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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 gatlé koncentracio
MDR: multi drug resistance, multidrug rezisztencia

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

MTS: metil-tetrazolium sé

PBS: polibutilén-szukcinat

TSB: Tripton-Soy Broth, Tripton-Szoéja leves

Tris: thrometamin



2. BEVEZETES

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR, antimicrobial resistance) egyik legkiemelkeddbb
baktérium képviseléje a Pseudomonas aeruginosa. Ez a Gram-negativ, biofilmképz6 palca
kiilonb6z6 rezisztencia-mechanizmusait és biofilmépiilési képességét kihasznalva tud ellenalld
maradni a kornyezetében és ezaltal a képz6dott biofilmben, mint egy 6nallé nicheben képes
tulélni és ellenallni a kiils6 behatasoknak, mint az antibiotikumoknak vagy az altala fert6zott

szervezet immunrendszerének védekezd mechanizmusainak.

A kutyak kiils6 hallojarat gyulladasa egy mindennapos korkép az allatorvosi praxisban.
Gyakori okozoja a gyakran multirezisztens P. aeruginosa, mely masodlagos fert6zés révén
okozza a koérképet és biofilmépiilése miatt gyakran terdpiarezisztens, kronikus gyulladast alakit
Ki. Tovabba a P. aeruginosa tarsallatokban sokszor felelés hugyuti- és borfertdzések
kialakitasaért is. Emellett emberekben tobbek kozott a 1égzdszervet érintd cisztas fibrozis

magas morbiditasért és mortalitasért felelds.

Kutatémunkank sordan olyan hatéanyagok ¢és hatéanyag-kombindciok vizsgélatat
veégeztilk el, melyek korabbi kisérletek alapjan o©nallé szerként alkalmazva igazoltan
hatékonynak bizonyultak a P. aeruginosa okozta fertézések elleni védekezésben. Felmértiik
ezen anyagok egymassal vald kolcsonhatdsat. Tanulmanyunkban az eddig vizsgalt
hatbanyagaink 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 kolcsonhatast eredményez és a P. aeruginosa
biofilmépiilése ellen hatékonyan képes fellépni, mely 0 tavlatokat nyitna a kutyak kiilsé

hallgjarat gyulladasanak kezelésében.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Rezisztencia kialakulasa és rezisztencia-mechanizmusok a Pseudomonas aeruginosa

tekintetében

Az antimikrobidlis rezisztencia (AMR) napjaink kiemelkedd problémai koz¢ tartozik,
mert a rezisztens baktérium torzsek elterjedése révén egyre nehezebbnek bizonyul kezelni és
gyogyitani az altaluk okozott fertézéseket. Kialakulasat szamos tényez6 befolyasolja, ezek
kozott elsddleges a nem adekvat antibakterialis szer valasztasa egy adott fertdzés esetén, illetve
a nem megfeleld mennyiségben és ideig vald alkalmazasa [1]. A P. aeruginosa ab ovo és
szerzett rezisztencia mechanizmusai altal szdmos antimikrobidlis 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
funkcio és a kiils6 membran alacsony permeabilitasa tekinthetd a legfontosabbnak [2,3]. A P.
aeruginosara jellemzé 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-pumpak csoportjaba tartoznak. Koziiliik
fontos megemliteni a MexAB-OprM-, MexCD-OprJ -, MexEF-OprN- és a MexXY-OprM -
pumpaékat. Ezek segitségével az adott antibiotikum a bejutast kdvetden nem képes kifejteni
hatasat, mert az efflux-pumpa altal kipumpalddik a sejtbdl, 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
emelkedésével és a nagy mértékii efflux-pumpa expresszio okozta minimalis gatlo 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 foleg 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 biofilmképzddés folyamata Gnmagaban noveli
az adott baktérium ellendlld képességét, rezisztenciat okozva. Ez bdvebben a késdbbi

fejezetekben kertil targyalésra.



Ahogy a legtobb rezisztens baktérium torzs, gy 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 PB-laktamaz termelés a penicillinekkel, illetve cefalosporinokkal
szemben, mint a ceftazidim [9,10]. A kiilonbozé rezisztencia-mechanizmusok az esetek
tobbségében kombinaltan jelentkeznek, igy novelve ellenalld képességiiket az antimikrobialis
szerekkel szemben. Ezaltal kombinacios terapiaban hasznalva az antibakterialis szerek -
altalaban szinergizmus révén- mas szerekkel egyiittesen, hatékonyabban képesek fellépni a P.

aeruginosa okozta fert6z¢és ellen [11].
3.2. Kiils6 hallojarat gyulladas kutyakban

A Pseudomonas aeruginosa, mint Gram-negativ, obligat aerob baktérium felelés
kisallatainkban a kiils6 hallojarat-gyulladasos (otitis externa) esetek egy részének masodlagos
kialakulaséért. Egy tanulmany alapjan hozzavetdlegesen a kutydk 5-20%-a érintett a P.
aeruginosa altali fertézés okozta otitis externa kialakulasaban [12]. Egy masik kutatas altal az
mondhaté el, hogy a fiilészeti esetek 7,5-16,5%-a kiilsé fiilgyulladas eredetii. Altalanossagban
elmondhato, hogy a betegség klinikai megjelenése leggyakrabban bérgyulladas forméjaban
valosul meg [13]. A kiils6 hallojarat-gyulladast elsédleges tényezOk, masodlagos fertézések
egyiitt alakitjak ki.

Az elsddleges tényezdknek kulcsszerepiik van a gyulladas kialakulasaban. Ilyenek az
autoimmun betegségek, allergidk és az endokrin bantalmak. Autoimmun korképekben a
pemphigus foliaceus, az allergids reakcidk koziil az atdpids dermatitis, az eleségallergia €s a
bolhanyal (FAD, flee allergic dermatitis) allergia kiemelendd. Korabbi kutatasok alatamasztjak,
hogy az elsddleges tényezdk koziil az atopids dermatitis okozza leggyakrabban a kutyak kiilsé
hallojarat gyulladasat [14,15]. Fontos primer tényezé a kiilsé ¢éloskodok jelenléte
(szortliszoatkak, fiilatkak) és az endokrin megbetegedések (pajzsmirigy alulmiikddés,
hiperadrenokorticizmus), valamint a reaktiv otitis is [15]. Utobbi a test mas pontjan keletkezett
gyulladas altal alakit ki flilgyulladast. Ilyet az analis sacculitis okozhat [16]. Valamint a

hamosodasi zavarok is hozzajarulhatnak a betegség kialakulasahoz, mint a seborrhea sicca [17].

A kiilsé hallojarat gyulladdsanak masodlagos okai kozé tartoznak a bakterialis és
gombas eredetli fert6zések. A Gram-pozitiv baktériumok koziil f6leg Staphylococcus fajok

okozhatjak, mint a Staphylococcus aureus és a Staphylococcus pesudointermedius [18]. Ezen
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feliil a Gram-negativ baktériumok koziil jellemzéen a Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Escherichia coli vagy Klebsiella fajok lehetnek jelen a korképben. A kiilsé
flilgyulladast el6idéz6 gombas fert6zések kivaltasdban az ¢élesztdgombakhoz tartozo
Malassezia pachydermatis bir kiemelt jelentdséggel [13]. Az el6bb emlitett tényezOket az 1.

tablazat foglalja 0ssze.

Autoimmun korképek

Allergia

Elsidleges okok Endokrin bantalmak

Kiilso é16skodo jelenléte

Reaktiv fiilgyulladas

Bakterialis vagy gombas
Masodlagos okok
fertdzes

1. tablazat Az otitis externa kialakuldsat befolyasolo elsédleges és mdsodlagos tényezdk [15].

A kiilsé hallojarat gyulladdas a hallojarat kiilsé részétél a dobhartyaig terjedd
gyulladassal jar6 folyamat, azonban ez a dobhartya sériilése, perforacioja miatt gyakran atterjed
a kozépfiil és belsofil teriileteire. A kiilsé fiilgyulladasra prediszponalt kutyafajtak koziil
kiemelendd a Cocker Spaniel, Golden Retriver, Németjuhasz, Boxer, Jura des Alpes, illetve a
kiilonboz6 terrierek, mint a Foxterrier és Skotterrier [13,16]. A betegség klinikai megjelenése
elsddlegesen az allat nyugtalansagéval, az érintett teriilet érzékenységében ¢s fajdalmaban, a
fej €s a fiilek gyakori razasaban, vakarddzasban, szOrhulldsban és a diffuz borpir képében

mutatkozik meg az érintett fiilek teriiletén [13].

Diagnosztikai 1épésként a hatékony szervalasztashoz elengedhetetlen az otoszkopos és
a citologiai vizsgalat elvégzése. Elobbi segitségével a hallojarat és a dobhartya épségét
sziikséges vizsgalnunk, a citoldgiai mintavétel segitséget nyujt a fiilben fellelhetd, jellemzden
nagyobb szamban jelen levd mikroorganizmusok azonositdsdban, igy hozzéasegit az
antimikrobialis szer empirikus valasztasahoz [19,20]. A megfelelé diagnosztikai mddszerek
hasznalataval az elsddleges korkép(ek) meghatarozasa a cél, hiszen ezen ok(ok) kezelése

