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1. BEVEZETES, CELKITUZES

A korokozd baktériumoknak az antibakterialis szerekkel szembeni novekvo
rezisztenciaja vilagszerte az egyik legfobb probléma az orvoslas és a tudomany teriiletén. A
rezisztencia kialakuldsanak mértéke antibiotikumonként ¢€s baktériumfajonként eltéro.
Manapsag az allatorvosok is nagyban eldsegitik a jelenség 1étrejottét az indokolatlanul, illetve
a nem megfelelden kivalasztott, és nem megfeleld ideig adott antibiotikumok hasznélataval,
valamint a rezisztencia-vizsgalatok elhanyagolasaval. A klinikai gyakorlatban a legnagyobb
nehézséget a staphylococcusok, az enterococcusok és a Pseudomonas aeruginosa jelentik
rezisztenciajuknak és elterjedtségiiknek koszonhetden.

A P. aeruginosa altal okozott korképek igen gyakoriak és komoly problémat okoznak
a human- és allatgyogyaszatban egyarant. Ilyen betegségek példaul a hugyuti fertézések,
illetve a bérgyogyaszat teriiletén a kiilsé hallojarat-gyulladas (otitis externa) és a gennyes
borgyulladas (pyoderma). A bantalmak kezelése napjainkban egyre nehezebb. A fent emlitett
korképek ugyanis gyakran hosszil tavu antibakteridlis terapiat kovetelnek, mely soran
rovidebb-hosszabb id6n beliil csokken az alkalmazott antibiotikum elleni érzékenység, €s
nagy eséllyel alakul ki rezisztencia a koérokozokban. A P. aeruginosara ugyanis gyakran
jellemzd a multirezisztencia, illetve a huméan gyakorlatban kimutattak Un. panrezisztens
torzseket is, amelyek minden eddig ismert antibiotikummal szemben ellenalloak. Masrészrol a
baktérium rendelkezik azzal a képességgel, hogy biofilmet képezzen, ami nagymértékben
csokkenti az antibiotikumokkal szembeni érzékenységét. Az elObbiekben felvetett
alkalmazasaval csokkenthetjiik.

Tanulméanyunkban Magyarorszagon gyujtott, ofitis externa klinikai tiineteit mutatod
kutyakbol izolalt P. aeruginosa baktériumtorzsek biofilmet képzo, illetve planktonikus
formainak antibiotikum-érzékenységét vizsgaltuk. A kisérletliink soran hasznalt hatéanyagok
az aminoglikozidok, a polimixinek és a fluorokinolonok csoportjaibol keriiltek ki. Az
aminoglikozidok koziil a gentamicinnel dolgoztunk, mely a leggyakrabban megtaldlhato
hatéanyag az allatgydgyaszati flilcseppekben. A polimixinek csoportjabol a kolisztin, a
fluorokinolonok koziil pedig a marbofloxacin hatdsat vizsgaltuk. Kutatasunk egyik célja az
volt, hogy felmérjiik a planktonikus baktériumtdrzsek elleni minimalis gatld koncentréacio-
(MIC, MICs, MICq) értékeket marbofoxacin, marbofloxacin-gentamicin és marbofloxacin-

kolisztin kombinaciok esetében. Vizsgaltuk tovabba a biofilmképzé P. aeruginosa



baktériumtérzsek  érzékenységét  vitdlis  festéssel =~ (MTS-formazén)  fotometrias
meghatarozassal. Ezenfelill kétféle modszer segitségével alatdmasztottuk a baktériumtorzsek
biofilmképz6 tulajdonsagat. Pasztazd (scanning) elektronmikroszkoppal (Zeiss EvoMA10)
késziilt felvételek altal morfologiai szempontbol figyeltik meg az izoldtumok
biofilmképzését. Egy molekuléris bioldgiai technologiat, a kvalitativ polimeraz-lancreakciot
(PCR) alkalmazva pedig génszinten (pelA, pelB, pelE) elemeztiik a torzsek biofilmképzd
adottsagat.

Tanulményunk f6 célkitlizése a két forma kozti eltérd érzékenység vizsgalata volt,
amelynek eredménye egy 1épéssel kozelebb vihet ahhoz, hogy hazidllataink kiils6 hallojarat-
gyulladdsainak kezelésekor a megfeleldé koncentracidju antibiotikumot alkalmazzuk

biofilmképzés esetén, elkeriilve igy a rezisztencia kialakulasat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Pseudomonas aeruginosa kortani szerepe az allatgyégyaszatban

A P. aeruginosa Gram-negativ, obligdt aerob, palcika alaka baktérium.
Igénytelenségének koszonhetden széles korben elterjedt. Jelen van a talajban, a természetes
vizekben, szennyvizekben, ndvényzeten, gerinces fajok bélcsatornajaban, valamint a boron is.
Az allatokon feliil az embert is megbetegiteni képes fakultativ patogén mikroba (TUBOLY, et
al.,, 1998). A human gyogyaszatban fontos opportunista, nozokomialis koérokozd. Az
allatgyogyaszatban foként kutyakban okoz gyakran kiils6 hallojarat-gyulladast (otitis
externat), gennyes borgyulladast (pyodermdt), 1éguti- és hugyuti fertézéseket (LIN, et al.,
2012).

2.1.1. Kiils6 hallojarat-gyulladas

A kiils6 hallgjarat-gyulladas igen gyakori korforma kutydkban, egyes felmérések
szerint az egyik leggyakoribb ok, ami miatt az allattartok az allatorvos utmutatasat kérik
(SWANTON, et al., 2010). Egy amerikai kutatas szerint az allatorvosok altal vizsgalt kutyak
10-20%-anal diagnosztizalhatok fiilbetegségek (SCOTT, et al., 2001). El6fordulasa néstény és
him kutydkban nem mutat eltérést, harom és hat év kozotti egyedekben kissé gyakoribb.
Egyes fajtak anatomiai adottsagai hajlamosithatnak a kiilsé halldjarat-gyulladas kialakuldsara,
ilyenek példaul a shar-pei, spaniel és a németjuhasz (HARVEY, et al., 2005).

A betegség Osszetett koroktannal rendelkezik. A hattérben 4all6 okokbol egy triad
rendszert alkottak. Elsddleges tényezOk, ugy mint ektoparazitdk, idegen testek, daganat,
polip, immunmedialt rendellenességek oOnalldan is képesek kialakitani a betegséget. A
hajlamositd tényezOk a kornyezeti paraméterek megvaltoztatasa révén novelik a kialakulas
eselyét (16go fiil, szlkiilet, szOr, viz a hallojaratban, hdmérséklet, kozépfiil-gyulladas), mig a
fenntart6 tényezok (baktériumok, kozépfiil-gyulladas, gyogyszerek, hyperplasia) a gyulladast
képesek sulyosbitani (AUGUST, 1988).

A kiils6é hallojarat-gyulladas legjellemzdbb tiinetei a borpir, a duzzanat, a valtozo
fiilvaladékozas és ezek hatasara kialakuld diszkomfort érzet. Az emlitett tényezok kérositjak a
hallgjarat természetes védekezorendszerét is (SANDER, et al., 2001). A P. aeruginosa nagy
mennyiségli gennyes, biizos valadékkal jellemezhetd fajdalmas kiilsé hallojarat-gyulladast,

un. szuppurativ otitis externat okoz (KISS, et al., 1997).



A borhoz hasonloan a kiilsé hallojarat is rendelkezik normal rezidens floraval, amely
foként Gram-pozitiv baktériumokbol 4ll (staphylococcusok, streptococcusok). Kiilsd
hall6jarat-gyulladds esetén azonban mindségi ¢€és mennyiségi valtozdsok torténnek.
Tobbszorosére né a baktériumok szama, és nagy szamban megjelennek a Proteus és a
Pseudomonas nemzetség tagjai (HARVEY, et al., 2005). Egy amerikai kutatas szerint az 1992
és 1997 kozott vizsgalt kutyak fiilmintainak 27,8%-abol izolalhato P. aeruginosa. Egy
késobbi felmérés eredménye alapjan alacsonyabb, 11,1%-o0s arany mutathaté ki (LIN, et al.,

2012).
2.1.2. Gennyes boérgyulladas

Kutyak és macskak borgyulladasa esetén az elsédleges korokozokon (staphylo- és
streptococcusok) kiviil gyakran egyéb patogének is okoznak megbetegedést. Ezek altalaban
Gram-negativ palcak, elsésorban P. aeruginosa és E. coli (LILLENBAUM, et al., 2000). A
pyodermaban szenvedd kutydk mintainak 30%-4abol mutattak ki Gram-negativ korokozodkat
(KROGH ¢s KRISTENSEN, 1981). Egy hat éven at tartdo kutatasban kutyak boérébol vett
mintdk 7,5%-abol izolaltak P. aeruginosat, de a gyakorisag évrél-évre emelkedett a
megjelend multirezisztens baktériumtorzsek kovetkeztében (PETERSEN, et al., 2002).

A P. aeruginosa altal okozott gennyes bdérgyulladas két megjelenési formajat
kiilonboztetjik meg. A heveny, mély pyoderma, melyre jellemzé a hirtelen kialakuld
fajdalom és a lathato fekélyek, holyagok, pusztulak jelenléte. A kronikus forma esetében a
hattérben bdr, fiil és egyéb szisztémas betegség all, mely a fokozatosan kialakul6 borsériilések

megjelenésével jellemezheté (HILLIER, et al., 2006).

2.2. A P. aeruginosa planktonikus formajanak érzékenysége antibakterialis szerekre

A P. aeruginosa azon korokozok egyike az allatgyogyaszatban, amely szamos
antibiotikummal szemben rezisztens. Ez olyan egyedi tényezdknek koszonhetd, mint példaul
a sejtfal kiils6 membranjanak alacsony ateresztOképessége, az efflux pumpdk taltermelése,
szamos P-laktamaz enzim expresszidja és mutaciok (DNA-girdz, topoizomeraz IV.) a

genomban (LIN, et al., 2012).



Egy amerikai felmérésben 106 P. aeruginosa torzs érzékenységét vizsgaltak, amelyek
otitis externa és pyoderma tiineteit mutatd kutyakbol keriiltek izolalasra 2003 és 2006 kozott
(RUBIN, et al.,, 2008). A vizsgalatban 32 hatéanyagot vizsgaltak, eredményeik az 1.
tablazatban lathatok.

1. tablazat. Rezisztens P. aeruginosa torzsek szama (%) a vizsgalt hatéanyagokkal szemben (RUBIN, et al.,
2008).

