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1. Roviditések jegyzéke

antimikrobidlis rezisztencia

24 é6rara extrapolalt koncentracio-idé gorbe alatti teriilet, [ug*h/ml]
végtelenre extrapolalt koncentracio-ido gorbe alatti tertilet, [pug*h/ml]
a koncentracio-ido gorbe alatti teriilet osztva a MIC-értékkel, [h]
bovine respiratory disease complex, szarvasmarhdk 1égzdszervi

tlinetegylttese

kationokkal kiegészitett Mueller-Hinton leves (Mueller-Hinton Broth 2)

teljes test clearance, [I/kg/h]

maximalis plazmakoncentracio, [pug/ml]

maximalis plazmakoncentraci6 és minimalis gatlé koncentracid
hanyadosa

cerebrospinalis folyadék (cerebrospinal fluid)

adott iddpontra vonatkoztatott koncentracio, [ug/ml]

szabad hatoanyag

bioldgiai hasznosulas, [%]

rezisztenciat kodold génszakasz

intramuszkularis gyogyszerbeadas

intersticialis folyadék (interstitial fluid)

intravénas gyogyszerbeadas

in vitro koncentraci6, amely a maximalis 6lési képesség felét képes
kifejteni [mg/ml]

Eurdpai Betegségmegeldzési €s Jarvanyvédelmi Kozpont
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag

Europai Gyogyszeriigynokség

log10 alapu él6sejtszam valtozas

kezdeti, log10 alapt baktérium €lésejtszam, [logioTFE/mI]
maximalis (valasz) 6lési képesség [1/h]

Hill-koefficiens, a gorbe meredeksége (slope)

minimalis baktericid koncentracidé (minimum bactericidal concentration),

[ug/ml]

minimalis gatlé koncentracidé (minimum inhibitory concentration),

[ng/mi]



MICso

MICoo

MPC

MRT
MSW
PAE
PD

PK
PK/PD
p.o.
PRDC
sC.
SS140

STSS
Tau
TFE
tmax

tie
%T>MIC

Vd

a baktériumpopulacié 50%-ra vonatkoztatott minimalis gatlo
koncentracio, [pug/ml]

a baktériumpopulacié 90%-ra vonatkoztatott minimalis gatlo
koncentracio, [ug/ml]

mutaciot megel6z6 koncentracié (mutation prevention concentration),
[ug/mi]

hatéanyag atlagos tartozkodasi ideje, [h]

mutéciods szelekcids ablak

poszt-antibiotikus hatés

farmakodindmia

farmakokinetika

farmakokinetikai/farmakodindmiai analizis

szajon at torténd gyogyszerbeadas

Porcine respiratory disease complex, sertések 1égzdszervi tiinetegyiittese
szubkutan gydgyszerbeadas

Az éltalunk kivalasztott S. suis izolatum, amelynek segitségével a
dozis-valasz gorbét felallitottuk

Streptococcus okozta toxikus sokk szindroma

gyogyszeradagolasi idGintervallum, [h]

telepformalo egység

maximalis plazmakoncentraci6 kialakulasahoz sziikséges id6, [h]
felezési 1d6, [h]

két beadés kozotti iddintervallumnak azon része szazalékosan kifejezve,
amikor a plazmakoncentracié meghaladja a MIC-értékét, [%]

megoszlasi térfogat, [I/kg]



2. Bevezetés
Az antimikrobialis rezisztencia korunk egyik legmeghatirozobb kozegészségligyi

problémaja, amelynek megoldasdhoz a human- ¢és allategészségligy 0sszefogasara van sziikség.
Ez magéban hordozza az egészségiigy egyfajta megujuldsat, az antibakterialis szerek
hasznélatdban torténd szemléletvaltast. Ezt kovetik és eldmozditjadk a jogi szabalyozasokban
bekovetkezd valtozasok is, amellyel visszaszorithatd a céltalan és indokolatlan antibiotikum
felhasznalas.

