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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMR: antimikrobialis rezisztencia

ATCC: American Type Culture Collection

CCCP: karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazin

CF: cisztas fibrozis

CFU: colony forming unit, kolénia képz6 egység

CV: cristal violet, kristalyibolya

DMSO: dimetil-szulfoxid

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EPI: efflux pump inhibitor, efflux-pumpa gatlo

EPS: extracellular polimer substance, extracellularis polimer anyag
FIC: frakcionate inhibitory concetration, frakcionalt gatldo koncentracio
MDR: multi drug resistance, multidrug rezisztencia

MIC: minimum inhibitory concentration, minimum gatl6 koncentraci6
MHB: Mueller-Hinton Broth, Mueller-Hinton leves

MTS: metil-tetrazolium so6

PBS: polibutilén-szukcinat

TSB: Tripton-Soy Broth, Tripton-Szodja leves

Tris: thrometamin



2. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR, antimicrobial resistance) egyik
legkiemelkedébb baktérium képviseléje a Pseudomonas aeruginosa. Ez a Gram-negativ,
biofilmképzo palca kiilonb6zo rezisztencia-mechanizmusait és biofilmépiilési képességét
kihasznalva tud ellenall6 maradni a kornyezetében és ezaltal a képz6dott biofilmben, mint
egy Onallo nicheben képes talélni és ellenallni a kiilsé behatasoknak, mint az
antibiotikumoknak vagy az altala fertézott szervezet immunrendszerének védekezd

mechanizmusainak.

A kutyak kiilsé hallojarat gyulladdsa egy mindennapos korkép az allatorvosi
praxisban. Gyakori okozoja a gyakran multirezisztens P. aeruginosa, mely masodlagos
fertdz¢s révén okozza a korképet és biofilmépiilése miatt gyakran terapiarezisztens, kronikus
gyulladast alakit ki. Tovabba a P. aeruginosa tarsallatokban sokszor felelés hugytti- és
borfertézések kialakitasaért is. Emellett emberekben tobbek kozott a 1égzdszervet érintd

cisztés fibrozis magas morbiditasért és mortalitasért felelds.

Kutatémunkank soran olyan hatéanyagok és hatoanyag-kombindciok vizsgalatat
végeztik el, melyek korabbi kisérletek alapjan 6nallo szerként alkalmazva igazoltan
hatékonynak bizonyultak a P. aeruginosa okozta fert6zések elleni védekezésben. Felmértiik
ezen anyagok egymassal vald kolcsonhatdsat. Tanulményunkban az eddig vizsgalt
hatéanyagaink kozil a marbofloxacin, thrometamin-etilén-diamin-tetraecetsav (Tris-
EDTA) és geraniol antibakterialis hatasat, illetve ezek kettes vagy harmas kombinacioinak
hatékonysagat teszteltiik, tovabba ezen szerek biofilmellenes hatasat vizsgaltuk. Kivancsiak
voltunk ezen feliil arra, hogy a P. aeruginosa altali rezisztencia hatterében az ab ovo efflux-

pumpa funkcio all-e a vizsgalt torzseinknél.

Tanulmanyunk soran szerettiik volna igazolni, hogy az altalunk hasznalt harom
hatéanyag egyidejii alkalmazasa szinergista kdlcsonhatast eredményez és a P. aeruginosa
biofilmépiilése ellen hatékonyan képes fellépni, mely 1) tavlatokat nyitna a kutyak kiilso

hallgjarat gyulladasanak kezelésében.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Rezisztencia kialakulasa és rezisztencia-mechanizmusok a Pseudomonas

aeruginosa tekintetében

Az antimikrobialis rezisztencia (AMR) napjaink kiemelked6 problémai kozé
tartozik, mert a rezisztens baktérium torzsek elterjedése révén egyre nehezebbnek bizonyul
kezelni és gyodgyitani az altaluk okozott fertézéseket. Kialakulasat szamos tényezo
befolyasolja, ezek kozott elsddleges a nem adekvat antibakterialis szer valasztasa egy adott
fertézés esetén, illetve a nem megfeleld mennyiségben és ideig valo alkalmazasa [1]. A P.
aeruginosa ab ovo és szerzett rezisztencia mechanizmusai altal szamos antimikrobialis szer
ellen mutat alacsony érzékenységet. Ezek a mechanizmusok kiemelt szerepet jatszanak az
altala okozott AMR terjedésében. Az ab ovo rezisztencia mechanizmusok koziil a
genetikailag kodolt efflux-pumpa funkcioé és a kiils6 membran alacsony permeabilitdsa
tekinthetd a legfontosabbnak [2,3]. A P. aeruginosdara jellemzd lehet a multidrug
rezisztencia (MDR, multi drug resistance), amely azt jelenti, hogy egyszerre tobb
antimikrobialis anyaggal szemben mutathatnak rezisztenciat adott baktérium torzsek [4]. Az
efflux-pumpak az MDR-pumpék csoportjaba tartoznak. Koziiliik fontos megemliteni a
MexAB-OprM-, MexCD-OprJ -, MexEF-OprN- ¢és a MexXY-OprM -pumpakat. Ezek
segitségével az adott antibiotikum a bejutast kovetden nem képes kifejteni hatasat, mert az
efflux-pumpa altal kipumpalodik a sejtbol, igy csokkentve az adott hatdanyag
hatékonysagat. llyen ab ovo rezisztencia-mechanizmust mutat a P. aeruginosa példaul a
tetraciklinek és fluorokinolonokkal szemben [5,6]. Ezen mechanizmus kivédésére egyre
gyakrabban alkalmaznak efflux-pumpa gatlokat (EPI, efflux-pump inhibitor), mert segitik
az alkalmazott antimikrobialis hatdéanyag hasznosulasat annak intracellularis
minimalis gatlé koncentracio (MIC, minimal inhibitory concentration) érték novekedésének
gatlasaval [7]. A gyakorlatban hasznalt fontosabb EPI szerek a verapamil, omeprazol és
karbonil-cianid-m-klorofenilhidrazin (CCCP). A CCCP-t féleg a P. aeruginosa okozta
fertézésekben alkalmazzak. Azért bizonyul kiemelten hatékony szernek, mert képes az
efflux-pumpa energiajat gatolni nem-specifikus modon [8]. A CCCP hatasmechanizmusa
révén az adenozin-trifoszfat (ATP) termelését csokkenti az oxidativ foszforilacid

folyamatanak szétkapcsolasaval [7]. A rezisztencia kialakulasanal fontos emlitést tenni



arrol, hogy a biofilmképzdédés folyamata 6nmagaban noveli az adott baktérium ellenalld

képességét, rezisztenciat okozva. Ez bdvebben a késobbi fejezetekben keriil targyalasra.

Ahogy a legtobb rezisztens baktérium torzs, tigy egyes P. aeruginosa torzsek is
tobbféle rezisztencia-mechanizmus révén képesek fenntartani ellenallo képességiiket. Az ab
ovo rezisztencia mellett fontos megemliteni a szerzett rezisztenciat is. llyen rezisztencia-
mechanizmus példaul a B-laktamaz termelés a penicillinekkel, illetve cefalosporinokkal
szemben, mint a ceftazidim [9,10]. A kiilonb6z6 rezisztencia-mechanizmusok az esetek
tobbségében kombinaltan jelentkeznek, igy novelve ellenalld képességiiket az
antimikrobialis szerekkel szemben. Ezaltal kombinacidés terapiaban hasznalva az
antibakterialis szerek -altalaban szinergizmus révén- mas szerekkel egyiittesen,

hatékonyabban képesek fellépni a P. aeruginosa okozta fertézés ellen [11].
3.2. Kiilsé hallojarat gyulladas kutyakban

A Pseudomonas aeruginosa, mint Gram-negativ, obligat acrob baktérium felelés
kisallatainkban a kiilsé hallojarat-gyulladasos (otitis externa) esetek egy részének
masodlagos kialakulasaért. Egy tanulmény alapjdn hozzavetdlegesen a kutydk 5-20%-a
érintett a P. aeruginosa altali fert6zés okozta otitis externa kialakulasaban [12]. Egy masik
kutatas altal az mondhato el, hogy a fiilészeti esetek 7,5-16,5%-a kiilso flilgyulladas eredetd.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a betegség klinikai megjelenése leggyakrabban
borgyulladas formajaban valésul meg [13]. A kiilsé halldjarat-gyulladast elsédleges

tényezok, masodlagos fertdzések egyiitt alakitjak ki.

Az elsédleges tényezdknek kulcsszerepilik van a gyulladas kialakulasédban. Ilyenek
az autoimmun betegségek, allergidk és az endokrin bantalmak. Autoimmun korképekben a
pemphigus foliaceus, az allergias reakciok koziil az atopias dermatitis, az eleségallergia és a
bolhanyal (FAD, flee allergic dermatitis) allergia kiemelendd. Kordbbi kutatdsok
alatamasztjak, hogy az elsddleges tényezok koziil az atdpids dermatitis okozza
leggyakrabban a kutyak kiils6 hallojarat gyulladasat [14,15]. Fontos primer tényezé a kiilsé
¢18skodok jelenléte (szortiiszOatkak, fiillatkdk) és az endokrin megbetegedések (pajzsmirigy
alulmiikddés, hiperadrenokorticizmus), valamint a reaktiv otitis is [15]. Utobbi a test mas
pontjan keletkezett gyulladas altal alakit ki fiilgyulladast. Ilyet az analis sacculitis okozhat
[16]. Valamint a hAmosodasi zavarok is hozzajarulhatnak a betegség kialakulasahoz, mint a

seborrhea sicca [17].



A kiils6é hallgjarat gyulladdsdnak masodlagos okai kozé tartoznak a bakteridlis és
gombas eredetii fertézések. A Gram-pozitiv baktériumok koziil féleg Staphylococcus fajok
okozhatjak, mint a Staphylococcus aureus és a Staphylococcus pesudointermedius [18].
Ezen feliil a Gram-negativ baktériumok koziil jellemz6en a Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Escherichia coli vagy Klebsiella fajok lehetnek jelen a korképben. A
kiilsé flilgyulladast eldidéz6 gombas fertdzések kivaltasaban az élesztdgombakhoz tartozo
Malassezia pachydermatis bir kiemelt jelentéséggel [13]. Az el6bb emlitett tényezoket az 1.

tablazat foglalja 6ssze.

