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OSSZEFOGLALAS

A szerzG8k célja a kutyak kozepesen sulyos és sulyos fogagygyulladasainak
hatterében all6 legfontosabb anaerob baktériumok vizsgalata, a Porphyromo-
nas- és Prevotella-fajok el6fordulasi aranyanak felmérése és ezen kérokozdk
antibiotikum-érzékenységének meghatarozasa, kllonos tekintettel a fogagy-
gyulladas kezelésében rutinszerlien még nem alkalmazott pradofloxacinra. A
kutyak szajhigiénias allapotat leginkabb az alkalmazott taplalék minésége és a
plakk eltavolitasat célzé otthoni kezelések befolyasoljak. Az elhanyagolt esetek-
ben hénapok-évek alatt massziv anaerob baktériumfloraval terhelt, irreverzibilis
fogagygyulladas fejlddik ki, amely mar altatasban végzett allatorvosi beavatko-
zast igényel, megfeleld antibiotikum-kezeléssel kiegészitve.

SUMMARY

Background: The oral hygiene in dogs depends mostly on the quality of con-
sumed food and plaque removal performed by the owner. In neglected cases
severe, irreversible periodontitis with pockets containing anaerobic bacterial
flora could evolve in months or years.

Objectives: The aim of this study was to isolate Porphyromonas spp. and Pre-
votella spp. from subgingival samples taken from dogs with moderate to severe
clinical periodontal diseases, and the susceptibility testing of these strains, with
special regard to pradofloxacin.

Materials and Methods: Samples for the study were collected while the dogs
were under general anaesthesia. We collected 150 periodontal samples from 59
dogs. The samples were shipped directly to Duo-Bakt Laboratdérium, Budapest,
Hungary. At Duo-Bakt Laboratdorium the samples were inoculated on a Wilkins—
Chalgren (incl. 8% sheep blood) plate and on another plate, which included nali-
dixic acid and colistin. All plates were incubated in an anaerobic environment
at 35 °C for 5-7 days, after which all pigmented colonies and the suspected
non-pigmented Prevotella spp. colonies were selected. The identification was
performed by analysing the morphology of the colonies, pigmentation, and the
results of the presumptive tests. Final identification was performed by MALDI-
TOF-mass spectroscopy.

Results and Discussion: During the study, 74 Porphyromonas and 2 Prevotella
isolates were isolated, identified and transported to Laboklin, Bad Kissingen,
Germany for antibacterial susceptibility testing. According to our results, prado-
floxacin could be a promising choice in the treatment of periodontitis as in most
cases the MIC values were under 0.1 mg/l. Based on our clinical experiences
and the MIC values, amoxicillin-clavulanic-acid is still an appropriate antibiotic
for the treatment of periodontal diseases in dogs, however, resistant strains to
clindamycin and metronidazole were found. These antibacterial susceptibility
test results could help veterinarians to create the best protocols for the treat-
ment of periodontitis.
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A fogagygyulladas a kutyak egyik leggyakoribb szajlregi megbetegedése, a két
évnél idésebb egyedek mintegy 80-85%-4t érinti. Epidemiolégiai kutatasok
szerint az el6fordulds aranya a korral novekszik, tovabba gyakrabban figyelhetd
meg kistestd, valamint miniat(r fajtakban (1, 2, 5, 9).

A parodontitis egy idilt, Osszetett kéroktant (multifaktoridlis) betegség. Mikrobio-
l6giai, kornyezeti, viselkedési, szisztémas és genetikai tényezd8k is befolydsoljak a
betegségre vald hajlamot, valamint a klinikai tinetek megjelenését. A fogagygyul-
ladas alapjat a fogkorona fellletén képz6d6 és ott maradd lepedék, ill. a benne
elszaporodd, erésen a fogzomanchoz kapcsolddé, biofilmet képzd parodontogén
baktériumok képezik. A parodontitis kialakulasanak elsédleges oka a plakk, amely-
nek a felhalmozédasahoz szamos tényezé hozzajarul. Ide tartozik pl. a fogak tor-
l6dasa, amely fGként a brachycephal - angol bulldog, francia bulldog, boxer, shih-
tzu stb. — kutyakra jellemzd, a perzisztald tejfogak, a malocclusio, nedves tapok
etetése, a rossz szajhigiénia, ill. az immunrendszer csdkkent ellenalloképességét
elGidézs allapotok, anyagcsere-betegségek, taplalkozasi zavarok. A plakkban kez-
detben az egészséges szajfloraban dominansan jelen levd aerob baktériumok - pl.
az a-hemolizald streptococcusok, a Staphylococcus pseudintermedius, Escherichia
coli - szaporodnak el. A rendelkezésre all6 oxigén elhasznéalasaval az aerob kdrnye-
zet anaerob irdnyba tolddik el. Ez a folyamat az egészséges szajlregben kisebb
szamban jelen levd Gram-negativ anaerob baktériumok szaporodasahoz vezet (1,
5, 23).

Az anaerob tUlsuly kialakulasa, azaz a biofilm ,érése” inditja el - kezdetben csak
helyileg - a gyulladasos valaszreakcidot. A gyulladas el8szor az inyszélen jelent-
kezik, ez altalaban mar a plakk-képz&édést kovetd napokban megfigyelhetd. A
kialakult marginalis gingivitis még reverzibilis, azonban kezelés nélkll a folyamat
idultté valik. A baktériumok jelenléte és anyagcseretermékeik, mint kemotaktikus
anyagok odavonzzak a vérben keringd neutrophil granulocytakat, amelyek pha-
gocytaljak a korokozdkat. A szétesS neutrophilokbdl és a baktériumokbdl toxinok
és szdvetroncsold enzimek szabadulnak ki. Ennek hatasara a gazda szervezetében
a kinin- és komplementrendszer, valamint az arachidonsav-kaszkad is aktivalo-
dik, beinditva ezzel a gyulladasos valaszreakciét. A fibroblastok, ill. az odaseregld
monocytak a baktériumok kilénb6zd alkotbelemeinek - pl. a Gram-negativok
sejtfaldban taldlhatd lipopoliszacharidok — hatdséara citokineket kezdenek el ter-
melni. Ezek a citokinek a gyulladasban betdltott szereplkon kivil olyan kataboli-
kus folyamatokat inditanak el, amelyek a kollagénrostok szétesését, valamint az
alveolaris csont felszivodasat okozzak. Ebben a folyamatban a neutrophil granu-
locytak granulumaiban talalhatd matrix metalloproteindz enzim is fontos szerepet
jatszik (1, 5).

