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1. A vizsgalatok célja

Az antibiotikumokkal szemben ndovekvé rezisztencia,
az allatgyégyaszatban alkalmazhaté antibiotikumok
hasznalatanak korlatozasa, valamint az Uj
antimikrobialis hatéanyagok fejlesztésének rendkivil
ritka volta az allatygogyaszat teruletén rairanyitja a
figyelmet, a mar meglévé  hatéanyagok
kombinacioiban rejl6 lehetéségek minél szélesebb
korben torténd megosimerésének igényére. Munkam
soran ilyen kérdésekre kerestunk gyakorlatban is
alakimazhaté valaszokat, kutyak kulsé halljarat

gyulladas eseteinek kezelésehez.

Vizsgalataink soran P. aeruginosa tdrzsek
antimikrobialis érzékenységét vizsgalatuk
marbofloxacinra, = gentamicinre, illetve  ezek
kombinaciojara vonatkozbéan abbdl a célbdl, hogy
megallapitsuk, van-e a P. aeruginosa torzsek
érzékenységét befolyasolo interakcié a hatéanyagok
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egyuttes alkalmazasa esetén, a két hatdanyag

monoterapias alkalmazasaval 6sszehasonlitasban.

Vizsgaltuk tovabba, hogy gentamicinhez 1%-ban
adott DMSO milyen hatassal van a IPEC-J2
egyrétegll  sejtenyészet integritasara, illetve a

gentamicin sejtrétegen kereszti atjutasara.

Célunk wvolt az is, hogy megvizsgaljunk
Staphylococcus pseudintermedius és Pseudomonas
aeruginosa torzsek rezisztencia viszontainak
alakulasat marbofloxacin-gentamicin (1:1)
kombinacioban, illetve a hatéanyagokat kulon-kulon
szubletdlis koncentracioban alkalmazva 8 napi

passzalas soran.

Megvizsgaltuk tovabba azt is, hogy vajon a 2010-ben
és 2017-2018-ben  gyljtétt  Staphylococcus
pseudintermedius, Staphylococcus aureus,
Streptococcus canis, Pseudomonas aeruginosa €s
Malassezia pachydermatis torzsek érzékenysége
mutat-e kuldnbséget marbofloxacinnal €s

ketokonazollal szemben



A doktori eértekezés tovabbi célkitlzése volt
Malassezia pachydrematis torzsek érzékenyégbeli
kulonbségének megfigyelése planktonikus és biofilm

kornyezetben.

2. Anyag és modszer

2.1. Marbofloxacin es gentamicin

v

aeruginosa torzsek eérzékenyseégere

Ebben a vizsgalatban 68 P. aeruginosa torzset
izolaltunk kutyak otitis externa klinikai eseteibél. A
torzsek Magyarorszag kulonbozé foldrajzi teruleteirdl
szarmaztak. A MIC meghatarozasokat
mikrohigitasos modszerrel végetik, 96 férbhelyes
mikrotitrator lemezen a CLSI M7-A9 modszer szerint.
Az interakcio tipusanak és mértékének mérésére
FICI (Fractional Inhibitory Concentration Index)

meghatarozast vegeztunk.



2.2. Gentamicinel  1%-ban  alkalmazott
DMSO hatasa egyrétegl sejttenyészet
integritasara, illetve gentamicin
egyrétegl sejtenyészeten vald
atjutasara in vitro korulények kozott

Ehhez a vizsgalathoz IPEC-J2 sejtvonalat
hasznaltunk. Az egyrétegl sejttenyészet,
amennyiben a réteg integritasa megtartott jelentés
ellenallast mutat a réteg két oldalan, amelyet mérni
lehet (transzepitelialis elektrom Ohm/cmos ellenallas
— TEER). Ez az ellendllas korilbelldl 800 Ohm/cm?.

A statisztikai értékeléshez parositott, kétmintas t-

prébat (Student) hasznaltunk.



2.3. 8-napos  sorozatpasszalas hatasa
Pseudomonas aeruginosa es
Staphylococcus pseudintermedius
torzsekre szubletalis koncetracioban
alkalmazott marbofloxacin—gentamicin
(1:1) kombinacidjaban, illetve
marbofloxacin oldatban

16 kutyakbol és macskakbdl izolalt P. aeruginosa
torzs érzékenységét vizsgaltunk marbofloxacin-
gentamicin (1:1) kombinaciéban és marbofloxacin
oldatban szubletalis marbofloxacin koncetraciot
alkalmazva. A vizsgalatok soran MIC értékeket

hataroztunk meg, CLSI M07-A9 modszer szerint.