B-laktamok
ampicillin, cefoxitin, cefpodoxim, cefalotin, cefazolin 100
amoxicillin/klavulansav 99
ceftiofur 97
ceftriaxon 39
cefotaxim 26
cefotaxim/klavulansav 20
ceftazidim/klavulansav, ceftazidim,
; - i <7
piperacillin/tazobaktam vagy cefepim
karbapemenek 1,9
Kinolonok, fluorokinolonok
nalidix sav 96
orbifloxacin 52
difloxacin 43
enrofloxacin 31
marbofloxacin 27
gatifloxacin 23
levofloxacin 21
ciprofloxacin 16
Aminoglikozidok
kanamicin 90
sztreptomicin 69
gentamicin 7
amikacin 3
Kloramfenikol 100
Tetraciklinek 98
Trimetoprim/szulfametoxazol 57

A P. aeruginosara jellemz6 multirezisztencia (harom vagy tobb antibiotikumra
rezisztens) mellett izolaltak panrezisztens torzseket is a human gyogyaszatban, amelyek ellen
az eddig ismert Osszes antibakterialis szer hatastalan (SOULL, et al., 2008).

A P. aeruginosa altal kivaltott fertézések esetén leggyakrabban hasznalatos
hatéanyagok az allatgyogyaszatban az aminoglikozidok (tobramicin, amikacin, gentamicin), a
fluorokinolonok (ciprofloxacin, marbofloxacin és enrofloxacin), a polimixinek (polimixin-B
és a polimixin-E, masnéven kolisztin), tovabba a Pseudomonas-ellenes P-laktamok (pl.

piperacillin, ceftazidim) (GALFI, et al., 2012).



2.2.1. Aminoglikozidokkal szembeni érzékenység

Az aminoglikozidok gyakran hasznalatos baktériumellenes szerek a human- ¢és
allatgyogyaszatban egyarant. Hatasmechanizmusuk alapja a fehérjeszintézis gatlasa a 30S
riboszoma alegységen. Foként Gram-negativ aerob korokozok és staphylococcusok ellen
hatékonyak. P. aeruginosa ellen a tobramicin és az amikacin kifejezetten, a gentamicin
mérsékelten hatékony. A szintén hatékony netilmicint az allatorvoslasban nem alkalmazzak.
Az egyéb aminoglikozidok (neomicin, spektinomicin, kanamicin stb.) altalaban hatastalanok
(GALFI, et al., 2012).

Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia forrasa a bakterialis enzimek mukddése,
példaul a foszfotranszferaz, acetiltranszferaz, adenil-transzferaz aktivitdsa. Legalabb 11 enzim
rendelkezik azzal a képességgel, hogy hatastalanitja a gentamicin hidroxil-, vagy amino
csoportjat, megakadalyozva a riboszomahoz vald kotddését. A riboszoma 30S alegysége is
képes mutalodni, de mivel az alegység tobb kotéhellyel is rendelkezik, ez a mechanizmus
elhanyagolhat6 jelentdséggel bir (GIGUERE, et al., 2006).

Egy kutatas soran 130 P. aeruginosa torzs érzékenységét vizsgaltak aminoglikozidok
ellen (KLUGE, et al., 1974), melynek eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze. A tablazatbol
kitiinik, hogy a tobramicin hatékonyabb, mint a gentamicin, mig az amikacin csak nagyobb

koncentracioban hatékony a korokozo ellen (d6zisa nagyobb).

2. tablazat. Aminoglikozidok megadott MIC-értékeire (nug/ml) reagalé P. aeruginosa torzsek szama (n=130)
(KLUGE, et al., 1974).

<5 ng/ml 10-40 pg/ml >80 pg/ml
gentamicin 97 15 18
tobramicin 116 0 14
amikacin 73 57 0

Egy 1976-ban késziilt

felmérésben 63 P.

aeruginosa torzs

aminoglikozid

antibiotikumok elleni érzékenységét tanulmanyoztak (BRIEDIS, et al., 1976). Az 1. abra
alapjan a vizsgalt hatéanyagok novekvd hatékonysag szerint a kovetkezOk: netilmicin,

amikacin, gentamicin, tobramicin.
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1. abra. Erzékeny P. aeruginosa torzsek szama (%) a hatbanyagok adott MIC (3,1 pug/ml) értékére (BRIEDIS, et
al., 1976).

2.2.2. Fluorokinolonokkal szembeni érzékenység

A fluorokinolonok széles hatasspektrummal ¢és kedvezd farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezd antibakterialis szerek. Baktériumellenes hatasukat a DNS-giraz
enzim gatlasan keresztiil fejtik ki. Antibakteridlis spektrumuk magéaba foglalja a legtobb
patogén Gram-negativ és a f6 Gram-pozitiv baktériumokat, valamint a mycoplasmakat.
Kutyakban és macskakban Pseudomonas, Enterobacteriacae, Haemophilus, Pasteurella és
Staphylococcus fajok okozta 1égzészervi, emésztészervi, hugyuti fertézések kezelésére
hasznaljak ezeket a szereket (MULLER és HORN, 2009).

A P. aeruginosa ellen a leghatékonyabb vegyiilet a ciprofloxacin, szorosan ezt koveti
a marbofloxacin, majd az enrofloxacin. A legkevésbé hatasos a flilcseppek alkotojaként ismert
orbifloxacin (GALF]I, et al., 2012). Egy kutatas soran 54 P. aeruginosa torzs érzékenységét
vizsgaltak fluorokinolonok ellen (TEJEDOR, et al., 2003). Eredményeik a 3. tablazatban
lathatok.

3. tablazat. Fluorokinolonok MICs, és MICq értékei (ug/ml) 54 P. aeruginosa izolatum esetén (TEJEDOR, et
al., 2003).

Ciprofloxacin | Enrofloxacin | Marbofloxacin | Difloxacin | Danofloxacin
MICs 0,125 1 0,5 1 0,5
MICg 2 8 4 32 4

10



Egy 2009-ben késziilt felmérésben 7118, kutyabol €s macskabol izolalt baktérium
érzékenységi vizsgalatat végezték el enrofloxacinra és marbofloxacinra. Kutyak esetében 288
P. aeruginosa torzset mutattak ki, melyek érzékenyebbek voltak marbofloxacinra, mint
enrofloxacinra. A mikrobdk 43%-a volt érzékeny, 22%-a mérsékelten érzékeny, 34%-a
rezisztens enrofloxacinra, mig marbofloxacin esetében 60% volt érzékeny, 15% mérsékelten
érzékeny, 25% rezisztens (MULLER és HORN, 2009). Eredményeiket a 4. tdbldzat mutatja
be.

4. tablazat. Enrofloxacin és marbofloxacin hatékonysaga kutyabol szarmazo P. aeruginosa torzseken, n=288
(MULLER és HORN, 2009).

Enrofloxacin Marbofloxacin
Erzékeny | Mérsékelten | Rezisztens Erzékeny | Mérsékelten | Rezisztens
(%) érzékeny (%) (%) érzékeny (%)
(%) (%)
43 22 34 60 15 25

2.2.3. Polimixinekkel szembeni érzékenység

A polimixinek a polipeptidek csoportjaba tartozo antibiotikumok, melyeket a Bacillus
polymixa baktériumfaj termel. Kémiailag két részb6l allnak, egy ciklikus polipeptid- és egy
hidrofob farki részbdl. Utobbi felelds az antibakterialis hatasért. A humén- és allatgydgyaszat
teriiletén kiemelkedd jelent6séggel bir a polimixin-B és a polimixin-E (kolisztin). Karositjak a
baktériumok kiilsé lipopoliszacharid-rétegét a foszfolipid elrendezddés megvaltoztatasa
révén, melynek kovetkeztében ndé a sejtfal ateresztoképessége. Hatdsmechanizmusuknak
kdszonhetden csak a lipopoliszachariddal rendelkez6 Gram-negativ baktériumok ellen
hatasosak. Kiemelked6 szerepiik van a P. aeruginosa, E. coli és salmonellak okozta korképek
gyogykezelésében (GALFI, et al., 2012).

A Kkolisztin in vitro aktivitasara iranyuld kutatasok szerint nagy hatékonysaggal
rendelkezik a multirezisztens P. aeruginosa torzsek ellen. Egy torok kutatocsoport szamos,
nem hagyomanyos antibakterialis szer hatékonysagat vizsgalta multirezisztens P. aeruginosa
¢és Acinetobacter baumannii torzsek ellen, elobbi esetében a kolisztinre megallapitott
érzékenységi arany 89% (TIMURKAYNAK, et al., 2006). Eredményeiket az 5. tablazat

mutatja be.
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5. tablazat. A kolisztin minimalis gatlé koncentracio-értékei (MIC) a vizsgalt multirezisztens P. aeruginosa

torzsekbol (n=35) véletlenszeriien kivalasztott 5 izolatum esetében (TIMURKAYNAK, et al., 2006).

P. aeruginosa torzs azonositészama MIC-érték (mg/L)
114 4
144 2
108 4
205 2
166 4

Egy kutatés soran 54731 Gram-negativ baktériumot izolaltak vilagszerte 2001 és 2004

kozott, melyek érzékenységét vizsgaltak polimixin-B-re. A torzsek kozott 8705 P. aeruginosa

mikrobat mutattak ki, az ezekre jellemzé MICsg és MICq értékek <Ipg/ml és 2pug/ml voltak

(GALES, et al., 2006).

Egy 2003-ban késziilt felmérés soran multirezisztens P. aeruginosa torzsek

érzékenységét vizsgaltak kolisztinre (LINDEN, et al., 2003). Eredményeiket a 2. dbra foglalja
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2. abra. Kolisztin MIC-értékei (ug/ml) P. aeruginosa torzsek esetében (LINDEN, et al., 2003).
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2.3. A biofilmek kialakulasa

A biofilm a mikroorganizmusok feliilethez kapcsolodo egyszerti kozossége. A biofilm
képzésekor a mikrobdk jelentds valtozasokon mennek keresztiil, igy a planktonikus formatol
morfologiailag és élettanilag is kiilonboznek (DAVIES, et al., 1998).

Az elsO feljegyzett megfigyelés a biofilmek 1étezésér6l Henrici nevéhez fiizodott
1933-ban. Megallapitasa szerint a vizben €l baktériumok tobbsége nem maganyosan uszo6
szervezet. Habar a biofilmképzés ismert és tudomanyosan dokumentélt kozel széz éve, a
folyamat megértése molekularis szinten még csak most kezdédott. A biofilmek
tartalmazhatnak egy mikrobidlis fajt vagy tobb fajt egyszerre, ¢és ezek egyarant
kapcsolodhatnak €16 vagy élettelen felszinekhez. A kornyezetben rendszerint a tobb faj
alkotta biofilmek domindlnak, de az orvosi implantatumok feliiletén és a kiilonféle fertézések
soran az egyetlen fajt tartalmazo biofilmek vannak féként jelen (O’TOOLE, et al., 2000).

