitasat nagy dozisokban. Ennek
kovetkeztében hatékonyan csokkentheti az AMR-rel jar6 mutagenezist anélkiil, hogy a
ciprofloxacin antibiotikumként val6é hasznossagat veszélyeztetné.

Egy masik kutatas a ciprofloxacin antibiotikum altal kivaltott SOS/ROS valasz

mérséklésére 6sszpontositott. Az antioxidans molekula jelentésen csokkentette a ROS-szinteket
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¢s a SOS-hez kapcsolodd gének expresszidjat is a ciprofloxacinnal kezelt mintdkban
Megfigyelték a plazmidatviteli sebesség csokkenését és a SOS-vélasz expresszidja kozotti
korrelaciot. Az edaravon azonban csak részben gatolta azt az itvonalat, amelyen keresztiil a
ciprofloxacin a SOS-valaszt indukalta. A tanulmany azt erdsiti meg, hogy az antioxidans
molekuldk antibiotikumokkal kombindlva potencidlisan enyhithetik az antibiotikumok altal
kivaltott plazmidon kodolt rezisztenicia terjedését [161].

Egyes kutatok az 10j antibiotikumok hagyoményos kifejlesztése mellett alternativ
stratégiat javasolnak a rezisztenciat kivaltd molekularis mechanizmusok felfedezésére és
gatlasara [108].A fluorokinolon antibiotikumokra 6sszpontositva, ciprofloxacinnal szembeni
rezisztencia gyakran de novo mutaciok révén alakul ki. Figyelemre mélto, hogy a ciprofloxacin
indukalhatja és szelektalhatja a ciprofloxacinnal szembeni rezisztenciat [104]. Ez a
mutagenezis, a gyogyszer altal indukalt ROS keletkezésével jar [162].

Az edaravon antioxidans tulajdonsagat mas aspektusbol is elemezték. A sejtmembranokkal
kolesonhatasba 1épni képes antioxidansok felfedezésére torekedve a kutatok modositottak az
edaravont. A modositds soran egy C-18 szénhidrogénlancot adtak az edaravon egyik
oldallancédhoz, ami novelte lipofilitasat a liposzémakkal vald fokozott kdlcsonhatas érdekében
[163]. A modositott, Cl8-edaravonnak nevezett vegyiiletet antioxidans hatasat in vitro
kisérletekben a DPPH teszttel ¢s lipidperoxidacids tesztekkel értékelték mesterséges
lipidmembranokon vizoldhato és lipidoldhatd szabadgydkoket alkalmazva. Tovabba a retina
degenerativ betegségeiben betdltott jelentdsége miatt a C18-edaravonnak a 2-amidinopropan-
hidroklorid altal kivaltott sejthalal ellensulyozasara vald képességét vizsgaltak retinalis
pigmentalt epithel sejtekben [164]. Az eredmények azt mutattak, hogy a mddositott molekula
erds affinitadst mutatott a lipidmembranokhoz, ami javitotta a lipidperoxidéci6 elleni véddhatast
a nem modositott edaravonhoz képest, kiilondsen, ha lipidfazisu gyokok inditdi voltak
érintettek. Ezek egyiittesen azt sugalltak, hogy a C18- edaravon hatékony antioxidansként
igéretes mind sejtes, mind sejtmentes rendszerekben. Az eredmények arra utalnak, hogy az

oxidativ stresszel 0sszefiiggd betegségek j terapias jeloltjeként is alkalmazhato [165].
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4 Ceélkituzések

A projekt elsddleges célja olyan vegyiiletek azonositasa, melyeket antibiotikumokkal
egylitt alkalmazva, additiv vagy szinergista kolcsOnhatast érhetiink el, hogy az AMR
kialakulasat €s terjedését csokkenteni tudjuk.

Kutatasunk alapvetd részét képezi az oxidativ stressz, mint a baktériumok
rezisztenciajanak kialakuldsanak hatterében allo egyik legfontosabb kaszkadjanak vizsgalata.
Ennek érdekében szamos, elismert antioxiddns tulajdonsaggal rendelkezd vegyiiletet
azonositottunk. Figyelembe vettiik ezeknek az egyes antibiotikumokkal val6 interakciojat, az
enrofloxacinra  koncentralva. Antioxiddns hatasu vegyiiletek koziil kisérleteinkhez az
edaravont, az antipirint, a kurkumint, a dimetil-fumaratot és kvercetint hasznaltuk.

A céljaink eléréséhez, az azonositott vegylileteket harom f6 kisérlet soran vizsgaltuk. Elsé
Iépésben meghatarozasra keriilt az egyes vegyiiletek gyokfogd képessége. Az igy kapott
informaciokbol kovetkeztethetiink a vegyiiletek antioxidans kapacitasara. Ezzel parhuzamosan
szinergizmus-vizsgalatokat, mikrobiologiai elemzéseket végeztiink. Az in vitro passzalasok
soran E. coli- t vizsgaltunk, antibiotikumként az enrofloxacint valasztottuk, illetve annak
antioxidansokkal valé kombinacioit is teszteltiik. Itt elsdsorban a MIC értékek kozotti
kiilonbségekre voltunk kivancsiak. Végezetiil egy innovativ rendszert a MEGA-plate -et is
igénybe vettiik, mely segitségével nagymennyiségli baktérium szaporodasat tudtuk egyszerre
vizsgalni enrofloxacin, illetve enrofloxacin és edaravon, mint valasztott antioxidans egyiittes
kezelése soran.