Napi MIC értékek meghatarozasa utan a mikrotitrator
lemezen még szaporodast mutatdé inokulumokbdl
atoltast veégetuk el6készitett, uj mikrotitrator lemezre,
amelyekre  felez6  higitassal  marbofloxacin—
gentamicin, illetve marbofloxacin oldatot vittlink fel,
elézetesen. Ezt az atoltast végeztik el nyolc napon
keresztll, mikizben a térzsek MIC értékeit minden

nap feljegyeztuk.



A QRDR, valamint a fluorokinolon vagy
aminoglikozid rezisztenciaval kapcsolatos efflux
szabalyozé gének kimutatasara P. aeruginosa-ban

PCR-amplifikaciot és szekvenalast végeztink.

A karbonil-cianid-m-klér-fenil-hidrazon (CCCP) egy
proton vezetdé molekula, amely megakadalyozza a
proton gradiens kialakulasat és ezaltal akadalyozza
az elektron transzportot. A CCCP efflux pumpa
gatloként hat a P. aeruginosa torzsek esetében. A
CCCP jol alkalmazhaté az efflux mechanizmusok

jelenlétének igazolasara.

A 8-napos passzalasos kisérletet elvégeztik 32
kutyabdl és macskabdl izolalt S. pseudintrmedius

térzzsel is.

A MIC értékek terndjét exponencialis fuggveény

segitségevel ellendriztuk.
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2.4. Staphylococcus spp., Streptococcus
canis, Pseudomonas aeruginosa, illetve
Malassezia  pachydermatis  torzsek
marbofloxacinnal és ketokonazollal
szemben mutatott érzekenyseqi
vizsgalatainak o0Osszehasolitasa 2010-
ben és 2017—2018 kozott gydjtott
torzsekkel

2010-ben macska és kutya klinikai eseteibdl gyujtott
123 Staphylococcus spp., 37 Streptococcus canis,
52 Pseudomonas aeruginosa és 40 Malassezia
pachydermatis, valamint 2017—2018 k&zAtt,
hasonlé esetekbdl gyijtétt 89 Staphylococcus spp.,
55 Pseudomonas aeruginosa és 80 Malassezia
pachydermatis torzs MIC érzékenységi vizsgalatat
végeztik el a kiulonb6z6 idépontokban nyert MIC

ertékek osszehasonlitasaval.
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2.5. Malassezia  pachydermatis torzsek
erzékenységenek vizsgalata
planktonikus és biofilm kornyezetben

8, kulsd halldjaratgyulladas és bérgyulladas tuneteit
mutatd kutyakbdl izolalt Malassezia pachydermatis

torzset vizsgalatunk.

A M. pachydermatis torzseket Sabouraud
taptalajban 48 6ran at inkubaltuk, majd 3000 g-vel 10
percig centrifugaltuk. A gombakat steril fizioldgias
sooldattal mostuk, 3000 g-vel 10 percig
centrifugaljuk, és fiziologias séoldatban
reszuszpendaltuk. Kb. 106 CFU/ml-es szuszpenzibt
készitettink 10-szeres higitassal. A szuszpenziét
Sabouraud agar lemezekre oltoottuk ki és az
inkubacios id6 lejarta utan a telepszamokat CFU/ml-

ben adtuk meg.

Biofilm kialakitdsahoz egyszerhasznalatos, steril

Foley katétert hasznaltunk.
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Biofilm forma elGkészités: 25 ul, 108 CFU/mI
élesztdszuszpenziot  csepegtetunk a  katéter
szegmenseinek felUletére és 1 oran at 37 °C
hémérsékletli termosztatba helyeztik el (kapcsolasi
fazis), hogy el6segitsik az élesztbgombaknak a
katéter fellletéhez valo tapadasat. 1 6ra elteltével
ezeket a szegmenseket (a felszini gombakkal egyitt)
1 ml Sabouraud-tapkdzegekbe meritettiik, amelyek a
kilénbdzé koncentracioju ketokonazol oldatot is
tartalmazta. A gomba szuszpenziokat 37 ° C-on 72

oran keresztil inkubaltuk.