Az ismertetett folyamatok szerint a periodontalis szévetek pusztuldsanak hat-
terében inkdbb a gazdaszervezet immunreakcidja all, nem pedig a parodonto-
gén baktériumokbdl felszabaduld toxikus anyagcseretermékek kdzvetlen hatésa.
A kotbszovet karosodésa kezdetben az iny levalasaként jelenik meg, az egyre
mélyuld inytasakok pedig az anaerob viszonyoknak kedveznek. A kadrosodas idd-
vel a fogakat r6gzité tovabbi képletekre is kiterjed. Fliggdleges, majd vizszintes
alveolaris csontveszteség, ill. a periodontalis szalagok gyengtilése figyelhetd meg,
amelynek kovetkeztében a fog meglazul, taplalkozasra, ragasra alkalmatlanna
valik (1, 5). Ezekkel a folyamatokkal parhuzamosan megindul a fogkorona felszinén
a fogkd képz8dése is, amely sllyosbitja a kérfolyamatot (5). Ezeken a kérfolyama-
ton tulmenden a halitosis megjelenéséért is a megemelkedett szamu, fekete pig-
mentet termeld baktériumok feleldsek. Ezek a mikroorganizmusok illékony kénve-
gyuleteket (VSC = Volatile Sulfur Compounds) termelnek, amelyek mind az allatok,
mind pedig az emberek esetében kellemetlen szajszagot eredményeznek (22).



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2018. OKTOBER

A helyi elvaltozasokon kivil a szisztémas szovédmények is szamottevdek, mint
pl. maj- és vesebetegségek, szivbelhartya-gyulladas, atrioventricularis szivbil-
lenty(li-elégtelenség, atherosclerosis-szer( elvaltozasok, ill. a Il. tipusld diabe-
tes mellitus. GLICKMAN és mtsai az emberi esetekhez hasonldan, szignifikans
Osszefliggést talaltak a kutyak parodontitise és a kdvetkezményes cardiovascu-
laris megbetegedések - pl. az endocarditis és a cardiomyopathia — el6fordulésa
kozott (5, 7).

A kutyak parodontitisében résztvevd anaerob mikroorganizmusokat mar korab-
ban is vizsgaltak, azonban az elsddleges cél inkabb az emberi fogagygyulla-
dassal kapcsolatos baktériumfléra részletesebb, sokrétlibb elemzése, valamint
a kutyaharapasokkal 6sszefliggésbe hozhatd bakteriadlis fertézések kivizsgalasa
volt. EzenkivUl a kutyakat modellallatként gyakran igénybe veszik az emberi paro-
dontitis kérfejlédésének vizsgalatara is. Tobb tanulmany igazolta, hogy a kutyak
fogagygyulladasaban szerepld tényezdk sok esetben hasonldak az emberekben
leirtakhoz. A kérélettani folyamatokon és a betegség kérszovettani jellemzdin
kivul, a bakteridlis hattér is nagyon hasonld, bar lényeges kilonbségek is elb-
fordulnak. A fekete pigmentet termeld Porphyromonas-fajok mind kutyak mind
emberek esetében kdzponti szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. Amig
az emberi esetekben leggyakrabban a kataldz-negativ Porphyromonas gingivalist
izolaltak, addig szamos allatbdl — kutyabdl, majombél, jaguarbdl, juhbdl, macs-
kabol és mosdmedvébdl - a kordbban még ebbe a fajba sorolt baktérium kata-
laz-pozitiv biotipusat mutattak ki. Tobb, DNS-vizsgalatokon alapulé tanulmany
is kimutatta, hogy a két biotipus k6zott olyan mértékd a genetikai kllonbség,
amely mar indokolhatja egy (j faj bevezetését. Ebbdl a megfontolasbdl FOURNIER
és mtsai 2001-ben az addig publikalt adatokat, valamint a sajat vizsgalatuk ada-
tait - Ggymint a morfoldgiai, biokémai, fiziologiai és genetikai elemzés eredmé-
nyeit — 0sszevetve az allatokbdl izolalt katalaz-pozitiv Porphyromonas gingivalist
Uj fajba soroltak, amely a Porphyromonas gulae nevet kapta. Ellentmondésos-
nak tdnhet, hogy egy obligat anaerob baktérium kataldz enzimet termel. Gya-
korlati szempontbél elmondhatjuk, hogy a szuperoxid-dizmutaz, a katalaz és a
peroxidaz enzimek szabalyozott folyamatban, ,egyluttm{kodve” gondoskodnak
az oxigéntartalmu toxikus szabadgyokdk semlegesitésérdl. Ebbdl az kovetke-
zik, hogy oxigén jelenlétében a szaporodashoz mindharom enzim termelésére
kell6 mennyiségben szikség van. Szdmos obligat anaerob (tehat oxigén jelen-
|étében nem szaporodd) baktériumcsoport egy-két fajtat a fent emlitett enzi-
mekbdl kis mennyiségben termelhet. Ezek a baktériumok altalaban a minimalis
oxigén jelenlétét elviselik, de nem szaporodnak (aerotolerancia). llyenek tehat az
egyébként obligdt anaerob Porphyromonas gulae faj térzsei is (1, 2, 3, 4, 9, 15, 19).