Célunk, hogy bemutassunk egy olyan kisérlet sorozatot, amely az antioxidans vegyiiletek
AMR mérséklésében rejlé lehetéségeinek vizsgalatara alkalmas. Ez az el6zetes in vitro kutatas
dontd alapként szolgal egy tdgabb, hosszabb tava célnak. Egy olyan készitmény kifejlesztésére
toreksziink, amely az antibiotikumok és antioxidans vegyiiletek kombinacidjat tartalmazza.
Munkank 6 célja, hogy hozzdjaruljunk az AMR kritikus, globalis problémajanak kezelésére

szolgalo stratégiak kidolgozasahoz, fokozva az antibiotikum teradpiak hatékonysagat.
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5 Anyag és modszer
5.1 DPPH Antioxidans Assay

A DPPH Antioxidans Assay egy kémiai modszer, amelyet kiilonféle anyagok antioxidans
aktivitasanak mérésére, pontosabban gyokfogd képességiik vizsgalatara hasznalnak. A DPPH
a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil roviditése, amely egy stabil szabadgyokvegyiilet [166].

Alapja, hogy a DPPH oxidalt formaban lila szinli oldat. Amikor antioxidans vegyiilettel
talalkozik, redukalodik és elvesziti a szinét. Az elszinez0dés mértéke egyenesen aranyos a
vizsgalt minta antioxidans aktivitasaval [167].

Kisérletiinkben a DPPH Antioxidant Assay Kit-et (Dojindo EU, Miinchen, Németorszag)
hasznaltuk. Az el6készités soran a DPPH-reagens tartalmi csObe koriilbeliil 1 ml etanolt
adtunk, majd 60 masodperces ultrahangos homogenizalasnak vetettiik ald. Ez a 1épés a nehezen
oldodo DPPH-reagens felolddsdnak megkonnyitésére szolgalt. Ezt kdvetden a kapott teljes
oldatot egy 10 ml-es mérélombikba ontottiik at, biztositva a tovabbi el6készitéshez sziikséges
pontos térfogatot. Ezutan, koriilbeliil 1 ml etanolt tartalmazé folyadékot juttattunk ugyanabba
a csObe, amelyet kordbban az elsd 1épésben hasznaltunk, majd tovabbi 60 masodperces
homogenizalas kovetkezett. E 1épés megismétlése a DPPH-reagens oldddasi folyamatanak
elésegitésére szolgalt, mert ha nem sikeriil feloldani az 6sszes DPPH-részecskét, az fals
eredményeket adhat. Az igy elkésziilt a DPPH oldatnak jellegzetes lila szine volt, a reakciok
elérehaladtaval ennek valtozasat kovettiik nyomon.

Minden egyes vizsgalt hatdanyagbodl készitettiink egy higitasi sort, 0,1-1000 pg/ml kdzott.
A mintakat, esetiinkben az edaravont, a kvercetint, a kurkumint, a dimetil-fumaratot és az
antipirint hozzaadtuk a DPPH-oldathoz és eclvégezziik az ssay-t a gyartd utasitasainak
megfelelden. A reagensek hozzaadasat kovetden a mikrolemezt szobahdmérsékleten inkubaltuk
30 percig, sotétben tartva. Az az inkubdacids 1d6 alatt a DPPH-gyok és az antioxidans vegyiilet
kozott kolcsonhatas  kialakult. A DPPH redukciojat, a lila szin csokkenésének
spektrofotométerrel torténd mérésével kovettiik nyomon [168]. Ezt kdvetéen a mintak
abszorbanciajat 517 nm-en viszgaltuk spektrofotométerrel, Spectramax iD3 (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA). Ezutan adott matematikai modszerrel kiszamitottuk a kapott
abszorbancia értékek alapjan az antioxidansok ICso értékeit.

Az oxidativ hatas erdsségét altalaban azzal az antioxidans koncentracioval tudjuk jellemzni,

koncentraciot, az ICso-et. Ennek ismeretében az egyes hatdéanyagok gydkfogd kapacitdsa
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egymassal 6sszehasonlithatd. Az antioxidans aktivitast dltalaban a minta altal megkotott DPPH
szazalékos aranyaban fejezik ki, az alacsonyabb érték magasabb antioxidans aktivitast jelez.
Az els6 mérést kovetden egy hozzavetdleges képet kaptunk a tesztanyagok gyokfogd
kapacitasdnak mértékérol, mig a masodik mérés az ICso érték tényleges meghatarozasat
jelentette. Itt egy masik higitasi sort készitiink, altalaban 10-200 ug/ml-es koncentraciokat

hasznaltunk.