Egyes baktériumok rendelkeznek a lokalis sirliség-érzékelés (quorum sensing)
képességével, ami a populacio-stiriiséggel kapcsolatban 1€évo inger-valasz rendszer. Egy adott
lokalis bakteridlis kiiszobstiriség (quorum) felett a baktériumok génexpresszidja jelentOs
valtozdsokon megy 4at, illetve a kiiszobsilirliséget meghaladé szamu baktériumok biofilmet
képezhetnek. A biofilmképzés az antibiotikumokkal szemben akéar tobb ezerszeres

hatékonysag-csokkenést eredményezhet (GALF]I, et al., 2012).

2.3.1. A P. aeruginosa altal képzett biofilmek

A P. aeruginosa a leggyakrabban vizsgalt, biofilmet képz6 Gram-negativ baktérium.
Faziskontraszt mikroszkop segitségével bebizonyosodott, hogy a P. aeruginosa esetében a
sejtfelszini struktiraknak, mint az ostornak és a IV-es tipust csillonak nagyon fontos szerepe
van a biofilmképzés korai szakaszaban. Emellett nagy jelent0ségiik van kiilonb6z6 €16 és
¢lettelen feliiletekhez vald kotédésében (O’ TOOLE, et al., 2000).

A P. aeruginosa nagy genommal rendelkez6 baktérium, amely tobb, mint 5500 gént
tartalmaz. A biofilmképzéssel a gének nagyrésze kapcsolatba hozhato. A sad (surface
attachment defective, feliileti kapcsolodasra képtelen) mutansoknal a sad csoportban 1évé
gének egyike hianyzik. A sadB gén kifejezddése fontos szerepet tolt be a biofilmképzés
reverziblis €s irreverzibilis fazisa kozotti &tmenetben. A biofilmképzés kulcsfontossagu 1épése
a szénhidrat-szintézis, amelyben a pel gén funkcioja kiemelked6. A quorum sensing
rendszerben dokumentaltak még két olyan gént (lasB, rhlA), amelyek bizonyitottan
hozzajarulnak a baktériumok kézosségének kialakulasaban (PYE, et al., 2013).
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Egy 2013-ban késziilt kutatds soran az el6bb emlitett gének jelenlétét vizsgaltak kiilsé
hallojarat-gyulladasban szenvedd kutyakbol izolalt 83 P. aeruginosa torzs esetében. Az
Osszes izolatum rendelkezett lasB és sadB génnel, mig pelA és rhlA gént csak 72 birtokolt. A
83 torzs 40%-a képzett biofilmet a kutatds sordn, melyek mindegyike tartalmazta a négyféle
gént. Ezek alapjan megallapitottdk, hogy a genetika kulcsfontossagu szerepet jatszik a
biofilmképzésben (PYE, et al., 2013).

A PA14 P. aeruginosa mutans analizise soran hét szomszédos gént azonositottak, a
pel géneket, melyek bizonyitottan fontos szerepet jatszanak a pellicle extracellularis matrix
képzésben. A pellicle a P. aeruginosa altal képzett biofilm forma, mely a leveg6-folyadék
hatarfeliileten képzddik (FRIEDMAN ¢és KOLTER, 2004).

2.3.2. A P. aeruginosa biofilmek antibakterialis szerekkel szembeni érzékenysége

A P. aeruginosa szamos allati szoveten, novényen ¢és bels6é feliileten képes
csoportosan megtelepedni, biofilmet képezni, igy megnodvelve a kornyezettel szembeni —
beleértve az antibiotikumokkal szembeni — ellenalloképességét. Kronikus fertdzéseknél
emiatt a biofilmek jelenlétének koszonhetéen a beteg gyakran nem reagal az antibakterialis
terapiara (BOYEN, et al., 2009). A biofilmet képez6 baktériumok a planktonikus formanal
joval ellendllobbak mind az immunrendszerrel, mind az antibakterialis szerekkel szemben. A
legtobb antibiotikummal szembeni érzékenység 50-2000-szeresével is csokkenhet (BANIN, et
al., 2006).

Egy 2013-ban késziilt felmérés soran kutyak fiilébol izolalt biofilmképzo P.
aeruginosa torzsek MIC-értékeit hataroztadk meg bizonyos antibiotikumokra és
Osszehasonlitottak a planktonikus forma MIC-értékeivel. A biofilmbe agyazott baktériumok
érzékenysége szignifikansan nagyobb volt a planktonikus forméanal az Osszes vizsgalt
antibakterialis szerrel szemben (PYE, et al., 2013). A kapott értékeket a 6. tablazat mutatja be.

6. tablazat. A MICsy, és MICy értékek dsszehasonlitisa a vizsgalt 33 P. aeruginosa planktonikus és a biofilmet
képz6 formajanak esetében (PYE, et al., 2013).

MICsp (ng/ml) MICgo (ng/ml)
Antibiotikum Planktonikus Biofilm Planktonikus Biofilm
Enrofloxacin 1 8 8 16
Gentamicin 4 16 8 128
Polimixin-B 4 64 64 256
Neomicin 64 128 128 256
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Felhasznalt baktériumtorzsek és anyagok

A 24 vizsgalt P. aeruginosa baktériumtorzs a Duo-Bakt Kft. mikrobiologiai
laboratoriuméabol (Budapest), a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudoméanyi Karanak
Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszékérdl, valamint a Gyodgyszertani ¢és Meéregtani
Tansz¢ékrdl szarmazik. A felhasznalt torzseket Magyarorszagon izolaltak kiilsé hall6jérat-
gyulladés klinikai tlineteit mutatd kutyakbol. A kisérlet megkezdése elétt a baktériumtdrzsek
rovidtavu tarolasa 4 °C-on, Miiller-Hinton ferde agaron tortént. Ezt kovetden a baktériumokat
folyékony Miiller-Hinton levesben felszaporitottuk, 18 o6ran at tarto 37 °C-on torténd
inkubalas sordn. A beoltashoz 10° CFU/ml (colony forming unit) stirliségli szuszpenziot
hasznaltunk. A szuszpenzié baktériumszamat agarra vald szélesztéssel és a telepek
megszamlalasaval ellendriztiik. A felhasznalt taptalajok beszerzése a Biolab Zrt.-tdl

(Budapest, Magyarorszag) tortént.

3.2. A P. aeruginosa baktériumtorzsek biofilmképzé tulajdonsaganak meghatarozasa

3.2.1. Scanning elektronmikroszkopos vizsgalat

Els6 1épésben a biofilmet képzé P. aeruginosa torzseket elokészitettilk a scanning
elektronmikroszkopos vizsgalathoz. A mintdkat alkohollal fixaltuk. A folyamat soran a
preparatumokat 6t percen keresztiil aztattuk etil-alkoholban, majd megszaritottuk azokat. Ezt
az eljarast otszor megismételtilk, mely soran 1épésenként ndveltiik az alkohol toménységét
(20%, 40%, 50%, 70%, 90%). A preparatumot ezutan arannyal vontuk be. Az el6készités utan
a vizsgalatokat ZEISS EVO MAI10 scanning elektronmikroszkdppal végeztiik, a felvételek
secunder elektronokkal késziiltek. Az elkésziilt fotok koziil kett6t az Eredmények c.
fejezetben mutatunk be.
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3.2.2 A pelA, pelC és pelE gének kimutatasara iranyulé PCR-vizsgalat, DNS-izolalast

kovetoen

A genomi bakterialis DNS-t 12 6ras P. aeruginosa baktériumtenyészetb6l vontuk Ki,
az E.Z.N.A. bacterial DNS kit (OMEGA Bio-Tek, Norcross, USA) segitségével, a
centrifugalason alapuld protokollt alkalmazva, a gyartod utasitasainak megfeleléen. A kivont
DNS koncentraciojat a NanoDrop ND-1000 spektrofotométer (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) segitségével hataroztuk meg. A nukleinsavak elnyelési maximuma 260
nm-en van, a NanoDrop programja az ezen a hullamhosszon mért abszorbancia segitségével
szamolja ki a DNS mennyiségét, tigy, hogy a kapott abszorbancia értéket 50 pg/ml-rel

A PCR-t (polimeraz lancreakciot) a MiniOpticon PCR-késziilékkel (BioRad, Hercules,
CA, USA) végeztiik, amelyhez az 5PRIME HotMasterMix-et (SPRIME GmbH, Hamburg,
Germany) hasznaltuk, melyet a gyartdo eldirasai szerint alkalmaztunk. A reakcid soran
hasznalt primerek az 7. tdblazatban szerepelnek. A reakci6 hoprofilja a kdvetkezo volt: 2 perc
95 °C-on, majd 30 ciklus; 20 masodperc 95 °C-on, 20 masodperc 54 °C-on és 1 perc 65 °C-
on. A PCR terméket agar6z gélben megfutattuk, melyhez 2 %-os agar6z gélt hasznaltunk. 1 pl
toltépuffert 5 ul PCR termékkel Osszekeverve az agardz gél zsebeibe toltottik. A gélbe, a
mintdk melletti zsebbe 2 pl molekulasuly markert (O’GeneRuler Low Range DNA Ladder,
Fermentas) toltottiink. Az elektroforézist 80 V fesziiltségen végeztiik, 25 percig, 1x TBE
(TRIS/borat/EDTA) futtatdé pufferben. A kialakult savokat az InGenius LHR Gel

Documentation and Analysis System segitségével tettiik lathatova.

7. tablazat. A pelA, pelC és pelE gének meghatarozasahoz hasznalt primerek.

NCBI azonosito PCR termék
Gén Primer szekvenciak
szam mérete (bp)
F 5°>-CAGCAAGAAAGGAATCGCCG-3’
pelA YP_790107.1 289

R 5’>-GACCGACAGATAGGCGAAGG-3

F 5’-GCCGCTGCTCAATTATTCCC-3’
pelC YP_790109.1 240
R 5’-TCGAGGCCGTTCTTGTACTG-3’

F 5’-TGGTACTGGGAACTGGCCTA-3’
pelE YP_790111.1 210
R 5’>-ACTATCGATTCCCGCCTCCT-3”
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3.3. A MIC-értékek meghatiarozasa a planktonikus P. aeruginosa esetében
marbofloxacin, marbofloxacin-gentamicin és marbofloxacin-kolisztin kombinaciok

vizsgalatakor

A MIC-értékek in vitro meghatarozasihoz mikrodilticios modszert (microbroth
dilution) alkalmaztunk, amely megfelel a CLSI (Clinical Laboratory Standards Insitute) M31-
A3/2009 és M07-A8 iranyelveinek.