Az emberekbdl szarmazé kataldaz-negativ P. gingivalis parodontopatogén hata-
saval, ill. szerepével a betegség korfejlddésében mar szamos tanulmany foglal-
kozott. Kimutattdk, hogy ezek a baktériumok szamos virulenciafaktorral rendel-
keznek, mint pl. a kollagenazok, lipopoliszacharidok, tripszin-szer( proteazok,
valamint a baktériumok fellletén taldalhatd fimbridk. Néhany kutatads igazolta,
hogy a P. gingivalis fimbriai segitségével képes mas baktériumokhoz, vorosvér-
testekhez, ill. hamsejtekhez kotddni. Ez a k6tddés esszencialis Iépése a parodon-
titis kialakulasanak. A fimbriak egy 41 kDa-os alegység fehérjébdl, a fimbrillinbdl
(FimA) allnak, amelyek lIényeges résztvevdi a fogagygyulladas progresszidjaban.
A tapadasi és az invazids képességen tll ezek a fimbridk az ember immunrend-
szerét is stimulaljak, amelynek hatasara a periférids macrophagok és neutrophil
granulocytak esetében a gyulladasos citokinek (IL-1, IL-6, és a TNF-a) termelése
fokozddik. A P. gulae esetében még nem tisztaztak a mikroorganizmusok tapadd
és kolonizacids képességét a szajlregben. HAMADA és mtsai altal készitett tanul-
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many soran megvizsgaltak a P. gulge és a P. gingivalis fimbriai kozoétti moleku-
laris és antigenitasbeli hasonlésagokat. A P. gulae esetében is egy 41 kDa-os
fimbriaalegység fehérjét sikeriilt izolalniuk SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfate
Polyacrilamide Gel Electrophoresis) segitségével. A P. gulae fimbrillinjét kédolé
fimA gén és a P. gingivalis fimA génje kdzott 94%-0s homoldgiadt mutattak ki a
gének nukleotid-szekvenciaja alapjan. A P. gingivalis fimbrillinje ellen termelte-
tett ellenanyag keresztreakciét mutatott a P. gulae fimbrillinjével, ennek meg-
felel8en a P. gulae fimbridi ugyanolyan antigenitassal rendelkeznek, mint a P.
gingivalis fellletén taldlhatd fimbridk. Ezen kivldl a P. gulae is képes kotddni az
emberi inyszovetbdl szarmazdé hamsejtekhez, habar a P. gingivalishoz képest ez
kevésbé kifejezett. Ezek alapjan a P. gulae fellileti szerkezete nagyban hozzajarul
ezeknek a mikrobaknak a megtelepedéséhez haziallataink inytasakjaban (8).

A Porphyromonas gulaen kivil szamos egyéb, a kutyak fogagygyulladasaban
résztvevd Porphyromonas-fajt irtak le az utdébbi évtizedekben, pl. a P. macacae,
P. cansulci, P. cangingivalis, P. gingivicanis, P. crevioricanis, P. canoris. A P. maca-
cae 1995-ig a Bacteroides genusba tartozott, amikor is a genetikai és bioké-
miai tulajdonsagai révén atsoroltak a Porphyromonasok nemzetségébe. Ezeket
a baktériumtorzseket az allatok szajuregén kivil mar bdr alatti talyogokbdl, ill.
pyothoraxbdél szarmazé mintakbél is kimutattak (4, 10, 20, 21, 25).

KaTo és mtsai is készitettek egy tanulmanyt azzal a céllal, hogy megvizsgaljak
a kutyak fogagygyulladasaban szerepet jatszd patogén baktériumok megoszla-
sat. A vizsgalat sordn 35 Porphyromonas-torzset talaltak, legnagyobb aranyban,
kb. 70%-ban P. gulae-t mutattak ki. Taldltak ezen kivil még olyan kérokozdkat
is, amelyek az emberi parodontitis kialakulasaban jatszanak fontos szerepet,
mint a Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Porphyromonas gingivalis, Tre-
ponema denticola, Capnocytophaga ochracea, Prevotella intermedia és Eikenella
corrodens. Ez az eredmény felvetette annak a valdszinliségét, hogy ezeket a
parodontogén fajokat a tulajdonosok atadhatjak a kutyaiknak, ha elég szoros
kapcsolatban élnek egyltt, hasonldéan ahhoz, amikor a szUl8k a gyerekeiknek
adnak &t parodontogén kérokozdkat (19).

A kutyak és tulajdonosaik k6zotti parodontogén baktériumok dtadasanak lehe-
t6ségét 2012-ben egy Japanban készllt tanulméanyban vizsgéaltak. A kisérlet
soran a patogén baktériumoknak a megoszlasat elemezték a gazdakbdl és a
kutyaikbdl vett szajlregi mintak alapjan. A vizsgalat eredményeit 0sszegezve
valdészinlsithetd az az elmélet, miszerint bizonyos parodontogén baktériumok
atjuthatnak a tulajdonosokbdl a kutyaikba és forditva, habar ezeknek a baktériu-
moknak a két faj esetén rendszerint eltérd a megoszlasa (26).

A parodontits elleni klzdelem alappillére a megel6zés, aminek két legfonto-
sabb eleme a lepedék és a fogkd kialakuldasanak a megeldzése. Napjainkban mar
szamos maodszer elérhetd, olyanok is, amelyeket a tulajdonos otthoni koriimé-
nyek k6zott is alkalmazni tud. Az egyik ilyen - a leghatékonyabb és legolcsdbb -
modszer a fogmoséas, a masik pedig a kildonbodz6 fogaszati javallattal rendelkezd
tapok és fogtisztitd jutalomfalatok rendszeres etetése (5, 16).

A mar kialakult parodontitis kezelésének egyetlen lehetésége az allatorvosi
rendelében, altatadsban elvégzett szajhigiénias beavatkozas, amelynek soran a
subgingivalis régidkat kézi, a supragingivalis régidokat pedig gépi depuratorral
megtisztitjuk, valamint a kilazult fogakat, mint bakteridlis gbécokat eltavolitjuk. A
beavatkozast szikség esetén gybdgyszeres kezeléssel, antibiotikumok és gyulla-
dascsokkent8k adasaval egészitjik ki (5).