Planktonikus forma el6készités: Ebben az esetben
nem alkalmaztuk a kapcsolasi fazist, a gombakat
kozvetlenll a katokonazol kilonb6zd koncentracioit
tartalmazé Sabouraud-taptalajpba oltottuk. igy a

szervezetek plankton formaban maradtak.

A gomba-szuszpenzié inkubalasa 37 °C-on, 72 6raig

tortént.

A MIC értékek meghatarozasa mikrohigitdsos

modszerrel torténtek.
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3. Eredmények

3.1. Marbofloxacin és gentamicin

s

aeruginosa torzsek érzékenységére

Marbofloxacin és a gentamicin kdzott szinergizmus
kerGlt kimutatasra a vizsgalt P. aeruginosa toérzsek
48.5%-aban. Az atlagos FIC index 0,546, amely
szinergiat, bar csak részleges szinergiat jelent a
vizsgalt torzsek atlagara nézve. A vizsgalatok
alkalmaval egyetlen torzs sem mutatott antagonista
hatast. Az eredmények alapjan a marbofloxacin—
gentamicin  kombinacid indokolt és célzott
alkalmazasa a P. aeruginosa altal okozott kulsé
hallojarat gyulladasok esetében elénydsnek tlnik.
Kalondsen elényds lehet az alkalmazas olyan
esetekben, amikor a magasabb hatbéanyag
koncentracié hasznalata, a hallojarat és dobhartya

sérulése miatt kockazatos lenne.
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3.2. Gentamicinel  1%-ban  alkalmazott
DMSO hatasa egyrétegl sejttenyészet
integritasara, illetve gentamicin
egyrétegl sejtenyészeten vald
atjutasara in vitro korulények kozott

IPEC-J2  egyrétegl  sejttenyészeten  torténd
penetraciét  vizsgalva, a gentamicin  rossz
paracellularis permeaciét mutat. Az 1%-os DMSO
hozzdadasa nem szintette meg a paracellularis
integritast, és nem segitette el6 a gentamicin
sejtrétegen torténd atjutasat. Eredményeink azt
mutatjadk, hogy a DMSO ilyen alacsony
koncentracioban a gyogyszerkészitmény részeként
nem segiti el6 a gentamicin hamszoveten keresztul
torténd felszivodasat és igy nem fokozza a
gentamicin  altal okozott ototoxikus hatasok
elé6fordulasat a fllcseppekben sem. A HPLC
modszerrel elvégzett vizsgalatunk az egyrétegl
sejttenyészet integritasat mutatta, mivel nem
novekedett meg a vizsgalat soran a bazolateralis

térben a gentamicin koncentracio.
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3.3. 8-napos  sorozatpasszalas hatasa
Pseudomonas aeruginosa es
Staphylococcus pseudintermedius
torzsekre szubletalis koncetracioban
alkalmazott marbofloxacin—gentamicin
(1:1) kombinacidjaban, illetve
marbofloxacin oldatban

A szubletdlis  koncentracidkban  alkalmazott
marbofloxacin oldatban a sorozatos passzalas
szignifikansan megemelte a naponként mért MIC-
értékeket. Szubletalis koncentracidkban a
marbofloxacin—gentamicin  (1:1) MIC-értékek is
novekedését mutattak, de ez a ndvekedés joéval
alacsonyabb volt, mint a csak marbofloxain oldatban
mért érték. Egy térzs nem érte el a 32 ug/ml-nél
magasabb MIC értéket.

A 8 napos sorozatpasszalast S. pseudintermedius
baktériumokkal is végeztuk. A MIC-ek atlagos
novekedése a 8. napon a csak marbofloxacin
oldatban tenyésztett torzseknél 11.67-szeres volt,

szemben a  marbofloxacin—gentamicin  (1:1)
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kombinacioban tenyésztett torzsek 3.00-szoros
ertékével. Ezenkivil megallapithatd, hogy a
kombinaci6 1. napi eredménye is altalaban
alacsonyabb volt, igy a MIC ndévekedés mértéke is
joval kisebb mértékl abszolut novekedést mutatott.
Az eredmények mindegyike kifejezett szignifikans
kulénbséget mutatott (p<0,0001). Figyelembe véve
az eredményeket, kimondhatjuk, hogy a
marbofloxacin:  gentamicin  (1:1) kombinacié
jelentésen meértékben gatolhatja a S.
pseudintermedius baktériumok fluorokinolonokkal

szembeni rezisztenciajanak kialakulasat.
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3.4. Staphylococcus spp., Streptococcus
canis, Pseudomonas aeruginosa, illetve
Malassezia  pachydermatis  torzsek
marbofloxacinnal és ketokonazollal
szemben mutatott érzekenyseqi
vizsgalatainak o0Osszehasolitasa 2010-
ben és 2017-2018 kozott gydjtott
torzsekkel