5.2 Erzékenységi vizsgalatok

Ebben a tanulmanyban célunk az volt, hogy megallapitsuk az E. coli MG1665
torzsenrofloxacin érzékenységét. Ezek a mikrobiologiai értékek alapul szolgaltak a tovabbi
kisérleteinkhez.
majd ezt kdvetden a vizsgalt torzs beoltasa kovetkezett. A baktériumot 5 ml tripton szdja
levesben (TSB) szaporitottuk és 24 6ran at termosztatban 37 °C fokon inkubaltuk.

A kezdeti baktériumszamot a McFarland-sztenderd segitségével hataroztuk meg. A
folyamat soran a szuszpenziot egymas utan tObbszor centrifugaltunk, majd az igy kapott
feliiluszokat eltavolitottuk. A megfeleld opalossag elérése érdekében steril fiziologias
sooldattal is reszuszpendaltuk. Az opalossaga alapjan kovetkeztettiink a szuszpenzidban 1évo
baktériumok szamara, Osszehasonlitva az altalunk meglévd sztenderd oldathoz. A pontos
baktériumszam megallapitdsahoz 10-es alapu higitasi sort készitettiink és a mintakat tripton
szOja agarra (TSA) oltottuk. A 24 6ras inkubacié utdn megszamoltuk a baktériumtelepeket,
hogy meghatarozzuk a telepképzd egységeket (CFU).

A MIC értéket 96 lyuku mikrolemezes rendszer segitségével hatdroztuk meg, 3
parhuzamos mintaval dolgozva. A baktériumszuszpenzid kioltasat kovetden, majd 24 6ran at
tart6 37 °C-os inkubacid utan értekeltiik a kapott eredményt.

A MIC plate-ek segitségével a minimalis baktériumdlé koncentracio (MBC) értékét is
meghataroztuk. Ez definici6 szerint egy antibiotikum azon legkisebb koncentracidja, amely a
korokozok 99,9%-at elpusztitja. Egy napig tartdo antibiotikummal toérténé inkubaciéo utan
mintakat vettiink a plate-rél, 10-es alapu higitasi sort készitettiink, majd TSA agarra kentiik. 24
6ra inkubacio utan leolvastuk a telepszamot és meghataroztuk a CFU-t.

Végiil a mutéacid prevencids koncentracié (MPC) is kiértékelésre keriilt. Szintén a MIC-

hez hasonl6 protokollt kovetett, de mas baktériumkoncentraciot és hosszabb inkubacios 1dot
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alkalmaztunk.A hozzaadott baktérium oldat toményebb szuszpenziobol készil, az 1-es

McFarland-sztenderd beallitasaval és az inkubacios id6 72 o6ra volt.

5.3 E. coli MG1655 torzsek passzalasa

Ebben a kisérletben az E. coli MG1655 torzs elleni MIC-ek meghatarozasa volt a célunk
kiilonb6zé komponensek hozzaadasaval. Ennek eléréséhez antioxidansokat és enrofloxacint
hasznaltunk fel. Oldoszerként a TWEENS8O0-at valasztottuk. Ez az anyag hasznalhat6é a
baktériumok passzalasi protokolljaiban, hogy segitse a hidrofob vegyliletek vagy
antimikrobialis szerek egyenletes eloszlasat a tapoldatban. Amfifil tulajdonsagainak
koszonhetden kiilondsen hasznos ezeknek az anyagoknak a diszpergéaldsara, biztositva a

A sziikséges anyagok torzsoldatanak koncentracidja a lemezen elérni kivant
kezddkoncentracio elére meghatarozasra keriilt (1. tablazat). A kisérlet el6tt a por formatumu
vegyiileteket kimértiik, az enrofloxacin esetében desztillalt vizzel, a vizsgalt vegyiileteink

esetében TWEENS8O0-nal koncentralt oldatokat készitettiink,

Sziikséges anyagok Enrofloxacin  Edaravon  Antipirin Kurkumin Dimetil-  Kvercetin
fumarat
Torzsoldat konc. 1024 pg/ml 1750 1750 10.000 10.000 5000 pg/ml
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Végkoncentraciok 4 pg/ml 35pug/ml 35 pug/ml 200 pg/ml 200 100 pg/ml
ug/ml

1. tablazat A felhasznalt vegyiiletek torzsoldatinak koncentracioi és

végkoncentracioi pg/ml-ben

Elészor a fagyasztott baktériumokat friss taplevesbe oltva egy ¢&jszaka alatt
felszaporitottuk. A baktérium szuszpenzidt 250-szeresre higitottuk.

Ezutan elvégeztiik az enrofloxacin higitasat, melynek soran torzsoldatot 64-szeresére
higitottuk. A tovabbiakban ezt hasznaltuk fel. Az elkészitett kezeldoldatokat hiitében 2°C-on
taroltuk és a kisérlet soran 10 napon keresztiil felhasznaltuk. A kezdéoldatok minden nap frissen
higitasra kertiltek a torzsoldatokbol. Mindegyik esetében 0,08 ml térzsoldathoz adtunk 1,92 ml
Miiller hinton levest (MH).