A fogéaszati beavatkozasok soran rutinszerlien nem alkalmazunk szisztémas
antibiotikumokat. Bizonyos esetekben viszont indokolt a szisztémas antibi-
otikum-kezelés, ezek a kovetkezdk: sulyos foklU parodontitis, nagy kiterjedésd
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szajuregi fekélyek, vérzéssel jard szajsebészeti mtétek, idult sziv-, maj-, 1ég-
z8szervi és vesebetegségek, implantatumok, primer immunopathiak, vala-
mint folyamatban 1év6 immunszuppressziv kezelések. Mivel napjainkban egyre
nagyobb gondot jelent az antibiotikum-rezisztencia kialakuladsa, az antibioti-
kum-kezelés a lehetd legrovidebb ideig, a leghatékonyabb szerrel és megfe-
lelé adagban kell alkalmazni. Fontos azonban megemliteni, hogy a gyégyszeres
kezelés a megfeleld szajhigiénias beavatkozas nélkil eredménytelen. A nem
laktamazstabil antibiotikumok alkalmazasa nem jé valasztas, mert a szajlregi
patogének altalaban B-laktaméazt termelnek (5).

A laktamazstabil kombinacidok kozul leggyakrabban amoxicillin-klavulansavat
alkalmazzuk. Ez a hatbéanyagkombinacié a nyalban és a jo vérellatasl szove-
tekben nagy koncentraciéban jelenik meg, bar az idilt gyulladédsos barriereken
csekély mértékben jut at. A szajlregben |évé anaerob mikroorganizmusok ellen
hatdsos, valamint az aerob baktériumokkal szemben is eredményes. Hatranya
viszont az, féleg megelbzd alkalmazas sordn, hogy szelektalja a polirezisztens
Gram-negativ palcakat, f6leg az Enterobacteriaceae csaldadhoz tartozd coliform
baktériumokat. Ez els6sorban nem a fogagygyulladds miatt jelent problémat,
hanem a mikrokdrnyezetre és a tavoli szervekre jelenthet veszélyt (5).

Masik lehetséges valasztas a szajlregi beavatkozasokat kdvets kezelésre a
klindamicin. Ez az antibiotikum jobban athatol a gyulladasos szdveteken, megfe-
lel koncentraciét ér el a gennyes, elhalt terlleteken is, mikrobioldgiai hatékony-
sadga azonban elmarad a fent emlitett kombinacidval szemben. Bar a Porphyro-
monas és Prevotella fajok ellen hatékonynak bizonyult, a szajliregben taldlhatd
mas baktériumoknal, pl. az allandd szajflorat alkotd Pasteurella, Moraxella,
tovabba a valtozd flérat alkotd Enterobacteriaceae csaladhoz tartozd fajoknal
genetikai rezisztencia figyelhet6 meg. A Bacteroides fragilis csoport térzsei, vala-
mint a staphylococcusok az esetek jelent8s részében (> 30%) rezisztensek. Ezek
a szelektalodott torzsek egy rossz szajhigiénias allapotot konzervalnak, raadasul
tovabbi mésodlagos fertézésekben vehetnek részt (5).

Tovabbi lehetséges és hatékony gydgyszerkombinacid a spiramicin és a metro-
nidazol. A ferté6zés helyén jelentds koncentracidt ér el, és szinte az 6sszes szaj-
Uregi aerob és anaerob baktérium ellen hatdsos (5).

A fogagygyulladas kezelésében rutinszerlien még nem alkalmazott pradoflo-
xacin egy igéretes valasztas a Porphyromonas és Prevotella genus tagjai elleni
kizdelemben. Ez a negyedik generacids fluorokinolon a kivalé athatéloképes-
sége és a magas sejten bellli koncentracid kialakitdsa mellett az anaerobok-
kal és a staphylococcusokkal szemben is baktericid hatast fejt ki, ellentétben a
masodik generacids szerekkel. Ezenfelll a fluorokinolon-rezisztens mutans tor-
zseket csekély mértékben szelektalja (5).

Vizsgéalatunkat 2015-2016. évben az Allatorvostudomanyi Egyetem Sebészeti és
Szemészeti Klinikajan végeztlk. 59 kutya szajliregébdl dsszesen 150 bakterio-
l6giai mintat gyljtottunk. A vizsgalatba bevont kutyakat a szajuregi higiéniajuk
alapjan valasztottuk ki, kortdl, nemtdl és fajtatél fuggetlentl, azonban minden
esetben teljesllnie kellett bizonyos kritériumoknak. Azok a kutyak, amelyek a
mintavétel eldtti 4 hétben valamilyen antibiotikum-kezelést kaptak, nem vehet-
tek részt a vizsgalatban. Kizaré oknak szamitott az is, ha az allat szajuregét két
héten belll helyi antiszeptikus készitménnyel, pl. klérhexidinnel kezelték, ill. ha
az elmdlt egy hétben barmilyen szajhigiénias terméket kapott. Ide tartoznak a
kUlonbozd kutyaknak szant fogkrémek, fogtisztitd gélek, ill. azok a termékek is,
amelyek természetes esszencialis olajokat, valamint fenolokat tartalmaznak.



A KUTYAK FOGAGYGYULLADASANAK KORFEJLODESEBEN SZEREPET
JATSZO LEGFONTOSABB BAKTERIUMOK VIZSGALATA

A mintagy(jtés altalanos anesztéziaban tortént. Kutyanként 1-4 mintat vettink
le, egyedenként tobb minta esetén kiléonboz8 negyedekbdl (bal alsé, bal felsd,
jobb alsé és jobb felsd) egyet-egyet. Mivel a parodontitis sllyossadga fogan-
minta nem reprezentélta volna megfelelen a szajflora 0sszetételét. A vizsgalat-
hoz kifejezetten olyan kutyakat kerestlink, amelyek kdzepesen sulyos, ill. sulyos
parodontitisben szenvedtek. A mintavétel sordn a kivalasztott fogak felszinérdl
és az inyszélekrdl egy gézlappal eltavolitottuk a lepedéket, majd a fellletet steril
Salsol infGzids oldattal megtisztitottuk. A fog inytasakjaba egy steril papircsi-
csot toltunk és tiz masodperig benne hagytuk, majd csipesszel eltavolitottuk és
transzporttaptalajt tartalmazd, hermetikusan lezarhatdé csdbe helyeztik. Min-
den egyes vizsgalt fog inytasakjabol dupla mintat vettlnk, de ezeket a mintakat
egy taptalajba helyeztlik (1. dbra). A vérrel kontaminalédott mintadkat nem kild-
tUk el tenyésztésre, mert a vér jelenléte csokkenti az anaerobok életképességét.