3.3.1. Torzsoldatok elkészitése

crer

crer

gentamicin torzsoldat elkészitéséhez 17,9 mg gentamicin-szulfatot (Menovo Pharmaceutical
Co. Ltd., Zhejiang, China; hatéanyagtartalom 89,5%) hasznéltunk fel 10 ml steril desztillalt
18,5 mg kolisztint (Menovo Pharmaceutical Co. Ltd., Zhejiang, China; hatdanyagtartalom
86.4%) oldottunk fel 10 ml steril desztillalt vizben. Az elkészitések utan a torzsoldatokat 0,22

pum membransziirdn sziirtiik at.

3.3.2. A MIC-értékek meghatirozasa marbofloxacin esetében

A MIC-értékek meghatarozasahoz a higitasi sorokat 96 lyuku tenyésztéedényekben
készitettlik el. Ehhez eldszor a torzsoldatokbol munkaoldatokat allitottunk eld a kettes higitas
mennyiséget kellett bemérniink a kisérleti oldatokba, amelyekben tanulméanyozhattuk a
baktériumok novekedését. A baktérium-szuszpenzidkbdl minden esetben azonos mennyiséget
(1. keésobb) pipettaztunk a kisérleti oldatokba. Minden vizsgélt antibiotikum, illetve
kombinaci6 esetében ez alapjan jartunk el.

Ahhoz, hogy megkapjuk a munkaoldatokat, higitasi sort készitettliink a torzsoldatbol
egy 96 lyuku tenyésztéedényben. Az elsé oszlopba 40 pl toérzsoldatot (1600 pg/ml)
pipettaztunk, ehhez 160 pl Miiller Hinton levest mértiink be, igy 320 pg/ml-es koncentraciot
kaptunk. Ebbél az oszlopbdl azutan 100 ul-t pipettaztunk a kovetkezé oszlopba 100 pul MH-
leveshez, a kettes higitds szabalyainak megfeleléen. A higitast a tobbi oszlopban hasonléan
folytattuk igy 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 pg/ml-es koncentraciokat kaptunk az

elsé tiz oszlopban. A higitasi sort a 8. tablazat szemlélteti.
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8. tablazat. A marbofloxacin koncentracioja (ng/ml) a munkaoldatok esetében a 96 lyuku tenyésztéedényben P.

aeruginosa vizsgalatakor.

320 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625
320 [ 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 [ 0,625
320 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 [ 0,625
320 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625
320 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 [ 0,625
320 [ 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 [ 0,625
320 | 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625
320 [ 160 | 80 | 40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 [ 0,625
1. 2. 3 4 5 6 7. 8 9  10. 1L

12.

© N o g~ w0 N -

Ezt a munkaoldatot hasznaltuk fel, és készitettiik el a kisérleti oldatokat. Oszloprol

oszlopra haladva 15 pl-et mértiink 4t a munkaoldatokbdl a kdvetkezd tenyésztéedénybe, majd

hozzdadtunk 120 pl Miller Hinton levest. Ezutdn egységesen 15 pl-t adtunk hozzd az

elegyhez a baktérium szuszpenziokbol, egy sorban egy torzset felhasznalva. igy a kisérleti

oldatok esetében a kovetkezd koncentraciokat kaptuk: 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125,

0,0625 pg/ml az els6 tiz oszlopban. A 11. oszlopban a pozitiv kontroll készitettiik el, MH-

leves ¢és az adott baktériumtorzs bemérésével, de antibiotikum bemérése nélkiil. A 12. oszlop

szolgalt negativ kontrollként, ezek a lyukak antibiotikum- és baktérium-mentes MH-levest

tartalmaztak. A kisérleti oldatok koncentricioit a 9. tabldzatban tiintettiik fel. Az elkésziilt 96

lyukt tenyésztéedényeket 16 orara 37°C-os termosztatba helyeztiik.

9. tablazat. A marbofloxacin koncentracioja (pug/ml) a kisérleti oldatok esetében a 96 lyuku tenyésztéedényben
P. aeruginosa vizsgalatakor. A 11. illetve 12. oszlopban a pozitiv és negativ kontroll lathato.

32 16 8 4 2 1 0,5 | 0,25 |0,125|0,0625| +
32 16 8 4 2 1 05 ]025 |0125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 ]025 |0125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 | 0,25 |0,125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 ]025 |0,125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 | 0,25 |0,125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 | 0,25 |0,125|0,0625 | +
32 16 8 4 2 1 05 ]025 |0,125|0,0625 | +
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

© N o g M w0 D E
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3.3.3. A MIC-értékek meghatarozasa a marbofloxacin-gentamicin és a marbofloxacin-

Kkolisztin kombinacio esetén

A kombindciok esetében is 96 lyuku tenyésztdedényeket hasznaltunk. A

munkaoldatokat tartalmazo tenyésztéedényben marbofloxacin-gentamicin kombinacid
vizsgalatakor mind marbofloxacinbdl és gentamicinbdl, marbofloxacin-kolisztin kombinacio
hasznalatakor mind marbofloxacinbdl és kolisztinbdl 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 és
0,625 pg/ml voltak a beallitott koncentraciok. A munkaoldatok elkészitésénél a
torzsoldatokbol (mindketté 1600 pg/ml) 40-40 ul-t mértiink be, és ezt 160 ul MH-levessel
higitottuk. Egy lyukban tehat mind a két hatdanyag szerepelt, ugyanabban a koncentraciéban.
A munkaoldatok felhasznalasaval a korabbiakhoz hasonléan 10-es alapu higitassal készitettiik
el a kisérleti oldatokat 15ul munkaoldat, 15 pl baktérium-szuszpenzi6 és 120 ul MH-leves
Osszemérésével. A kisérleti oldatokat tartalmazd tenyésztéedényben taldlhatdé gentamicin,
kolisztin és marbofloxacin koncentraciokat a 10. tablazat szemlélteti. A 11. és 12. oszlop a

korabbiakhoz hasonldan a pozitiv és a negativ kontroll szerepét toltdtte be.

10. tablazat. A gentamicin és marbofloxacin, illetve a kolisztin és marbofloxacin 1:1 aranyi kombinaciojat
tartalmazo tenyésztdedényben a két hatdbanyag koncentracioi pg/ml-ben. Egy sor egy baktériumtorzs vizsgalatara
alkalmas.

32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 1
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 2.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 3.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 4.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 5.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 6.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 7.
32+32 | 16+16 | 8+8 | 4+4 | 2+2 | 1+1 | 0,5+0,5 | 0,25+0,25 | 0,125+0,125 | 0,0625+0,0625 8.
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 12.

3.3.4. A MIC-értékek leolvasasa

A tenyésztéedényekben 37 °C-on, 24 6ras inkubacidt kovetden szabad szemmel
vizsgaltuk a baktériumok szaporodasat. Amennyiben az adott antibiotikum-koncentracional
nem szaporodott a baktérium, abban a lyukban a kisérleti oldat viztiszta maradt, mig
novekedés esetén zavarossd valt (. 3. abra). A zavarossdg foka ardnyos volt a

mikroorganizmus szaporodasanak mértékével.
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3. abra. A kisérlet soran készitett sajat kép, mely a P. aeruginosa torzsek (38-52) novekedési intenzitasat
mutatja be egy tenyésztdedényben, kiilonb6z6é marbofloxacin koncentracion (pug/ml), melyet a fels6 vizszintes
sor jeldl, az utols6 oszlopokban pedig a pozitiv (+), illetve a negativ (-) kontroll lathato.

A leolvasott eredményekbdl tablazatokat szerkesztettiink (I. Fiiggelék 21., 22., 23.
tablazat), melyekbdl példat az aldbbiakban mutatunk be (I. 11., 12., 13. tablazat). Az
eredmények értékelésénél a kifejezett (+++), mérsékelt (++) és enyhe (+) zavarosodast, vagy
pedig a zavarosodas hidnyat (-) jegyeztiik le, és ez alapjan hataroztuk meg a MIC-értékeket. A
minimalis gatlo koncentracio (MIC) az a legkisebb vizsgélt antibiotikum koncentracid, mely
az adott korokoz6 mar nem képes szaporodni. A MICsy az az antibiotikum koncentracio,
mely az adott korokozo torzsek 50%-at gatolja a novekedésben, a MICgqy pedig a torzsek

90%-at.

11. tablazat. P. aeruginosa novekedési intenzitasa kiillonb6zé marbofloxacin koncentraciok (png/ml) esetén. Az
utolso két oszlopban a pozitiv, illetve negativ kontroll lathato.

Marbofloxacin koncentraciok (ng/ml)

P.aeruginosa
torzsek 32116 |8 |4 | 2 1 | 05 [025|0,125|0,0625| +

29 - T R I e B e I I N i s s
30 - - - - + | | A | | | |
31 - - - - I I s T o = O B R P 2
32 - - - - S o I S R S I
33 - - - - - - +4++ | -+ | +++ | +++
34 - - - - - - | | | | |
35 - - - - R a1 s L T = = S B S P 2

37 - - - - - - - - + + +++
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12. tablazat. P. aeruginosa ndvekedési intenzitdsa marbofloxacin:gentamicin 1:1 aranyGi kombinaciojanak
kiilonb6z6 koncentracioi (ng/ml) esetén. Az utolsé két oszlopban a pozitiv, illetve negativ kontroll lathaté.

Marbofloxacin:gentamicin koncentraciok (ng/ml)

P.aeruginosa
torzsek 32168 4] 2] 1)|05]025/0125]0,0625| +

29 - - |- - - - - - +++ |+ | 4+
30 - S N - - - - +++ |+ |
31 - - - - - - - - +++ |+ | 4+
32 - - - - - - - +++ |+ | | At
33 - - |- - - - - ++ | A+ | A |
34 - - - | - - - ++ | 4+ | +++ | +++
35 - - - - - - ++ | | A | |

37 - - - - - - - + + ++ ++

13. tablazat. P. aeruginosa novekedési intenzitdsa marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyt kombinacidjanak
kiilonb6z6 koncentracioi (ng/ml) esetén. Az utols6 két oszlopban a pozitiv, illetve negativ kontroll lathato.