A felel6s, koriiltekintd és bizonyitékokon alapulo6 (evidence based) antibiotikum hasznalattal
visszaszorithatjuk a rezisztens baktériumok szelekcidjanak mértékét. Ehhez azonban sziikséges
ismerniink a hatéanyagok pontos farmakokinetikai tulajdonsagait a lehetséges fertdzési
helyeken (légutak, iziileti folyadék, liquor), valamint folyamatosan vizsgalnunk kell a
koérokozok érzékenységét az adott hatdanyaggal szemben. Az ezen adatok alapjan elkészitett
farmakokinetikai/farmakodinamiai analizis kivalo kiindulasi pontot szolgaltat a megfeleld
antibakterialis szer és a hatékony dozis megvalasztdsdhoz, ami nem csupdn a rezisztencia
megjelenésének esélyét csokkenti, de daltala a gyogykezelés is nagyobb eséllyel lesz
mikrobiologiailag és klinikailag is hatékony. Ezt kivaldan hasznosithatjuk mind a tarsallatok
kezelése soran, mind a haszondllatokat érint6 egyedi- és dlloméanykezelések esetében.

A Streptococcus suis jelentOs gazdasagi karokat okozo baktérium a sertéstenyésztésben. A
fertdzés altal kialakitott iziiletgyulladas miatt fellépd santasag szamos telepen okoz problémat.
A megbetegedés kezeléséhez, olyan antibakterialis hatdanyagra van sziikségiink, amely jo
megoszlasi tulajdonsdgokkal rendelkezik, igy képes atjutni a specidlis barriereken a
szervezetben €s ott a megfeleld koncentraciot elérni a kivant hatas kifejtéséhez.

A florfenikol megoszlasi tulajdonsagai €s antibakteridlis spektruma miatt j6 valasztas lehet
a S. suis okozta iziiletgyulladasok kezelésére. A PK/PD analizis alapjan megfelel6, naprakész
érzékenységi adatok ismeretében pedig megalkothato a terapias javaslat, amely tartalmazza a

hasznalando6 dozist, a kezelés sziikséges idOtartamat €s az Gjraadagolas gyakorisagat.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Florfenikol
A florfenikol a fenikolok csoportjaba tartozo antibakteridlis szer. A csoport elso tagjat, a

kloramfenikolt 1947-ben izolaltak Streptomyces venezuelae baktériumfajbol, azonban ma mar
ennek a szintetikus uton eldallitott valtozatat alkalmazzak az allatorvoslasban [1, 2]. A
florfenikol szerkezetében ugyancsak a fenikolok csoportjaba tartozé tiamfenikolra hasonlit, a
4]. Ez csokkenti a bakterialis acetilaciohoz sziikséges helyek szamat, rezisztensebb molekulat
hozva létre az inaktivacioval szemben [5]. Egyes Gram-negativ korokozok esetében, mint a
Salmonella Thyphimurium, Escherichia coli és Vibrio cholerae azonban megfigyeltek
kromoszoéman vagy plazmidon-medialt floR génszakaszt, ami képes efflux pumpakat
kialakitani a bakterialis membranon, novelve a rezisztencia kialakulasat florfenikollal és
kloramfenikollal szemben [6-8]. A florfenikol tovabba nem tartalmazza a human aplasztikus
anémiaval kapcsolatba hozhatd, kloramfenikolban talalhaté aromas nitro-csoportot, ezaltal
¢lelmiszertermel6 allatokban is hasznalhat6 hatéanyag [2, 9]. Az alacsony toxicitasa és eddig
kialakult rezisztencia alacsonyabb szama miatt kijelenthetjiik, hogy a florfenikol hatékonysaga
eléri, vagy meg is haladja a kloramfenikolét szamos fajban [10].

A florfenikol képes a bakterialis riboszoma 50S alegységéhez kotddni, ezaltal meggatolni a
fehérjeszintézist [11]. Széles spektrumt, bakteriosztatikus antibakterialis  szer.
Szarvasmarhaban leggyakoribb indikacioi kozé tartozik a BRDC-t kialakito, Gram-negativ
tapigényes korokozok (Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni)
okozta fert6zés kezelése [12]. Alkalmazhaté még Fusobacterium necrophorum altal kialakitott
interdigitalis necrobacillosis soran is [13]. Sertésben olyan léguti korképek gyogykezelésében
hasznalatos hatoéanyag, amelyek az Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,
Streptococcus suis, illetve Bordetella bronchoseptica baktériumokkal hozhatok sszefiiggésbe
[3]. Alpakak és lamak esetén foggyokértalyogok, osteomyelitis, urogenitalis fertézések illetve
egyes léguti fertézések kezelésére hasznalnak florfenikolt [14]. Kutyak és macskak
Staphylococcus pseudintermedius és Malessezia pachydermatitis okozta otitis externa
korképében topikalisan, flilcsepp formajaban hatékony az érzékeny torzsek ellen [15].
Halakban az Aeromonas salmonicida okozta furunkul6zis kezelésére alkalmas [2, 6]. Baromfi
fajok esetén hasznalhato Riemerella anatipestifer okozta kacsapestis, illetve a baromfikolera
kezelésére [16].