Minden kutya esetében kitoltottink egy adatlapot, amely az allatok és a mintak
legfontosabb jellemzdit tartalmazta. A lapon a tulajdonos lakhelye (varos és irdnyito-
szam), a kutya fajtdja, kora, ivara, ill. a kivalasztott fogak megnevezése (Triadan rend-
szer szerint) és a parodontitis sGlyossaga szerepelt. A kettes fokozatl parodontitis a
kozepesen sulyos, a harmas fokozatl pedig a nagyon sulyos fogagygyulladast jeldli
(modositott British Small Animal Veterinary Association protokoll) (2. dbra, 3. dbra). Az
allatok életkora és a parodontitis sllyossaga kozott feltételezett pozitiv korrelaciéot R
programban Fisher-féle egzakt prébaval és khi-négyzet teszttel vizsgaltuk.

A kutyak adatlapjait és a mintakat lehet8ség szerint azonnal (péntek délutani
mintavétel esetén csak hétfén reggel) a Duo-Bakt Allatorvosi Mikrobiolégiai Labo-
ratériumba kUldtlk tenyésztésre. A Gram-negativ anaerob baktériumok a transz-
porttaptalajban, anaerob viszonyok kozott ellenélléak. Ebben a forméaban élet-
képességlket hosszabb ideig megdrzik, igy ez az idGtartam Osszeségében nem
befolyasolta a kapott eredményeinket.

1. ABRA. Mintavétel az inytasakbdl 2. ABRA. Kettes fokozatl fogdgy- 3. ABRA. Hdrmas fokozatd fogdgy-
papircstcsok segitségével gyulladas gyulladas
FIGURE 1. Microbiological sampling from FIGURE 2. Grade 2 periodontitis FIGURE 3. Grade 3 periodontitis

the subgingival sulcus using paper points

A laboratériumban a papircslcsok feldolgozasa korulbelil 8-10 napot vett
igénybe. A mintak olyan tobblépcsds tenyésztési folyamaton estek at, amely
soran a valtozatos szajlregi florabdl Porphyromonas, ill. Prevotella szintenyé-
szeteket kivantunk létrehozni. Az anaerob baktériumok tenyésztésének fon-
tos eleme, hogy az anaerob tenyészeteken kivil ugyanabbdl a mikrobioldgiai
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mintabdl parhuzamosan aerob kisérd tenyészeteket is késziteni kell. A minta-
ban jelen levd nagyszamu fakultativ anaerob mikroorganizmus megnehezitette
a porphyromonasok és prevotellak izoldldsat, de a kisérd aerob tenyészetek a
munkafolyamat folyamatos ellendrzését lehetdvé tették. Az anaerob tenyésztés
elsd lépéseként a transzporttaptalajt tartalmazd csében levs egyik papircsi-
csot — elb6zbleg gazégd felett leégetett steril oltdkaccsal — eltavolitottuk és egy
dltaldnos anaerob baktériumok tenyésztésére alkalmas, 8% juhvért tartalmazé
véresagaron, Un. Wilkins—Chalgren agaron (Bak-teszt Kft., Budapest, Magyaror-
szag) kiszélesztettlk.

Ezutan a sUrd leoltasba felhelyeztliink egy metronidazolt és egy vankomicint
tartalmazé papirkorongot (4. dbra). A vankomicinre a Gram-pozitiv baktériumok
érzékenyek, ezért ezzel az antibiotikummal biztonsadgosabban el tudtuk kulo-
niteni a Gram-pozitivakat a Gram-negativaktél. A metronidazol az anaerob és
a fakultativ anaerob baktériumok elkllonitésében ad segitséget. Fontos meg-
jegyeznink, hogy a modszer nem érzékenységi vizsgalatként értelmezendd,
hanem a két korong az eredeti mintadsszetétel felmérésében nyuljt komoly
tampontot. Az elsé papircslcsbdl készittettlink még egy kisérd aerob tenyésze-
tet is, amelyet egy kozbnséges véresagarra oltottunk le. Ennek a kisérd aerob
véresagarnak az a szerepe, hogy képet adjon az adott minta baktériumfloraja-
nak gazdagsagardl. Egy elérehaladottabb, gennyes parodontitisnél erésen kevert
flora taldlhatd a szajluregben, igy a porphyromonasok és prevotelldk elkildnitése
nehezebbé valik. Amennyiben az elsd kiséré aerob tenyészet egy gazdagabb
floraval rendelkezd mintara utal, Ugy a késGbbiekben nagyobb lesz a hibazasi
lehet8ség, amikor a telepmorfoldgia alapjan probaljuk meg elkildoniteni a kivant
baktériumokat. A masodik papircsicsot egy nalidixsavat és colistint tartalmazd
véresagarra oltottuk le (Columbia CNA™, bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). A
nalidixsav 15 mg/l, a colistin 10 mg/l koncentraciéban talalhaté a taptalajban, igy
hatékonyan gatolja a fakultativ anaerob Gram-negativ baktériumok, pl. a kutyak
szajaban nagy szamban el&forduld Enterobacteriaceae csalad, valamint a Bacil-
lus genus a szaporodasat. A paradontopatogén anaerobok viszont nem pusztul-
nak el, ezzel is megkdnnyitve a szamunkra lényeges baktériumok ndvekedését
és a késébbi azonositasat.