A tovabbi szakaszban a MIC-lemezek elokészitését ismertetném, kiemelve a

kiilonbségeket az 1. sorra, a 2-8. sorra, illetve a 11-12. oszlopokra. A MIC-lemezek 1. soraban
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a 2-12. oszlopaihoz tartoz6 lyukakat 90 ul MH-nal toltéttiik fel. Ez az oldat a baktériumok ¢€s a
kisérlethez sziikséges egyéb komponensek ndovekedési kozegeként szolgalt. Az 1. sor 1.
oszlopaban 135 ul MH leveshez 45 pl-t adtunk a 16 ug/ml-o0s enrofloxacin kezel6oldatbol, majd
kettes alapu higitasi sort készitettiink a 10. oszlopig. A 2-8. sor 1-10-ig tart6 oszlopait 45 ul
MH-nal tolt6ttiik fel. Az 1. sorhoz hasonléan ezeknek a soroknak az 1. oszlopahoz is 45 pl
enrofloxacin kezeldoldatot adtunk. Ezutdn ezekben a sorokban is elvégeztiik a kettes alapu
higitast a 10. oszlopig. 2.-8. sorig az 1.-10. oszlop lyukaiba a vizsgalt anyagok kezeléoldataibol
45-45 pl-t mértiink. A MIC plateken az enrofloxacin koncentracioja jobbrol balra csokkent, de
a vizsgalt vegyiiletek koncentracioja a sorokban allando. A MIC-lemezek 11. és 12. oszlopaba
90 pl MH-t adtunk. Ezeket az oszlopokat nem kezeltiik, pozitiv és negativ kontrollként
szolgaltak a kisérletben. A higitott baktériumszuszpenziobol 10 pl-nyit adtunk a MIC-lemezek
minden egyes mélyedésébe, kivéve a negativ kontrollként szolgald 12. oszlop lyukaihoz. A
beoltast kovetden a lemezeket 37°C-on inkubaltuk a baktériumok szaporodasanak eldsegitése
érdekében.

A kisérlet 3-11. napja sordn a passzalas és a MIC-meghatarozas dontd fontossagu
szakasza zajlott. Ennek sordn 18 oras inkubalasi idével dolgoztunk. A passzalast 6sszesen 9
alkalommal végeztiik el, ami végiil 10 MIC-érték meghatarozasahoz vezetett.

A MIC értékét leves higitasos modszerrel hataroztuk meg. A definici6 alapjan abban a
koncentracioban nincs lathato baktériumszaporodas, a mintat emelldl vettiik, ahol az oldat még
opalos volt, vagyis jelen voltak a baktériumok. A Kivett oldatot, ami konstans 20 pl volt,
higitottuk 200 pl taplevessel. Egy 0j plate-en ujabb higitasi sort készitettiink az enrofloxacinbol
¢s elkészitettiik a vizsgalt anyagokkal kombinalt sorokat is, az el6z6 napnak megfeleléen. Majd
raolttottunk a higitott baktériumszuszpenziokbol 10 pl-t.

A MIC-lemezek masodik, hatodik és tizedik passzalasanak leolvasasa utan, a megmaradt
higitott baktériumtenyészetet TSA-agarra oltottuk ki, masnap pedig a telepeket 800 ul MH és
200 ul glicerin oldatban gytijtottiik €s lefagyasztottuk késobbi esetleges géntechnoldgiai
vizsgalatokhoz.

A plateken az MPC értékeket is vizsgaltuk, ehhez 72 6ras inkubéciokat végeztiink, de a

passzalasi folyamatok teljes mértékben megegyeztek a MIC plateknél ismertet modszerekkel.

54 MEGA-plate

A MEGA-plate egy 60 x 30 centiméteres téglalap alakl polikarbonat edény, mely 5

milliméter vastag anyagbol all. Az edény alja kilenc egyenld savra van osztva. Ezeket a
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felosztasok azért vannak benne, hogy megkonnyitsék a hatdoanyagok szétvalasztisat az
edényben. Ebbe az edénybe baktériumok szaporodasara alkalmas taptalajt ontiink.

Az Ontési folyamat soran harom kiilonboz0 réteget hoztunk létre. A legalso réteg tehat,
kilenc kiilonallo rekeszbdl allt. Ezek a rekeszek a vizsgalt antibiotikum névekvo és antioxidans
alland6 koncentraciodit tartalmaztak. Az edény legkiilsé sz€lénél kezdve, befelé haladva ezekbe
a rekeszekbe az antibiotikum 0x, 1x, 10x, 100x és 1000x koncentracioban keriilt bele.
Szimmetrikusan kiviilrél befelé ontottiik, igy a legmagasabb koncentracio az 6tddik rekeszben
volt. Az ezt kovetdé masodik réteg egy Osszefiiggd szilard réteg volt, amelyet Gigy terveztiink,
hogy biztositsa az els6¢ €s a harmadik réteg kozotti egyenletességet és konzisztenciat. A
harmadik réteg félig folyékony jellegli, és a baktériumok diffuziés ndvekedésének
elosegitéséért volt felelés. Ebben a rétegben a baktériumok ndvekedése a
gyogyszerkoncentracio ndvekvd gradiensével szemben kovetkezett be, olyan kornyezetet
teremtve, amely eldsegitette az antibiotikum hatasainak vizsgalatat.