A gyogyszerek, igy az antimikrobidlis szerek koriiltekintd és tudatos hasznalatahoz is
sziikséges ismerniink azok farmakokinetikai ¢s farmakodinamiai tulajdonsagait [17]. Ezeket az
adatokat azonban az eddigi szdmos publikacid ellenére sem ismerjik még részleteiben. A
farmakokinetikai vizsgalatok soran a gyogyszer viselkedését kutatjuk a szervezetben, annak
felszivodasat, megoszlasat, metabolizacidjat és eliminacigjat alapul véve [18]. A
farmakodinamia pedig a hatdéanyag szervezetre kifejtett hatasat vizsgalja, ami az antibakterialis
szerek esetében magaba foglalja az adott korokozok érzékenységi jellemzéit [19].

A florfenikol farmakologiai tulajdonsagait szamos fajban (alpaka, juh, kecske, teve,
szarvasmarha, sertés, csirke, kacsa, kiilonboz6 halfajok) vizsgaltak mar [4, 16, 20-26]. A
farmakokinetikai tulajdonsagokban a kiilonboz6 fajok esetében eltéréseket tapasztaltak, de
ezeket az értékeket befolyasolja még a gyogyszerbeadasi mod, valamint az alkalmazott dozis
is, ezt szemlélteti az 1. tablazat. A farmakokinetikai vizsgalatok soran tobb érték alapjan
hatarozzuk meg az adott hatéanyag tulajdonsagait, ezek a szdzalé¢kos értékben kifejezett
bioldgiai hasznosulds (F), az adott kompartmentben mérhetd maximalis koncentracid (Cmax,
[ug/ml]) valamint az a beadastol szamitott id6, amikor a legmagasabb koncentraciot mérhetjiik
(tmax, [N]) [27]. A hatéanyag megoszlasi képességét a megoszlasi térfogat (Vq, [I/kg]) értékével
tudjuk jellemezni [28]. Ha egy hatéanyag j6 megoszlassal rendelkezik a szervezetben, nagy V4
értéke van, ez forditott ardnyossagban all az atlagos vérplazmakoncentracio értékével (Cverplazma
[ug/ml]) [29]. A gydgyszer kiliriilésének idejét a felezési idovel (ti2, [N]), a kilirtilés mértékét
pedig a clearance (Cl, [l/kg/h])  értékkel  tudjuk  kifejezni  [17]. A
farmakokinetikai/farmakodinamiai elemzésben a maximalis plazmakoncentracio értéke mellett
a legfontosabb szerepet a koncentracio-idé gorbe alatti teriilet tolti be, amelyet altalaban 24
orara vetitve (AUCo-24n) adunk meg, mértékegysége pg*h/ml [27].

A florfenikol kémiai struktarajat tekintve lipofil vegyiilet [6]. Nem ionizalt formaban van
jelen az oldatokban 3-9 pH kozott, vizes kdzegben rosszul oldodik, oldhatosaga az 1,3 mg/mi
nagysagot kozeliti meg [6, 30]. A florfenikol oldhatésagat mikroemulzios vagy nanoemulzids
technikakkal lehet novelni, megteremtve ezzel a lehetOséget a megfeleld koncentracidban
torténd oralis beadashoz, illetve ezzel csokkenteni lehet a parenteralis beadaskor fellépd
irritaciot [30]. Bioldgiai hasznosulasa a legtobb haszonallat esetében jo vagy kivalo. Sertésben
intramuszkularis beadast kovetéen akar a 96%-ot is elérheti [31, 32], juhokban azonban az
intramuszkularisan beadott hatéoanyag minddsszesen 65,82%-a keriill be a szisztémas
keringésbe [20]. Per os alkalmazas esetén lovakban 83%, 2-5 hetes borjak esetén 89%, ami
azonban tejpotlo egyiittes adasaval csokken [3]. Nyulban ez az érték szajon at alkalmazott

florfenikol esetén 88,25% [4].