4. ABRA. Anaerob baktéri-
umtenyészet

Az 5-7 napos inkubaciot
kovetben lathatéak met-
ronidazol és a vankomicin

korul kialakult gatlasi zénak

FIGURE 4. Anaerobe mic-
robial culture

Zone of inhibition (clear
zone) can be seen around
metronidazole and van-
comycin disks after 5-7
days of incubation

Az anaerob viszonyok kialakitasa gazgenerator-tasakokkal tértént (Bio-Me-
rieux, Marcy I'Etoile, Franciaorszag). A taptalajokat 5-7 napig inkubaltuk 35 °C-on.
Ez id6 alatt a porhpyromonasok és prevotelldk ki tudtak fejleszteni azokat a
jellegzetes tulajdonsagaikat, amelyek alapjan kénnyebben elkllonithetbek a



5. ABRA. Porphyromo-
nasnak vagy Prevotellanak
tlnd, apré zéldesfekete te-
lepek sztereomikroszképpal
vizsgdlva (nyilak)

FIGURE 5. Greenish-black
bacterial colonies appear
through stereomicroscope
According to the morpho-
logy they might be colonies
of Porphyromonas or Pre-
votella strains (arrows)
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tenyészetbdl, gy mint a telepek sajatos alakja és a kilonb6z6 szinl - fekete,
ill. z6ld - pigmentek termelése. Az anaerobitas ellenbrzése soran kettds ellendr-
zést, egyrészt kémiai, masrészt bioldgiai mddszert alkalmaztunk. Az utdbbira
a kontroll obligat anaerob Bacteroides fragilis torzs metronidazollal szembeni
érzékenységi tesztje szolgél (6, 17).

Az inkubacids idS elteltével megtortént az anaerob kdzeg felbontasa. Ezt kdve-
tden a tenyészeteket 2,5-4-szeres nagyitasban vizsgaltuk meg sztereomikrosz-
koppal és a gyanUsnak tlnd, tehat a telepmorfoldgia alapjan Porphyromonasnak
vagy Prevotelldnak vélt telepeket steril oltdtlivel leszedtuk és egy Uj Wilkins-Chal-
gren agaron kiszélesztettUk (5. dbra). A leszedett telep morfolégidjat leirtuk, doku-
mentaltuk, amely a késébbi nyomon kovethetdséget megkonnyitette. Amennyi-
ben tisztan dolgoztunk és csak egy, az altalunk kivalasztott telepet oltottuk le az
Uj taptalajra, akkor az inkubacids ids elteltével szintenyészetet kaptunk.

A kiszélesztést egy Un. el8zetes beazonositds kovette, amelynek soran az
agarlemezre 6t darab papirkorongot helyeztink fel, ebbdl négy darab kllon-
b6z8 antibiotikumokat (vankomicint, kanamicint, colistint és metronidazolt) egy
pedig epesavas sbékat tartalmazott (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK). A korongok
elhelyezése utan az agarlemezeket ismételten gazgenerator tasakok segitsé-
gével anaerob kozegben inkubaltuk. Ebben az esetben az inkubacidés idé mar
csak 3 napot vesz igénybe, mivel optimalis esetben csak egy baktériumfaj talal-
hatd meg a taptalajon, ezaltal az hatékonyabban és hamarabb képes ndvekedni,
telepet képezni. A szintenyészetek kialakitasara kivalasztott baktérium-telepek-
bdl készitettink egy masodik, kiséré aerob tenyészetet is, szintén kdézénséges
véresagarra kiszélesztve. Ennek az volt a célja, hogy meggydz4djunk arrdl, hogy
az altalunk kivalasztott és anaerobnak vélt baktérium-telepek valéban tisztan
csak anaerob mikrobakat tartalmaznak. Ez az aerob kisérd tenyészet mar mas-
nap elbirdlhatd. Abban az esetben, ha ezen a taptalajon kiné valamilyen bakté-
rium, akkor a szintenyészetlUnk kialakitdsa sikertelen volt és ennek az agarle-
meznek az anaerob parja elézetes azonositasra alkalmatlan.

A 3 napos inkubacids iddt kovetben megtortént a baktériumtelepek elbzetes
beazonositadsa, amelynek soran az egyes antibiotikumok, ill. az ,epekorong” altal
|étrejott gatlasi zonak alapjan kovetkeztettlink arra, hogy az adott szintenyésze-
tet alkotd baktériumok mely genusba, esetleg fajba sorolhatdak. A besorolas az
1. tdbldzat szerint tortént. A tablazatban kUlon nem tlntettlk fel a metronid-
azolra vonatkozd adatokat, mivel az anaerob baktériumok &ltalaban érzékenyek
erre az antibiotikumra (17).
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Az eredmények kiértékelése utan azokkal a tenyészetekkel, amelyek megfe-
leltek a tablazatban a porphyromonasokra, ill. prevotellakra leirt mintazatok-
nak, tovabb dolgoztunk (6. dbra). EI&szor leoltast készitettiink egy Gn. Microbank
tarolé rendszerre, amelynek segitségével ezek a baktériumtorzsek hosszabb
ideig fagyott allapotban eltarolhaték tovabbi vizsgalatok céljabol (Prolab, Rich-
mond Hill, Kanada). Miutan elkésziiltek ezek a leoltasok, a fennmaradd agarle-
mezeket tovabb kildtik a Semmelweis Egyetemre, ahol Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation — Time of Flight (MALDI-TOF) tomegspektroszképids maod-
szer segitségével elvégezték a baktériumok végleges azonositasat (14, 18, 24).

A végleges azonositast kovetden a Microbank rendszerben tarolt, fagyott bak-
térium-torzseket a németorszagi Bad Kissingenbe kuldtlk, ahol a Bayer Animal
Health GmbH. megbizasabdl a figgetlen és akkreditalt Laboklin allatorvosi mik-
robiolégiai laboratérium (DIN EN ISO / IEC 17025:2005 D-PL-13186-01-00) antibio-
tikum-érzékenységi vizsgalatokat végzett.

1. TABLAZAT. Baktériumok elkiilénitése gétldsi zéndk alapjan

TABLE 1. /dentification of bacteria according to the zones of inhibition

Bacteroides fragilis

egyéb Bacteroides fajok
Pigmentalt fajok
Porphyromonas spp.
Prevotella spp.