Autoimmun korképek

Allergia

Elsodleges okok Endokrin bantalmak

Kiils6 é16skodo jelenléte

Reaktiv fllgyulladas

Bakterialis vagy gombas
Madsodlagos okok
fertézes

1. tablazat Az otitis externa kialakuldsat befolydsolo elsédleges és mdsodlagos tényezdék [15].

A kiilsé hallojarat gyulladds a halldjarat kiilsé részétél a dobhartyaig terjedd
gyulladassal jar6 folyamat, azonban ez a dobhartya sériilése, perforacigja miatt gyakran
atterjed a kozépfil és belsofiil teriileteire. A kiilso fiilgyulladasra prediszponalt kutyafajtak
koziil kiemelendd a Cocker Spaniel, Golden Retriver, Németjuhasz, Boxer, Jura des Alpes,
illetve a kiilonb6z6 terrierek, mint a Foxterrier és Skotterrier [13,16]. A betegség klinikai
megjelenése elsddlegesen az allat nyugtalansagéaval, az érintett teriilet érzékenységében és
fajdalmaban, a fej €s a fiilek gyakori rdzdsaban, vakarddzasban, szérhullasban és a diffaz

bérpir képében mutatkozik meg az érintett fiilek teriiletén [13].

Diagnosztikai 1épésként a hatékony szervalasztashoz elengedhetetlen az otoszkdpos
¢s a citologiai vizsgalat elvégzése. Elobbi segitségével a hallojarat és a dobhartya épségét
sziikséges vizsgalnunk, a citoldgiai mintavétel segitséget nyajt a fiilben fellelhetd,
jellemzden nagyobb szdmban jelen levé mikroorganizmusok azonositasaban, igy hozzasegit

az antimikrobialis szer empirikus valasztasahoz [19,20]. A megfelelé diagnosztikai
6



modszerek hasznélataval az elsddleges korkép(ek) meghatarozasa a cél, hiszen ezen ok(ok)
A kezelés elsé 1épcsdje a flilek alapos Kkitisztitasa, hiszen a halldjaratban jelen levo
sejttormelék és valadék nagyban csokkentheti a késébbiekben az antimikrobialis szer
hatékonysagat. Ehhez flilmoso tipusu folyadékok nagy térfogatainak alkalmazésa javasolt.
A fiillmos6 oldatoknak két nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg, az antiszeptikus és a
cerumenolitikus hatasu készitményeket [21]. A P. aeruginosa jellemzéen purulens
valadékképzoddéssel jard, ulcerativ, fajdalmas gyulladast idéz el6, ezért esetében elényben
részesitjiik az antiszeptikus fiilmos6 folyadékok hasznalatat. Ilyen a praxisban gyakran
alkalmazott klorhexidin, mely Tris-EDTA-val kivald szinergista hatast mutat és
eloszeretettel alkalmazzak a P. aeruginosa okozta kiils6 hallgjarat-gyulladas kezelésében
[22]. Ugyanakkor el6fordulhat erythrocerumindzus megjelenése is. Utdbbi oldasara
emulgeald szereket hasznalhatunk, mint a propilénglikol, szkvalén vagy a dioktil-szulfo-
szukcinat-natrium (dokuzat) [22,23]. A tisztitds utan altalaban topikalisan alkalmazott, a
citolégiai és otoszkopos vizsgalat eredménye 4ltal indokolt, empirikusan valasztott
antimikrobialis szert hasznalnak. Ez P. aeruginosa esetében legtobbszor ciprofloxacin,
marbofloxacin, polimixin-B vagy gentamicin tartalmu fiilcsepp lehet [13,24]. A topikalis
kezelés elsddleges a kiilsé hallojarat gyulladas terapidja soran, szisztémas antibakterialis
kezelés altalaban nem indokolt [25]. A gyulladas csokkentésére glitkokortikoidot
topikalisan, alkalmanként szisztémasan hasznalnak a praxisban, mint a prednizolon vagy

dexametazon [13].
3.3. A cisztas fibrozis

A Pseudomonas aeruginosa emberek esetében képes komoly tiinetekkel és
korképekkel jaro fertézések létrehozasara [26]. Ez a korokozo tekinthetd az egyik
legkritikusabbnak a nozokomialis, azaz korhazi fertézéseket illetéen [27]. Kiemelt
jelentdséggel bir a cisztas fibrozis (CF, cystic fibrosis) fenntartasaban, amely egy olyan
embereket érint6 1égzdszervi betegség, melyben egy kromoszoman kodolt cisztas fibrozis
transzmembran regulator (CFTR) gén mutécidja jon létre. A mutacio a léguti hamsejtek
kloridion- és bikarbonat-csatornainak diszfunkciojahoz vezet [28]. A CF sulyosbito tényezdi
koz¢ tartoznak a masodlagos bakterialis fertézések, amelyet a P. aeruginosa is okoz. Ebben

az esetben a baktérium ¢€letben maradasi stratégiaként biofilmképzése a 1égutakat béleld



nyalkahartyéan jelentds. Ezen mechanizmus révén nagyobb rezisztencia kialakitasara képes,

illetve helyezédésének kdszonhetden megneheziti a biofilmfeltorést is [29].

A P. aeruginosa okozta human ferté6zéseknél fontos emlitést tenni annak zoonotikus
és zooanthroponotikus jelentéségérél. Tobb tanulmany is alatamasztotta, hogy a kiilonboz6
Pseudomonas fajok okozta rezisztencia képes terjedni allatrol emberre. A rezisztencia
terjedése mellett maga a bakterialis fertdzés terjedése allatr6l emberre is valos, mert leirtak,
hogy madarak koziil féleg baromfi-félékben képes atterjedni a baktérium emberre
[30]. Tovabba egy brazil kutatas soran az is bebizonyosodott, hogy a P. aeruginosa forditott
modon, tehat emberrdl kutyara is tud terjedni. Ilyen esetben zooanthroponosisrol

beszélhetiink [31].
3.4. Biofilmek felépitése és a biofilmépiilés folyamata

A biofilm 1ényegében mikroorganizmusok halmaza, melyet magaban foglal az
altaluk kivalasztott extracellularis polimer anyag (EPS), az extracellularis matrix [32]. Az
EPS-t szamos anyag alkothatja, szerkezete fiigg a kornyezeti behatastol. Ezek koziil
kiemelten fontosak a fehérjék, extracellularis DNS ¢és kiilonféle polyszacharidok. Ezek
segitségével egy egységes, kompakt szerkezetet kolcsonoznek a matrixnak [33]. A
polyszacharidok koziil az alginat, Pel és Psl a legfontosabbak funkcionalis szempontbol.
Ezeknek az exopolyszacharidoknak szerepiik van a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban,
valamint a P. aeruginosa altal kialakitott biofilm védelmében, stabilitasanak fenntartasaban
[34]. Az extracellularis DNS (eDNS) a polyszacharidok mellett elengedhetetlen a biofilm
felépitésében. Elsddlegesen tapanyagforrast képes biztositani a baktérium szamara, tovabba
negativ toltése révén kelatorként a Mg?* és a Ca?*, kétértékii kationok megkotésére képes,
valamint aktivalni tudja a gazdaszervezetben a virulencia faktorokat. Ezen feliil az eDNS

részt vesz a sejtek szervezédésében is [35].

A biofilm fejlddés egy osszetett folyamat. Altalanossigban elmondhaté, hogy a
biofilm fejl6dés hipoxias kérnyezetben zajlik, melyet 6sszesen 6t nagy stadiumra oszthatunk
fel [33]. Az elsé stadiumban a baktérium sejtek valamilyen, jellemz6en biotikus vagy
abiotikus feliilethez tapadnak. Ez a folyamat reverzibilis. Az els¢ szakasszal ellentétben a
masodik stddiumban a folyamat irreverzibilissé valik, amikor megkezdddik a feliileti
kolonizacid. Ezek utan a harmadik stadiumban kertiil sor a mikrokoloniak kialakitasara. Majd

ezek a kialakult struktarak tovabb novekedve egy gombara emlékeztetd, haromdimenzios
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szerkezetet vesznek fel. Fontos megemliteni, hogy a gomba alaku biofilmek altalaban
alacsonyabb motilitast sejteket képesek generdlni, mint a lapos biofilmek, melyek
mozgékonyabb sejtek hoznak létre. Végiil az 6todik - egyben utolso - stddiumban a matrix
altal kialakitott ireg megszakad, igy a sejtek autolizise, tehat dnemésztése kovetkezik be.
Az utolso stadiumot kovetden a folyamat el6lrdl indul [33,36]. A biofilmépiilés folyamatat

¢és annak stadiumait az 1. dbra szemlélteti.
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1. dbra A biofilmek képzddésének ciklusa[36]

3.5. Leggyakrabban hasznalt biofilm kimutatasi lehetoségek

A Dbiofilmek kimutatasa ¢és modellezése tobbféle modon torténhet meg.
Megkiilonboztetiink in vitro és in vivo kimutatasi modszereket. Mivel a kutatoi munka soran
in vitro modszerrel vizsgaltuk a P. aeruginosa baktérium torzseket, ezért ezeket a

metodusokat szeretném dolgozatomban részletesebben kifejteni.

Az in vitro modszerek koziil az egyik legelterjedtebb és legnépszertibb metodus a 96-
lyukt mikrotiter lemez alapi modell. Az eljards lényege, hogy a 96-lyuku lemezen
tenyésztjiik €s novesztjikk az adott baktérium torzsek biofilmjeit. F6 elonye, hogy amellett,
hogy képesek vagyunk vele a biofilmképzo és a nem biofilmképz6 torzseket, izolatumokat
megkiilonboztetni, vizsgalni tudjuk a biofilmképzdés stadiumait. Zart rendszerként nem
torténik aramlas a rendszer és a kiilsé kornyezete kozott a kisérlet soran. Emellett fontos,
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hogy a kisérletet végzo személyek képesek befolyasolni a kornyezeti tényezdket, mint az
inkubacios homérséklet, paratartalom vagy a taptalaj Osszetétele [37]. A mikrotiter
lemezeken taplevesben fejlédott biofilm, a lyukak aljan vagy az oldalfalhoz kotve

szemlélheto.