crer

elsd 1épcsdje a fiilek alapos kitisztitasa, hiszen a hallojaratban jelen levd sejttormelék és valadék
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nagyban csokkentheti a késébbiekben az antimikrobidlis szer hatékonysagat. Ehhez fiilmos6
tipusu folyadékok nagy térfogatainak alkalmazésa javasolt. A fiilmoséd oldatoknak két nagy
csoportjat kiilonboztetjilk meg, az antiszeptikus €s a cerumenolitikus hatdsu készitményeket
[21]. A P. aeruginosa jellemzéen purulens valadékképzddéssel jard, ulcerativ, fajdalmas
gyulladést idéz eld, ezért esetében eldnyben részesitjilk az antiszeptikus fiillmoso folyadékok
hasznalatat. Ilyen a praxisban gyakran alkalmazott klorhexidin, mely Tris-EDTA-val kivalo
szinergista hatast mutat és elészeretettel alkalmazzak a P. aeruginosa okozta kiilsé hallojarat-
gyulladas kezelésében [22]. Ugyanakkor el6fordulhat erythrocerumindézus megjelenése is.
Utobbi oldasara emulgeald szereket hasznalhatunk, mint a propilénglikol, szkvalén vagy a
dioktil-szulfo-szukcinat-natrium (dokuzat) [22,23]. A tisztitas utan altalaban topikalisan
alkalmazott, a citologiai és otoszkOpos vizsgalat eredménye 4altal 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 kiils6 hallgjarat gyulladas terdpidja 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
jard fertézések létrehozasara [26]. Ez a korokozd tekintheté az egyik legkritikusabbnak a
nozokomialis, azaz korhazi fert6zéseket illetéen [27]. Kiemelt jelent6séggel bir a cisztas
fibrézis (CF, cystic fibrosis) fenntartasaban, amely egy olyan embereket érinté 1égzdszervi
betegség, melyben egy kromoszoéman kodolt cisztas fibrozis transzmembran regulator (CFTR)
gén mutacidja jon létre. A mutacié a 1égati hamsejtek kloridion- és bikarbonat-csatornainak
diszfunkcidjahoz vezet [28]. A CF sulyosbito tényezoi kozé tartoznak a masodlagos bakterialis
fertézések, amelyet a P. aeruginosa is okoz. Ebben az esetben a baktérium életben maradasi
stratégiaként biofilmképzése a légutakat béleld nyalkahartyan jelentds. Ezen mechanizmus
révén nagyobb rezisztencia kialakitasara képes, illetve helyezédésének koszonhetden

megneheziti a biofilmfeltorést is [29].

A P. aeruginosa okozta human fertézéseknél fontos emlitést tenni annak zoonotikus és

zooanthroponotikus jelentségér6l. Tobb tanulmany is alatamasztotta, hogy a kiilonb6z6
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Pseudomonas fajok okozta rezisztencia képes terjedni allatrol emberre. A rezisztencia terjedése
mellett maga a bakterialis fertdzés terjedése allatrol emberre is valds, mert leirtdk, hogy
madarak koziil f6leg baromfi-félékben képes atterjedni a baktérium emberre [30]. Tovabba egy
brazil kutatas soran az is bebizonyosodott, hogy a P. aeruginosa forditott modon, tehat emberr6l

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 kolcsondznek 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.
Elsédlegesen tapanyagforrast képes biztositani a baktérium szdmara, 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

szervez6désében is [35].

A biofilm fejlédés egy dsszetett folyamat. Altalanossagban elmondhat6, hogy a biofilm
fejlodés hipoxias kornyezetben zajlik, melyet 6sszesen 6t nagy stadiumra oszthatunk fel [33].
Az els6 stadiumban a baktérium sejtek valamilyen, jellemzdéen biotikus vagy abiotikus
feliilethez tapadnak. Ez a folyamat reverzibilis. Az elsé szakasszal ellentétben a masodik
stadiumban a folyamat irreverzibilissé valik, amikor megkezdddik a feliileti kolonizacio. Ezek
utan a harmadik stadiumban keriil sor a mikrokolonidk kialakitasara. Majd ezek a kialakult
struktarak tovabb novekedve egy gombara emlékeztet6, haromdimenzios szerkezetet vesznek
fel. Fontos megemliteni, hogy a gomba alakt biofilmek altalaban alacsonyabb motilitdsu
sejteket képesek generalni, mint a lapos biofilmek, melyek mozgékonyabb sejtek hoznak 1étre.
Végiil az 6todik - egyben utolso - stadiumban a matrix altal kialakitott lireg megszakad, igy a
sejtek autolizise, tehat onemésztése kovetkezik be. Az utolso stadiumot kovetden a folyamat

elolrél indul [33,36]. A biofilmépiilés folyamatat és annak stadiumait az 1. dbra szemlélteti.

8



~
Planktonikus sejt N

N\
/ \ \ /
Sejtfelszabadulas [
Mestalio iz Felszabaduli

- l

I

\
|

\../ L

Sejtkontaktus

) X s,

s [N Adhézio, feliileti Korai érés, ) Erés, . —_ Srorodas

l\degtapadas kolonizacio mikrokoloniak makrokoloniak Szérodas
1 2 4 5

1. dbra A biofilmek képzddésének ciklusa[36]

3.5. Leggyakrabban hasznalt biofilm kimutatasi lehetéségek

A biofilmek kimutatdsa ¢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 metddusokat

szeretném dolgozatomban részletesebben Kifejteni.

Az in vitro modszerek koziil az egyik legelterjedtebb és legnépszeriibb metodus a 96-lyuki
mikrotiter lemez alapi modell. Az eljaras 1ényege, hogy a 96-lyukt lemezen tenyésztjiik €s
novesztjiikk az adott baktérium torzsek biofilmjeit. F6 elénye, hogy amellett, hogy képesek
vagyunk vele a biofilmképzd és a nem biofilmképzd torzseket, izolatumokat megkiilonboztetni,
vizsgalni tudjuk a biofilmképzddés stddiumait. Zart rendszerként nem torténik aramlas a
rendszer ¢és a kiilsé kornyezete kozott a kisérlet soran. Emellett fontos, hogy a kisérletet végzo
személyek képesek befolyasolni a kornyezeti tényezdket, mint az inkubaciés hémérséklet,
paratartalom vagy a taptalaj Osszetétele [37]. A mikrotiter lemezeken taplevesben fejlodott

biofilm, a lyukak aljan vagy az oldalfalhoz kotve szemlélhetd.

A mikrotiter lemezen kiilonb6z6 festési eljarasokat alkalmazva tudjuk szamszertsiteni a
képzett biofilm mennyiségét, ezaltal alkalmasak a biofilm-eradikacié tesztelésére is. Ilyen
eljaras a kristalyibolya (CV, crystal violet) vagy az MTS formazan (3-5-2-2H-Tetrazolium so)
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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-sonak. A tetrazolium-s6 a mitokondriélis
dehidrogenaz enzim szubsztratja. Az MTS esetében egy vitalis festésrol beszEliink, mert csak
az - jelen esetben biofilmbe foglalt - é16 sejteket festi meg. Ezen eljaras segitségével a festés
sordn az €16 sejtszam fliggvényében az MTS-bdl atalakult formazdn mennyiségével aranyos
abszorbanciat vetik 0ssze a biofilmet alkotd sejtek szamaval. Ezek a biofilm kimutatési
eljarasok segitséget nyljtanak a biofilm-eradikacié mértékének és hatékonysaganak
detektalasaban azutdn, hogy az adott biofilmet potencialis biofilmfeltérd 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 {6 jellemzdje a tapkozeg allando szinten tartdsa, mely
a mar bakterialis aktivitas révén elhasznalodott taptalaj feleslegének kitiritésével és potlasaval
torténik [37]. Napjainkban egyre tobbet hasznaljak a microfluidic késziiléket kiilonb6z6
biofilmek detektalasara. Azért részesitik eldnyben ezt a metodust, mert a késziiléket alkotd kis
kamrakban a biofilmek szamara természetes kornyezet reprodukalhat6. Képesek vele beallitani
az adekvat aramlasi sebességet €s a kamrak segitségével a biofilmek sejtszintli elemzésének

elvégzését is lehetévé teszi. Lényegében haromdimenzios teret alkotnak meg [41].

Fontos megemliteni a kolonia formalé egység (CFU, Colony Forming Unit) - szamlalast
is, mely a sejtszamlald vizsgalatok esetében gold standard eljarasnak tekinthet6. Ez azért
kiemelkedden fontos, mert altala képesek vagyunk meghatarozni a baktériumszamot €s utana
ezt referencianak hasznalni biofilm kimutatasi metddusoknal. Az eljards lényege, hogy a
biofilmbdl kialakitott baktériumszuszpenzioban vagy annak feliiluszdjan torténd tobbszords
higitast elvégezve egy taptalajra szélesztjlik a baktériumszuszpenziot, majd a baktériumfajnak
adekvat hdmérsékleten és ideig inkubaljuk azt. Az inkubacids 1d6 lejartaval a petri csészéken
megszamlaljuk a kinétt telepek mennyiségét €és a higitasi fok segitségével kovetkeztetiink az
eredeti baktérium szuszpenzié CFU szamara. A CFU-szamlalas soran kizardlag az €16 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].
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Az egyik leggyakrabban elterjedt in vivo biofilm kimutatasi metodus a bér ala beiiltetett
idegen test, ahol hagyjak, hogy a szovet koriil biofilm novekedhessen a beiiltetett szerkezeten.
Masik in vivo metodus a centralis véna katéter (CVC). Ezt el6szeretettel alkalmazzak, mert az
adott ¢é16 kisérleti allaton végezve nem csak egy szerv, hanem a biofilmek egész szervezetet

érint6 hatasat, valtozasait tudjak vele vizsgalni [37].
3.6. Biofilmek-eradikacio fizikai, kémiai és biolégiai lehetdségei

A biofilm-eradikacié egyik f6 célja, hogy az adott baktérium ellenallo képességét
csOkkentsiik, ezaltal pedig az adekvat antimikrobialis szer alkalmazidsa eldnydsebb. A
lehetdségeknél fontos szem el6tt tartani, hogy amint a biofilm fejlodés folyamat végbement,
mar nehezebb véghez vinni annak eltavolitisat. Altaldban azok a szerek bizonyulnak a
leghatékonyabbnak ¢ 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 biofilmbdl valo Kivalasra kényszeritik, ezaltal
konnyebben, gyorsabban és hatékonyabban lehet 6ket elpusztitani, mint biofilmet alkotd

forméaban [33].