P. intermedia, P. nigrescens

P. loescheii

R: rezisztens  E: érzékeny  V:vdltozd

6. ABRA. Porphyromonas
spp. szintenyészet

FIGURE 6. Pure culture of
Porphyromonas spp.
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A vizsgalatunk soran osszesen 59 kutya (26 szuka és 33 kan) inytasakjabél
150 darab bakterioldgiai mintat vettink. Alanyaink tobbsége kistestl, bichon
bolognese, bichon havanese, yorkshire terrier, térpe uszkéar, tacskd keverék
kutyak voltak, de elé6fordultak kdzepes, ill. nagytest( fajtak is, mint pl. magyar
vizsla, német juhasz, berni pasztor, perzsa agar. A kutyak életkora 1 és 15 év
k6z6tt mozgott, az atlag életkor 9 év volt. A parodontitis sGlyossaga 39 eset-
ben 2-es, 20 esetben pedig 3-as fokozatl volt.

Az el6rehaladott parodontitis leginkabb az id6ésebb korosztalyt érintette.
A 12 éves korU kutyakbdl volt a legnagyobb esetszamunk és a 3-as fokozat(
fogagygyulladasok eléfordulasa ebben a korosztalyban volt a legmagasabb. A
legfiatalabb, 3-as fokozatl parodontitissel rendelkezé kutya egy 3 éves kan
mopsz volt. A szemmel lathatdé tendencidk ellenére a Fisher-féle egzakt pro-
baval és a khi-négyzet teszttel végzett fliggetlenségvizsgalat eredményei
azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt kutyak életkora és a fogagygyulladas
el6fordulasa k6zott nem &ll fenn szignifikdns pozitiv korrelacié (p = 0,3221).

Munkank soran 72 mintabdl sikerllt valamilyen Porphyromonas vagy Pre-
votella fajt izolalni, a maradék 78 esetben vagy nem tenyészett ki a vizsgalni
kivant baktérium vagy szadmunkra nem lényeges baktériumok pl.: Bacteroides
fragilis, n6tt ki a taptalajon. A 72 mintabdl 6sszesen 76 baktériumtorzset azo-
nositottunk, ebbdl 74 a Porphyromonas, 2 pedig a Prevotella genusba - Prevo-
tella nigrescens és Prevotella pallens - tartozott (diagram, 2. tdbldzat).

Az azonositott torzseken Bad Kissingenben, a Laboklin allatorvosi mikro-
bioldgiai laboratériumban antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokat végeztek,
ahol meghataroztadk az egyes baktériumfajok MIC (Minimal Inhibitory Con-
centration) értékeit a pradofloxacin, az amoxicillin-klavuldnsav, a klindami-
cin, és a metronidazol vonatkozasaban. A 76 baktériumtorzsbdl 56 esetében
sikerllt elvégezni ezeket a vizsgalatokat. A maradék 20 tdrzsnél valamilyen
oknal fogva haromszori probalkozas utdan sem sikerllt a Microbank tarold
rendszerbdl a szintenyészeteket Gjbdl kialakitani. Ezek az anaerob baktéri-
umok az izolaldsi és tartdsitasi eljards soran valdszinlsithetéen elpusztul-
tak. A kapott MIC-értékeket, valamint az EUCAST (European Committee on
antimicrobial susceptibility testing) altal és a CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) altal meghatarozott MIC-hatarértékeket dsszevetve az
altalunk vizsgalt baktériumoknal a pradofloxacinnal és az amoxicillin-klavu-
lansav kombinacidval szemben nem fordult el§ rezisztencia. A maradék két
hatdanyaggal szemben viszont 5 minta - a klindamicin esetén 2 minta, a
metronidazol esetén pedig 3 minta - esetén volt megfigyelhetd rezisztencia
(12, 13) (3. tabldzat).

2. TABLAZAT. Az izoldlt baktériumtérzsek széma

TABLE 2. Totality of the isolated bacterial strains

Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas macacae
Porphyromonas sp.
Prevotella pallens
Prevotella nigrescens

osszesen



DIAGRAM. Az izoldalt
baktériumfajok szdzalékos
megoszldsa

DIAGRAM. Percentage
distribution of the isolated
bacterial strains

3. TABLAZAT. MIC hatdrértékek

TABLE 3. MIC breakpoints
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Az izolalt baktériumfajok szazalékos megoszlasa

Prevotella spp.
3%

Porphyromonas sp.
14%

B Porphyromonas gingivalis
M Porphyromonas macacae

Porphyromonas | ® Porphyromonas sp.
gingivalis

53%

u Prevotella spp.

Porphyromonas
macacae
30%

MIC-hatarérték (maf) | Erzélenye | Resisstens> |

‘ Pradofloxacin
‘ AMC
‘ Klindamicin

‘ Metronidazol

Az izoldlt térzsek tébb
mint fele P. gingivalis
volt, de feltételezhetbéen
ezek egy része P. gulae
lehetett a két faj
hasonlésaga miatt