Az dsszehasonlitdas soran, sem a Staphylococcus
spp., Streptococcus canis and Pseudomonas
aeruginosa baktériumok marbofloxacinnal szemben,
sem a Malassezia pachydermatis ketokonazollal
szemben 2010-ben és 2017-2018 kozott mért MIC
értékei  kozott nem  talaltunk  szignifikans

kulonbséget.

A vizsgalt MIC értékek alapjan a Staphylococcus
spp. torzsek tovabbra is nagyfoku érzékenyességet
mutattak marbofloxacinnal szemben. MICgeo, 0.25
pMg/ml 2010-ben (n = 89), 1 pg/ml 2017-2018-ban
(n=135). A masodik legérzékenyebb csoport a
Streptococcus canis. volt. MICg 2 pg/ml 2010-ben
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(n=43), 2 ug/ml 2017-2018-ban (n = 22). Kisebb
érzékenységet mutatottak a  Pseudomonas
aeruginosa torzsek, de az érzékenyég csokkenést ez
a csoport sem mutatott. (MICgo 8 pg/ml 2010-ben
(n=56), 4 pg/ml 2017-2018-ban (n=55).

A Malassezia pachydermatis 2010-ben és 2017-
2018-ban is nagymértékben mutatott érzékenyseget
ketokonazollal szemben. MICgo 0.031 pg/ml 2010-
ben (n=54), 0,063 ug/ml 2017-2018-ban (n=80).

3.5. Malassezia  pachydermatis  torzsek
erzékenységenek vizsgalata
planktonikus és biofilm kornyezetben

Eredményeink alapjan megallapithatdé, hogy a
Malassezia pachydermatis torzsek nagymértékben
érzékenyek ketokonazolra planktonikus allapotban.
Ugyanezeknek a torzseket az érzékenyseége viszont
jelentés mértékben csdkkent biofilm allapotban
tenyésztve. A kapott MIC értékek alapjan biofiimben

a Malassezia pachydermatis érzékenysége 25—
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3125-szor volt kisebb a planktonikus allapotban

szaporodo torzsekhez képest.

4. Uj tudomanyos eredmények

Marbofloxacin és gentamicin kozotti szinergizmus
kimutatasa és leirasa Pseudomonas aeruginosa

baktériummal szemben.

Bebizonyitottuk, hogy gentamicinhez 1%-ban
DMSO-t adva, az az IPEC-J2 egyrétegl
sejttenyészet integritasat nem bontja fel és a DMSO
nem segqiti el6 a gentamicin sejtmembranon val6

atjutasat.

8-napos sorozatpasszalas utan kimutattuk, hogy a
Pseudomonas aeruginosa és Saphylococcus
pseudintermedius rezisztens torzsek el6fordulasi
gyakorisdga gentamicin és a marbofloxacin 1:1
aranyu oldatat  szubletdlis  koncentracidoban

alkalmazva alacsonyabbak voltak, mint ugyanezek a
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baktériumok rezisztens tdrzseinek aranyai, csak

szubletalis marbofloxacin oldat-ban paszalva.

A staphylococcusok, a Streptococcus canis, a
Marbofloxacin és a Malassezia pachydermatis
ellenes Pseudomonas aeruginosa MIC értékei 2010
és 2017-2018 kozotti idészakban ismét ketokonazolt

tartalmaznak.

2010-ben  és  2017-2018  kozott  gydjtott
Staphylococcus  spp.,  Streptococcus  canis,
Pseudomonas aeruginosa, illetve Malassezia
pachydermatis torzsek MIC értékei kozott nem
talaltunk szignifikans kulonbséget marbofloxcinnal,

illetve ketokonazollal szemben.

Kutyak, klinikai beteganyagaibdl gyijtott Malassezia
pachydermatis torzsekkel elvégzett érzékenységi
vizsgalatok soran a MIC értékek 25-3125-sz0 voltak
alacsonyabbak biofilmben, mint planktonikus

allapotban.
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