A mikrotiter lemezen kiilonb6z0 festési eljarasokat alkalmazva tudjuk szdmszertsiteni a
képzett biofilm mennyiségét, ezaltal alkalmasak a biofilm-eradikacio tesztelésére is. llyen
eljaras a kristalyibolya (CV, crystal violet) vagy az MTS formazan (3-5-2-2H-Tetrazolium
sO) tipust festésekek alkalmazasa. Ezeket az eljarasokat altalaban mikrotiter lemezeken
végzik. A kristalyibolya festés révén az egész biofilm matrix megfestése torténik [38,39].
Az MTS egyike a négy gyakorlatban is hasznalt tetrazolium-soénak. A tetrazolium-s6 a
mitokondrialis dehidrogenaz enzim szubsztratja. Az MTS esetében egy vitalis festésrol
beszéliink, mert csak az - jelen esetben biofilmbe foglalt - é16 sejteket festi meg. Ezen eljaras
segitségével a festés soran az €16 sejtszam fliggvényében az MTS-bol atalakult formazan
mennyiségével aranyos abszorbanciat vetik 0ssze a biofilmet alkot6 sejtek szdmaval. Ezek
a biofilm kimutatasi eljarasok segitséget nyujtanak a biofilm-eradikacié mértékének és
hatékonysaganak detektdldsaban azutan, hogy az adott biofilmet potencialis biofilmfeltord

szerrel vagy metodussal kezeltiik volna [40].

Masik fontos in vitro modszer a flow displacement biofilm model system. Ebben az
esetben egy nyilt rendszerrdl beszéliink, melynek f6 jellemzoje a tapkozeg allandd szinten
tartasa, mely a mar bakteridlis aktivitds révén elhasznalodott taptalaj feleslegének
kitiritésével és potlasaval torténik [37]. Napjainkban egyre tobbet hasznaljak a microfluidic
késziiléket kiilonbozd biofilmek detektaldsara. Azért részesitik eldnyben ezt a metodust,
mert a késziiléket alkoté kis kamrdkban a biofilmek szdmara természetes kornyezet
reprodukdlhat6. Képesek vele bedllitani az adekvat aramlédsi sebességet és a kamrak
segitségével a biofilmek sejtszintli elemzésének elvégzését is lehetdvé teszi. Lényegében

haromdimenzios teret alkotnak meg [41].

Fontos megemliteni a kolonia formald egység (CFU, Colony Forming Unit) -
szamlalast is, mely a sejtszamlalo vizsgalatok esetében gold standard eljarasnak tekinthetd.
Ez azért kiemelkedéen fontos, mert 4ltala képesek vagyunk meghatdrozni a
baktériumszamot és utdna ezt referencidnak hasznalni biofilm kimutatdsi metddusoknal. Az

eljaras 1ényege, hogy a biofilmbdl kialakitott baktériumszuszpenzioban vagy annak
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feliiliszdjan torténd tobbszords higitast elvégezve egy tdptalajra szélesztjiik a
baktériumszuszpenziot, majd a baktériumfajnak adekvat hdmérsékleten és ideig inkubaljuk
azt. Az inkubacios 1d6 lejartaval a petri csészéken megszamlaljuk a kindtt telepek
mennyiségét és a higitasi fok segitségével kovetkeztetiink az eredeti baktérium szuszpenzid
CFU szémara. A CFU-szamldlds soran kizarolag az ¢l6 sejtek mennyiségére
kovetkeztethetiink, a kiilonféle szerves tormelék és elhalt sejteket nem szamolhatjuk, a
szamlalas altal megallapithatd, hogy tortént-e baktériumsejt pusztulds egy adott kezelés

hatasara [42].

Az egyik leggyakrabban elterjedt in vivo biofilm kimutatasi metodus a bor ala beiiltetett
idegen test, ahol hagyjak, hogy a szdvet koriil biofilm novekedhessen a beiiltetett
szerkezeten. Masik in vivo metodus a centralis véna katéter (CVC). Ezt eldszeretettel
alkalmazzak, mert az adott €16 kisérleti allaton végezve nem csak egy szerv, hanem a

biofilmek egész szervezetet érintd hatasat, valtozasait tudjak vele vizsgalni [37].
3.6. Biofilmek-eradikacio fizikai, kémiai és biolégiai lehetdségei

A biofilm-eradikacio egyik f6 célja, hogy az adott baktérium ellenallo képességét
csokkentsiik, ezaltal pedig az adekvat antimikrobidlis szer alkalmazisa elénydsebb. A
lehetdségeknél fontos szem el6tt tartani, hogy amint a biofilm fejlédés folyamat végbement,
mar nehezebb véghez vinni annak eltavolitisat. Altaldban azok a szerek bizonyulnak a
leghatékonyabbnak e tekintetben, melyek mar a biofilm kialakulasat, majd fejlodését is
megakadalyozzak. Tovabba a P. aeruginosa esetében gyakran alkalmazott és hatékony
olyan szerek hasznalata, melyek a bakterialis sejteket a biofilmb6l vald kivalasra
kényszeritik, ezaltal konnyebben, gyorsabban és hatékonyabban lehet 6ket elpusztitani, mint

biofilmet alkotd formaban [33].

Fontos in vitro biofilm-eradikacios modszernek tekinthetéek az alabbiak. Egy 2021-es
kisérlet soran dozis-dependens antibiofilm aktivitdst mutattak az eziist nanorészecskék, mert
ezek alkalmazasaval a bakterialis membran permeabilitasa ndvekedett, melyet ugy ért el,
hogy a baktérium DNS-ének foszfatjaival kapcsolodott és a reaktiv oxigén gyokok (ROS,
reactive oxygen species) altali oxidativ stresszt novelte [43]. Egy masik 2022-es kutatasban
argon plazmat hasznaltak a P. aeruginosa ATCC torzs biofilmjének eradikaciojara. A
technologia 1ényege az volt, hogy egy hosszabb csébe érkezé energia révén érintkezik a

levegd az argon plazmaval, igy az altaluk keletkezd szabadgyokok a biofilmre irdnyitva
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eradikalja azt [44]. Fogaszati teriiletrél szarmazo kutatas soran nisin-biogél biofilmellenes
hatasat vizsgaltak 2020-ban. Maga a nisin egy antimikrobialis enzim. Hatasa oly mdodon
valosul meg, hogy kotddni képes az adott baktérium citoplazma membréanjaban talalhato
lipid I1-vel, igy gatolva annak sejtfal szintézisét [45]. EQy 2019-es kutatasban P. aeruginosa
torzseken végeztek biofilm-eradikacios vizsgéalatokat, melyekhez antimikrobidlis dgensként
ionofor antibiotikumként narasint és monenzint hasznaltak, adjuvansként pedig N-acetil
ciszteint (NAC), disodium-etilén-diamin-tetraecetsavat (disodium-EDTA) és trometamin-
hidrokloridot (Tris-HCI). A kisérlet soran ezek antibiofilm hatasa igazolodott [46].

3.7. Biofilmellenes és antibakterialis anyagok

A marbofloxacin a masodik generacios fluorokinolonok csoportjahoz tartozo
antibakterialis szer, melyet kizarolag az allatorvosi praxisban alkalmazunk. A
marbofloxacin bizonyitottan hatékonyabb a Pseudomonas aeruginosa okozta fert6zések
kezelésére, mint a - szintén ebbe a csoportba tartozo - enrofloxacin [47]. Ez azért van, mert
az enrofloxacin tilhasznalatabol kifolydlag és a rezisztencia terjedése miatt egyre tobb
enrofloxacinra rezisztens torzs alakult ki. Ezt tdimasztja ald Park Youjin és munkatarsai altal
végzett kisérlet, mely alapjan a marbofloxacinnal szemben joval alacsonyabb a rezisztencia
kialakulasa, mint az enrofloxacinnal szemben. Hatasmodja szerint baktericid,
hatdsmechanizmusat illetden a topoizomeraz enzimek gatlasa révén fejti ki hatasat. Két
fontos enzimre hat, ez a topoizomeraz-1l vagy DNS-giraz és a topoizomeraz-1V [48]. Ezen
kiviil postantibiotikus hatassal (PAE, post antibiotic effect) rendelkezik. A PAE azt jelenti,
hogy a hasznalatot kovetd 2-4 vagy akar 12 oran keresztiil az adott szer képes gatolni a
baktériumok szaporodasat [49]. A marbofloxacin kiemelkedéen hatékony a Gram-pozitiv
baktériumok koziil a Staphylococcus aureus ellen. Gram-negativ baktériumfajok koziil az E.
coli, Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa és Salmonella fajokkal, valamint
anaerob baktériumok koziil hatékonyan képes fellépni a Bacteroides- és Clostridium
fajokkal szemben [50]. Az elébb felsoroltak alapjan elmondhatd, hogy széles spektrummal
rendelkez0 antibakterialis szer. EQy 2015-0s tanulmany soran 93%-os érzé¢kenységet talaltak
a kutatok a marbofloxacinra kutyak kiilsé halldjaratabol kinyert 183 Pseudomonas torzs
esetében [47].

A geraniol egy olyan fitoaktiv illdolaj, mely a monoterpének csoportjaba tartozik.

Szerkezetér6l elmondhatd, hogy két cisz-transz izomerbdl épiil fel [51,52]. Természetes
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vegyiilet, mely szamos novénybdl kivonhato. Ilyen példaul a palmardzsa (Cymbopogon
martinii), orvosi macskagyokér (Valeriana officinalis) vagy a damaszkuszi rézsa (Rosa
damascena) [52]. A geraniolt szamos hasznos tulajdonsaga miatt széleskortien hasznaljak
mind a human mind az allatorvosi praxisban. Az antibakterialis tulajdonsaga mellett f6
elényeihez tartozik még, hogy van antidepresszans tulajdonsaga, sziv-, ideg- és majvédo
hatassal rendelkezik, emellett pedig antioxidans és gyulladascsokkentd is. Antibakterialis
tulajdonsaga abban rejlik, hogy képes koélcsonhatasba 1épni a sejtmembran alkotorészeivel
[51]. Fontos kiemelni tovabba az antifungalis tulajdonsagat, melyet féleg a Candida fajok
ellen alkalmaznak [53]. Az elmult években tobb kutatds is alatamasztotta, hogy az el6bb
felsorolt tulajdonsagai mellett citotoxikus, daganatellenes hatassal is rendelkezik [54]. Féleg
vastagbélrak és karcindmaknal irtdk le jotékony hatasat, bar ezen tulajdonsdga miatt nagy

ey

sziikséges forditani potencialis toxicitasa miatt [52,55].