Fontos in vitro biofilm-eradikaciés 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 Ggy 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 technoldgia
Iényege az volt, hogy egy hosszabb csébe érkezé energia révén érintkezik a levegd az argon
plazmaval, igy az altaluk keletkezd szabadgyokdk a biofilmre iranyitva eradikalja azt [44].
Fogaszati teriiletrél szarmazo kutatas soran nisin-biogél biofilmellenes hatasat vizsgaltak 2020-
ban. Maga a nisin egy antimikrobialis enzim. Hatasa oly médon valosul meg, hogy koétddni
képes az adott baktérium citoplazma membranjaban talalhato lipid II-vel, igy gatolva annak
sejtfal szintézisét [45]. Egy 2019-es kutatasban P. aeruginosa torzseken végeztek biofilm-
eradikacids vizsgalatokat, melyekhez antimikrobidlis agensként ionofér 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].
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3.7. Biofilmellenes és antibakterialis anyagok

A marbofloxacin a masodik generacios fluorokinolonok csoportjahoz tartozo6 antibakterialis
szer, melyet kizardlag az allatorvosi praxisban alkalmazunk. A marbofloxacin bizonyitottan
hatékonyabb a Pseudomonas aeruginosa okozta fertézések kezelésére, mint a - szintén ebbe a
csoportba tartoz6 - enrofloxacin [47]. Ez azért van, mert az enrofloxacin tilhasznalatabol
kifolyolag és a rezisztencia terjedése miatt egyre tobb enrofloxacinra rezisztens torzs alakult ki.
Ezt tamasztja ald Park Youjin és munkatdrsai altal végzett kisérlet, mely alapjan a
marbofloxacinnal szemben joval alacsonyabb a rezisztencia kialakuldsa, mint az
enrofloxacinnal szemben. Hatasmodja szerint baktericid, hatdsmechanizmusat illetéen a
topoizomeraz enzimek gatlasa révén fejti ki hatasat. Két fontos enzimre hat, ez a topoizomeraz-
Il vagy DNS-giraz és a topoizomeraz-1V [48]. Ezen kiviil postantibiotikus hatassal (PAE, post
antibiotic effect) rendelkezik. A PAE azt jelenti, hogy a hasznalatot kovet6 2-4 vagy akar 12
oran keresztiil az adott szer képes gatolni a baktériumok szaporodasat [49]. A marbofloxacin
kiemelkedGen 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 el6bb felsoroltak alapjan
elmondhato, hogy széles spektrummal rendelkezd antibakterialis szer. EQy 2015-6s tanulmany
soran 93%-os érzékenységet talaltak a kutatok a marbofloxacinra kutyék kiilsé hallgjaratabol

kinyert 183 Pseudomonas torzs esetében [47].

A geraniol egy olyan fitoaktiv illdolaj, mely a monoterpének csoportjaba tartozik.
Szerkezetérél elmondhatd, hogy két cisz-transz izomerbdl épiil fel [51,52]. Természetes
vegylilet, 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 széleskoriien hasznaljak mind
a human mind az allatorvosi praxisban. Az antibakterialis tulajdonsaga mellett f6 eldnyeihez
tartozik még, hogy van antidepresszans tulajdonsaga, sziv-, ideg- és majvédé hatassal
rendelkezik, emellett pedig antioxidans és gyulladascsokkent6 is. Antibakterialis tulajdonsaga
abban rejlik, hogy képes kolcsonhatasba 1épni a sejtmembran alkotorészeivel [51]. Fontos
kiemelni tovabba az antifungalis tulajdonsagat, melyet féleg a Candida fajok ellen alkalmaznak
[53]. Az elmult években t6bb kutatas is alatamasztotta, hogy az elébb felsorolt tulajdonsagai

mellett citotoxikus, daganatellenes hatassal is rendelkezik [54]. Féleg vastagbélrak és
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karcindmaknal irtdk le jotékony hatasat, bar ezen tulajdonsaga miatt nagy mennyiségben vald

c sy

potencialis toxicitasa miatt [52,55].

Az ctilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) egy olyan fém kelator, mely Kkifejezett
antimikrobialis hatassal bir [56]. Eldszeretettel alkalmazzak kombindcids terapiaban
antibiotikumokkal, mert azok hatdsat potencirozni képes. Ezt a tulajdonsagat a Gram-negativ
baktériumokat alkotd lipopoliszacharid (LPS) réteg karositasaval éri el. Egy 2010-ben irt
tanulmanyban azt k6zolték, hogy az EDTA képes a Pseudomonas aeruginosa tekintetében
csOkkenteni a baktérium patogenitasat. A hatékonysaga ellenére az EDTA-t toxicitasa révén
gyakrabban alkalmazzak kombinacioban. Kombinacios partnere lehet példaul kalcium. Ez egy
injektabilis format tesz lehetdvé, mely segitségével az EDTA csokkent toxicitdsarol
beszélhetiink [57]. Masik fontos kombinacidja a Tris-EDTA. A thrometamin vagy Tris az
EDTA kombindcids 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 stabilizald funkcidval rendelkeznek a matrixban[59].
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4. CELKITUZESEK

Kutatasunk elsddleges célja egy olyan allatgydgyaszati készitmény megalkotédsa volt,
melyet a mindennapi allatorvosi praxisban hatékonyan alkalmazhatunk kutyak esetében a
Pseudomonas aeruginosa okozta kiils6 flilgyulladas kezelésére. Annak tudataban, hogy adott
P. aeruginosa torzseket kiilonosen nehéz eradikalni biofilmképzési képességiik, illetve a
kiilonféle rezisztencia mechanizmusaik miatt, ezért munkank soran torekedtiink olyan
hatoanyag ¢és hatdanyag-kombinaciok vizsgalatira €s hasznalatira, 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 eldbb felsorolt hatéanyagok kettes és harmas
kombinacioival alkalmazva alacsonyabb minimalis gatldé koncentracié (MIC, minimal
inhibitory concentration) értéket mérhetiink, mint 6nallé 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 kombinacié hatékonyabb 6lést
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 funkcidja all-e. Tovabba lattatni szerettiik volna az emlitett
szerek Onallo és kombinacioban kifejtett antibiofilm hatasat biofilmtermelé P. aeruginosa

torzson.
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5. ANYAG ES MODSZERTAN
5.1. Alkalmazott baktériumtorzsek

A kutatasunk soran olyan kutya kiils6 hallojarat és bérgyulladas eredetii P. aeruginosa
klinikai izolatumokat hasznaltunk, melyek erds biofilmtermeld térzsnek bizonyultak korabbi
vizsgalataink soran, a veliik egyidejiileg tesztelt P. areuginosa ATCC® 27853™ (American
Type Culture Collection® 27853™, Manassas, USA) biofilmtermelé referencia térzshdz
képest. A kisérletek megkezdése el6tt az elébb emlitett baktériumtorzseket Microbank™
rendszerben (Microbank™, Pro-lab Diagnostics, Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag) taroltuk
-80 °C-on. A klinikai izolatumok identifikalasat a Duo-Bakt Kft. mikrobioldgiai laboratérium
végezte. Az izolalt torzsek azonositdsa pigmenttermelés, telepmorfoldgia, cetrimid tartalmu

szelektiv taptalaj alkalmazéasaval tortént.
5.2. Kisérleteink soran hasznalt anyagok

A kisérleteink soran hasznalt hatdbanyagokat, mint a geraniol olajat, az EDTA-t, a Tris-
hidrokloridot, marbofloxacint por formaban a Sigma Aldrich International GmbH (St. Louis,
USA) vallalattol szereztiik be. A 8-as pH-ra pufferelt Tris-EDTA oldatot komponenseib6l

egyetemiink Kémiai Tanszéke allitotta eld.

Segédanyagaink koziil a karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazint (CCCP) por formaban,
valamint a geraniol olaj oldatba viteléhez és a CCCP oldat el6allitasahoz dimetil-szufloxidot
(DMSO) (Sigma Aldrich International GmbH, St. Louis, USA) hasznaltunk. A CCCP oldatanak
elallitasahoz sziikségiink volt még az ATE, Gyodgyszertani és Méregtani Tanszéke altal
eléallitott ultra tisztitott vizre (UPV, ultra purified water), melynek segitségével oldatba vittiik
a CCCP-t, ezutan DMSO-val elegyitve kaptuk meg a végsd, 10,4 mg/100 ml koncentraciot.
Tovéabba a higitasi soraink elkészitéséhez, a baktériumtorzsek tarolasdhoz és felszaporitasdhoz
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 spektrofotometrids mérésekhez hasznalt festékek koziil a kristalyibolya 1%-0s
vizes oldatit a Sigma Aldrich International GmbH (St. Louis, USA) vallalattol, a MTS-t
tartalmazé CellTiter 96®Aquosus Non-Radioactive Cell Proliferation Assay-t a Promega
Corporation (Madison, USA) vallalattol rendeltiik.
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A kutatasunkhoz sziikséges egyéb eszkozok koziil hatdéanyagaink torzsoldatanak
elkészitése soran felhasznalt talpas centrifugacsoveket, a 96 lyuku mikrotiter lemezeket, a steril
nejlon-sziirbket a VWR International Kft.-t6l (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 t6rzsbol és a klinikai izolatumokbdl az
antimikrobidlis 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 inkubécios 1d6
letelt, akkor 240 ul, az adott kisérlettdl fiiggden TSB vagy MHB levest helyeztiink steril
pipettahegy segitségével a polisztirol mikrotiter lemezek lyukaiba, majd ezekhez 10-10 pl
vortexelt baktériumszuszpenzioit adagoltunk, majd atkevertink. Igy 0,5-6s McFarland
standardig higitottuk a kivant baktériumkoncentracid elérésének érdekében. Ezutdn a
tobbcsatornds pipetta 10 pl-ével oltottuk be a higitott baktériumszuszpenzidt a hatdbanyagok
meghatarozott koncentracioit tartalmaz6 munkalemezekhez. igy a munkalemezeken koriilbeliil

10° CFU/ml-es baktérium koncentraciot allitottunk be.