Mindegyik rekeszbe elészor 252 ml kiilonbdz6 antibiotikum-koncentraciot tartalmazo
taptalaj kertilt. A taptalajt 2% BD Bacto Agar hozziadasaval allitottuk 6ssze. Ezt 40 percig
kellett autoklavozni 121 °C-on, a megfeleld sterilitas eléréséhez. A tapanyagokkal vald dusitasa
érdekében LB-Lennox kapszuldt is kevertiink bele. A gombas kontaminacié megelézése
érdekében a taptalajhoz 20 mg/ml koncentracidoban cikloheximidet adtunk. A baktérium
szaporodas lathatosaga miatt akrilfestéket kevertiink mindegyik részhez.

A masodik réteg egy agarrétegbdl allt, mely 760 ml desztillalt vizet és 15,2 gramm Bacto
Agart tartalmazott. Ez egy egységes, szilard réteget eredményez az elsé és harmadik réteg
kozott. Az ismételt autoklavozas és hiités utan a rétegbe cikloheximidet és akrilfestéket
mértiink. Ezt egyenletesen rétegeztiik ra az elso rétegre.

Végiil az egész tetejére egy 0,28%-0s félfolyékony taptalaj keriilt. Festéket mar nem, de
cikloheximidet még adtunk hozza. Ennek a rétegnek a célja, hogy megkonnyitse a baktériumok
megvartuk, mig 40 °C koriili lesz a hdmérséklete, majd a MEGA-plate-re kertilt.

Befejezésként a MEGA-plate taptalajanak két szélére oltottuk az E. coli MG1655 torzset
pipetta segitségével. Ezt kovetden a MEGA-platet 37 °C-os termosztatba helyeztiik.

A baktérium novekedés ellenérzéséhez, oltokaccsal mintat vettink a MEGA-plate
rekeszeinek megfeleléen. A mintakat agarra kikentiik, majd masnap egy telepet TSB-be
oltottuk. A felszaporodott baktériumok enrofloxacin érzékenységét MIC platen ellendriztiik. Ez

a rendszer jol alkalmazhatdé egy adott baktérium antimikrobidlis rezisztencidjanak
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nyomonkovetéséhez, illetve az edaravon rezisztenciat befolyasold tulajdonsaganak
ellendrzéséhez.

Az enrofloxacin MIC értékét a vizsgalt E. coli MG1655 torzs esetében mar korabban
megallapitottuk. Az egyes savokhoz sziikséges hatdanyagmennyiség kiszamolasahoz ez egy
elengedhetetlen 1épés volt. A sz€lsé két savba nem keriilt antibiotikum, a 2. és 8. rekeszbe 0,03
pg/ml, a 3. és 7. rekeszbe 0,3 pg/ml, a 4. és 6. rekeszbe 3 pg/ml és végiil az 5. rekeszbe 30
pg/ml hatéanyag keriilt. Elkészitettiink hasonldéan egy masik platet, amiben a befelé novekvd
antibiotikum koncentracié mellett egy allandé edaravon kezelést is alkalmaztunk. Az
antibiotikum koncentraciok a masodik plate esetén megegyeztek az elso plate koncentracioival,

mig az edaravon koncentracidja a 2.-8. rekeszekig végig 35 ug/ml volt.
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6 Eredmények

6.1 DPPH Antioxidans Assay

Az 2. tablazat osszefoglalja a DPPH antioxidans assay soran kapott eredmanyeket. A
mérés soran a vizsgalt vegyiiletek ICso értéke keriilt meghatarozasra.

A dimetil-fumarat és az antipirin a vizsgalt koncentracidtartomanyon beliil nem mutatott
DPPH gyokfogd kapacitast. A kurkumin esetében -feltételezhetden igen intenziv sarga szine
miatt- a DPPH assay nem tiinik alkalmasnak a gyokfogo kapacitas vizsgalatara, a keletkezett
termék szine az assay-ben halvanysarga. Az edaravon és kvercetin antioxidans kapacitasa volt
csak vizsgalhatd, az edaravon ICsp értékét 167 pg/ml, mig a kvercetinét 24,8 pg/ml

koncentracioban hataroztuk meg (2. tablazat).

Hat6anyag Edaravon Kvercetin Dimetil- Antipirin Kurkumin
fumarat

ICso0 (ug/ml) 167 24,8 nem mutatott nem mutatott nem
gyokfogo gyokfogo meghatarozhat6
aktivitast aktivitast

2. tablazat A hatéanyagok ICso értéke

6.2 Erzékenységi vizsgalatok

Az altalunk vizsgalt E. coli MG1655 torzs értékei az alabbi tablazatban vannak feltiintetve (3.
tablazat).

MIC 0,015
MBC 0,015
MPC 0,03 v. 0,06

3. tablazat E. coli MG1665 érzékenységi vizsgalatok
MIC (minimalis gatlé koncentracié), MBC (minimalis baktériumolé koncentracio),
MPC (mutacio prevenciés koncentracio)
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6.3 E. coli MG1655 torzsek passzalasa

A MIC-értékek a vizsgalt mikroorganizmusok kiilonb6z6é mértékii érzékenységét jelzik
a kiilonbozd antimikrobidlis szerekkel szemben.