Az ctilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) egy olyan fém kelator, mely kifejezett
antimikrobialis hatassal bir [56]. ElOszeretettel alkalmazzak kombinacios terapiaban
antibiotikumokkal, mert azok hat4sat potencirozni képes. Ezt a tulajdonsagat a Gram-negativ
baktériumokat alkotd lipopoliszacharid (LPS) réteg karositasaval éri el. Egy 2010-ben irt
tanulmanyban azt kozolték, hogy az EDTA képes a Pseudomonas aeruginosa tekintetében
csokkenteni a baktérium patogenitasat. A hatékonysaga ellenére az EDTA-t toxicitasa révén
gyakrabban alkalmazzak kombinacioban. Kombinacids partnere lehet példaul kalcium. Ez
egy injektabilis format tesz lehetdvé, mely segitségével az EDTA csdkkent toxicitasardl
beszélhetiink [57]. Masik fontos kombinacidja a Tris-EDTA. A thrometamin vagy Tris az
EDTA kombinécids partnereként kétértékii kationokat - kalcium (Ca?*) és magnézium
(Mg?") - von el a Gram-negativ bakterialis membranbol, tehat fokozni képes az EDTA
kelatképz6 hatasat [58]. A kétértékii kationok elszakitasa a biofilmt6l azért bizonyul

hatékony stratégianak, mert ezen ionok stabilizalé funkcioval rendelkeznek a matrixban[59].
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4. CELKITUZESEK

Kutatasunk elsddleges célja egy olyan allatgyogyaszati készitmény megalkotéasa volt,
melyet a mindennapi allatorvosi praxisban hatékonyan alkalmazhatunk kutyak esetében a
Pseudomonas aeruginosa okozta kiils6 fiilgyulladas kezelésére. Annak tudataban, hogy
adott P. aeruginosa torzseket kiilondsen nehéz eradikalni biofilmképzési képességiik, illetve
a kiilénféle rezisztencia mechanizmusaik miatt, ezért munkank soran toérekedtiink olyan
hatoanyag ¢s hatoanyag-kombinacidok vizsgalatara és hasznalatara, melyek mar korabbi
kutatasok altal igazoltan P. aeruginosa ellen o6nalloan hatékonyaknak bizonyultak.
Elsédlegesen marbofloxacint kombinaltunk mas szerekkel, melyek biofilmellenesnek és
antibakterialisnak bizonyultak. Ezek az EDTA és a geraniol voltak. Tovabba szerettiik volna
Kimutatni, hogy a marbofloxacint az el6bb felsorolt hatdéanyagok kettes és harmas
kombinacioival alkalmazva alacsonyabb minimalis gatlé koncentracié (MIC, minimal
inhibitory concentration) értéket mérhetink, mint 06nalldé hatéanyagként valo
alkalmazasukkor P. aeruginosa fert6zés esetén. Feltételezésiink szerint hatékonyabbak ily
modon alkalmazva, illetve a kettes és harmas kombinacidja ezen szereknek a rezisztencia
terjedését gatolhatja, illetve tudottan rezisztens torzs esetében a kettes vagy harmas
kombinéci6 hatékonyabb 61ést tud eredményezni, mint a szimpla marbofloxacin hasznalat.
Ezek mellett kivancsiak voltunk arra, hogy a marbofloxacinra valo rezisztencia terjedésének
hatterében sorozatpasszalas soran a P. aeruginosa efflux-pumpa funkcioja all-e. Tovabba
lattatni szerettiik volna az emlitett szerek 6nalld és kombinacioban kifejtett antibiofilm

hatasat biofilmtermeld P. aeruginosa térzson.
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5. ANYAG ES MODSZERTAN

5.1. Alkalmazott baktériumtorzsek

A kutatdsunk soran olyan kutya kiils6 hallojarat és borgyulladas eredeti P.
aeruginosa klinikai izolatumokat hasznaltunk, melyek erds biofilmtermeld torzsnek
bizonyultak korabbi vizsgalataink soran, a veliik egyidejiileg tesztelt P. areuginosa ATCC®
27853™ (American Type Culture Collection® 27853™, Manassas, USA) biofilmtermeld
referencia torzshoz képest. A kisérletek megkezdése el6tt az eldbb emlitett
baktériumtorzseket Microbank™ rendszerben (Microbank™, Pro-lab Diagnostics, Biolab
Zrt., Budapest, Magyarorszag) taroltuk -80 °C-on. A klinikai izolatumok identifikalasat a
Duo-Bakt Kft. mikrobiologiai laboratorium végezte. Az izolalt torzsek azonositasa
pigmenttermelés, telepmorfologia, cetrimid tartalmu szelektiv téptalaj alkalmazaséaval

tortént.
5.2. Kisérleteink soran hasznalt anyagok

A kisérleteink soran hasznalt hatéanyagokat, mint a geraniol olajat, az EDTA-t, a
Tris-hidrokloridot, marbofloxacint por formaban a Sigma Aldrich International GmbH (St.
Louis, USA) vallalattoél szereztik be. A 8-as pH-ra pufferelt Tris-EDTA oldatot

komponenseibdl egyetemiink Kémiai Tanszéke allitotta elo.

Segédanyagaink koziil a karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazint (CCCP) por
formaban, valamint a geraniol olaj oldatba viteléhez és a CCCP oldat eldallitasdhoz dimetil-
szufloxidot (DMSO) (Sigma Aldrich International GmbH, St. Louis, USA) hasznaltunk. A
CCCP oldatanak eléallitasahoz sziikségiink volt még az ATE, Gyogyszertani és Méregtani
Tanszéke altal elballitott ultra tisztitott vizre (UPV, ultra purified water), melynek
segitségével oldatba vittilk a CCCP-t, ezutin DMSO-val elegyitve kaptuk meg a végso, 10,4
mg/100 ml koncentraciot. Tovabba a higitasi soraink elkészitéséhez, a baktériumtorzsek
tarolasahoz és felszaporitasahoz tripton-szoja levest (TSB, Tryptone-Soye Broth) (Bio-lab
Zrt., Budapest) és Mueller-Hinton levest (MHB, Mueller-Hinton Broth) (Bio-lab Zrt.,
Budapest) alkalmaztunk. A biofilmfeltorési kisérlet soran a spektrofotometrias mérésekhez
hasznalt festékek koziil a kristalyibolya 1%-0s vizes oldatat a Sigma Aldrich International

GmbH (St. Louis, USA) vallalattol, a MTS-t tartalmazé CellTiter 96®Aquosus Non-
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Radioactive Cell Proliferation Assay-t a Promega Corporation (Madison, USA) vallalattol

rendeltik.

A kutatasunkhoz sziikséges egyéb eszk6zok koziil hatdanyagaink torzsoldatanak
elkészitése soran felhasznalt talpas centrifugacsoveket, a 96 lyukt mikrotiter lemezeket, a
steril nejlon-sziir6ket a VWR International Kft.-t61 (Debrecen, Magyarorszag), az egyszer
hasznalatos petri csészéket, szélesztd palcakat és kacsokat a Bio-lab Zrt.-t61 (Budapest,

Magyarorszag) szereztiik be.

5.3. Higitott baktériumszuszpenziok kialakitasa

A rendelkezésiinkre allo P. aeruginosa kontroll torzsb6l és a klinikai izolatumokbol
az antimikrobialis érzékenység vizsgalata soran 3 ml TSB levesben, mig az efflux-pumpa és
antibiofilm kisérletben 3 ml MHB levesben szaporitottuk fel steril bakteriologiai kacs
segitségével a baktériumot 37°C-os inkubacid alatt és 24 6ran at. Miutan az inkubacios 1d6
letelt, akkor 240 pl, az adott kisérlettdl fiiggéen TSB vagy MHB levest helyeztiink steril
pipettahegy segitségével a polisztirol mikrotiter lemezek lyukaiba, majd ezekhez 10-10 pl
vortexelt baktériumszuszpenzioit adagoltunk, majd atkevertiink. Igy 0,5-6s McFarland
standardig higitottuk a kivant baktériumkoncentracio elérésének érdekében. Ezutan a
tobbcsatornds pipetta 10 pl-ével oltottuk be a higitott baktériumszuszpenziot a hatéanyagok
meghatarozott koncentracioit tartalmazé munkalemezekhez. fgy a munkalemezeken

koriilbeliil 10° CFU/mI-es baktérium koncentraciot allitottunk be.

5.4. A hasznalt hatéanyagok antimikrobialis hatasanak és érzékenységének vizsgalata

Hatbanyagainkat a minimum gatlé koncentracio (MIC) mérésén keresztiil vizsgaltuk
az antimikrobialis hatdsuk meglétének és mértékének elemzésére a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) ajanlasainak megfelel6en, amelyet kétszer megismételtiink. Ezzel
a kisérlettel arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes hatéanyagokra kapott egyedi MIC értékei
hogyan valtoznak a kombinacids partnerek jelenlétében, milyen kdlcsonhatas alakul ki a
hatéanyagok kzott a baktériumszaporodas mértékére valo tekintettel. Maga a MIC érték azt
mutatja meg, hogy mi az a legkisebb in vitro koncentracidja az adott hatdbanyagnak, amely
mellett mar nincs szabad szemmel lathaté baktérium novekedés. A MIC mérés mellett
érzékenységvizsgalatot is végeztliink sorozatpasszaldssal azokon a hatéanyagot ¢és

baktériumszuszpenziot egyidejlileg tartalmazé lyukakbol szarmazo izolatumokon, amelyek
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a hatéanyagok olyan koncetracioival voltak kezelve, amelyek szabad szemmel lathatdan
nem befolyasoltak a baktériumszaporodast a pozitiv kontrollhoz — a kezeletlen, egyidejlileg
inkubalt baktériumszuszpenzidhoz — képest. Elsddlegesen azt szerettiilk volna igazolni a
kisérlettel, hogy a hasznalt hatéanyagaink kombinacidival az P. aeruginosa ATCC®
27853™ referencia torzs marbofloxacin antibakterialis szerre vald rezisztenciajanak
emelkedését a 10 napos sorozatpasszalas soran a kombinacios partnerek késleltetni tudjak-
e. A hasznalt hatdanyagaink torzsoldatdnak koncentracidja a marbofloxacin esetében 1024
ug/ml, melyet meleg TSB segitségével oldottunk be, a Tris-EDTA esetében ez 32 mg/ml és
végiil a geraniolé 6,4 mg/ml volt. Az egész kisérleti munkafolyamat soran torzsoldatainkat

hiitészekrényben taroltuk.