5.4. A hasznalt hatéanyagok antimikrobialis hatasanak és érzékenységének vizsgalata

Hatdéanyagainkat a minimum gatlé koncentracio (MIC) mérésén keresztiil vizsgaltuk az
antimikrobialis hatasuk meglétének és mértékének elemzésére a Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) ajanlasainak megfelelden, amelyet kétszer megismételtiink. Ezzel a kisérlettel
arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes hatéanyagokra kapott egyedi MIC értékei hogyan
valtoznak a kombindcios partnerek jelenlétében, milyen kdlcsonhatas alakul ki a hatdanyagok
kozott a baktériumszaporodas mértékére valo tekintettel. Maga a MIC érték azt mutatja meg,
hogy mi az a legkisebb in vitro koncentracidja az adott hatdanyagnak, amely mellett mar nincs
szabad szemmel lathato baktérium névekedés. A MIC mérés mellett érzékenységvizsgalatot is
végeztiink sorozatpasszaldssal azokon a hatdanyagot és baktériumszuszpenzidt egyidejlileg
tartalmazo lyukakbdl szdrmazo izolatumokon, amelyek a hatéanyagok olyan koncetracidival
voltak kezelve, amelyek szabad szemmel lathatoan nem befolyasoltak a baktériumszaporodast

a pozitiv kontrollhoz — a kezeletlen, egyidejiileg inkubalt baktériumszuszpenzidhoz — képest.
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Els6dlegesen azt szerettiik volna igazolni a kisérlettel, hogy a hasznalt hatdéanyagaink
kombinacidival az P. aeruginosa ATCC® 27853™ referencia torzs marbofloxacin
antibakterialis szerre valo rezisztenciajanak emelkedését a 10 napos sorozatpasszalas soran a
kombinacios partnerek késleltetni tudjdk-e. A hasznalt hatéanyagaink toérzsoldatanak
koncentracidja a marbofloxacin esetében 1024 ng/ml, melyet meleg TSB segitségével
oldottunk be, a Tris-EDTA esetében ez 32 mg/ml €s végiil a geraniolé 6,4 mg/ml volt. Az egész

kisérleti munkafolyamat soran torzsoldatainkat hiitészekrényben taroltuk.

A MIC-ek méréséhez Osszesen 10 darab 96-lyuku polisztirol, mikrotiter lemezt
hasznaltunk, melyeknél az oszlopokat 1-12.-ig szamoztuk be. Az 1. oszlopba a mar elkészitett
hatéanyagaink torzsoldatai keriiltek higitott formaban, korabbi kisérleteink és szakirodalmi
adatok alapjan optimalizalt kezdOkoncentracidoval 180 ul végtérfogattal, amelyet utdna kettes
alapu higitasi sorban higitottunk a 10. oszlopig a lyukakba megel6zen 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 kombinacioja keriilt (MGE). A 11. pozitiv kontrollként eldszor és a 12. oszlop
negativ kontrollként csupan TSB-t tartalmazott 90 és 100 pul végtérfogattal. Ezt kovetéen a 11-
es - pozitiv kontroll - oszloptol kezdve 10-10 pl higitott baktérium szuszpenziot adagoltunk a
lemez lyukaiba az 1. oszloppal bezarolag. Az adott napi munkafolyamatot kdvetden a lemezt
37°C-on 24 oran keresztiil inkubaltuk, majd a rakovetkezd napon elbiraltuk a MIC értékeket.
A MIC munkalemezek elrendezését és a hasznalt hatéoanyagaink kezddkoncentracioit az 2.

tablazat szemlélteti.
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9. 10. | 11. | 12.

M:
16 pg/ml

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

GE MG MGE

E ME

M G

2. tablazat Egy napi 96-lyukit MIC lemez elrendezése, melyen egy darab P. aeruginosa t6rzs ATCC® 27853™

kezelését végeztiik, a kezddkoncentrdacidkkal feltiintetve az elsd 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-lyukt munkalemezek 6sszes lyukat a 3. tablazathan 6sszefoglaltak alapjan biraltuk el.

nincs baktérium-novekedés
negativként elbiralhato

eredmények

nem biztos baktérium-ndvekedés,

+
mérsékelt zavarossag

a vizsgalt baktériumtdrzs enyhe
+
novekedése

pozitivként elbiralhato

a vizsgalt baktériumtorzs
eredmények

++
meérsékelt novekedése

a vizsgalt baktériumtdrzs jelentds

+++
mértékli elszaporodasa

3. tablazat A baktérium-névekedés mértékének meghatdrozasa
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Az el6z6 napi MIC munkalemez elbirdlasa 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 és a
klinikai izolatumok marbofloxacin elleni ellenalloképességének novekedését a masik két
hasznalt hatéanyag lassitani vagy gatolni képes. Vizsgaltuk, hogy a kialakul6 rezisztencia
mogott a P. aeruginosa baktériumra alapvetden jellemz6 efflux-pumpa mechanizmus all-e. Azt
vartuk, hogy hatdanyagaink 6nallo vagy kombinacios MIC értéke Osszesen 4 higitasnyit
csokken CCCP, mint efflux-pumpa gatlé hasznalata mellet, alatimasztva az efflux-pumpa
mikodését a kapott, emelkedé MIC értekek mogott [60]. Az efflux-pumpa mechanizmusra
iranyuld MIC vizsgalatainkat az 5.4-es fejezettel megegyez6 modon CLSI-standardnak
megfelelden végeztiik. Az ATCC® 27853™ kontroll torzs és tovabbi 22 klinikai izoldtum
kioltasara keriilt sor a kisérlet els6 napjan. Torzsenként 3 ml kalcium-ion adjusztalt MHB-be
tortént meg a kioltas steril bakterioldgiai kacsok segitségével. Az 5.4-es fejezetnek megfeleld
hatéanyagonkkal, hatéanyag-kombindciokkal és azok kiilonb6z6é koncentracidival kezeltiik a
kontroll torzset és az izolatumokat CCCP jelenlétében és anélkiil. Azoknal a lemezeknél, ahol
CCCP jelenlétében kezeltiik az adott izoldtumokat, ott + jelzést irtunk az adott munkalemezre,
mig a CCCP nélkiili lemezek esetében — jelzést irtunk. Tovabba a baktériumszuszpenzidk

kialakitasahoz ebben az esetben MHB levest hasznaltunk a CCCP kompatibilitasa miatt.

Egy hatéanyag vagy hatdéanyag-kombinacid vizsgalatahoz a 22 izolatumon és 1 kontroll
torzson Osszesen 3 darab mikrotiter lemezre volt sziikségiink, igy 1 lemezen &sszesen 8
1zolatum fért el. Tehata 7 db kezelés (M, G, E, MG, ME, GE, MGE) és a CCCP-vel val6 kezelés
megléte vagy hianya alapjan efflux-pumpa vizsgalatunkhoz Osszesen 43 darab 96-lyukt
mikrotiter lemezt hasznaltunk, melybdl a 43. a higitasi lemezt adta a kutatas soran. A CCCP-t
is tartalmazo lemez sorozatnal koncentracid 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
linedris modellel teszteltiik, ahol a MIC volt a fiiggd valtozo, mig a kezelés (faktor harom
szinttel: M, G, E) a CCCP (faktor két szinttel: igen, nem) voltak a tesztelni kivant
magyarazovaltozok. Az elemzéseket R 4.3.1-ben végeztiik (R core team, 2023). Statisztikai

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

Kisérleteink ezen fazisaban azt vizsgaltuk, hogy az egyes hatdéanyagok, illetve azok
kombinacioi képesek-e karositani a P. aeruginosa alkotta biofilmet. A kisérlet e¢lsé napjan a
biofilmtermel6 P. aeruginosa ATCC® 27583™ Microbank™ rendszerbél el6szér 3 ml MHB
levesben szaporitottuk fel, 37 °C-on, 24 6ran keresztiil inkubaltuk, aerob koriilmények kozott.
A baktériumszuszpenzio higitast az 5.3. fejezetben leirtak alapjan végeztiik. Ezutan 6sszesen 8
darab 96-lyuka mikrotiter munkalemezen novesztettiink P. aeruginosa ATCC® 27583™
biofilmet tigy, 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 ul MHB levest
tartalmazott. Az inkubacids id6 lejarta utan a feliilluszo eltavolitasat tobbcsatornas pipettaval
végeztiik el 6vatos és azonos mozdulatokkal, hogy a ndvesztett biofilm lehetdleg a legkevésbé
sériiljon. A lyukakon kitapadt biofilmekre ezt kdvetden rapipettaztuk az 5.4-es fejezetben
emlitett 6nallé hatdanyagok vagy azok kettes, harmas kombinacidinak beéllitott koncentracioit
tartalmazo oldatokat, melyeket az atpipettdzashoz parhuzamos segédlemezeken alakitottunk ki.
A hatéanyagos oldatok kezddkoncentracioinak kettes alapu higitasi sorat elvégeztiik a lemezek
10-es oszlopaig. Igy egy torzson a hét kiilonbozé hatdanyagot vagy kombinacioit dsszesen 4
lemezen tudtuk vizsgalni kimutatasi eljarasonként. A munkalemezeket ezutan Gjabb 24 6ras és
37 °C-os inkubécionak vetettiik ala. Az inkubacids 1d0 lejarta utan, a hatdanyagokkal inkubalt
feliiliszo ovatos eltavolitasa utan kristalyibolya (CV) festékkel és MTS-formazannal festettiik

meg a lemezeken 1év6 biofilmeket.

A CV festés esetében az inkubdlast kovetden a feliiliszot 120 pl-es
pipettalirtartalommal szivtuk le a mikrotiter lemezek lyukaibol. Ezt egy 10 percen 4t tartd
levegdn vald széritds 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 percig
kovetkezd 1épéseként 120 pl-re allitott pipettatirtartalommal leszivtuk a feliiluszét 20 perc
elteltével és ezutan egy bemeritéses mosas kovetkezett. Ezt kovetden 1jbol 10 percig levegdn
szaritottuk a lemezeket. A folyamat utols6 el6tti momentumakeént a kivonashoz 20 percre egy
keverdtalcara raktuk a lemezeket és 120 ul 3:1-hez aranyu etanol és aceton oldatat helyeztiik a

munkalemezek szinezett lyukaiba. A szinkioldast kovetden a szinintenzitas valtozasat, amely a
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teljes  biofilmtomeg  mennyiségével  korrelldl,  abszorbanciaméréssel  vizsgaltuk

spektrofotometrids eljarassal 595 nm-en.