Altalanossagban kijelenthet6, hogy a gyogyszerek alkalmazasa soran a megfeleld hatéanyag
koncentraciok fenntartasa érdekében egyes esetekben gyakori gyogyszer ujraadagolasra van
sziikkség [33]. Intramuszkuldris és szubkutan alkalmazas, valamint hosszii hatastartamu
készitmények esetén az elnyujtott felszivodasbol adodo tigynevezett flip-flop hatast hasznaljuk
ki [34, 35]. Lipofilitasa miatt a florfenikolt nagy megoszlasi térfogat jellemzi, kivaloan
megoszlik a tiidében, izomban, epében, valamint a vesékben és a vizeletben [25]. A florfenikol
fehérje kotdédése a vérplazmaban az eddigi publikaciok alapjan sertésekben Kicsi, altalaban 5%
alatti, de egyes publikaciokban beszamoltak 10-25% ko6zotti kotodésrdl is [10, 36]. Regionalis
perfuziot alkalmazva nagy koncentracio értékeket mérhetiink szarvasmarha iziileti folyadékban
[37]. Nyulak esetében a vérplazmaban mérhet6 felezési idé rovidebb (1,54 h), azonban
figyelembe kell venni azt is, hogy a szovetekben akkumulalodhat a florfenikol, ezzel egy
lassabb teljes test clearance alakulhat ki.[4] Alpakaknal szintén rovidebb a felezési ido,
valamint mds allatfajokhoz képest kisebb megoszlasi térfogatrol is szdmolnak be az eddigi
publikaciok [38].

A fenikolok metabolizacidja a majban torténik, florfenikol esetében szamos metabolit
képzbdhet a szervezetben, ezek a florfenikol-amin, florfenikol-alkohol, monokloroflorfenikol
[4]. A florfenikol-amin rendelkezik ezek koziil a leghosszabb felezési idével, maradékanyag-
vizsgalatokban ezt érdemes vizsgalni, emellett leirtdk, hogy a metabolitoknak nincs
antibakterialis hatdsa, igy ezek aktivitasaval nem kell szamolni a hatékonysag vizsgéalatok soran
[21]. A gyogyszer szervezetbdl vald kiiiriilése nagy mértékben a vizelettel torténik, de kisebb
mértékben a bélsarban is megtatalhaté mind az anyamolekula, mind annak metabolitjai [2].

A florfenikol alkalmazasa soran a mellékhatasok nem gyakoriak, azonban egyes fajoknal,
valamint egyes ¢€letkorok esetén tapasztalhatunk mellékhatasokat. Szarvasmarhaban felléphet
hasmenés és anorexia a florfenikol hasznalata soran [3]. Malacok esetén megfigyelhetiink
csontveld depléciot és a limfoid szovetek 4atmeneti kéarosodasat, amely a kezelés
megsziintetésével megsziinik [39]. Alpakaknal, szubkutan alkalmazott, t6bbszori
gyogyszerbeadas utan szignifikdns hematologiai eltérések tapasztalhatdéak, amely sordn
csOkkent total protein, globulin, albumin, fehérvérsejt és hematokrit értékekrdl szamoltak be
[25, 38]. Halakban szintén hemopoietikus eltéréseket lathatunk elhtizodo per os alkalmazas
esetén [26], de beszamoltak mar florfenikol alkalmazasa utan fellépd immunszupressziorol

is [40].
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3.2 Farmakokinetikai/farmakodinamiai elemzés
Napjaink fontos, kozegészségiigyi jelentdséget is magaban hordozd problémaja az egyre

jobban terjed6é antimikrobialis rezisztencia (AMR) [49, 50]. Ennek okai a nem megfelel
hatéanyag kivalasztasa a gyogykezeléshez, a rosszul megvalasztott, gyakran alul dozirozott
adagok, valamint a nem egyedileg végzett, profilaktikus/ metafilaktikus kezelésre alkalmazott
antibakterialis szerek [19]. A helyzet sulyossagara hivja fel a figyelmet az Eurdpai
Betegségmegelézési és Jarvanyvédelmi Kozpont (ECDC), az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatésag (EFSA) és az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (EMA) altal kiadott jelentés, melyben az
allatorvoslasban hasznalt antibakterialis kezelések és ezek human egészségiigyben jelentkezo
karos kovetkezményeit mutatjak be [51].