A vizsgalat kezdetekor az E. coli torzs MIC értéke 0,03125 ug/l volt, ami a 10 napos
passzalas alatt 1 pg/ml-re emelkedett. Ehhez viszonyitva az EDA, ANT, FUM, KUR, QUE ¢és
TWEEN értékek 10 nagysagrenddel nagyobb MIC értékeket 0,0625 upg/ml-t mutattak
kezdetben, illetve a 10 napos passzalast kovetden a kezdeti MIC érték az enrofloxacin
onmagaban val6 kezeléshez hasonldan emelkedett 0,5 vagy 1 pg/ml-re.

Az antioxidans vegyiiletekkel torténé kombinacid nem segitett a végsé MIC értékek
szignifikans csokkentésében. Ugyan ezt a tendenciat figyelhetiik meg az MPC értékek esetén
is, csak magasabb végsé koncentraciokkal, mind az enrofloxacin és mind az enrofloxacin-

antioxidans kombinaciokban (1. és 2. abra).

1,1

0,9
0,8
0,7
0,6

0,5

0,4

0,3

_

MIC1 MIC2 MIC3 MIC4 MIC5 MIC6 MIC7 MIC8 MIC9 MIC10

Enfloxacin koncentracio (ug/ml)

e ENR EDA ANT FUM KUR QUE TWEEN

1. abra Az enrofloxacinnal torténd passzalas MIC eredményei
Magyarazat: EDA=edaravon (35 pg/ml), ANT= antipirin (35 pg/ml), FUM= dimetil-
fumarat (200 pg/ml), KUR=kurkumin (200 pg/ml), QUE= kvercetin (100 pg/ml),
TWEEN=Tween80 (oldoszer) 2 V/V%

Az abran a MIC utani érétkek a passzalas soran eltelt napok szamat jelolik
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e ENR EDA ANT FUM KUR QUE TWEEN

2. abra Az enrofloxacinnal torténé passzalas MPC eredményei
Magyarazat: EDA=edaravon (35 pg/ml), ANT= antipirin (35 pg/ml), FUM= dimetil-
fumarat (200 pg/ml), KUR=kurkumin (200 pg/ml), QUE= kvercetin (100 pg/ml),
TWEEN=Tween80 (oldészer) 2 V/V%

Az abran az MPC utani érétkek a passzalas soran eltelt napok szamat jelolik

6.4 MEGA-plate

A MEGA-plate rendszer lehetové tette az antibiotikum és az edaravon baktériumok
novekedésére gyakorolt hatasanak ellendrzott értékelését.

A vizsgalat elsddleges célja annak felmérése volt, hogy az enrofloxacinnal kombinalt
edaravon képes-e meghosszabbitani a baktériumok nodvekedéséhez sziikséges i1ddt az
enrofloxacinnal 6nmagéban 6sszehasonlitva. Az eredmények azt mutattdk, hogy a baktériumok
7 napon beliil névekedtek mind enrofloxacin, mind edaravon-enrofloxacin koriilmények kozott.
Ez arra utal, hogy az edaravon hozzdadasa nem valtoztatta meg lényegesen a baktériumok
novekedési litemét, illetve nem befolyasolta az enrofloxacin hatékonysagat az E. coli MG1665

torzzsel szemben (3. 4bra).

33



3. abra A MEGA-plate a 7. napon (enrofloxacin + edaravon)
Az agar fekete szinii az akril festéknek koszonhetéen
A plate-en a baktrérium szaporodast, fehér telepekként lathatjuk
Az enrofloxacin koncentraciok: 2. és 8. rekeszbe 0,03 pg/ml, a 3. és 7. rekeszbe 0,3 pg/ml,
a 4. és 6. rekeszbe 3 ng/ml és az 5. rekeszbe 30 pg/ml. Az edaravon koncentracidoja a 2.-8.
rekeszekig végig 35 pg/ml
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7 Megbeszélés, kovetkeztetések

Vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt, hogy milyen mértékben és milyen gyorsan
alakul ki a baktériumokban az enrofloxacinnal szembeni rezisztencia, ha 6sszehasonlitjuk az
enrofloxacinnal kezelt E. coli torzseket azokkal, melyeknél enrofloxacint antioxidansokkal
(kurkumin, edaravon, antipirin, dimetil-fumarat) egyiittesen alkalmaztunk.

Tobb tanulmany is ir arr6l, hogy az antioxidans vegyiiletek gatoljak az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakulasat. Elsd kisérletiinkben, az antioxidansok
ICs0 értékének meghatarozasat tlztikk ki célul, ami ezeknek a vegyiileteknek a gyokfogo
kapacitasat jellemzi. Az ICso értékek ismerete értékes informaciot szolgaltat arrdl, hogy egy
hatéanyag antioxidans hatasa milyen mechanizmus altal valosul meg. Az eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy a kvercetinnek és az edaravonnak van értékelhetd gyokfogd kapacitasa.
Az antipirin és a dimetil-fumarat esetében az ICsp értékét nem tudtuk meghatarozni, és a
szakirodalomban sem talaltunk adatot erre vonatkozoan. A kurkumin vizsgalatara ez a modszer
nem alkalmas, mert elnyomja a kurkumin szine az assay szinét.