Az MTS-formazan, vitalis festékként csak az €10 sejteket festi meg, ezért az egyik {6
kiilonbséget az adja a CV-vel valo festéstol, hogy az inkubalast koveto részfolyamatoknak, mint
a feliiliiszo eltavolitasanak, sterilen kell megtorténnie. Ezutan 6:1-hez aranya MHB leves és
MTS-formazéan elegyét adtuk a munkalemezek oszlopaihoz adni valtott, steril pipettahegy
segitségével. Ezt kovetden egy 90 perces 37 °C-on torténd inkubacio kdvette a folyamatot, majd
utolso 1épésként az abszorbanciamérést 492 nm-en végeztiik a kapott szinintenzitas valtozas

mérésére, amely a biofilmben 1évo €16 sejtszammal korrelal.

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

szazalékos értékét az alabbi képlettel szamoltuk ki:

az adott lyuk abszorbanciija - negativ kontroll abszorbanciaja

100.

Biofilmfeltorés % =
% pozitiv kontroll abszorbancidja—negativ kontroll abszorbanciaja
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6. EREDMENYEK

Antimikrobialis hatas vizsgalatanak eredményei

Hatéanyagaink antimikrobidlis hatasanak tesztelése soran azt vizsgaltuk, hogy a
marbofloxacin, a geraniol és a Tris-EDTA 6nall6 hatébanyagként, valamint kettes vagy harmas
kombinacioiban alkalmazva az 6nall6 hatéanyag MIC értékéhez képest hogyan valtozik a
kombinacioban 1évé ugyanezen hatdéanyag MIC értéke. Ezen gatlé koncentracios adatok
Osszehasonlitasaval vizsgaltuk a hatoanyagok kozotti kolcsonhatasokat. Feltevésiink az volt,
hogy a geraniol és/vagy a Tris-EDTA jelenléte megakadalyozza, vagy lassitja a MIC emelkedés
litemét a baktériumtorzs esetén sorozatpasszalas soran marbofloxacinra tekintettel. A 10 napos
kisérleti eredmények Osszesitett MIC értékeit hatdanyagokra és kombinacidikra lebontva a 4.

tablazat foglalja 0ssze.

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 . ) 4 4 4 4 8 16 16 16
(ng/ml)
G 16 | 16 | 16 | 16 | 32 | 16 | 32 | 16 | 16 | 16
(mg/ml)
E 08 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16
(mg/ml)

ME | 025+ | 025+ | 05+ | 05+ | 05+ | 025+ | 0,25+ | 0,25+ | 0,25+ | 0,5+

(ng/ml+
mg/ml) 05 0,5 1 1 i 0,5 0,5 0,5 0,5 1

G/EH 04+ | 04+ | 0,8+ | 0,2+ | 08+ | 08+ | 0,8+ | 0,8+ | 0,8+ | 0,8+
‘{23/23.) 0.4 0,4 038 0,2 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

MG
(ng/mi+ | 1+1 1+1 2+2 1+1 2+2 242 242 4+4 4+4 242
mg/ml)

MGE | 025+ | 0,125+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,125+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,125+ | 0,25+ | 0,25+
f;‘g;ml': 0,287+ | 0,123+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,123+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,123+ | 0,287+ | 0,287+
mg/ml) 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 kombindcioinak tekintetében a 10
napos passzalds sordn P. aeruginosa ATCC® 27853 ™ térzsén. Jelslések: 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-rél
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16 pg/ml-re novekedett és a 8. naptol a 10. napig konstans 16 ug/ml maradt. Ezzel szemben az
0nallo geraniol és Tris-EDTA kezelések a passzalas 10 napja soran kozel azonos, a hatdéanyagra
jellemzd MIC értékeket eredményeztek. A geraniol esetében a 4., 5. nap €s a 6. és 7. nap kozott
tortént gatld koncentracidé emelkedés 1,6 mg/ml-rél 3,2 mg/ml-re. A Tris-EDTA-nal az 1. napi
0,8 mg/ml-rél tortént valtozas 1,6 mg/ml-re, mely érték a 2.-10.nap kozott konstansan
megmaradt. A marbofloxacin és Tris-EDTA (ME) kombinacidjanak MIC értékeire is a
konstans jelleg mondhat6 el. A geraniol és Tris-EDTA (GE), valamint a marbofloxacin és a
geraniol (MG) kombinaciés MIC értékei a minimalis emelkedés ellenére sem mondhatd
szamottevo valtozasnak. Annak ellenére, hogy hatéanyagaink harmas kombinacidjanak (MGE)
MIC értékei nem mutattak szdmottevd novekedést, a kapott eredmények alapjan az lathato,
hogy a marbofloxacin ©6nall6 MIC értéke nem novekedett a kombinacion beliil, mely
partnereinek - geraniol és Tris-EDTA -véddfunkciojara utalhat, tehat késleltetik a

marbofloxacin MIC emelkedését.

A harom hatéanyag egymassal vald kolcsonhatasat a FIC index szamitasaval allapithatjuk
meg. A FIC index 8z egyes hatdanyagok frakciondlt gatldé koncentracios (FIC, fractional
inhibitory concentration) értékeinek dsszege. Ezen FIC érték kiszamitasat az adott hatéanyag-
kombinacios MIC értékének és az 6nalld hatéanyag MIC értékének hanyadosaként kapjuk meg.

Ennek metodusat a marbofloxacin és geraniol kombinacios példajan szeretném szemléltetni:

MIC kombinacids geraniol

=-FIC geraniol

MIC 6nallé geraniol

MIC kombinaciés marbofloxacin

=FIC i
MIC 6nallé marbofloxacin marbofloxacin

FIC geraniol + FIC marbofioxacin = FIC index

Az egyenletek alapjan kapott indexeket a CLSI standardnak megfeleléen meghatarozott
hatarértékek és intervallumok szerint tudjuk &sszesen négy csoportba sorolni a kolcsonhatas

modja szerint. Az értékek elbiralasat az 5. tdbldzat szemlélteti.
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Hatas Szamolt FIC index

Antagonizmus 4<
Indifferens, semleges 1-4
Additiv va arcialis
gy p 0,51

szinergizmus

Szinergizmus <0,5

5. tablazat FIC ingex elbiraldsa a hatarértékek alapjan.

A Kkettes és harmas kombinaciok MIC értékei szerint kiszamolt FIC index eredmények alapjan
elmondhato, hogy egyik kombinacidban sem volt antagonista kolcsonhatas. 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 kdlcsonhatast

mutattak - mindegyik indifferens eredményt adott.

A marbofloxacin és Tris-EDTA (ME) kombinacidja a 10 napos passzalds 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 index minden esetben 0,5 és 1 kozé esett.

A harmas kombinacid6 (MGE) esetében az 1., 4. és 10. napok parcidlis szinergista
kolcsonhatésaitol  eltekintve, szinergizmus mondhatd a harom hatéanyag 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. tabldazat Marbofloxacin, geraniol és Tris-EDTA harmas kombindcidjanak (MGE) antimikrobidlis
kélesénhatdsai a 10 napos passzdlas soran P. aeruginosa ATCC ®27853™ térzson

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™ térzson alkalmazott hatdanyagaink (marbofloxacin, geraniol és Tris-EDTA),
illetve azok kettes és harmas kombinacidival kapott MIC értékek csokkenek-e CCCP
jelenlétében az efflux-pumpa mechanizmus gatlasanak kdszonhetden. Az 6nalld hatdbanyagaink
CCCP-vel valo kezelésekor a marbofloxacin esetében az 5., 15., 20. és 21. izolatumoknal
tapaszaltunk gatlo koncentracié csokkenést. Az 5. izolatumnal a MIC valtozasa 4 ng/ml helyett
2 ug/ml, mig a 15. és 21. izolatumok esetében 2 ug/ml helyett 1 pg/ml, végiil a 20. izolatum
MIC értéke 8 ng/ml-rél 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 és 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 csokkent a MIC, mely szintén csak 1 higitasnyi

valtozas az 0sszes 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 (MQG) kombindcidjanal csak a 14. izolatum esetében csokkent 1
ug/ml + 1 mg/ml-ré1 0,5 pg/ml + 0,5 mg/ml-re, valamint a 16. és 18. izolatumoknal 2 ug/ml +

2 mg/ml-rél valtozott 1 ug/ml + 1 mg/ml-re a MIC érték CCCP jelenlétében. Marbofloxacin és
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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 gatlé koncentraciod
értékei. A kettes kombinacioknal (GE, MG ¢és ME) kapott eredményeket ¢és azok valtozasat az
efflux-pumpa gatlo anyag hasznalataval (+) és anélkiil (-) a 7. tdbldzat szemlélteti, melyben
azok a MIC értékek vannak sotét narancssargaval jeldlve, ahol és amely izolatumnal a MIC
csokkenését tapasztaltuk. A 7. tdblazatban az 1. sorszam a P. aeruginosa ATCC® 27853™

kontroll torzset jeloli.

Hatéanyag-kombinaciék (M: pg/ml, G: mg/ml, E: mg/ml)
GE+ GE- MG+ MG- ME+ ME-
1. 0,4+04 | 0,8+08 Tl 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
2. 0,8+0,8 | 0,8+08 242 242 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
7. 0,4+0,4 | 0,8+08 Tl 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
= 8. 0,4+0,4 | 0,8+08 Tl 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
£ 9. 08+08 | 08+08 | 2+2 242 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
§ 12. 0,8+0,8 0,8+0,8 242 242 0,25+0,5 0,25+0,5
5 13. 0,8+0,8 0,8+0,8 242 242 0,5+1 0,5+1
S 14. 0,8+0,8 | 08+0,8 | 05+0,5 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
= 15. 0,8+0,8 | 0,8+0,8 1+1 141 0,25+0,5 | 0,25+0,5
16. 0,8+0,8 | 0,8+08 1+1 242 0,25+0,5 0,25+0,5
17. 0,8+0,8 | 0,8+08 1+1 1+1 0,25+0,5 0,25+0,5
18. 0,8+0,8 0,8+0,8 1+1 242 0,5+1 0,5+1
19. 0,8+0,8 0,8+0,8 2+2 242 0,25+0,5 0,25+0,5
20. 0,8+0,8 0,8+0,8 242 242 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

1. 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 héarmas kombinaci6 (MGE) tekintetében az mondhat6 el, hogy egyediil a 16. izolatum
mutatott MIC érték valtozast a CCCP-vel kezelt kombinacional, mely esetben 0,125 pg/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 érteke.
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A statisztikai modellben a CCCP valtozé nem bir nagy szignifikanciaval (p = 0,0458) a

MIC értékre nézve, tehat nincs jelentds hatasa a gatld koncentraciora.
Biofilm-eradikacio vizsgalati eredményei

A kisérleteink soran vizsgalt hatoanyagok és kombindcioinak a kordbban megadott
kezddkoncentraciok kettes alapu higitasi sordnak biofilmellenes hatdsat a kristaly ibolya festési
eljarassal harom parhuzamos vizsgélatban értékelve elmondhatjuk, hogy az egyes hatéanyagok
vagy kombinacioinak biofilmfeltoré koncentracidja olyan magas szorast mutat, hogy a festési
eljarast az altalunk hasznalt médon P. aeruginosa ATCC® 27583™ torzs esetében
biofilmfeltoré képesség megallapitasara megbizhatatlannak tekintettik az eredmények

alacsony reprodukalhatésaga miatt.