A MIC-ek méréséhez Gsszesen 10 darab 96-lyukt polisztirol, mikrotiter lemezt
hasznéltunk, melyeknél az oszlopokat 1-12.-ig szamoztuk be. Az 1. oszlopba a mar
elkészitett hatdanyagaink torzsoldatai keriiltek higitott formaban, korabbi kisérleteink és
szakirodalmi adatok alapjan optimalizalt kezddkoncentracidval 180 pl végtérfogattal,
amelyet utana kettes alapu higitasi sorban higitottunk a 10. oszlopig a lyukakba megel6z6en
pipettazott 90 ul taplevessel. Az 1. oszlop sorainak tekintetében az 1. sorba a marbofloxacin
(M), majd a 2.-ba geraniol (G), a 3.-ba Tris-EDTA (E), 4.-be marbofloxacin és Tris-EDTA
(ME), 5.-be geraniol és Tris-EDTA (GE), 6.-ba marbofloxacin és geraniol (MG), legvégiil
pedig a 7. sorba a harom hatéanyag kombinacidja keriilt (MGE). A 11. pozitiv kontrollként
eldszor és a 12. oszlop negativ kontrollként csupan TSB-t tartalmazott 90 és 100 pl
végtérfogattal. Ezt kdvetden a 11-es - pozitiv kontroll - oszloptol kezdve 10-10 ul higitott
baktérium szuszpenziot adagoltunk a lemez lyukaiba az 1. oszloppal bezarolag. Az adott
napi munkafolyamatot kdvetden a lemezt 37°C-on 24 6ran keresztiil inkubaltuk, majd a
rakovetkezd napon elbiraltuk a MIC értékeket. A MIC munkalemezek elrendezését és a

hasznalt hatéanyagaink kezd6koncentracioit az 2. tabldazat szemlélteti.
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M:
16 pg/ml i B

G:
6,4 mg/ml

E:
25,6 mg/ml

ME:
8 pg/ml+
16 mg/ml

GE:
3,2mg/ml+
3,2 mg/ml

MG:
4ng/ml+
4 mg/ml

MGE:
2pg/ml+
2,3mg/ml+
4.6 ma/ml

M G E ME GE MG MGE

2. tablazat Egy napi 96-lyukit MIC lemez elrendezése, melyen egy darab P. aeruginosa t6rzs ATCC® 27853™
kezelését végeztiik, a kezddkoncentrdcidkkal feltiintetve az elsé oszlopban. Ezekbdl végeztiink felezd higitdst a
10. oszlopig. Jelolések: M= marbofloxacin, G= geraniol, E= Tris-EDTA, ME= marbfloxacin + Tris-EDTA,
GE= geraniol + Tris-EDTA, MG= marbfloxacin +geraniol, MGE= marbofloxacin + geraniol + Tris-EDTA

A 96-lyukta munkalemezek 6sszes lyukat a 3. tdbldzatban 6sszefoglaltak alapjan biraltuk el.

- nincs baktérium-novekedés
negativként elbiralhato

nem biztos baktérium-névekedés, eredmények

mérsékelt zavarossag

a vizsgalt baktériumtdrzs enyhe

noévekedése

a vizsgalt baktériumtorzs pozitivként elbiralhato

++
mérsékelt novekedése eredmények

a vizsgalt baktériumtdrzs jelentds
+++
mértékii elszaporodasa

3. tablazat A baktérium-niovekedés mértékének meghatarozasa
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Az el6z6 napi MIC munkalemez elbiralasa utan, azokbdl a lyukakbol, amelyeknél még erds

baktérium-ndvekedés volt 1athatd, atoltottuk a kovetkezd napi 96-lyuku polisztirol lemezre.
5.5. Efflux-pumpa vizsgalat CCCP-vel

Felvetésiink a kisérlet soran az volt, hogy a P. aeruginosa ATCC® 27853™ + torzs
¢s a klinikai izolatumok marbofloxacin elleni ellenalloképességének novekedését a masik
két hasznalt hatdanyag lassitani vagy gatolni képes. Vizsgaltuk, hogy a kialakuld
rezisztencia mogott a P. aeruginosa baktériumra alapvetéen jellemzé efflux-pumpa
mechanizmus all-e. Azt vartuk, hogy hatdéanyagaink 6nallé vagy kombinécidos MIC értéke
Osszesen 4 higitasnyit csokken CCCP, mint efflux-pumpa gatld hasznalata mellet,
alatamasztva az efflux-pumpa miikddését a kapott, emelkedé MIC értékek mogott [60]. Az
efflux-pumpa mechanizmusra iranyulé MIC vizsgalatainkat az 5.4-es fejezettel megegyez6
moédon CLSI-standardnak megfeleléen végeztiik. Az ATCC® 27853™ kontroll térzs és
tovabbi 22 klinikai izolatum kioltasara keriilt sor a kisérlet els6 napjan. Torzsenként 3 ml
kalcium-ion adjusztalt MHB-be tortént meg a kioltds steril bakteriologiai kacsok
segitségével. Az 5.4-es fejezetnek megfeleld hatdanyagonkkal, hatdanyag-kombinacidkkal
¢és azok kiilonbozd koncentracidival kezeltiik a kontroll torzset és az izolatumokat CCCP
jelenlétében és anélkiil. Azoknal a lemezeknél, ahol CCCP jelenlétében kezeltiik az adott
izolatumokat, ott + jelzést irtunk az adott munkalemezre, mig a CCCP nélkiili lemezek
esetében — jelzést irtunk. Tovabba a baktériumszuszpenziok kialakitdsdhoz ebben az esetben

MHB levest hasznaltunk a CCCP kompatibilitdsa miatt.

Egy hatéanyag vagy hatdéanyag-kombindci6d vizsgalatdhoz a 22 izoldtumon és 1
kontroll torzson Osszesen 3 darab mikrotiter lemezre volt sziikségiink, igy 1 lemezen
Osszesen 8 izolatum fért el. Tehat a 7 db kezelés (M, G, E, MG, ME, GE, MGE) és a CCCP-
vel valo kezelés megléte vagy hianya alapjan efflux-pumpa vizsgalatunkhoz 6sszesen 43
darab 96-lyuku mikrotiter lemezt hasznaltunk, melybdl a 43. a higitasi lemezt adta a kutatas
soran. A CCCP-t is tartalmazd lemez sorozatnal koncentracié beallitott CCCP-oldatot
hasznaltunk -melynek végkoncentracidja 10,4 mg/100 ml a kezelt lyukakban - az MHB
helyett.

Statisztikai elemzésiink szerint az egyes kezeléseink MIC-re gyakorolt hatasat
altalanos linearis modellel teszteltiik, ahol a MIC volt a fliggd valtozo, mig a kezelés (faktor

harom szinttel: M, G, E) a CCCP (faktor két szinttel: igen, nem) voltak a tesztelni kivant
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magyarazovaltozok. Az elemzéseket R 4.3.1-ben végeztiik (R core team, 2023). Statisztikai

elemzéseinkben nagy segitséget nyujtottak a Biostatisztika Tanszék munkatarsai.
5.6. Biofilmfeltoréssel kapcsolatos vizsgalatok

Kisérleteink ezen fazisaban azt vizsgaltuk, hogy az egyes hatdanyagok, illetve azok
kombinacioi képesek-e karositani a P. aeruginosa alkotta biofilmet. A kisérlet els6 napjan a
biofilmtermelé P. aeruginosa ATCC® 27583™ Microbank™ rendszerbdl elészor 3 ml
MHB levesben szaporitottuk fel, 37 °C-on, 24 6ran keresztiil inkubaltuk, acrob koriilmények
kozott. A baktériumszuszpenzid higitast az 5.3. fejezetben leirtak alapjan végeztiik. Ezutan
0sszesen 8 darab 96-lyuka mikrotiter munkalemezen novesztettiink P. aeruginosa ATCC®
27583™ biofilmet ugy, hogy 1-3. és a 6-8. sorokban a 11-es oszlopig 90 ul MHB levest és
10 ul higitott baktériumszuszpenziot elegyitettiink. A 12-es oszlop negativ kontrollként 100
pul MHB levest tartalmazott. Az inkubécids id0 lejarta utan a feliilisz6 eltavolitasat
tobbcsatornas pipettaval végeztiikk el dvatos €s azonos mozdulatokkal, hogy a novesztett
biofilm lehetdleg a legkevésbé sériiljon. A lyukakon kitapadt biofilmekre ezt kovetden
rapipettaztuk az 5.4-es fejezetben emlitett 6nalldo hatbanyagok vagy azok kettes, harmas
kombinécioinak beallitott koncentracioit tartalmazd oldatokat, melyeket az atpipettazashoz
parhuzamos segédlemezeken alakitottunk ki. A hatéanyagos oldatok kezd6koncentracidinak
kettes alapu higitasi sorat elvégeztiik a lemezek 10-es oszlopaig. Igy egy torzson a hét
kiilonb6z6 hatdanyagot vagy kombinacidit sszesen 4 lemezen tudtuk vizsgalni kimutatasi
eljarasonként. A munkalemezeket ezutan ijabb 24 6ras és 37 °C-os inkubdacionak vetettiik
ald. Az inkubéacids 1d6 lejarta utan, a hatdoanyagokkal inkubalt feliiluszo ovatos eltavolitasa
utan kristalyibolya (CV) festékkel ¢s MTS-formazannal festettilk meg a lemezeken 1évo

biofilmeket.

A CV festés esetében az inkubdlast kovetéen a felilliszot 120 pl-es
pipettalirtartalommal szivtuk le a mikrotiter lemezek lyukaibol. Ezt egy 10 percen at tarto
levegdén valo szaritas kovette, hogy ne legyen benne a folyamat soran nem kivant plusz
nedvesség. Ezutan 120 ul 0,1%-0s CV-oldatot (CV 1%-os vizes oldatat tizszeresére
higitottuk fiziologias sooldattal) a munkalemezek adekvat lyukaiba applikaltuk, majd 20
folyamat kovetkezd 1épéseként 120 ul-re allitott pipettaiirtartalommal leszivtuk a feliiluszot

20 perc elteltével €s ezutan egy bemeritéses mosas kovetkezett. Ezt kovetden ujbol 10 percig
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levegdn szaritottuk a lemezeket. A folyamat utolsé el6tti momentumaként a kivonashoz 20
percre egy keverdtalcara raktuk a lemezeket és 120 pl 3:1-hez aranyu etanol és aceton oldatat
helyeztiik a munkalemezek szinezett lyukaiba. A szinkioldast kovetden a szinintenzitas
valtozasat, amely a teljes biofilmtdmeg mennyiségével korrelldl, abszorbanciaméréssel

vizsgaltuk spektrofotometrias eljarassal 595 nm-en.