A szakirodalomban fellelhet6 adatok alapjan tudjuk, hogy az edaravon esetében a DPPH
modszerrel meghatarozva 29 mmol/l-es 1Cso értéket kaptak [169]. Ezzel szemben egy 2017-es
tanulmanyban az ICsp értéket 4,7 mM-re becsiilték [170]. Egy tanulmany DPPH modszerrel
megallapitotta a kvercetin ICso értékét 8,14 pg/ml-nek, itt masik modszert is emlitésre keriil a
DPPH mellett, az ABTS-t, amely szintén a gyokfogd kapacitds meghatarozasara iranyul.
Tovabba vizsgaltak a kvercetin és kurkumin szarmazékainak kombin4cidit,amelynek soran azt
allapitottak meg, hogy a kombinalt kezelések, a kvercetines kezeléshez képest Kisebb ICso-et
(15,38-23,70 pg/ml) eredményeztek [171]. Tehat vizsgalataink Osszhangban vannak a
szakirodalmi adatokkal, ugyanis flavonoidokrol és az edaravonrdl is jol ismert, hogy direkt
antioxidans hatassal rendelkeznek, ezeket a tulajdonsagaikat a gyodgyaszatban kihasznaljak
[130, 172, 173].

A mikrobiologiai vizsgalatok soran meghatarozasra kertilt a vizsgalt E. coli torzs MIC
érteke, majd passzalasok soran értékeltiik ennek valtozasat. A 96 lyuka plate-en kiilon
vizsgaltuk az enrofloxacinnal szembeni rezisztenciat, illetve a valasztott antioxidans vegytiletek
¢s enrofloxacin kombinacidjaval is elvégeztikk a passzalast, arra szamitva, hogy az
antioxidansok jelenléte mérsékli az enrofloxacinnal szembeni rezisztencia kialakulasat. Az
eredményeink alapjan nem kaptunk szignifikdns kiilonbséget a MIC értékekben a csak
enrofloxacinnal illetve enrofloxacin-antioxidans kezeléseket kapott csoportok kozott. Ezzel

szemben szakirodalomban leirjak egyes vegyiiletek antibakterilis hatasat, tehat lehet, hogy a
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modszeren kell finomitanunk, ahhoz, hogy bizonyitani tudjuk ezeknek a hozzaadott
vegyiileteknek a hasznossagat [174, 175].

Az edaravon esetében egyes kutatasok alatamasztottak, hogy képes gatolni a
ciprofloxacin 4ltal kivaltott mutagenezist anélkiil, hogy befolydsolnd az antibiotikum
baktériumokkal szembeni aktivitasat [108]. A passzalasos modszernél kevés térfogattal
dolgoztunk, 100 pl/lyuk, igy kevesebb baktériummal is, ezért a mutaciok kialakuldsanak az
esélye kevesebb.

A passzalasoknal a MIC értékek 10 nap alatt csak 0,5-1 ug/ml-re emelkedtek, igy azt
feltételeztiik, hogy esetleg a relativ kis mértékli mutacié miatt nem mutathat6 ki szignifikans
kiilonbség az enrofloxacinnal dnmagéban és az antioxidansokkal kiegészitett csoportok kdzott.
Ezért modszert valtottunk ¢€s a legigéretesebb antioxidans vegyiiletiinkkel egy masik modszert
is kiprobaltunk. A MEGA-plate esetén nagyon nagy mennyiségli baktérium van jelen igy a
mutaciok kialakuldsdnak az esélye joval nagyobb. A kisérlet sordn 7 nap inkubécid utan 30
pg/ml-es MIC értékeket mérhettiink. Reméltiik, hogy ebben a rendszerben sikertiil igazolnunk
az edaravon hatékonysagat, de ennek hozzaadasaval sem tudtunk valtoztani a rezisztencia
megjelenésének a mértékén és kialakuldsanak az idején.

Vizsgalati eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk, tanulmanyozott
modszerekkel és valasztott koncentrdcidkkal nem tudtuk csokkenteni a rezisztencia
kialakulasat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a megfeleld6 modell elsajatitasdhoz és a

megfeleld antioxidans koncentraciok kivalasztasahoz.
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8 Osszefoglalo

Az antimikrobialis rezisztencia (AMR) novekedése a 21. szazad egyik legfontosabb
egészségiigyl kihivasanak tekinthet6. Minden egyes olyan lehetdség, ami hozzdjarul az
antimikrobialis szerek hatékonysaganak megorzéséhez, kiemelt érdeklodésre tart szamot. Az
E. coli human és allategészségiigyi szempontbol is kiemelt fontossagl, rezisztencia
kialakitasara hajlamos patogén baktérium. Az allategészségiigyben gyakran alkalmaznak
fluorokinolon antibiotikumokat, tobbek kozott enrofloxacint az E. coli altal okozott
megbetegedések kezelésére. Az elmult években tobb kisérlet is ravilagitott az oxidativ stressz
fontos szerepére a baktériumok antibiotikum rezisztencidjanak kilakulasanak hatterében, ezért
antioxidans vegyiiletek felhasznéldsa ezen a teriileten is felmertilhet. Kutatdsunk soran egyes
antioxidans hatéanyagok AMR elleni kiizdelemben rejlé lehetdségeit vizsgaltuk.