A biofilmfeltorést a vitalis MTS-formazan festékkel vizsgalva elmondhatjuk, hogy a
hatéanyagok 0nallé alkalmazisa esetén kapott ECso értékek a kovetkezdk voltak:
marbofloxacin esetén: 2 pg/ml, geraniol esetén: 1,6 mg/ml, tris-EDTA estetén: 0,8 mg/ml
voltak, amely értékek megegyeznek a MIC vizsgalatban kapott értékeknek. Kettes kombinaciok
esetében a biofilmfeltord koncentraciok a kovetkezok voltak: geraniol 0,4 mg/ml + Tris-EDTA
0,4 mg/ml, Marbofloxacin 1 pg/ml + geraniol 1 mg/ml, marbofloxacin 0,25 + Tris-EDTA 0,5
mg/ml. A hdrmas kombinaci6 esetében szintén a MIC vizsgalatnak megfeleld koncentracio
(marbofloxacin: 0,25 pg/ml + geraniol: 0,287 mg/ml + Tris-EDTA: 0,325 mg/ml) bizonyult

ekvivalensnek a biofilmfeltord koncentracioval.
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7. MEGBESZELES

Antimikrobialis hatas vizsgalata

A Pseudomonas aeruginosa rezisztencia vizsgalata soran mindharom hatéanyagunk
mutatott antimikrobialis hatast. A Tris-EDTA 6nall6 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 6nalldéan
és kombinacioban, melynek soran a P. aeruginosa ATCC® 27853™ torzs esetében a Tris-EDTA
0nall6 alkalmazasaval a kapott MIC-intervallum 2,2 és 8,9 mg/ml kdz¢ esett [2]. Ezt 6sszevetve
a sajat kisérlet soran kapott MIC-intervallummal, elmondhatd, hogy esetiinkben alacsonyabb
MIC-intervallumroél beszélhetiink, amelynek oka a kisérleti elrendezésbeli vagy a Tris és EDTA

kombinéci6 formulalasa 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 hasonlé vagy
ennél kedvezobb MIC-intervallumot kapunk [61]. A mi esetiinkben a geraniol 6nalldéan kapott
MIC értéke 1,6 mg/ml és 3,2 mg/ml kozott volt, mely hasonld eredményt hozott az el6bb

emlitett kutatassal.

Egy 2022-es kisérlet soran Febler és munkatarsai 56 kutya és macska fiilébol vett P.
aeruginosa izolatumon végeztek MIC mérést kiilonb6z6 antibiotikumokkal, koztik
marbofloxacinnal. Esetiikben 4 olyan izolatumot talaltak, ahol a MIC meghaladta a 32 pg/mi-t
[62]. Egy masik tanulméany soran a marbofloxacin 6nallé alkalmazasaval P. aeruginosa
baktérium 11 izolatuman vizsgalt rezisztencia altal kapott MIC intervallum 39,1 pg/ml és 312,5
ng/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

torzson (ATCC® 27853™) végeztiik.

A kettes és harmas kombinaciok MIC értékei alapjan kiszdmolt FIC index €s a
kolcsonhatasi kiiszobértékek Osszevetése szerint, megallapitdsra keriilt a marbofloxacin,
geraniol és Tris-EDTA kettes ¢és harmas kombinacioinak szinergizmusa, parcialis
szinergizmusa vagy indifferencidja. Antagonizmust egyik kombinaci6 esetében sem

tapasztaltunk. Egy 2013-as kisérlet soran P. aeruginosa torzseken vizsgaltak a Tris-EDTA ¢és a
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marbofloxacin (ME) kolcsonhatasat, melyben osszehasonlitottak az 6nallo hatéanyagok MIC
értékeit a kombindcidban kapott MIC értékekkel, melyek joval alacsonyabbak voltak

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

Egy masik, korabbi tanulmanyban a geraniolt hasonlitottak 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 (MGQG)

kombinacioja szintén indifferens eredményt hozott.

A geraniol és Tris-EDTA (GE) FIC indexe a 10 napos passzalas alatt 5 napon semleges, 4
napon parcialis szinergizmust, 1 napon pedig szinergizmust mutatott. Caballero Gomez és
munkatarsai 2022-es kutatdsuk soran kiilonféle esszenciélis olajok és az EDTA szinergizmusat
vizsgaltak kiilonb6z6 baktériumokon és azok torzsein. P. aeruginosa esetében a geraniol és az
EDTA kombinacidja csupan 3 torzs 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 kombinacio, tehat a marbofloxacin, Tris-EDTA és geraniol (MGE) egyidejt
hasznalata a passzalas soran toObbségében szinergizmust mutatott a vizsgalt torzson. Ezen szerek
harmas kombinaciéjat eddig csak a ATE, Gyogyszertani és Méregtani Tanszék vizsgalta. Mas
forrasok nem emlitik ennek a harmas-szerkombinacionak a kutatasat, emiatt a hatéanyagok
kiilonb6z6 koncentracid intervallumainak tovabbi hatékonysag tesztelésével és statisztikailag
relevans szamu klinikai izoldtum vizsgéalatanak bevondsaval hozzéasegithet egy Uj

allatgyodgyaszati fiilcsepp készitmény megalkotdsédhoz.
Efflux-pumpa vizsgalat

A kisérleti eredményeink alapjan az 6nallo hatdéanyagok, valamint a kettes és harmas
kombinaciok azt mutattak, hogy az 4ltalunk vizsgalt P. aeruginosa ATCC® 27853™ kontroll
torzs, illetve kutyafiilbdl izolalt 22 darab klinikai izoldtumnal 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 csupan

1 egységnyi eltérés vagy egyaltalan nem volt lathatd. Elmondhatd, hogy nem érik el azt a
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kiiszobértéket, amely alapjan megallapithatd lenne a Pseudomonas aeruginosa efflux-pumpa
funkciodja a szerek hasznalata soran. Ehhez nagyon hasonl6 kutatast végeztek 2021-ben, ahol
Acinetobacter baumannii torzsek 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 hatébanyagok 4 vagy tobb higitasi fokaval
csokkent, tehat az A. baumanni elleni védekezésben a CCCP segitheti az elobb emlitett

hatéanyagokat [60].
Biofilmfeltorés

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

esetén esetleges a vizsgalatok reprodukalhatosaga [65].

A Dbiofilmfeltoré képesség vizsgalatdinak eredményeként az emlitett szerekkel és
kombinacioikkal kapott ECso értékek megegyeztek a planktonikus baktériumokon torténd
minimalis gatlo koncentracio értékeivel, amely azt sugallhatja, hogy a kialakult P. aeruginosa
biofilm nem biztositott megndvekedett ellenalloképességet a vizsgalt szerekkel szemben a
baktériumok szamara a rendelkezésre allo egy éjszakan at tartd inkubacio alatt. Ennek
értelmében a szerek biofilmfeltord képességét egyéb kisérleti elrendezésben, hosszabb

inkubacios 1d6t kovetden lenne érdemes vizsgalni a késObbiekben.
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8. OSSZEFOGLALO

A kutyak kimagaslo aranyban érkeznek fiilészeti panaszokkal az allatorvosi rendeldbe.
Ennek egyik leggyakoribb oka a kiilsé hallojarat gyulladas, amelyet maésodlagosan, a
nagyszamban multirezisztens Pseudomonas aeruginosa baktérium okozhat, melyet rezisztencia
mechanizmusai €s biofilmépiilési képessége miatt nehéz kezelni. Kutatasunk f6 célja egy
allatgyogyaszati flilészetben hasznalhatd potencidlis szerkombinacid vizsgalata volt, ahol a
komponensek hatékony antibakterialis ¢és potenciadlis biofilmfeltoré tulajdonsaggal
rendelkeznek és kombinacidban val6 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 kivald
biofilmellenes hatassal bir. Az etilén-diamin-tetraccetsav (EDTA) fém kelatorként a
marbofloxacin hatdsat potencirozni képes. A harom hatéanyag, illetve ezek kettes, harmas
kombinécioinak antibakteridlis €s biofilmellenes hatasat vizsgaltuk kutya kiilsé halldjarat
gyulladasabol vett és biofilmtermeld kontroll P. aeruginosa térzseken. A minimum gatld
koncentracié (MIC) vizsgalataval sorozatpasszalast végeztiink a biofilmtermel6 P. aeruginosa
ATCC® 27853™ torzson. Megfigyeltiik, hogy a biofilmellenes anyagokkal valo kombinalas
gatolja-e a rezisztencia terjedését marbofloxacinra nézve. Emellett kivancsiak voltunk, hogy a
P. aeruginosa antimikrobialis rezisztencidja Osszefliggésbe hozhatd-e a baktérium efflux-
pumpa funkciojaval. Ehhez huszonketté P. aeruginosa klinikai izolatumot és egy kontroll
torzset (ATCC® 27853™) vizsgaltunk a hatdéanyagokkal és kombinacidikkal egy efflux-pumpa
gatlo (EPI) hatdéanyag karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazin (CCCP) jelenlétében és anélkiil.
Tovabbd a hatdanyagok ¢és kombinacioik biofilmfeltord tulajdonsagat vizsgaltuk a P.
aeruginosa ATCC® 27853™ torzs biofilmjén kristalyibolya és MTS-formazan festési
eljarasokkal. Kutatdsi eredményeink a hatdanyagok bizonyos kombindcioli kozott
szinergizmust, részleges szinergizmust vagy indifferens hatast tartak fel. A CCCP-vel végzett
rezisztencia vizsgalati eredményeink alapjan az antibakterialis ellenalloképesség hatterében
nem efflux-pumpa funkcioja all a vizsgalt izolatumok esetében az adott szerek jelenléte mellett.
A biofilmfeltorést vizsgald kisérletliink eredményei altal arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt
hatéanyagok és kombinacidinak biofilmfeltdord hatdsa nem volt szamottevOen 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.