Az MTS-formazan, vitalis festékként csak az ¢é10 sejteket festi meg, ezért az egyik 6
kiilonbséget az adja a CV-vel valo festéstdl, hogy az inkubalast kovetd részfolyamatoknak,
mint a feliiluszo eltavolitdsanak, sterilen kell megtorténnie. Ezutan 6:1-hez aranyu MHB
leves és MTS-formazan elegyét adtuk a munkalemezek oszlopaihoz adni valtott, steril
pipettahegy segitségével. Ezt kovetden egy 90 perces 37 °C-on torténd inkubacid kovette a
folyamatot, majd utolsé 1épésként az abszorbanciamérést 492 nm-en végeztiik a kapott

szinintenzitas valtozas mérésére, amely a biofilmben 1€év6 €16 sejtszammal korrelal.

A biofilmfeltorés mértékét az ECsp érték meghatarozasaval hataroztuk meg a kapott
abszorbanciaértékek  figyelembevételével. Egy biofilmellenes hatdanyag azon
koncentracidja az ECso érték, amely a pozitiv kontroll biofilm spektrofotometrids méréssel
megallapitott abszorbancia értékét legalabb a felére, tehat 50%-kal csokkenti. A

biofilmfeltord képesség szdzalékos értékét az alabbi képlettel szamoltuk ki:

az adott lyuk abszorbancidja - negativ kontroll abszorbanciaja

Biofilmfeltorés % = 100.

pozitiv kontroll abszorbanciaja—negativ kontroll abszorbanciaja
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6. EREDMENYEK

Antimikrobialis hatas vizsgalatinak eredményei

Hatdéanyagaink antimikrobialis hatasanak tesztelése soran azt vizsgaltuk, hogy a

marbofloxacin, a geraniol és a Tris-EDTA 06nallé hatéanyagként, valamint kettes vagy

harmas kombinacidiban alkalmazva az 6nallo hatéoanyag MIC értékéhez képest hogyan

valtozik a kombinacioban 1évo ugyanezen hatéanyag MIC értéke. Ezen gatld koncentracios

adatok 6sszehasonlitasaval vizsgaltuk a hatdbanyagok kozotti kdlcsonhatasokat. Feltevésiink

az volt, hogy a geraniol és/vagy a Tris-EDTA jelenléte megakadalyozza, vagy lassitjaa MIC

emelkedés iitemét a baktériumtorzs esetén sorozatpasszalas soran marbofloxacinra

tekintettel. A 10 napos kisérleti eredmények Osszesitett MIC értékeit hatdanyagokra és

kombindcioikra lebontva a 4. tablazat foglalja 6ssze.

MIC | MIC | MIC | MIC | MIC | MIC | MIC | MIC | MIC | MIC
l.nap|2.nap|3.nap |4.nap | 5.nap | 6.nap | 7.nap | 8. nap | 9. nap |10. nap
M 2 2 4 4 4 4 8 il il il
(ng/ml)
G 16 | 16 | 16 | 16 | 32 | 16 | 32 | 16 | 16 | 16
(mg/ml)
E 0,8 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
(mg/ml)
(J;’/'EH 025+ | 025+ | 05+ | 05+ | 05+ | 025+ | 025+ | 0,25+ | 0,25+ | 05+
gy | 05 0,5 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5 1
(m(;/EH 04+ | 04+ | 08+ | 02+ | 08+ | 08+ | 08+ | 08+ | 08+ | 0,8+
mgimiy | 04 0,4 0,8 0,2 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
MG
(uo/mi+ | 1+1 | 1+1 | 2+#2 | 141 | 242 | 2+2 | 2+2 | 4+4 | 4+4 | 2+2
mg/ml)
MGE | 025+ |0,125+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,125+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,25+
fﬁg;rrﬂt 0,287+ | 0,123+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,123+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,287+
m%,m,) 0,325 | 0,1625 | 0,1625 | 0,325 |0,1625 | 0,1625 | 0,325 | 0,1625 | 0,325 | 0,325

4, tablazat MIC értékek valtozasa az egyes hatéanyagok és azok kombindcicinak tekintetében a 10
napos passzalds sordan P. aeruginosa ATCC® 27853 ™ térzsén. Jelolések: M: marbofloxacin, G:
geraniol, E: Tris-EDTA, ME: marbofloxacin+ Tris-EDTA, GE: geraniol+ Tris-EDTA, MG:
marbofloxacin+ geraniol, MGE: marbofloxacin+ geraniol + Tris-EDTA.

A 4. tablazatban 6sszefoglalt MIC értékek alapjan elmondhatd, hogy a marbofloxacin MIC

értéke folyamatosan emelkedd tendenciat mutatott a 10 napos passzalas alatt, mert 2 ng/ml-
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r6l 16 pg/ml-re novekedett és a 8. naptél a 10. napig konstans 16 pg/ml maradt. Ezzel
szemben az 6nalld geraniol és Tris-EDTA kezelések a passzalas 10 napja soran kozel
azonos, a hatdanyagra jellemzé MIC értékeket eredményeztek. A geraniol esetében a 4., 5.
nap ¢€s a 6. és 7. nap kozott tortént gatld koncentracio emelkedés 1,6 mg/ml-rél 3,2 mg/ml-
re. ATris-EDTA-nal az 1. napi 0,8 mg/ml-rél tértént valtozas 1,6 mg/ml-re, mely érték a 2.-
10.nap kozott konstansan megmaradt. A marbofloxacin  és Tris-EDTA (ME)
kombinaciojanak MIC értékeire is a konstans jelleg mondhaté el. A geraniol és Tris-EDTA
(GE), valamint a marbofloxacin és a geraniol (MG) kombinacios MIC értékei a minimalis
emelkedés ellenére sem mondhatd szadmottevd valtozasnak. Annak ellenére, hogy
hatéanyagaink harmas kombinacidjanak (MGE) MIC értékei nem mutattak szamottevo
novekedést, a kapott eredmények alapjan az lathatd, hogy a marbofloxacin 6nall6 MIC
értéke nem novekedett a kombinacion beliil, mely partnereinek - geraniol és Tris-EDTA -

védoéfunkceiojara utalhat, tehat késleltetik a marbofloxacin MIC emelkedését.

A héarom hatéanyag egymadssal vald kolcsonhatasat a FIC index szamitasaval
allapithatjuk meg. A FIC index 8z egyes hatéanyagok frakciondlt gatlé koncentracios (FIC,
fractional inhibitory concentration) értékeinek 6sszege. Ezen FIC érték kiszamitasat az adott
hatéanyag-kombinacios MIC értékének ¢és az 0Onalldé hatéanyag MIC értékének
hanyadosaként kapjuk meg. Ennek metddusat a marbofloxacin és geraniol kombinacios

példajan szeretném szemléltetni:

MIC kombinéaciés geraniol

=FIC geraniol

MIC 6nall6 geraniol

MIC kombinaciés marbofloxacin
= FIC marbofloxacin

MIC 6nall6 marbofloxacin

FIC geraniol + FIC marbofloxacin = FIC index

Az egyenletek alapjan kapott indexeket a CLSI standardnak megfeleléen meghatarozott
hatarértékek és intervallumok szerint tudjuk dsszesen négy csoportba sorolni a kdlcsonhatas

modja szerint. Az értékek elbiralasat az 5. tdbldzat szemlélteti.

23



Hatas Szamolt FIC index

Antagonizmus 4<

Indifferens, semleges 1-4

Additiv va arcialis
v Yasyp 0,5-1
SzInergizmus

Szinergizmus <0,5

5. tablazat FIC inex elbiraldsa a hatarértékek alapjan.

A kettes és harmas kombinaciok MIC értékei szerint kiszamolt FIC index eredmények alapjan
elmondhatd, hogy egyik kombindcidban sem volt antagonista kdlcsonhatas. A Kettes
kombinaciok koziil a marbofloxacin és geraniol (MG) esetében a 10 nap alatt szamolt napi
FIC indexek koziil a 4. és 7. napi FIC index kivételével — amelyek parcialis szinergista

kolcsonhatast mutattak - mindegyik indifferens eredményt adott.

A marbofloxacin és Tris-EDTA (ME) kombinacioja a 10 napos passzalas soran

jellemzden 0,5 alatti FIC indexet mutatott, ezzel szinergista kolcsonhatést bizonyitva.

A geraniol és a Tris-EDTA (GE) szinergizmusvizsgalata soran a napi FIC indexek
alapjan parcialis szinergizmust allapitottunk meg a két hatéanyag kozott, mert a 4. napi FIC
index kivételével - ahol szinergizmus volt szamolhato - a FIC ingex minden esetben 0,5 és 1

kozé esett.

A harmas kombinacié (MGE) esetében az 1., 4. és 10. napok parcidlis szinergista
kolesonhatésaitdl eltekintve, szinergizmus mondhaté a hirom hatdanyag egyidejii

hasznalatakor, melyet a 6. tabldazat szemléltet.
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1. 0,71 parcialis szinergista
2. 0,24 szinergista
3. 0,21 szinergista
4, 0,89 parcialis szinergista
5. 0,17 szinergista
6. 0,21 szinergista
7. 0,32 szinergista
8. 0,19 szinergista
9. 0,40 szinergista
10. 0,80 parcialis szinergista

6. tablazat Marbofloxacin, geraniol és Tris-EDTA hdarmas kombindcidjanak (MGE) antimikrobidlis
kblesénhatdsai a 10 napos passzalds sordan P. aeruginosa ATCC ®27853™ t6rzson

CCCP vizsgalati eredmények

Az efflux-pumpa kisérlet soran arra voltunk kivancsiak, hogy az altalunk vizsgalt 22
darab Pseudomonas aeruginosa klinikai izolatumon és az 1 darab kontroll P. aeruginosa
ATCC® 27853™ torzson alkalmazott hatéanyagaink (marbofloxacin, geraniol és Tris-
EDTA), illetve azok kettes és harmas kombinacidival kapott MIC értékek csokkenek-e
CCCP jelenlétében az efflux-pumpa mechanizmus gatlasanak koszonhetden. Az 6nalld
hatéanyagaink CCCP-vel val6 kezelésekor a marbofloxacin esetében az 5., 15., 20. és 21.
izolatumoknal tapaszaltunk gatlé koncentracié csokkenést. Az 5. izoldtumnal a MIC
valtozasa 4 ug/ml helyett 2 ug/ml, mig a 15. és 21. izolatumok esetében 2 ug/ml helyett 1
ug/ml, végiil a 20. izolatum MIC értéke 8 pg/ml-r61 4 pg/ml-re valtozott CCCP jelenlétében.
Ezek az eltérések mind a négy esetben csupan 1 higitasnyiak voltak. A geraniol esetében
egyaltalan nem tapasztaltunk valtozast. CCCP jelenlétében ¢€s anélkiil is 1,6 mg/ml volt a
MIC. A Tris-EDTA-nal pedig mind a 23 izolatumnal 1,6 mg/ml-rol 0,8 mg/ml-re csékkent

a MIC, mely szintén csak 1 higitdsnyi valtozas az dsszes izolatum esetében.