A farmakokinetikai-farmakodinamiai analizis hasznalata egyre inkabb el6térbe keriil a
kiilonboz6 hatdanyagok dozisanak optimalizalasanak folyamataban [46]. A pontos dozis
beallitdsdhoz ugyanis sziikséges ismerniink mind a gyogyszer viselkedését a szervezeten beliil,
valamint a hatéanyag szervezetre gyakorolt hatasat. Elobbit a farmakokinetika, utobbit a
farmakodinamia foglalja 0Ossze [19]. Az antimikrobialis szerek esetén azonban a
farmakodindmia az adott mikroorganizmus érzékenységét jelenti az Aaltalunk hasznalt
antimikrobialis szerrel szemben [46, 52]. Ezen adatokon alapul6 antibakterialis terapia segit
csoOkkenteni az Gjonnan, nem megfeleld gyogyszerhasznalat miatt szelektalodo, antibakterialis
szerekkel szemben rezisztens torzsek szdmat, valamint minimalizalni a toxikus mellékhatasok
eléfordulasat a taldozirozas elkeriilésével [53].

A farmakokinetika alapvetd kozponti eleme a vérplazma. A PK értékek alapjan
megtudhatjuk, a kiillonb6z6 beadasi modok utan mennyi id6 (tmax) alatt éri el a maximalis
koncentraciot (Cmax) az adott hatbanyag a vérben, onnan mennyire képes eljutni egyéb
szovetekbe (Vg), milyen mértékben (Cl, CI/F) és mennyi id6 alatt eliminalodik (ti2) onnan [2].
Fontos farmakokinetikai ért¢k még a koncentracid-idé gorbe alatti teriilet (AUC), ami a
felszivodas mértékétdl fliggetleniil mutatja meg a szervezetbe bejutott hatdanyag aranyat [19].
A vérpalyaba betord fertézések (szeptikémia, bakterémia) kivételével azonban a legtobb
esetben a szervezet azon pontjan szeretnénk megvizsgalni a hatéanyag jelenlétét ¢és
mennyiségét, ahol a baktériumok a fert6zési gocot képzik [25, 39]. Szamos publikacidban
talalhatunk mar eredményeket tiidoben, cerebrospinalis folyadékban, iziileti folyadékban
meghatarozott PK-értékekrol [9, 43]. Ezek alapjan pontosabb képet kaphatunk arrél, hogy a
hatéanyag az adott helyen, a fertdzés helyén képes-e a megfelelé koncentraciot, a megfeleld

ideig elérni a hatékony kezeléshez.
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A megfeleld d6zis meghatarozasdhoz a farmakodinamiai oldalt figyelembe véve sziikségiink
van az antibakterialis érzékenységi vizsgalat elvégzésére [52]. Az érzékenységi vizsgalat egyik
modja a korongdiffuziés moddszer, amely sordn meghatarozhatd ugyan a baktérium
rezisztenciaja vagy érzékenysége, de nem kapunk kvantitativ adatokat [55]. A mikrohigitasos
modszer soran azonban meghatarozhato az antibakterialis szerek minimalis gatlé koncentraciod
(MIC), minimalis baktericid koncentracio (MBC) és mutaciot megel6z6 koncentracié (MPC)
értékei, amelyek alapjan pontosabb képet kapunk az a baktériumfajok érzékenységrol, valamint
a kapott szamadatokat felhasznalhatjuk a PK/PD integracio soran [19, 56]. Ezeket kettes alapu
higitasi sor alapjan vizsgaljak, a MIC-érték az a legkisebb koncentracidé, amelyben a
baktériumok 24 6ra inkubaciét kovetden a baktériumok nem képesek szabad szemmel lathatéan
szaporodni [55]. Az MBC az a koncentracio érték, amelyben 24 6ras inkubacid utan a
baktériumok mennyisége 99,9%-al, vagyis legalabb 3 nagysagrenddel csokken [19]. A MIC és
MBC értékek kozott helyezkedik el az antibakterialis szerek mutaciot megel6z6 koncentracio
(MPC) értéke [57].