| 0,25 | 2 |
| 4 | 5 |
| 4 | s |
| s | s |

MEGVITATAS

Az ember és a kutyak parodontitisének is egyik kulcsfontossagl kérokozdja a
P. gingivalis. A korabban egy fajként, de két biotipusként szamontartott emberi
eredetl P. gingivalist és az allati eredet( P. gingivalist 2001-ben kettévalasztot-
tak, az allatokbdl izolalt P. gingivalist Gj fajba soroltak, amely a P. gulae nevet
kapta. Tobb tanulmany is leirta ennek a baktériumfajnak a nagyaranyu eldfor-
duldsét a kutydk fogagygyulladasa kapcsan (1, 5, 9, 19, 23). Az &ltalunk izolalt
torzsek tobb mint fele P. gingivalis volt, ami ellentétben allhat a frissebb szak-
irodalmi adatokkal. Az a felvetéslnk, hogy az eredményeink nagy hanyadaban
nem a human patogén P. gingivalist, hanem az allatokbdl szarmazd P. gulaet
mutattuk ki. Ennek a felvetésnek az alapja a MALDI-TOF m(ikédésében kere-
sendd. A MALDI-TOF az altala feldolgozott minta tomegspektrumat osszeveti
az adatbazisaban talalhatd baktériumok tdomegspektrumaval. Amennyiben két
baktérium ko6zo6tt szoros rokonsag van és a tomegspektrumuk nagyon hasonlo,
azonban az adatbazisban csak az egyik baktérium fehérjeprofilja szerepel, a
tomegspektrométer 6sszetévesztheti a két baktériumot. Az a véleménylnk,
hogy ebben az esetben is ez torténhetett, tehat az altalunk azonositott P.
gingivalis nagy része valdéjaban P. gulae volt. Azonban nem jelenthetjuk ki azt,
hogy az eredményeinkben szerepld 6sszes P. gingivalis valdjaban a P. gulae
fajba tartozna. Kordbban mar leirtak a tulajdonosok és kutyaik kozotti paro-
dontogén baktériumok atjutdsanak lehetéségét szoros napi kontaktus esetén,
bar az emberi eredetl P. gingivalis csak kis szazalékban fordult el6 a kutyak
szajiregében (19, 26).
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Ezen szakirodalmi adatokra alapoztuk a felvetéslinket, miszerint egy-egy eset-
ben a tomegspektrométer valdban az emberi P. gingivalist azonositotta. Ennek a
problémanak a kikliszobdlésére az egyes baktériumokra megallapitott pontérté-
kek vizsgalataval lehetne megoldast taldlni. Ezek olyan értékek, amelyek a vizs-
galandd minta tomegspektruma és az adatbazisban szerepld tomegspektrum
kozti hasonlésagot irjak le. A készUllék szoftvere egy bizonyos intervallumon beldl
azonos baktériumfajba sorolja be az adott mintat, viszont a kozelallé értékeket
nem mindig tudja elklloniteni egymastdl. Mivel ezek az értékek nem allnak ren-
delkezésilinkre, ennek a kérdésnek a megvalaszolasara nincs lehetdséglink. Ezen
bizonytalansag kikliszobolésére részletesen elemezni és szikség szerint mddo-
sitani szikséges a szoftver altal alkalmazott pontértékeket.

Az eredményeink alapjan szembet(nd, hogy az izolalt Prevotella fajok szama
rendkivUl kicsi. Ennek az oka az, hogy a prevotellakkal kapcsolatos telepmorfo-
l6giai ismereteink hidnyosak. Ezek a baktériumok jellegtelen, kisméretd telepe-
ket képeznek, tovabba rendkivll érzékenyek a kornyezeti tényezdk valtozasara.
Tovabbi munkank soradn kulon taptalajt fogunk alkalmazni ezeknek a baktérium-
fajoknak az izolalasara.

A kapott MIC-értékek alapjan megallapithatjuk, hogy mind a pradofloxacin,
mind pedig az amoxicillin-klavulansav (AMC) megfeleld valasztas az elérehala-
dott parodontitis gydgyszeres kezelésében. Az amoxicillin-klavulansavval szem-
ben a pradofloxacin jobb valasztasnak tlnik az elhanyagolt, idilt fogagygyulla-
das gybgyszeres kezelése esetén, ugyanis az ilyen tipusl szoveteken keresztil
kivalé a penetracidja. Az AMC athatoldképessége a heveny gyulladasos barri-
ereken keresztil kifejezett. A klindamicin és a metronidazol esetén el&fordul-
tak ugyan rezisztens torzsek, azonban a mennyiséglk az 6sszes izolalt térzshoz
viszonyitva még nem jelentls, igy ezek a szerek is alkalmazhatdk a gydgyszeres
kezelés soran. Ezen kivil mindkét hatbanyag penetracidja kitlnd. A korabbi kli-
nikai tapasztalataink azt mutattak, hogy ezekkel is kitnd hatast lehet elérni.
Jelenleg az egyetemi klinikdn az amoxicillin-klavulansav és spiramicin-metronid-
azol kombinaciot alkalmazzuk ennek a betegségnek a gybégyszeres terapiajaban.
Az is el&fordulhat, hogy az antibiotikum bizonyos esetekben ,nem m(ikddik” a
terdpia sordn. Ennek azonban legtébbszdr nem az antibiotikum-rezisztencia az
oka, hanem valamilyen immunoldgiai probléma, vagy a nem megfeleléen elvég-
zett fogaszati beavatkozas, pl. a fogkovet hidnyosan tavolitottak el a subgingiva-
lis terlletekrdl. Elengedhetetlen a szakszer{ szajhigiénias beavatkozas, ugyanis
a gybgyszeres kezelés dnmagaban nem elegendd a betegség leklizdésére.

A metronidazol, a klindamicin és az AMC esetén az EUCAST-ban kilén az ana-
erob baktériumokra meghatarozott MIC-hatarértékeket alkalmaztuk, viszont a
CLSI-ban a pradofloxacinra vonatkozd MIC-hatarértékeket az aerob és az ana-
erob baktériumokra egységesen allapitottak meg. Ugy gondoljuk, hogy helye-
sebb lenne az anaerobokra is differencialt hatarértékeket k6zoIni. Kordbban a
pradofloxacin MIC-értékeinket egy méasik negyedik generécids, emberi gybégya-
szatban hasznalt fluorokinolon, a moxifloxacin CLSI altal k6zolt anaerob bakté-
riumokra vonatkozé MIC-hatarértékéhez (S £ 2 mg/l; R > 8 mg/l) viszonyitottuk.
A moxifloxacin és pradofloxacin MIC-hatarértékeit egyarant figyelembe véve
a térzseink mindkét fluorokinolon esetén az érzékeny tartoméanyba esnek (11).

Koszonetet mondunk a Bayer Hungéaria Kereskedelmi és Szolgaltatd Kft. a
Németorszagban végzett laboratériumi vizsgalatok anyagi hatterének biztosi-
tasaért.
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