A kettes kombinacioknal mar tobb izolatum mutatott eltérést a MIC-ben CCCP-vel
kezelve. A geraniol és Tris-EDTA (GE) esetében az 1.,3.-8. izolatumoknal volt eltérés, ahol
0,8 mg/ml + 0,8 mg/ml helyett 0,4 mg/ml + 0,4 mg/ml MIC-et mértonk CCCP hozzaadasa
utan. A marbofloxacin és geraniol (MG) kombinacidjanal csak a 14. izoldtum esetében
csokkent 1 pg/ml + 1 mg/ml-r6l 0,5 pg/ml + 0,5 mg/ml-re, valamint a 16. és 18.

izolatumoknal 2 pg/ml + 2 mg/ml-rél valtozott 1 pg/ml + 1 mg/ml-re a MIC érték CCCP
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jelenlétében. Marbofloxacin és Tris-EDTA (ME) esetében pedig csak a 22. és 23.-nal
tapasztaltunk valtozast, ahol mind a két esetben 0,5 pg/ml + 1 mg/ml-ré1 0,25 pg/ml + 0,25
mg/ml-re csokkentek a gatldo koncentracio értékei. A kettes kombinacioknal (GE, MG és
ME) kapott eredményeket és azok valtozasat az efflux-pumpa gatloé anyag hasznalataval (+)
és anélkill (-) a 7. tablazat szemlélteti, melyben azok a MIC értékek vannak sotét
narancssargaval jelolve, ahol és amely izolatumnal a MIC csokkenését tapasztaltuk. A 7.

tabldzatban az 1. sorszam a P. aeruginosa ATCC® 27853™ kontroll torzset jeldli.

Hatéanyag-kombinaciok (M: pg/ml, G: mg/ml, E: mg/ml)
GE+ GE- MG+ MG- ME+ ME-
1. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
2. 0,8+0,8 0,8+0,8 2+2 2+2 0,5+1 0,5+1
3. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
4. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
5. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
6. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
1. 0,4+0,4 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
- 8. 04+04 | 08+08 141 1+1 | 025+05 | 0,25+05
£ 9. 08+08 | 08+08 | 2+2 2+2 0,5+1 0,5+1
2 10. 08+08 | 08+08 | 1+1 1+1 0,5+1 0,5+1
E 11. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
g 12. 0,8+0,8 0,8+0,8 2+2 2+2 0,25+0,5 0,25+0,5
5 13. 0,8+0,8 | 0,8+0,8 2+2 2+2 0,5+1 0,5+1
E 14. 0,8+0,8 0,8+0,8 0,5+0,5 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
= 15. 08+0,8 | 08+08 1+1 1+1 0,25+05 | 0,25+0,5
16. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 2+2 0,25+0,5 0,25+0,5
17. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
18. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 2+2 0,5+1 0,5+1
19. 0,8+0,8 0,8+0,8 2+2 2+2 0,25+0,5 0,25+0,5
20. 0,8+0,8 0,8+0,8 2+2 2+2 0,25+0,5 0,25+0,5
21. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
22. 0,8+0,8 0,8+0,8 4+4 4+4 0,25+0,5 0,5+1
23. 0,8+0,8 0,8+0,8 4+4 4+4 0,25+0,5 0,5+1

7. tablazat A kettes kombindciok MIC értékének valtozasa CCCP jelenlétében és anélkiil. Jelolések: GE:
geraniol + marbofloxacin, MG: marbofloxacin + geraniol, ME: marbofloxacin + Tris-EDTA, ,,+”: CCCP-
vel kezelve, ,,- ,,: CCCP-vel nem volt kezelve.

A harmas kombinaci6 (MGE) tekintetében az mondhaté el, hogy egyediil a 16. izoldtum
mutatott MIC érték valtozast a CCCP-vel kezelt kombinacional, mely esetben 0,125 ng/ml
+0,1237 mg/ml + 0,1625 mg/ml helyett 0,25 pg/ml + 0,2875 mg/ml + 0,325 mg/ml volt a
MIC higitasi értéke.
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A statisztikai modellben a CCCP valtozo nem bir nagy szignifikanciaval (p = 0,0458)

a MIC értékre nézve, tehat nincs jelentds hatdsa a gatlo koncentraciora.
Biofilm-eradikacio vizsgalati eredményei

A kisérleteink soran vizsgalt hatoanyagok és kombindcidinak a korabban megadott
kezddkoncentraciok kettes alapu higitasi soranak biofilmellenes hatdsat a kristaly ibolya
festési eljarassal harom parhuzamos vizsgalatban értékelve elmondhatjuk, hogy az egyes
hatoanyagok vagy kombinacioinak biofilmfeltoré koncentracidja olyan magas szorast mutat,
hogy a festési eljarast az altalunk hasznalt médon P. aeruginosa ATCC® 27583™ torzs
esetében biofilmfeltord képesség megallapitdsara megbizhatatlannak tekintettik az

eredmények alacsony reprodukalhatosidga miatt.

A biofilmfeltorést a vitalis MTS-formazan festékkel vizsgalva elmondhatjuk, hogy a
hatéanyagok 0©nallo alkalmazisa esetén kapott ECso értékek a kovetkezOk voltak:
marbofloxacin esetén: 2 ug/ml, geraniol esetén: 1,6 mg/ml, tris-EDTA estetén: 0,8 mg/ml
voltak, amely értékek megegyeznek a MIC vizsgalatban kapott értékeknek. Kettes
kombinéciok esetében a biofilmfeltdrd koncentraciok a kovetkezOk voltak: geraniol 0,4
mg/ml + Tris-EDTA 0,4 mg/ml, Marbofloxacin 1 ug/ml + geraniol 1 mg/ml, marbofloxacin
0,25 + Tris-EDTA 0,5 mg/ml. A harmas kombinaci6 esetében szintén a MIC vizsgalatnak
megfeleld koncentracid (marbofloxacin: 0,25 pg/ml + geraniol: 0,287 mg/ml + Tris-EDTA:

0,325 mg/ml) bizonyult ekvivalensnek a biofilmfeltéré koncentracioval.
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7. MEGBESZELES

Antimikrobialis hatas vizsgalata

A Pseudomonas aeruginosa rezisztencia vizsgalata soran mindharom hatéanyagunk
mutatott antimikrobialis hatast. A Tris-EDTA 06nall6 alkalmazasa altal a 10 napos passzalas
alatt mért MIC értékek intervalluma 0,8-t61 1,6 mg/ml-ig terjedt. Egy 2013-as kutatas soran
tobb kiilonb6z6 baktériumra és torzseikre végeztek MIC vizsgalatokat Tris-EDTA-val
onalléan és kombinacioban, melynek soran a P. aeruginosa ATCC® 27853™ torzs esetében
a Tris-EDTA 06nallo alkalmazasaval a kapott MIC-intervallum 2,2 és 8,9 mg/ml kozé esett
[2]. Ezt Osszevetve a sajat kisérlet soran kapott MIC-intervallummal, elmondhato, hogy
esetiinkben alacsonyabb MIC-intervallumrél beszélhetiink, amelynek oka a kisérleti
elrendezésbeli vagy a Tris és EDTA kombinacié formulalésa és pufferelése soran megjelend

kiilonbség lehet.

Egy 2014-es tanulmanyban a geraniol MIC értéke a rezisztencia vizsgalat soran 1,4
mg/ml és 2,8 mg/ml kozott valtozott, ezért azt vartuk, hogy a sajat kisérletiinkben hasonld
vagy ennél kedvez6ébb MIC-intervallumot kapunk [61]. A mi esetiinkben a geraniol 6nalloan
kapott MIC értéke 1,6 mg/ml és 3,2 mg/ml kozott volt, mely hasonld eredményt hozott az

elobb emlitett kutatassal.

Egy 2022-es kisérlet soran Febler és munkatarsai 56 kutya és macska fiilébol vett P.
aeruginosa izolatumon végeztek MIC mérést kiilonbozé antibiotikumokkal, koztiik
marbofloxacinnal. Esetiikben 4 olyan izolatumot talaltak, ahol a MIC meghaladta a 32
ug/ml-t [62]. Egy masik tanulmany soran a marbofloxacin 6nallo alkalmazasaval P.
aeruginosa baktérium 11 izolatuman vizsgalt rezisztencia altal kapott MIC intervallum 39,1
ug/ml és 312,5 ug/ml volt [2]. Mindekdzben a marbofloxacin MIC értéke az altalunk
vizsgalt 10 napos kisérlet soran 2-16 pg/ml kozott valtozott, tehat joval alacsonyabb MIC
értékek sziilettek, hiszen a passzalast nem egy tudottan rezisztens torzson, hanem egy

marbofloxacinra érzékeny kontroll térzsén (ATCC® 27853™) végeztiik.

A kettes és harmas kombindciok MIC értékei alapjan kiszamolt FIC ingex és a
kolcsonhatési kiiszobértékek Osszevetése szerint, megallapitasra keriilt a marbofloxacin,
geraniol ¢és Tris-EDTA kettes és harmas kombinacidinak szinergizmusa, parcialis

szinergizmusa vagy indifferencidja. Antagonizmust egyik kombinacié esetében sem
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tapasztaltunk. Egy 2013-as kisérlet soran P. aeruginosa torzseken vizsgaltak a Tris-EDTA
¢s a marbofloxacin (ME) kdlcsonhatasat, melyben dsszehasonlitottak az 6nalld hatéanyagok
MIC értékeit a kombinacioban kapott MIC értékekkel, melyek joval alacsonyabbak voltak

kombinacioban, ahogy azt a sajat kisérletiink soran is vartuk [2].