Marbofloxacin:kolisztin koncentraciok (ng/ml)

P.aeruginosa
torzsek 3216|842 | 1]05/025]|0,125|0,0625| +

29 - - |- - - - - - - - +++
30 - - -] - - - - - - - +++
31 - -l -] - - - - - - - +++
32 - - |- - - - - - + - +++
33 - - - - - - - ++ ++ ++ | +++
34 - - - - - - - 4+ | A+ |+ | 4+

35 - - -] - - - - +++ | +++ + +++

37 -l - - - - - - - - e

3.4. A hatéanyagok ECsp-értékeinek meghatirozasa biofilmképzéskor marbofloxacin,

marbofloxacin-gentamicin és marbofloxacin-kolisztin kombinaciok esetében

Ebben a vizsgalatban az irodalmi adatok alapjan joval nagyobb gatldo-koncentracidkra
szamitottunk, ezért toményebb torzsoldatokat készitettiink. A marbofloxacin 4096 pg/ml-es
koncentracioja torzsoldatat 206,2 mg marbofloxacin (Menovo Pharmaceutical Co. Ltd.,
Zhejiang, China; hatéanyagtartalom 99.3%) 50 ml steril desztillalt vizben valé feloldasaval
mg gentamicin-szulfatot (Menovo Pharmaceutical Co. Ltd.,, Zhejiang, China;

hatéanyagtartalom 89,5%) hasznaltunk fel 50 ml steril desztillalt vizhez. A kolisztin
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(Menovo Pharmaceutical Co. Ltd., Zhejiang, China; hatéanyagtartalom 86.4%) 50 ml steril
desztillalt vizben oldottunk fel. Az elkészitések utan a sterilizalas érdekében a torzsoldatokat
0,22 um membranszlrdn szlrtiik at.

A vizsgalat soran elsd 1épésként felszaporitottuk az izolatumokat folyékony Miiller-
Hinton levesben, 18 oran at tartd, 37 °C-os inkubélds soran. A beoltashoz 10° CFU/ml-es
szuszpenziot hasznaltunk. A 96 lyuku tenyésztéedényekbe az emlitett baktérium-
szuszpenziobol 10 pl-t mértiink be 90 pl Miiller-Hinton levesbe, amit 8 6ran keresztiil
inkubaltunk a termosztatban a biofilmképzés eldsegitése céljabol. Ezt kovetden az inkubacids
tapoldatot elontottiik, és uj, antibiotikum-tartalmu oldatokkal helyettesitettik. Az elsé
oszlopokba 200 pl térzsoldatot (4096 pug/ml) pipettaztunk. Ebbdl az oszlopbdl azutan 100 pl-t
pipettaztunk a kovetkezd oszlopba 100 pl MH-leveshez, a kettes higitds szabalyainak
megfeleléen. A higitast hasonloan folytattuk a tobbi oszlopban, igy 4096, 2048, 1024, 512,
256, 128, 64, 32, 16, 8-as koncentraciokat kaptunk az elsé 10 oszlopban. A higitési sort a 14.
tablazat illusztralja. A 11. és 12. oszlop a kordbbiakhoz hasonldéan pozitiv és negativ
kontrollként szolgalt. Az elkésziilt 96 lyukt tenyésztéedényeket 37 °C-os termosztatba

helyeztiik 18 6ras inkubaciora.

14. tablazat. A hatéanyagok (marbofloxacin, marbofloxacin-gentamicin, marbofloxacin-kolisztin)
koncentracidja (ug/ml) a 96 lyuku tenyésztéedényben a biofilmképz6 P. aeruginosa vizsgalatakor.

4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 ¥ 1.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 i 2.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 + 3.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 ¥ 4.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 i S.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 + 6.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 ¥ 7.
4096 | 2048 | 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 i 8.
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.
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A Dbiofilmek vizsgalatakor mar nagyszami baktérium van jelen, ezért gatlo-
koncentraciokat nem tudunk meghatarozni. A nemzetkozi szakirodalom ezekben az esetekben
az un. ECso-értékeket irja le, amely egy adott torzs maximalis ndvekedését (pozitiv
kontrollhoz viszonyitva) felére csokkentd hatdéanyag-koncentraci6. Az ECsp-értékek
meghatarozasdhoz a tenyésztéedényeket 18 6rds inkubacié utan egy vitalis festékkel, az n.
Celltiter 96 Aqueous One reagenssel kezeltiik, amelyet a gyarto eldirasainak megfeleléen 1
6ran at inkubaltunk. Amennyiben az adott antibiotikum-koncentracional jelen voltak €16
baktériumok, a reagens metil-tetrazolium tartalma atalakult formazadnna. A lezajlé reakciot
pirosasbarna szinreakcid kovette. A szin intenzitdsa egy bizonyos linearis tartomanyban
pozitiv korrelaciot mutatott az életképes baktériumok szdmaval. A mintdkat 490 nm-es
hullamhosszon fotometralasnak vetettiik ald. A novekedési intenzitdsokat a pozitiv
kontrollhoz hasonlitottuk, amit a maximalis extinkcidval jellemeztiink. Amikor a maximalis
extinkcio felét mértiik, akkor kaptuk meg az tn. ECsy értéket. A leolvasott eredményeket
tablazatba foglaltuk (1. Flggelék 24., 25., 26. tablazat), egy hatéoanyag esetében ezt a 15.

tablazatban mutatjuk be.

15. tablazat. A marbofloxacin adott koncentracioi (ng/ml) esetében a vizsgalt P. aeruginosa torzsek ECs
értékei.

marbofloxacin

koncentracié/

P. aeruginosa 4096 | 2048 | 1024 | 512 256 128 64 32 16 8 +

torzs

18 0,367 | 0,401 | 0,857 | 0,712 | 0,990 | 0,770 | 0,672 | 1,319 | 1,329 | 1,712 | 2,612
20 0,309 | 0,588 | 0,961 | 1,042 | 1,060 | 1,039 | 0,806 | 1,158 | 1,181 | 1,784 | 1,823
21 0,282 | 0,726 | 1,471 | 1,870 | 1,810 | 1,810 | 1,494 | 1,148 | 1,492 | 1,646 | 2,305
22 0,282 | 1,111 | 1,243 | 1,360 | 1,711 | 1,782 | 1,297 | 1,300 | 1,292 | 1,504 | 2,142
24 0,172 | 0,764 | 0,971 | 0,967 | 1,099 | 0,968 | 1,242 | 1,216 | 1,172 | 1,384 | 1,838
25 0,219 | 0,883 | 1,054 | 1,269 | 1,391 | 1,054 | 0,916 | 1,304 | 1,036 | 1,321 | 2,004
26 0,479 | 1,177 | 1,522 | 1,684 | 1,964 | 1,735 | 2,124 | 2,012 | 2,119 | 1,957 | 2,832
28 0,294 | 0,824 | 1,477 | 1,534 | 1,685 | 1,548 | 1,409 | 1,755 | 1,586 | 1,330 | 2,474

3.5. Statisztikai Analizis

A MIC-értékeket adott torzson beliil, tovabba egy adott torzsre jellemzd MIC- és
ECso-értékeket Student-féle parositott t-prébaval hasonlitottuk Ossze. Szignifikdnsnak

tekintettiik a p<0,05 értékeket.
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4. EREDMENYEK

4.1. P. aeruginosa torzsek biofilmképzésének fenotipusos igazolasa scanning elektron-

mikroszkopos modszerrel

A scanning elektronmikroszkopos vizsgalatok soran kapott felvételek bizonyitottak a
P. aeruginosa biofilmképz6 képességét. A 4. abra mutatja a biofilmbe agyazott baktériumok

kozossegét.

4. abra. A kisérlet soran készitett sajat kép, melyen a biofilmbe agyazott P. aeruginosa baktériumok lathatok.

4.2. P. aeruginosa torzsek biofilmképzésének igazolasa PCR-modszerrel, pel-gén

analizissel

Az altalunk vizsgalt P. aeruginosa torzs genomjaban PCR modszerrel kimutattuk a
harom, altalunk valasztott biofilmképzés hatterében allo gént (peld, pelC és pelE), melyeket a
5. 4dbran szemléltetink. Igy genetikailag is igazoltuk, hogy a vizsgalt baktériumtorzsek

biofilmképz0 tulajdonsaggal rendelkeznek.
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5. abra. A pelA, pelC és pelE (balrél jobbra) kimutatasa PCR mddszerrel kutyabol izolalt P. aeruginosa térzson
(3 parhuzamosban).

43. A minimalis gatlé koncentraciok (MIC) meghataroziasa a planktonikus P.
aeruginosa torzseknél marbofloxacin, marbofloxacin:gentamicin és

marbofloxacin:Kolisztin 1:1 aranya kombinacié6 esetében

A kapott MIC-értékek alapjan hataroztuk meg az érzékeny, mérsékelten érzékeny és
rezisztens torzsek ardnyat, melynek soran a CLSI altal megadott hatarértékeket, az un.
,oreakpoint” értékeket vettik alapul. A kisérletben vizsgalt torzsek érzékenységének
értekelésekor marbofloxacin esetében 1 pg/ml MIC-értéken vagy az alatt érzékenynek, 2
pug/ml  MIC-érték esetén mérsékelten érzékenynek, 4 pg/ml-os minimalis gatlo
koncentracional, illetve efelett rezisztensnek szamit az adott baktériumtorzs. Gentamicin és
kolisztin esetében ezek a MIC-hatarértékek a kovetkezOképpen alakulnak: ha a MIC-érték
legfeljebb 2 pg/ml, az adott baktérium érzékenynek mindsiil, 4 pg/ml esetén mérsékelten
érzékeny, 8 ug/ml vagy afelett pedig rezisztens besorolast kap (CLSI M31-S1). A
kombinaciok értékelésénél a szigorbb, marbofloxacinndl ismertetett értékeket vettiik alapul.

A fenti hatarértékek 6sszefoglalasat a lenti, 16. tablazat mutatja be.
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16. tablazat. A CLSI ,breakpont” hatarértékek marbofloxacin, gentamicin, kolisztin, marbofloxacin:gentamicin
¢és marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyt kombinécidjanak esetén.

Breakpont-értékek (CLSI)
Antibakterialis szer Rezisztens
Marbofloxacin >4 png/ml
Gentamicin > 8 ug/ml
Kolisztin > 8 pg/ml
Marbofloxacin:gentamicin >4 png/ml
Marbofloxacin:kolisztin >4 ng/ml

Marbofloxacin esetében a MIC-értékek 0,25 pg/ml-t6l 4 pg/ml-ig terjedtek. A CLSI
hatarértékek alapjan tizenot torzs (62,5%) bizonyult érzékenynek, hét torzs (29,2%)
mérsékelten érzékenynek, két torzs (8,3%) pedig rezisztensnek a fluorokinolonnal szemben. A
torzsek érzékenységének szdzalékos megoszlasat az 6. dbra szemlélteti. A MICsg- és MICgp-

értekek meghatarozasanal 1 pg/ml-t illetve 2 ng/ml-t kaptunk eredménytil.

®Erzékeny ™ Mérsékelten érzékeny Rezisztens

6. abra. A vizsgalt P. aeruginosa torzsek érzékenységének szazalékos megoszlasa marbofloxacin esetében.
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A marbofloxacin:gentamicin 1:1 ardnya kombindciojanak vizsgalatakor joval
alacsonyabb MIC-eket kaptunk, az értékek 0,0625 pg/ml és 1 pg/ml kozott valtoztak. A
kombinécio tehat igen hatékonynak bizonyult a korokozo6 planktonikus formai ellen. A CLSI
hatarértékek figyelembe vételével a P. aeruginosa torzsek mindegyike érzékeny volt a két
szer kombinacidjara, nem talaltunk rezisztens izoldtumot a vizsgalt huszonnégy torzs kozott.