32



10. IRODALOMJEGYZEK

1.

Zowalaty MEE, Thani AAA, Webster TJ, Zowalaty AEE, Schweizer HP, Nasrallah GK,
Marei HE, Ashour HM (2015) Pseudomonas aeruginosa: arsenal of resistance
mechanisms, decades of changing resistance profiles, and future antimicrobial therapies.
In: http://dx.doi.org/10.2217/fmb.15.48.
https://www.futuremedicine.com/doi/10.2217/fmb.15.48. Accessed 6 Mar 2023

Buckley LM, McEwan NA, Nuttall T (2013) Tris—EDTA significantly enhances antibiotic
efficacy against multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa in vitro. Veterinary
Dermatology 24:519-e122. https://doi.org/10.1111/vde.12071

Alvarez-Ortega C, Wiegand I, Olivares J, Hancock REW, Martinez JL (2011) The
intrinsic resistome of Pseudomonas aeruginosa to B-lactams. Virulence 2:144-146.
https://doi.org/10.4161/viru.2.2.15014

Magiorakos A-P, Srinivasan A, Carey RB, Carmeli Y, Falagas ME, Giske CG, Harbarth
S, Hindler JF, Kahlmeter G, Olsson-Liljequist B, Paterson DL, Rice LB, Stelling J,
Struelens MJ, Vatopoulos A, Weber JT, Monnet DL (2012) Multidrug-resistant,
extensively drug-resistant and pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal
for interim standard definitions for acquired resistance. Clinical Microbiology and
Infection 18:268-281. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2011.03570.x

Adabi M, Talebi-Taher M, Arbabi L, Afshar M, Fathizadeh S, Minaeian S, Moghadam-
Maragheh N, Majidpour A (2015) Spread of Efflux Pump Overexpressing-Mediated
Fluoroquinolone Resistance and Multidrug Resistance in Pseudomonas aeruginosa by
using an Efflux Pump Inhibitor. Infect ~ Chemother  47:98-104.
https://doi.org/10.3947/ic.2015.47.2.98

Lomovskaya O, Warren MS, Lee A, Galazzo J, Fronko R, Lee M, Blais J, Cho D,
Chamberland S, Renau T, Leger R, Hecker S, Watkins W, Hoshino K, Ishida H, Lee VJ
(2001) Identification and Characterization of Inhibitors of Multidrug Resistance Efflux
Pumps in Pseudomonas aeruginosa : Novel Agents for Combination Therapy. Antimicrob
Agents Chemother 45:105-116. https://doi.org/10.1128/AAC.45.1.105-116.2001

Al Rashed N, Joji R, Saeed N, Bindayna K (2020) Detection of overexpression of efflux
pump expression in fluoroguinolone-resistant Pseudomonas aeruginosa isolates. Int J App
Basic Med Res 10:37. https://doi.org/10.4103/ijabmr.lJABMR_90 19

Baron SA, Rolain J-M (2018) Efflux pump inhibitor CCCP to rescue colistin susceptibility
in mcr-1 plasmid-mediated colistin-resistant strains and Gram-negative bacteria. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy 73:1862-1871. https://doi.org/10.1093/jac/dky134

Gomis-Font MA, Pitart C, Del Barrio-Tofifio E, Zboromyrska Y, Cortes-Lara S, Mulet X,
Marco F, Vila J, Lopez-Causapé C, Oliver A (2021) Emergence of Resistance to Novel
Cephalosporin-B-Lactamase Inhibitor Combinations through the Modification of the
Pseudomonas aeruginosa MexCD-OprJ Efflux Pump. Antimicrob Agents Chemother
65:0008921. https://doi.org/10.1128/AAC.00089-21

33



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

BALASOIU M, BALASOIU AT, MANESCU R, AVRAMESCU C, IONETE O (2014)
Pseudomonas Aeruginosa Resistance Phenotypes and Phenotypic Highlighting Methods.
Curr Health Sci J 40:85-92. https://doi.org/10.12865/CHSJ.40.02.01

Mesaros N, Nordmann P, Plésiat P, Roussel-Delvallez M, Van Eldere J, Glupczynski Y,
Van Laethem Y, Jacobs F, Lebecque P, Malfroot A, Tulkens PM, Van Bambeke F (2007)
Pseudomonas aeruginosa: resistance and therapeutic options at the turn of the new
millennium. Clinical Microbiology and Infection 13:560-578.
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01681.x

Penna B, Thomé S, Martins R, Martins G, Lilenbaum W (2011) In vitro antimicrobial
resistance of Pseudomonas aeruginosa isolated from canine otitis externa in Rio de Janeiro
, Brazil. Braz J Microbiol 42:1434-1436. https://doi.org/10.1590/S1517-
83822011000400027

Pye C (2018) Pseudomonas otitis externa in dogs. Can Vet J 59:1231-1234

Korbelik J, Singh A, Rousseau J, Weese JS (2019) Characterization of the otic bacterial
microbiota in dogs with otitis externa compared to healthy individuals. Veterinary
Dermatology 30:228-e70. https://doi.org/10.1111/vde.12734

Paterson S (2016) Discovering the causes of otitis externa. In pract 38:7-11.
https://doi.org/10.1136/inp.i470

Rutherford L, Lee K (2015) Anal sac disease in dogs. In Practice 37:435-444.
https://doi.org/10.1136/inp.h4891

Hedlund C, DeYoung D (1977) Otitis Externa and Surgery. lowa State University
Veterinarian

Bourély C, Cazeau G, Jarrige N, Leblond A, Madec JY, Haenni M, Gay E (2019)
Antimicrobial resistance patterns of bacteria isolated from dogs with otitis. Epidemiol
Infect 147:e121. https://doi.org/10.1017/S0950268818003278

Cole LK (2004) Otoscopic evaluation of the ear canal. Veterinary Clinics of North
America: Small Animal Practice 34:397-410. https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2003.10.004

Lehner G, Sauter Louis C, Mueller RS (2010) Reproducibility of ear cytology in dogs with
otitis externa. Veterinary Record 167:23-26. https://doi.org/10.1136/vr.c3523

Marignac G, Petit JY, Jamet JF, Desquilbet L, Petit JL, Woehrlé¢ F, Trouchon T, Fantini
O, Perrot S (2019) Double Blinded, Randomized and Controlled Comparative Study
Evaluating the Cleaning Activity of Two Ear Cleaners in Client-Owned Dogs with
Spontaneous Otitis Externa. OJVM 09:67-78. https://doi.org/10.4236/0jvm.2019.96006

Guardabassi L, Ghibaudo G, Damborg P (2010) In vitro antimicrobial activity of a

commercial ear antiseptic containing chlorhexidine and Tris-EDTA. Veterinary
dermatology 21:282-6. https://doi.org/10.1111/j.1365-3164.2009.00812.x

34



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Paterson S (2016) Topical ear treatment — options, indications and limitations of current
therapy. Journal of Small Animal Practice 57:668-678.
https://doi.org/10.1111/jsap.12583

Morris DO (2004) Medical therapy of otitis externa and otitis media. Vet Clin North Am
Small Anim Pract 34:541-555, vii—viii. https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2003.10.009

Bajwa J (2019) Canine otitis externa — Treatment and complications. Can Vet J 60:97—
99

Liuz, LinY,LuQ, LiF, YulJ, Wang Z, He Y, Song C (2017) In vitro and in vivo activity
of EDTA and antibacterial agents against the biofilm of mucoid Pseudomonas aeruginosa.
Infection 45:23-31. https://doi.org/10.1007/s15010-016-0905-z

de Bentzmann S, Plésiat P (2011) The Pseudomonas aeruginosa opportunistic pathogen
and human infections: Pseudomonas aeruginosa and human infections. Environmental
Microbiology 13:1655-1665. https://doi.org/10.1111/j.1462-2920.2011.02469.x

Elborn S, Vallieres E (2014) Cystic fibrosis gene mutations: evaluation and assessment of
disease severity. AGG 161. https://doi.org/10.2147/AGG.S53768

Agarwal G, Kapil A, Kabra SK, Das BK, Dwivedi SN (2005) In vitro efficacy of
ciprofloxacin and gentamicin against a biofilm of Pseudomonas aeruginosa and its free-
living forms. THE NATIONAL MEDICAL JOURNAL OF INDIA 18:

Abd EI-Ghany WA (2021) Pseudomonas aeruginosa infection of avian origin: Zoonosis
and one health implications. Vet World 2155-2159.
https://doi.org/10.14202/vetworld.2021.2155-2159

Fernandes MR, Sellera FP, Moura Q, Carvalho MPN, Rosato PN, Cerdeira L, Lincopan
N (2018) Zooanthroponotic Transmission of Drug-Resistant Pseudomonas aeruginosa ,
Brazil. Emerg Infect Dis 24:1160-1162. https://doi.org/10.3201/eid2406.180335

Rollet C, Gal L, Guzzo J (2008) Biofilm-detached cells, a transition from a sessile to a
planktonic phenotype: a comparative study of adhesion and physiological characteristics
in Pseudomonas aeruginosa: Physiology of biofilm-detached cells and recolonization.
FEMS  Microbiology  Letters  290:135-142.  https://doi.org/10.1111/j.1574-
6968.2008.01415.x

Wei Q, Ma L (2013) Biofilm Matrix and Its Regulation in Pseudomonas aeruginosa. IJMS
14:20983-21005. https://doi.org/10.3390/ijms141020983