Kisérleteink soran 6t antioxidans hatéanyagot (edaravon, kvercetin, kurkumin, dimetil-
fumardt ¢és antipirin) hatisat vizsgaltuk tobbféle aspektusbol. A DPPH modszerrel
meghataroztuk a hatéanyagok gyokfogd képességét, mely a direkt antioxidans hatds egyik
markere. Ezt kovetéen mikrobiologiai vizsgalatokat végeztiink, az E. coli MG1665 torzs
felhasznalasaval, és meghataroztuk az enrofloxacin MIC, MBC ¢és MPC értékét. Ezutan egy
passzalasos kisérlet soran 10 napon keresztiil figyelemmel kisértiik a MIC értékek valtozasat
enrofloxacin kezelés, illetve enrofloxacin-antioxidans kombinécios kezelés soran. Egy masik
rendszerben vizsgaltuk az egyik kivalasztott antioxidans, az edaravon esetleges rezisztencia
mérsékld hatasat. A MEGA-plate hasznalata lehetdvé tette az antibiotikumok €s az edaravon
baktériumok gyakorolt hatdsdnak ellendrzott értékelését.

Az edaravon és a kvercetin gyokfogd kapacitasit a DPPH assay segitségével
meghataroztuk. A passzalas soran az E. coli az enrofloxacinnal szemben mutatott érzékenysége
az 1d6 mulésaval fokozatos csokkent. Az antioxidansok hozzaaddsa nem valtoztatott a MIC
értekek novekedésének intenzitdsan. A MEGA-platen 7. napos inkubacidt kovetden a
baktériumok eljutottak a legtoményebb enrofloxacint tartalmazé rekeszbe, az enrofloxacint
onmagaban ¢és az enrofloxacin-edaravon tartalmu plate-en is. Ez arra utal, hogy az edaravon
hozzaadéasa nem valtoztatta meg a baktériumok novekedési sebességét, €s nem befolyasolta az
enrofloxacin hatékonysagat az E. coli MG1655 torzzsel szemben.

Osszefoglalva, vizsgalatunk ravilagit az antioxidansok és antibiotikumok k&zotti dsszetett
kolcsonhatasokra az AMR kezelésében. Az eredmények alatamasztjak az E. coli rezisztencia
fejlodo jellegét, és hangsulyozzak a folyamatos kutatas €s az 0 stratégidk sziikségességét ezen

kritikus kdzegészségiigyi probléma lekiizdésében.
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9 Abstract

The rise of antimicrobial resistance (AMR) is considered one of the most important health
challenges of the 21st century. Every opportunity that contributes to preserving the
effectiveness of antimicrobials is of particular interest. E. coli is a pathogenic bacterium of
major importance from both human and animal health perspective and is also susceptible to the
development of resistance. In veterinary medicine, fluoroquinolone antibiotics, including
enrofloxacin, are frequently used to treat diseases caused by E. coli. Recent experiments have
highlighted the important role of oxidative stress in the development of antibiotic resistance in
bacteria and the use of antioxidant compounds in this field may be considered. In our research,
we investigated the potential of some antioxidant compounds to combat AMR.

Our experiments have investigated the effects of five antioxidant compounds (edaravone,
quercetin, curcumin, dimethyl fumarate and antipyrine) from different aspects. Using the DPPH
method, we determined the radical scavenging capacity of the active substances as a markers
of direct antioxidant activity. Then, microbiological studies were performed using E. coli
MG1665 strain and the MIC, MBC and MPC of enrofloxacin were determined. Afterwards, we
monitored the changes in MIC values during enrofloxacin treatment and enrofloxacin-
antioxidant combination treatment for 10 days in a passaging experiment. In another system,
we investigated the potential resistance mitigating effect of one of the selected antioxidants,
edaravone. The use of MEGA-plate allowed a controlled evaluation of the effect of antibiotics
and edaravone on bacterial growth.

The radical scavenging capacity of edaravone and quercetin was determined by the DPPH
assay. During passaging, the sensitivity of E. coli to enrofloxacin decreased over time. The
addition of antioxidants did not change the intensity of the increase in MIC values. After 7 days
of incubation on the MEGA-plate, the bacteria reached the most concentrated compartment
containing enrofloxacin, both on the enrofloxacin alone and on the plate containing
enrofloxacin-edaravone. This suggests that the addition of edaravone did not alter the growth
rate of the bacteria and did not affect the efficacy of enrofloxacin against E. coli strain MG1655.

In conclusion, our study highlights the complex interactions between antioxidants and
antibiotics in the treatment of AMR. The results support the evolving nature of E. coli resistance
and highlight the need for continued research and new strategies to combat this critical public

health problem.
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