A kombinacio esetében a MICsg- és MICgg-értékek rendre 0,5 pg/ml, illetve 1 pg/ml voltak.

A marbofloxacin:kolisztin 1:1 ardnyt kombinacidjanak alkalmazéasakor szintén 0,0625
és 1 pg/ml kozott mozogtak a MIC-értékek. A hatarértékek alapjan a vizsgalt huszonnégy
izolatum mindegyike kifejezetten érzékeny volt a kombinaciora. A MICs 0,0625 pg/ml-nek,
a MICyy 0,5 pg/ml-nek adodott. A 100%-os érzékenységet a két kombinacio esetén jol

szemlélteti az 7. abra.

[L00% -
80% -
60% -
Rezisztens
40%
’ B Mérsekelten érzékeny
20% - ® Erzékeny
0% -

7. abra. A vizsgalt P. aeruginosa torzsek érzékenységének szazalékos megoszlasa marbofloxacin,
marbofloxacin:gentamicin és marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyu kombinacidja esetében.
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4.4. A hatékony koncentraciok (ECs)) meghatarozasa a biofilmképzoé P. aeruginosa
torzseknél marbofloxacin, marbofloxacin:gentamicin és marbofloxacin:kolisztin 1:1

aranyu kombinacio esetében

Eredményeink birtokaban kijelenthetjiik, hogy a 8 oOran &t tartdé inkubacio
eredményeképpen kialakult biofilmben a baktériumtorzsek érzékenysége jelentésen csokkent
a vizsgalt hatéanyagokra ¢és kombindcioikra. A kapott ECsp-értékek nagysagrendekkel
nagyobbak voltak, mint az ugyanezeknél a torzseknél tapasztalt planktonikus MIC-értékek
(p<0,05).

Kijelenthetd tovabba, hogy a marbofloxacin-kombindciok esetében kapott ECso-
értekek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint az 0nalld6 kinolonra kapott értékek
(p<0,05). A marbofloxacin-gentamicin és a marbofloxacin-kolisztin kombinaciok ECsg
értekei kozott nem volt szignifikdns kiilonbség (p<0,05).

Marbofloxacin esetében széles intervallumban, 64 és 4096 pg/ml kézott valtoztak az
ECso-értékek.

A marbofloxacin:gentamicin 1:1 aranyi kombinaci6janak alkalmazéasakor 8 pug/ml és
2048 pg/ml kozé, a marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyu elegyének vizsgalatakor egy sziikebb
intervallumban, 8 és 128 pg/ml kdzott mozogtak az ECsp-értékek.

Eredményeink a kolisztin kimagasld hatékonysagat tamasztjadk ala biofilmek jelenléte
esetén is. A vizsgalatban kapott, és a 17. tablazatban felsorolt értékek kifejezett szorasanak
oka a biofilmek érzékenységének nagy valtozékonysaga.

A vizsgalatban tapasztalt MIC-értékek és ECsp-értékek felsorolasat az adott torzsekre

jellemzden a 17. tablazat mutatja be.
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17. tablazat. A biofilmképz6 P. aeruginosa torzsek MIC és ECgp-értékei (png/ml) marbofloxacin, marbofloxacin-
gentamicin és marbofloxacin-kolisztin kombinéciok esetében

Marbofloxacin Marbofloxacin:gentamicin Marbofloxacin:kolisztin
Torzs MIC EC50 MIC EC50 MIC EC50
szama (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
18 0,5 64 0,5 16 0,125 64
20 1 2048 0,5 64 0,5 128
21 2 2048 0,5 64 0,5 64
22 2 4096 0,5 64 0,5 128
24 1 2048 1 8 0,5 64
25 2 2048 1 64 1 64
26 1 4096 1 16 0,5 128
28 0,5 2048 0,5 64 0,25 128
29 4 512 0,25 128 0,0625 8
30 4 4096 0,25 8 0,0625 8
31 2 4096 0,25 64 0,0625 128
32 2 2048 0,5 6 0,25 32
33 1 1024 0,5 512 0,5 64
34 1 4096 1 8 0,5 64
35 2 4096 1 64 0,5 8
37 0,25 2048 0,5 8 0,0625 8
38 0,5 512 0,5 64 0,0625 16
39 2 2048 0,5 2048 0,5 16
44 0,5 1024 0,5 8 0,0625 16
47 0,25 1024 0,5 8 0,0625 16
48 0,25 1024 0,25 64 0,0625 8
49 0,25 1024 0,0625 128 0,0625 32
51 1 2048 0,25 128 0,25 32
52 0,25 1024 0,25 128 0,0625 128
AtlagiSD 1,3+1,1 | 2093,3+1319,8 0,52+0,28 155,6+415,9 0,29+0,26 56,3+47,2

Marbofloxacin esetében a biofilmképz6 P. aeruginosa torzsek mindegyikénél jelent6s
érzékenység-csokkenés volt tapasztalhatd. Kilenc izolatum (37,5%) érzékenységét a biofilm
10-1000-szeresével, hét (29,2%) esetén 2000-szeresével, nyolc torzsnél (33,3%) pedig 4000-
8000-szeresével csokkentette.

A marbofloxacin-gentamicin kombinacio vizsgalatakor huszonkett6 (91,7%) izolatum
ellenalloképessége 10-1000-szeresével mig egy-egy (4,15%-4,15%) P.
2000-szeres, 4000-8000-szeres

crer

novekedett,

aeruginosa illetve emelkedést  mutatott. A
esetében kaptunk 10-1000-szeres rezisztencia-fokozodast, mig ketté (8,3%) izolatumnal
2000-szeres valtozast tapasztaltunk.

A biofilmeknél kapott ECso-értékek kivétel nélkiil szignifikansan nagyobbak voltak,
mint az ugyanezeknél a torzseknél tapasztalt planktonikus MIC-értékek (p<0,05).
Az alabbi, 18. tablazatban lathat6 a vizsgalt P. aeruginosa baktériumtorzsekre jellemzo

érzékenység csokkenés.
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18. tablazat. A biofilmet képzé P. aeruginosa torzsek planktonikus formaihoz viszonyitott érzékenység-
csokkenés mértéke

A biofilmképzé formak érzékenységének csokkenése (n-szeres) a planktonikus
formakhoz képest (n=24)

8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048 | 4096 | 8192

Marbofloxacin esetében a torzsek szama (db)

o/l o | o] o 2 ] o | o | 7 | 7 | 7 |1
Marbofloxacin:gentamicin kombinacio esetében a torzsek szama (db)
2 | 5 | 2 | 2 | 5 | 2 | 3 | 1] 1] 1 ] o0
Marbofloxacin:kolisztin kombinacio esetében a torzsek szama (db)
o |l o | 1] o [ 12] 6 | 2 ] 0o | 2 ] o0 ] o0
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5. MEGBESZELES

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a P. aeruginosa altalunk vizsgalt torzsei
rendelkeznek biofilmképz6 tulajdonsaggal. PCR modszerrel kimutattuk a pelA, pelC, pelE
géneket, melyek szakirodalmi adatok (FRIEDMAN ¢és KOLTER, 2004) szerint a
biofilmképzés hatterében allnak. Pasztazd elektronmikroszkoppal késziilt felvételeink
igazoltdk, hogy biofilmképzéskor a mikrobak jelentés morfologiai valtozdson mennek
keresztiil (DAVIES, et al., 1998).

Az eredményekbdl jol kitiinik, hogy a P. aeruginosa altalunk vizsgalt planktonikus
formai  4altaldban  érzékenyek  marbofloxacinra, = marbofloxacin:gentamicin  ¢és
marbofloxacin:kolisztin 1:1 ardnyt kombinacidira egyarant. Az irodalmi adatoknak
megfeleléen (GALF], et al., 2012) az altalunk vizsgalt hatéanyagok alkalmasak P. aeruginosa
okozta fertézések kezelésében.

A kapott értékek alapjan azonban az is kitlinik, hogy a fluorokinolon esetében a
kiilonb6z6é rezisztencia mechanizmusok révén (RUBIN, et al., 2008) kialakult rezisztens
torzsek vizsgalatunkban is jelen voltak. Kiilfoldi felmérésekkel ellentétben, az altalunk
vizsgalt, Magyarorszagon izolalt P. aeruginosa torzsek esetében kisebb aranyban talaltunk
rezisztenciat. Marbofloxacinnal szemben a vizsgalt 24 izolatum minddssze 8,3%-a volt
rezisztens. Korabbi vizsgalatokban ennél nagyobb, 25%-os (MULLER és HORN, 2009),
illetve 27%-os (RUBIN, et al., 2008) rezisztencia-aranyt irtak le. Kisérletiinkben
marbofloxacin esetében a MICsp- és MICgp-értékek rendre 1 pg/ml, illetve 2 pg/ml voltak.
Szakirodalmi adatok alapjan a MICsg- és MICqy értékekre 0,5 és 4 pg/ml koncentracidkat
tiintettek fel (TEJEDOR, et al., 2003), amelyek igen hasonldak az altalunk tapasztaltakhoz.

A kutatasban vizsgalt izolatumok marbofloxacinnal 91,7%-o0s, a kombinacioinal
azonban 100%-os érzékenységet mutattak. Ezen feliil a kombinaciok hasznalatakor a MIC-
értekek jelentds csokkenését is tapasztaltuk, melyeket a 19. és 20. tablazatban
Osszefoglaltunk. A kapott eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy P. aeruginosa okozta

fertdzések kezelésére jo valasztas lehet a marbofloxacin kombinédcidban torténd alkalmazasa.
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19. tablazat. A kapott MIC-értékek (pg/ml) Osszegzése a vizsgalt P. aeruginosa torzsek esetében
marbofloxacinra, marbofloxacin:gentamicin és marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyG kombinacidjara, illetve az
érzékeny torzsek szama (%)

Erzékeny P. aeruginosa torzsek
Hatdéanyagok MIC-értékek (ug/ml)
aranya (%)
Marbofloxacin 91,7 0,25-4
Marbofloxacin:gentamicin 100 0,0625-1
Marbofloxacin:kolisztin 100 0,0625-1

20. tablazat. A kapott MICg, és MICgp-értékek (ng/ml) Osszegzése a vizsgalt P. aeruginosa torzsek esetében
marbofloxacinra, marbofloxacin:gentamicin és marbofloxacin:kolisztin 1:1 ardnyd kombinacidjara

Hatéanyagok MICsp (ng/ml) MICgo (ng/ml)
Marbofloxacin 1 2
Marbofloxacin:gentamicin 0,5 1
Marbofloxacin:kolisztin 0,0625 0,5

Kisérletiinkben megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt P. aeruginosa térzsek
rendelkeznek biofilmképzd tulajdonsdggal, aminek kovetkeztében az izolatumok
ellenalloképessége jelentdsen megnovekedett, amely megfelel az irodalomban leirtaknak
(BOYEN, et al., 2009).