Ghafoor A, Hay ID, Rehm BHA (2011) Role of Exopolysaccharides in Pseudomonas
aeruginosa Biofilm Formation and Architecture v. Appl Environ Microbiol 77:5238—
5246. https://doi.org/10.1128/AEM.00637-11

Thi MTT, Wibowo D, Rehm BHA (2020) Pseudomonas aeruginosa Biofilms.
International Journal of Molecular Sciences 21:8671.
https://doi.org/10.3390/ijms21228671

35



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Guzman-Soto I, McTiernan C, Gonzalez-Gomez M, Ross A, Gupta K, Suuronen EJ, Mah
T-F, Griffith M, Alarcon EI (2021) Mimicking biofilm formation and development:
Recent progress in invitro and invivo biofilm models. iScience 24:102443.
https://doi.org/10.1016/j.isci.2021.102443

Coenye T, Nelis HJ (2010) In vitro and in vivo model systems to study microbial biofilm
formation. Journal of Microbiological Methods 83:89-105.
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2010.08.018

O’Toole GA (2011) Microtiter Dish Biofilm Formation Assay. J Vis Exp 2437.
https://doi.org/10.3791/2437

Shukla SK, Rao TS (2017) An Improved Crystal Violet Assay for Biofilm Quantification
in 96-Well Microtitre Plate. Microbiology

Lin S, Yang L, Chen G, Li B, Chen D, Li L, Xu Z (2017) Pathogenic features and
characteristics of food borne pathogens biofilm: Biomass, viability and matrix. Microbial
Pathogenesis 111:285-291. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2017.08.005

Pérez-Rodriguez S, Garcia-Aznar JM, Gonzalo-Asensio J (2022) Microfluidic devices for
studying bacterial taxis, drug testing and biofilm formation. Microbial Biotechnology
15:395-414. https://doi.org/10.1111/1751-7915.13775

Hazan R, Que Y-A, Maura D, Rahme LG (2012) A method for high throughput
determination of viable bacteria cell counts in 96-well plates. BMC Microbiology 12:259.
https://doi.org/10.1186/1471-2180-12-259

Seo M, Oh T, Bae S (2021) Antibiofilm activity of silver nanoparticles against biofilm
forming Staphylococcus pseudintermedius isolated from dogs with otitis externa.
Veterinary Medicine and Science 7:1551-1557. https://doi.org/10.1002/vms3.554

Kim E-J, Hyun J-E, Kang Y-H, Baek S-J, Hwang C-Y (2022) In vitro antibacterial and
antibiofilm effects of cold atmospheric microwave plasma against Pseudomonas
aeruginosa causing canine skin and ear infections. Veterinary Dermatology 33:29-e10.
https://doi.org/10.1111/vde.13030

Cunha E, Rebelo S, Carneiro C, Tavares L, Carreira LM, Oliveira M (2020) A
polymicrobial biofilm model for testing the antimicrobial potential of a nisin-biogel for
canine periodontal disease control. BMC Vet Res 16:469. https://doi.org/10.1186/s12917-
020-02646-3

Chan WY, Hickey EE, Page SW, Trott DJ, Hill PB (2019) Biofilm production by
pathogens associated with canine otitis externa, and the antibiofilm activity of ionophores
and antimicrobial adjuvants. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics
42:682-692. https://doi.org/10.1111/jvp.12811

Jerzsele A, Pasztiné-Gere E (2015) Evaluating synergy between marbofloxacin and
gentamicin in Pseudomonas aeruginosa strains isolated from dogs with otitis externa. Acta
Microbiologica et Immunologica Hungarica 62:45-55.
https://doi.org/10.1556/amicr.62.2015.1.4

36



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Park Y, Oh J, Park S, Sum S, Song W, Chae J, Park H (2020) Antimicrobial resistance
and novel mutations detected in the gyrA and parC genes of Pseudomonas aeruginosa
strains  isolated from  companion dogs. BMC Vet Res 16:111.
https://doi.org/10.1186/s12917-020-02328-0

Nedbalcova K, Zouharova M, Sperling D (2019) Post-antibiotic effect of marbofloxacin,
enrofloxacin and amoxicillin against selected respiratory pathogens of pigs. Vet Med
64:67—77. https://doi.org/10.17221/123/2018-VETMED

Corum O, Terzi E, Durna Corum D, Kenanoglu ON, Bilen S, Uney K (2020)
Pharmacokinetic/pharmacodynamic integration of marbofloxacin after oral and
intravenous administration in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture
514:734510. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2019.734510

Chen W, Viljoen AM (2010) Geraniol — A review of a commercially important fragrance
material. South African Journal of Botany 76:643-651.
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2010.05.008

Lei Y, Fu P, Jun X, Cheng P (2019) Pharmacological Properties of Geraniol — A Review.
Planta Med 85:48-55. https://doi.org/10.1055/a-0750-6907

Gupta P, Gupta H, Poluri KM (2021) Geraniol eradicates Candida glabrata biofilm by
targeting multiple cellular pathways. Appl Microbiol Biotechnol 105:5589-5605.
https://doi.org/10.1007/s00253-021-11397-6

Fatima K, Wani ZA, Meena A, Lugman S (2021) Geraniol exerts its antiproliferative
action by modulating molecular targets in lung and skin carcinoma cells. Phytother Res
35:3861-3874. https://doi.org/10.1002/ptr.7094

Gerasimova T, Jovtchev G, Gateva S, Topashka-Ancheva M, Stankov A, Angelova T,
Dobreva A, Mileva M (2022) Study on Cytotoxic and Genotoxic Potential of Bulgarian
Rosa damascena Mill. and Rosa alba L. Hydrosols—In Vivo and In Vitro. Life 12:1452.
https://doi.org/10.3390/1ife12091452

Boyd M, Santoro D, Gram D (2019) In vitro antimicrobial activity of topical otological
antimicrobials and Tris-EDTA against resistant Staphylococcus pseudintermedius and
Pseudomonas aeruginosa isolates from dogs. Vet Dermatol 30:139-e40.
https://doi.org/10.1111/vde.12717

Aoki N, Ishii Y, Tateda K, Saga T, Kimura S, Kikuchi Y, Kobayashi T, Tanabe Y,
Tsukada H, Gejyo F, Yamaguchi K (2010) Efficacy of Calcium-EDTA as an Inhibitor for
Metallo-p-Lactamase in a Mouse Model of Pseudomonas aeruginosa Pneumonia.
Antimicrob Agents Chemother 54:4582-4588. https://doi.org/10.1128/AAC.00511-10

Cole LK, Luu DH, Rajala-Schultz PJ, Meadows C, Torres AH (2006) In vitro activity of
an ear rinse containing tromethamine, EDTA, and benzyl alcohol on bacterial pathogens
from dogs with otitis. American Journal of Veterinary Research 67:1040-1044.
https://doi.org/10.2460/ajvr.67.6.1040

37



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Banin E, Brady KM, Greenberg EP (2006) Chelator-Induced Dispersal and Killing of
Pseudomonas aeruginosa Cells in a Biofilm. Appl Environ Microbiol 72:2064-2069.
https://doi.org/10.1128/AEM.72.3.2064-2069.2006

Sanchez-Carbonel A, Mondragén B, Lopez-Chegne N, Pefia-Tuesta |, Huayan-Davila G,
Blitchtein D, Carrillo-Ng H, Silva-Caso W, Aguilar-Luis MA, del Valle-Mendoza J
(2021) The effect of the efflux pump inhibitor Carbonyl Cyanide m-
Chlorophenylhydrazone (CCCP) on the susceptibility to imipenem and cefepime in
clinical strains of Acinetobacter baumannii. PL0oS One 16:e0259915.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259915

Miladinovi¢ DL, Ili¢ BS, Koci¢ BD, Miladinovi¢ MD (2014) An in vitro Antibacterial
Study of Savory Essential Oil and Geraniol in Combination with Standard Antimicrobials.
Natural Product Communications 9:1934578X1400901125.
https://doi.org/10.1177/1934578X1400901125

FeBler AT, Scholtzek AD, Schug AR, Kohn B, Weingart C, Hanke D, Schink A-K, Bethe
A, Liibke-Becker A, Schwarz S (2022) Antimicrobial and Biocide Resistance among
Canine and Feline Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii Isolates from Diagnostic
Submissions. Antibiotics 11:152. https://doi.org/10.3390/antibiotics11020152

Lira M, Moraes G, Santos G, Andrade Junior FPD, Pereira F, Oliveira Lima I (2020)
Synergistic antibacterial activity of monoterpenes in combination with conventional
antimicrobials against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Revista de Ciéncias
Médicas e Biologicas 19:258. https://doi.org/10.9771/cmbio.v19i2.33665

Caballero Gomez N, Manetsberger J, Benomar N, Castillo Gutiérrez S, Abriouel H (2022)
Antibacterial and antibiofilm effects of essential oil components, EDTA and HLE
disinfectant solution on Enterococcus, Pseudomonas and Staphylococcus sp.
multiresistant strains isolated along the meat production chain. Frontiers in Microbiology
13:

Kragh KN, Alhede M, Kvich L, Bjarnsholt T (2019) Into the well—A close look at the
complex structures of a microtiter biofilm and the crystal violet assay. Biofilm 1:100006.
https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2019.100006

38



11. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném halas koszonetemet kifejezni témavezetémnek, Dr. Veres Adrienn
Mercédesznek, aki nélkiil ez a kutatas nem johetett volna 1étre és akitdl mind szakmailag, mind
emberileg rengeteg dolgot tanulhattam a kozosen t6ltott két éves munka soran, amiért nagyon
halas vagyok. Emellett szeretnék koszonetet mondani a Gyogyszertani ¢s Méregtani Tanszék
valamennyi oktatojanak és munkatarsanak, akik végig segitették munkamat témavezetém

mellett.

Kiilon koszonet illeti a Biostatisztika Tanszék dolgozoit, Elek Zoltant és Fehérvari

Pétert, akik a statisztikai szamitasoknal nytjtottak segitséget a kutatas soran.

Szeretném tovabba megkdszonni a csalddom-, barataim- és a paromnak, akik végig
tamogattak és biztattak a kutatdmunka és dolgozatom elkészitése soran és akik mindig szivesen

hallgattak kisérleteink elvégzési modjait és eredményeit.
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