Egy masik, kordbbi tanulményban a geraniolt hasonlitottdk Ossze egy masik
fluorokinolon antibiotikummal, a ciprofloxacinnal. Ebben a kisérletben a ciprofloxacin és
geraniol FIC ingex eredménye 2,13 lett, mely szintén indifferens eredményt adott [63]. Ezért
nem volt meglepd szamunkra, hogy az altalunk vizsgalt marbofloxacin és geraniol (MG)

kombinaciodja szintén indifferens eredményt hozott.

A geraniol és Tris-EDTA (GE) FIC indexe @ 10 napos passzalas alatt 5 napon semleges,
4 napon parcidlis szinergizmust, 1 napon pedig szinergizmust mutatott. Caballero Gomez és
munkatarsai 2022-es kutatasuk soran kiilonféle esszencialis olajok ¢és az EDTA
szinergizmusat vizsgaltak kiillonb6z6 baktériumokon és azok torzsein. P. aeruginosa
esetében a geraniol és az EDTA kombinacidja csupan 3 tdrzs esetében mutatott
szinergizmust [64]. A 6 kiilonbséget a két kutatas kozott az adja, hogy mig Caballero és
munkatarsai tobb P. aeruginosa torzs vizsgalatat nézték, addig a mi kutatasunk esetében 1

P. aeruginosa torzsre néztiink szinergizmusvizsgalatot.

A harmas kombinacid, tehat a marbofloxacin, Tris-EDTA ¢és geraniol (MGE)
egyidejii haszndlata a passzalés soran tobbségében szinergizmust mutatott a vizsgalt torzson.
Ezen szerek harmas kombinaci6jat eddig csak a ATE, Gyégyszertani és Méregtani Tanszék
vizsgalta. Mas forrasok nem emlitik ennek a harmas-szerkombinacionak a kutatasat, emiatt
a hatéanyagok kiilonboz6 koncentracio intervallumainak tovabbi hatékonysag tesztelésével
¢s statisztikailag relevans szamu klinikai izolatum vizsgalatanak bevonasaval hozzasegithet

egy Uj allatgydgyaszati flilcsepp készitmény megalkotdsédhoz.
Efflux-pumpa vizsgalat

A kisérleti eredményeink alapjan az 6nallé hatéanyagok, valamint a kettes és harmas
kombinaciok azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt P. aeruginosa ATCC® 27853™ kontroll
torzs, illetve kutyafiilbdl izolalt 22 darab klinikai izolatumnal nem a baktérium efflux-pumpa
funkcioja felel az alkalmazott szerek elleni rezisztenciaért, mert a CCCP-vel nem kezelt és

kezelt izolatumok MIC értékei kozott a minimum 4 higitasi egységnyi csokkenés helyett
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csupan 1 egységnyi eltérés vagy egyaltalan nem volt lathatd. Elmondhato, hogy nem érik el
azt a kiiszobértéket, amely alapjan megallapithato lenne a Pseudomonas aeruginosa efflux-
pumpa funkcidja a szerek hasznalata soran. Ehhez nagyon hasonlo kutatast végeztek 2021-
ben, ahol Acinetobacter baumannii toérzsek cefepime és imipenem iranti
érzékenységvizsgalatat végezték el CCCP jelenlétében és anélkiil. Esetiikben a MIC CCCP
jelenlétében a vizsgalt torzsek 2,1%-ban imipenemre, 8,5%-ban cefepimere nézve a
hatéanyagok 4 vagy tObb higitasi fokaval csokkent, tehat az A. baumanni elleni
védekezésben a CCCP segitheti az elébb emlitett hatdoanyagokat [60].

Biofilmfeltorés

A biofilmfeltorés vizsgalatara széles korben alkalmazott kristaly ibolya festési eljaras
kisérletlinkben nem reprodukdlhaté eredményeket hozott a hatékony biofilmfeltord
koncentracié megallapitasa tekintetében. Ez 6sszhangban all azzal a publikécioval, melyben
alatamasztjak, hogy az eljaras felhasznalhatosaga limitalt, kifejezetten P. aeruginosa

biofilmjei esetén esetleges a vizsgalatok reprodukalhatosaga [65].

A biofilmfeltord képesség vizsgalatdnak eredményeként az emlitett szerekkel és
kombinacioikkal kapott ECsg értékek megegyeztek a planktonikus baktériumokon torténd
minimalis gatlé koncentracid értékeivel, amely azt sugallhatja, hogy a kialakult P.
aeruginosa biofilm nem biztositott megndvekedett ellenalloképességet a vizsgalt szerekkel
szemben a baktériumok szdmara a rendelkezésre 4ll6 egy ¢jszakan at tartd inkubdacid alatt.
Ennek értelmében a szerek biofilmfeltord képességét egyéb kisérleti elrendezésben,

hosszabb inkubacids 1ddt kdvetden lenne érdemes vizsgalni a késébbiekben.
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8. OSSZEFOGLALO

A kutydk kimagaslo aranyban érkeznek fiilészeti panaszokkal az allatorvosi
rendeldbe. Ennek egyik leggyakoribb oka a kiilsé hallojarat gyulladds, amelyet
masodlagosan, a nagyszamban multirezisztens Pseudomonas aeruginosa baktérium
okozhat, melyet rezisztencia mechanizmusai ¢és biofilmépiilési képessége miatt nehéz
kezelni. Kutatasunk f0 célja egy allatgyogyaszati flilészetben hasznalhatdo potencialis
szerkombinaci6 vizsgalata volt, ahol a komponensek hatékony antibakterialis €s potencialis
biofilmfeltoré tulajdonsaggal rendelkeznek és kombinacioban vald alkalmazasuk révén
egymas hatékonysagat novelik. A marbofloxacin masodik generacios fluorokinolonként az
egyik leghatékonyabb antibiotikum a P. aeruginosa elleni védekezésben. A geraniol egy
monoterpén alkohol, mely kivalo biofilmellenes hatassal bir. Az etilén-diamin-tetraecetsav
(EDTA) fém kelatorként a marbofloxacin hatdsat potencirozni képes. A harom hatéanyag,
illetve ezek kettes, harmas kombinacidinak antibakterialis és biofilmellenes hatasat
vizsgaltuk kutya kiils6 hallgjarat gyulladasabol vett és biofilmtermeld kontroll P. aeruginosa
torzseken. A minimum gatlé koncentracio (MIC) vizsgalataval sorozatpasszalast végeztiink
a biofilmtermeld P. aeruginosa ATCC® 27853™ torzson. Megfigyeltiik, hogy a
biofilmellenes anyagokkal valé6 kombinalas gatolja-e a rezisztencia terjedését
marbofloxacinra nézve. Emellett kivancsiak voltunk, hogy a P. aeruginosa antimikrobialis
rezisztencidja Osszefiiggésbe hozhato-e a baktérium efflux-pumpa funkcidjaval. Ehhez
huszonkettd P. aeruginosa klinikai izolatumot és egy kontroll torzset (ATCC® 27853™)
vizsgaltunk a hatdéanyagokkal ¢s kombinacioikkal egy efflux-pumpa gétldé (EPI) hatéanyag
karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazin (CCCP) jelenlétében és anélkiil. Tovabba a
hatéanyagok és kombinacioik biofilmfeltord tulajdonsagat vizsgaltuk a P. aeruginosa
ATCC® 27853™ tdrzs biofilmjén kristalyibolya és MTS-formazan festési eljarasokkal.
Kutatasi eredményeink a hatéanyagok bizonyos kombindcidi kozott szinergizmust,
részleges szinergizmust vagy indifferens hatast tartak fel. A CCCP-vel végzett rezisztencia
vizsgélati eredményeink alapjan az antibakterialis ellenalloképesség hatterében nem efflux-
pumpa funkcidja all a vizsgalt izolatumok esetében az adott szerek jelenléte mellett. A
biofilmfeltorést vizsgalo kisérletiink eredményei altal arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt
hatéanyagok és kombinacidinak biofilmfeltdrd hatdsa nem volt szamottevéen nagyobb a

kombinacioban val6 alkalmazaskor, mint 6nallé6 marbofloxacin hasznalatakor.
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9. SUMMARY

A high proportion of dogs come to the veterinary practice with ear complaints. One
of the most common causes is external ear canal inflammation, which can be caused
secondarily by the highly multiresistant bacterium Pseudomonas aeruginosa, which is
difficult to treat due to its resistance mechanisms and biofilm formation. The main objective
of our research was to investigate a potential combination of agents for use in veterinary
otolaryngology, where the components have potent antibacterial and potential biofilm-
disrupting properties and when used in combination, enhance each other's efficacy. As a
second-generation fluoroquinolone, marbofloxacin is one of the most effective antibiotics
for the control of P. aeruginosa. Geraniol is a monoterpene alcohol with excellent anti-
biofilm activity. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) can potentiate the action of
marbofloxacin as a metal chelator. We investigated the antibacterial and anti-biofilm effects
of the three drugs and their two- and three-drug combinations on biofilm-producing control
P. aeruginosa strains and P. aeruginosa from canine otitis externa. A serial passaging of the
biofilm-producing P. aeruginosa strain ATCC® 27853™ was performed by testing the
minimum inhibitory concentration (MIC). We observed whether the combination with anti-
biofilm agents inhibited the spread of resistance to marbofloxacin. In addition, we wondered
whether the antimicrobial resistance of P. aeruginosa could be related to the efflux pump
function of the bacterium. To this end, we tested twenty-two P. aeruginosa clinical isolates
and one control strain (ATCC® 27853™) with and without the active substances and their
combinations in the presence and absence of an efflux pump inhibitor (EPI), the active
substance carbonyl cyanide-3-chlorophenylhydrazine (CCCP). In addition, the biofilm
disruption properties of the active substances and their combinations were investigated on
the biofilm of P. aeruginosa strain ATCC® 27853™ using crystal violet and MTS-formosan
staining procedures. Our research has revealed synergism, partial synergism or indifferent
effects between certain combinations of active substances. Our resistance test results with
CCCP suggest that the antibacterial resistance is not due to an efflux-pump function of the
tested isolates in the presence of the respective agents. From the results of our biofilm
disruption experiment, we concluded that the biofilm disruptive effect of the tested agents
and their combinations was not significantly greater when used in combination than when

used alone with marbofloxacin.
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