Egy vizsgalat (PYE, et al., 2013) humangyo6gyaszati vonalon kapott eredményei
megegyeztek az altalunk megallapitott ténnyel, miszerint a biofilmbe agyazott baktériumok
érzékenysége szignifikdnsan az Osszes vizsgalt antibakterialis szerrel szemben Kkisebb a
planktonikus formanal. Megjegyezziik azonban, hogy a kutatdsunkban a biofilmet képzd
forma esetében az ECso-értékeket vizsgaltuk, mig a kiilfoldi felmérésben a planktonikus
formahoz hasonldéan a MIC-értékeket vették alapul.

A kapott érzékenység csokkenés az altalunk vizsgalt izolatumok esetében 10-8000-
szeres, ezaltal tapasztalataink hasonlonak bizonyultak a kiilfoldi vizsgédlatokkal, miszerint a
legtobb antibiotikummal szembeni érzékenység 50-2000-szeresével csokkenhet (BANIN, et
al., 2006).
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5.1. Konklazio

Kutatasunkban hazai, kutyabol izolalt, fiilfertézéseket okoz6 P. aeruginosa torzsek
planktonikus formajanak érzékenyseégét hataroztuk meg marbofloxacinra,
marbofloxacin:gentamicin €s marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyu elegyének kombinéciojara.
Tovabba vizsgaltuk a biofilmképzo torzsek érzékenység valtozasat az emlitett antibakteridlis
szerek és kombinacioik esetében.

Megallapitottuk, hogy a planktonikus és a biofilmképz6 P. aeruginosa okozta kiilsé
hallojarat-gyulladas kezelésére az 1:1 aranya kombinéciok hasznalata kedvezobb. A vizsgalat
alapjan elmondhatd, hogy indokolt a biofilmképzé P. aeruginosa torzsek jelenlétekor a

hatdéanyagokat magasabb koncentracidéban alkalmazni.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Pseudomonas aeruginosa altal okozott korképek — mint az otitis externa és a
pyoderma — komoly problémat okoznak az allatgyogyaszatban. A bantalmak kezelése
napjainkban egyre nehezebb, ugyanis a P. aeruginosa toérzsek nagy része multirezisztens.
Masrészrol a baktérium képes biofilmet képezni, ami nagymértékben csokkenti az
érzékenységét. Tanulmanyunkban Gsszehasonlitottuk a P. aeruginosa torzsek biofilmjeinek,
illetve planktonikus formainak érzékenységét gentamicinre, kolisztinre és a marbofloxacinra.
Meghataroztuk a planktonikus baktériumtorzsek érzékenységét marbofoxacinra, a
marbofloxacin-gentamicin és a marbofloxacin-kolisztin kombinaciokra. Az érzékenységet a
MIC (minimalis gatlo koncentracio) értékek leolvasasaval allapitottuk meg, kutatdsunkat a
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) iranyelvei alapjan végeztiik. Masodik 1épésben
a torzseket antibiotikum jelenléte nélkiil inkubaltuk, melynek kovetkeztében a baktériumok
biofilmet képeztek. A biofilmben talalhaté P. aeruginosa baktériumtorzsek érzékenységét
vitalis festéssel (MTS-formazan) vizsgaltuk fotometrids meghatarozassal. A planktonikus P.
aeruginosa torzsek 91,7%-a volt érzékeny marbofloxacinra, mig a hatéanyagok 1:1 aranyu
kombindcidja esetében az Osszes baktérium érzékenynek bizonyult. A MIC-értékek
marbofloxacin haszndlatakor 0,25 és 4 pg/ml, az antibiotikumok 1:1 aranyu elegyként torténd
alkalmazasakor 0,0625 ¢és 1 ug/ml kozott mozogtak. Marbofloxacin esetében a MICsg érték 1
pg/ml, a MICqg 2 pg/ml, marbofloxacin:gentamicin kombinacionél 0,5 pg/ml, illetve 1 pg/ml,
mig marbofloxacin:kolisztin 1:1 aranyu elegyénél 0,0625 pg/ml és 0,5 pg/ml volt. A biofilmet
képzo torzsek esetében az ECsp (hatékony koncentraciod) értékeket vizsgaltuk. Marbofloxacin
hasznalatakor ezen értékek 64 és 4096 pg/ml, marbofloxacin:gentamicin kombinécioban 8 és
2048 pg/ml, mig marbofloxacin:kolisztin elegynél 8 ¢és 128 pg/ml kozott valtoztak.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a biofilmképzés jelentdés mértékben csokkentette a
vizsgalt P. aeruginosa torzsek érzékenységét bizonyos antibakteridlis szerekre. A
kisérletiinkben hasznalt hatéanyagok kombinacioban torténd hasznalata hatdsosabbnak

bizonyult az 6nall6 alkalmazashoz képest.
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7. SUMMARY

The effects of biofilm production on the susceptibility of Pseudomonas aeruginosa

Diseases caused by Pseudomonas aeruginosa, like external otitis and pyoderma are
serious challenges in the veterinary medicine. Treatments are even more difficult nowadays,
as P. aeruginosa strains are frequently multiresistant. On the other hand the bacteria are able
to form biofilms, which decrease the antimicrobial susceptibility of these strains. The aim of
this study was to evaluate the in vitro activity of marbofloxacin, gentamicin, colistin and their
combinations. We compared the sensitivity of planktonic cells with bacteria in biofilms. The
susceptibility of the planktonic cells was determined to marbofloxacin, marbofloxacin-
gentamicin and marbofloxacin-colistin combination with the microdilution method by
determining MIC values according to CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)
guidelines. In the second part of the study the bacterial strains were incubated without
antimicrobials in microplate wells for 12 hours to form biofilms. To determine the sensitivity
of biofilm-grown cells a photometric method utilizing MTS-formazan formation was
performed. Among the examined planktonic P. aeruginosa strains, 91.7% was sensitive to
marbofloxacin and all of the strains were susceptible to the 1:1 combination of the
antimicrobials. In case of marbofloxacin, MICs ranged from 0.25 to 4 pg/ml, in case of the
marbofloxacin: gentamicin and marbofloxacin:colistin combinations these were between
0.0625 and 1 pug/ml. The MICsy and MICgqy values of marbofloxacin were 1 pg/ml and 2
ug/ml, respectively. These values for the marbofloxacin:gentamicin combination were 0.5
pg/ml and 1 pg/ml, respectively, while the marbofloxacin:colistin combination these proved
to be 0.0625 pg/ml and 0,5 pg/ml, respectively. To examine the susceptibility of biofilm-
grown strains ECsq (effective concentraion 50%) was used. Concerning marbofloxacin these
values ranged from 64 to 4096 ug/ml. In case of marbofoxacin-gentamicin combination the
ECso was found between 8-2048 pg/ml, while the 1:1 combination of marbofloxacin-colistin
showed ECsp values between 8-128 pg/ml. Based on our results, the susceptibility of the
examined strains was significantly decreased by biofilms compared to planktonic cells, and

the antimicrobial combinations increased the sensitivity of these strains.
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10. FUGGELEK

21. tablazat. Planktonikus P. aeruginosa novekedési intenzitasa kiilonb6zé marbofloxacin koncentraciok
(ng/ml) esetén. Az utolsd két oszlopban a pozitiv, illetve a negativ kontroll lathat6, a No. az adott P. aeruginosa
torzs szamat jelenti.

No. 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 |0,0625 +

18 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
20 - - - - - - ++ +++ +++ +++ +++
21 - - - - - ++ +++ +++ +++ +++ +++
22 - - - - - ++ +++ +++ +++ +++ +++
24 - - - - - - ++ +++ +++ +++ +++
25 - - - - - + ++ +++ +++ +++ +++
26 - - - - - - ++ +++ +++ +++ +++
28 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
29 - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
30 - - - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++
31 - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
32 - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
33 - - - - - - +++ +++ +++ +++ +++
34 - - - - - - +++ +++ +++ +++ +++
35 - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
37 - - - - - - - - + + +++
38 - - - - - - - +++ +++ +++ +++
39 - - - - - ++ ++ +++ +++ +++ +++
44 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
47 - - - - - - - - ++ +++ +++
48 - - - - - - - - ++ +++ +++
49 - - - - - - - - + + ++
51 - - - - - - + ++ +++ +++ +++
52 - - - - - - - - + ++ +++
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22. tablazat. Planktonikus P. aeruginosa novekedési intenzitisa marbofloxacin-gentamicin 1:laranyt
kombinacié kiilonb6zé koncentracidin (pg/ml). Az utolsé két oszlopban a pozitiv, illetve a negativ kontroll
lathat6, a No. az adott P. aeruginosa torzs szamat jelenti.

No. 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 +

18 - - - - - - - + +++ +++ +++
20 - - - - - - - +++ |+t +++ +++
21 - - - - - - - + +++ +++ +++
22 - - - - - - - + +++ +++ +++
24 - - - - - - + +++ +++ +++ +++
25 - - - - - - ++ +++ +++ +++ +++
26 - - - - - - ++ +++ |+t +++ +++
28 - - - - - - - + +++ +++ +++
29 - - - - - - - - +++ +++ +++
30 - - - - - - - - +++ +++ +++
31 - - - - - - - - +++ +++ +++
32 - - - - - - - +++ |+t +++ +++
33 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
34 - - - - - - ++ +++ |+t +++ +++
35 - - - - - - ++ +++ +++ +++ +++
37 - - - - - - - + + ++ ++
38 - - - - - - - +++ +++ +++ +++
39 - - - - - - - +++ +++ +++ +++
44 - - - - - - - + ++ - +++
47 - - - - - - - + + ++ +++
48 - - - - - - - - ++ ++ ++
49 - - - - - - - - - - ++
51 - - - - - - - - ++ ++ ++
52 - - - - - - - - + ++ ++
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23. tablazat. Planktonikus P. aeruginosa névekedési intenzitasa marbofloxacin-kolisztin 1:1aranyt kombinacio
kiilonb6z6 koncentracidin (ng/ml). Az utolso két oszlopban a pozitiv, illetve a negativ kontroll 1athato, a No. az
adott P. aeruginosa torzs szamat jelenti.

No. 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 4

18 - - - - - - - - - +++ +++
20 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
21 - - - - - - - + +++ +++ +++
22 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
24 - - - - - - - + +++ +++ +++
25 - - - - - - + - +++ +++ +++
26 - - - - - - - ++ +++ +++ +++
28 - - - - - - - - ++ +++ +++
29 - - - - - - - - - - +++
30 - - - - - - - - - - +++
31 - - - - - - - - - - +++
32 - - - - - - - - + - +++
33 - - - - - - - ++ ++ ++ +++
34 - - - - - - - +++ | +++ +++ ++
35 - - - - - - - +++ +++ + +++
37 - - - - - - - - - - ++
38 - - - - - - - - - - +++
39 - - - - - - - ++ +++ - +++
44 - - - - - - - - - - +++
47 - - - - - - - - - - +++
48 - - - - - - - - - - +++
49 - - - - - - - - - - ++
51 - - - - - - - - ++ - +++
52 - - - - - - - - - - ++
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24. tablazat. Biofilmet képz6 P. aeruginosa ndvekedési intenzitasa fotometridasan mérve kiilonb6z6
marbofloxacin koncentraciok (ng/ml) esetén. Az utolso két oszlopban a pozitiv, illetve a negativ kontroll 14thato,
a No. az adott P. aeruginosa torzs szamat jelenti.

No. || 4096 | 2048 | 1024 | 512 256 128 64 32 16 8 +
18 || 0,367 | 0,401 | 0,857 | 0,712 | 0,990 | 0,770 | 0,672

20 ]| 0,309 | 0,588

21 || 0,282 | 0,726

22 |1 0,282

24 ||0,172

25 || 0,219

26 || 0,479

28 || 0,294

29 10,878

30 ({0,138

31 || 0,562

32 110,343 | 1,045

33 (40,535 | 0,832 | 0,873

34 |lo371
35 || 0,487

37 |[0,284

38 || 0,203 0,546

39 || 0,562

44 || 0,441

47 | 0237

48 || 0,310

49 |[o,188

51 0,121

52 || 0,300
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25. tablazat. Biofilmet képz6 P. aeruginosa novekedési intenzitasa fotometridsan mérve marbofloxacin-
gentamicin 1:1aranyu kombinacid kiillonbdz6 koncentracioin (ng/ml). Az utolsd két oszlopban a pozitiv, illetve a
negativ kontroll lathatd, a No. az adott P. aeruginosa torzs szamat jelenti.

No. || 4096 | 2048 | 1024 | 512 256 128 64 32 16 8 +

18 || 0,153 | 0,179 | 0,216 | 0,213 | 0,185 | 0,193 | 0,175 | 0,177 | 0,155 | 0,392 | 0,685
20 ({0,152 | 0,167 | 0,156 | 0,143 | 0,161 | 0,169 | 0,176 | 0,512 | 0,582 | 0,536 | 0,835
21 || 0,265 | 0,342 | 0,344 | 0,327 | 0,351 | 0,336 | 0,337 | 0,402 | 0,425 | 0,419 | 0,801
22 |} 0,262 | 0,338 | 0,363 | 0,371 | 0,381 | 0,380 | 0,374 | 0,413 | 0,441 | 0,459 | 0,808
24 || 0,150 | 0,165 | 0,160 | 0,144 | 0,152 | 0,142 | 0,148 | 0,171 | 0,155 | 0,174 | 0,884
25 || 0,168 | 0,170 | 0,202 | 0,227 | 0,237 | 0,241 | 0,287 | 0,400 | 0,393 | 0,392 | 0,683
26 (/0,219 | 0,214 | 0,206 | 0,250 | 0,248 | 0,247 | 0,296 | 0,287 | 0,278 | 0,532 | 1,027
28 || 0,269 | 0,255 | 0,258 | 0,235 | 0,237 | 0,247 | 0,235 | 0,356 | 0,379 | 0,370 | 0,687
29 140,183 | 0,216 | 0,230 | 0,221 | 0,219 | 0,242 | 0,386 | 0,377 | 0,395 | 0,408 | 0,672
30 ({0,091 | 0,102 | 0,02 | 0,105 | 0,117 | 0,123 | 0,117 | 0,129 | 0,158 | 0,155 | 0,560
31 {40,136 | 0,207 | 0,202 | 0,208 | 0,211 | 0,230 | 0,244 | 0,555 | 0,567 | 0,506 | 1,001
32 140,138 | 0,208 | 0,218 | 0,174 | 0,168 | 0,183 | 0,177 | 0,194 | 0,194 | 0,192 | 0,844
33 || 0,229 | 0,211 | 0,271 | 0,277 | 0,445 | 0,434 | 0,492 | 0,447 | 0,440 | 0,408 | 0,814
34 140,128 | 0,166 | 0,210 | 0,169 | 0,146 | 0,148 | 0,209 | 0,177 | 0,184 | 0,195 | 0,871
35 || 0,125 | 0,247 | 0,168 | 0,147 | 0,127 | 0,164 | 0,137 | 0,679 | 0,687 | 0,607 | 1,140
37 ({0,106 | 0,096 | 0,112 | 0,100 | 0,105 | 0,110 | 0,117 | 0,125 | 0,140 | 0,156 | 0,801
38 || 0,169 | 0,197 | 0,203 | 0,225 | 0,247 | 0,245 | 0,191 | 0,497 | 0,447 | 0,543 | 0,884
39 || 0,240 | 0,219 | 0,390 | 0,385 | 0,357 | 0,326 | 0,361 | 0,391 | 0,446 | 0,416 | 0,606
44 | 0,122 | 0,123 | 0,133 | 0,142 | 0,119 | 0,120 | 0,133 | 0,160 | 0,180 | 0,184 | 0,844
47 1| 0,113 | 0,100 | 0,090 | 0,102 | 0,094 | 0,100 | 0,107 | 0,261 | 0,132 | 0,138 | 0,741
48 1| 0,098 | 0,093 | 0,094 | 0,097 | 0,104 | 0,094 | 0,112 | 0,422 | 0,424 | 0,438 | 0,668
49 || 0,220 | 0,234 | 0,208 | 0,200 | 0,219 | 0,203 | 0,337 | 0,344 | 0,366 [ 0,359 | 0,667
51 {40,369 | 0,377 | 0,352 | 0,386 | 0,357 | 0,307 | 0,459 | 0,470 | 0,480 | 0,487 | 0,873
52 110,349 | 0,321 | 0,210 | 0,304 | 0,381 | 0,322 | 0,482 | 0,409 | 0,488 | 0,434 | 0,744
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26. tablazat. Biofilmet képz6 P. aeruginosa novekedési intenzitasa fotometridsan mérve marbofloxacin-
kolisztin 1:1aranyu kombinécio kiilonb6zé koncentracidin (png/ml). Az utolso két oszlopban a pozitiv, illetve a
negativ kontroll lathatd, a No. az adott P. aeruginosa torzs szamat jelenti.

No. || 4096 | 2048 | 1024 | 512 256 128 64 32 16 8 +

18 || 0,157 | 0,143 | 0,159 | 0,140 | 0,184 | 0,193 | 0,174 | 0,462 | 0,399 | 0,397 | 0,699
20 ({0,131 | 0,143 | 0,135 | 0,132 | 0,162 | 0,161 | 0,485 | 0,486 | 0,417 | 0,436 | 0,817
21 140,195 | 0,180 | 0,195 | 0,213 | 0,280 | 0,344 | 0,345 | 0,587 | 0,544 | 0,755 | 1,006
22 110,197 | 0,202 | 0,216 | 0,245 | 0,313 | 0,375 | 0,538 | 0,576 | 0,600 | 0,623 | 0,985
24 110,128 | 0,114 | 0,110 | 0,229 | 0,153 | 0,150 | 0,183 | 0,461 | 0,479 | 0,495 | 0,842
25 ({0,152 | 0,110 | 0,115 | 0,131 | 0,160 | 0,157 | 0,181 | 0,508 | 0,520 | 0,536 | 0,876
26 (/0,197 | 0,196 | 0,227 | 0,258 | 0,266 | 0,267 | 0,506 | 0,515 | 0,534 | 0,573 | 0,935
28 10,192 | 0,194 | 0,329 | 0,339 | 0,318 | 0,319 | 0,467 | 0,454 | 0,482 | 0,495 | 0,763
29 140,203 | 0,174 | 0,196 | 0,227 | 0,200 | 0,265 | 0,225 | 0,261 | 0,291 | 0,287 | 1,074
30 ||0,088 | 0,082 | 0,094 | 0,101 | 0,099 | 0,133 | 0,128 | 0,149 | 0,150 | 0,161 | 0,934
31 ({0,166 | 0,183 | 0,228 | 0,269 | 0,228 | 0,291 | 0,418 | 0,472 | 0,404 | 0,462 | 0,800
32 |} 0,152 | 0,142 | 0,137 | 0,146 | 0,132 | 0,182 | 0,214 | 0,257 | 0,535 | 0,614 | 1,094
33 ||0128 | 0,221 | 0,150 | 0,172 | 0,198 | 0,293 | 0,241 | 0,383 | 0,390 | 0,333 | 0,532
34 140,198 | 0,169 | 0,222 | 0,182 | 0,142 | 0,176 | 0,201 | 0,331 | 0,373 | 0,37/ | 0,621
35 110,163 | 0,208 | 0,162 | 0,184 | 0,175 | 0,180 | 0,194 | 0,223 | 0,223 | 0,198 | 0,607
37 140,093 | 0,087 | 0,086 | 0,091 | 0,098 | 0,106 | 0,127 | 0,136 | 0,144 | 0,152 | 0,779
38 ||0175 | 0,190 | 0,194 | 0,214 | 0,251 | 0,238 | 0,215 | 0,228 | 0,168 | 0,526 | 1,036
39 || 0,269 | 0,241 | 0,275 | 0,279 | 0,317 | 0,318 | 0,294 | 0,328 | 0,247 | 0,523 | 1,054
44 1| 0,244 | 0,143 | 0,139 | 0,192 | 0,175 | 0,256 | 0,204 | 0,229 | 0,189 | 0,554 | 0,883
47 || 0,131 | 0,227 | 0,177 | 0,186 | 0,143 | 0,181 | 0,215 | 0,223 | 0,303 | 0,620 | 1,060
48 || 0,211 | 0,110 | 0,115 | 0,199 | 0,130 | 0,168 | 0,182 | 0,172 | 0,142 | 0,183 | 0,953
49 110,169 | 0,179 | 0,243 | 0,291 | 0,280 | 0,307 | 0,320 | 0,319 | 0,463 | 0,460 | 0,809
51 {40,197 | 0,177 | 0,235 | 0,270 | 0,309 | 0,359 | 0,351 | 0,396 | 0,512 | 0,507 | 1,001
52 110,279 | 0,279 | 0,344 | 0,390 | 0,393 | 0,471 | 0,625 | 0,665 | 0,623 | 0,675 | 1,217
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