A MIC ¢és MPC értékek kozott talalhatjuk meg a mutacios szelekcios ablak (MSW) savjat
[19, 58]. Ezen koncentracioban a baktérium populacion beliil a rezisztenciat nem hordozo,
ugynevezett vad-tipusu baktériumok szaporodasa gatolt, mig a mérsékelten érzékeny torzseket
szelekcids nyomas ald helyezve azokban nagy eséllyel mutaciok sorozataként mutans torzsek
jelennek meg, amelyek képesek mar elszaporodni, ezaltal megnd a rezisztencia megjelenésének
veszélye a populacio egészét tekintve [27, 58]. A PK/PD analizis soran torekedniink kell arra,
hogy az altalunk ezalapjan valasztott dozissal elkeriiljiik ezt a koncentracio-savot [19]. Egyes
antibakterialis szerek esetén, megfelelé adagolas utan, ha a koncentraciojuk a MIC-érték ala
csokken, képesek egy ugynevezett poszt-antibiotikus hatas (PAE) kifejtésére, amikor még rovid

ideig bakteriosztatikus hatas figyelheté meg [59].
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Az antibakterialis szereket hatdsmodjukat tekintve két nagy csoportba oszthatjuk [56]. Ha
egy hatéanyag a terapids savban maradva a szervezetben képes elérni a MIC-értéket, azonban
az MBC értéket nem, bakteriosztatikus hatasu lesz [60]. Ilyenkor képes a MIC feletti
koncentracioban megakadalyozni a baktériumok tovabbi szaporodasat, a baktériumok
eliminalasat viszont az immunrendszer végzi el. A baktericid hatasu hatéanyagok képesek a
terapias savjukban elérni a baktériumok elpusztitasahoz sziikséges MBC-értékeket [61]. A két
csoport elkiilonitésének klinikai jelentdsége, hogy ha az allat immunszupresszalt allapotban
felszaporodnak a szervezetben [53]. Ilyen allapoti egyedekben a baktericid hatasti szerek
alkalmazasa indokolt. A baktericid hatast antibakterialis szereket az id6fliggd és
koncentraciofiiggd baktericidek csoportjaiba sorolhatjuk [56]. A koncentracid fliggd csoport
esetén, mint a fluorokinolonok csoportja, minél nagyobb koncentraciok elérésére toreksziink a
szervezetben, mig az 1d6fliggd baktericidek, igy a béta-laktamok csoportja esetén a MIC érték
feletti koncentraciot minél hosszabb ideig probaljuk fenntartani [62]. A PK/PD analizisekben
fellelhetiink eradikaciohoz sziikséges célérték meghatarozast is, mely soran a baktériumok 4
nagysagrenddel torténé csokkenését figyelhetjiik meg [46]. Egyes bakteriosztatikus hatast
hatéanyagok a szervezet adott részein felhalmozddhatnak, igy ott a nagyobb koncentracid
kovetkeztében baktericid hatast képesek kifejteni [43]. Ezt figyelhetjik meg a makrolid
csoportba tartozo hatdéanyagok esetében az alveolaris makrofagokban [63].

A farmakokinetikai/farmakodinamiai analizis soran harom mutat6 alapjan értékelhetjiik az
¢és a vizsgalt baktérium MIC értékének aranyat adjuk meg [64]. A %T>MIC és AUC/MIC
jellemzOk soran azt vizsgaljuk, hogy a szervezetben vizsgalt hatdanyag mennyi ideig fordul el6
nagyobb koncentracioban, mint a szaporodds megakadalyozasahoz sziikséges koncentracid
(MIC) [27]. Ezt a %T>MIC esetén a vizsgalt idtartamra vonatkoztatott szazalékos értékben,
az AUC/MIC esetén pedig oraban kifejezve adjuk meg [53].

A florfenikolt hatasmodjat tekintve az id6fliggé antibakterialis szerek k6zé soroljak, ezért a
megfeleld6 PK/PD mutatéja a %T>MIC, de a klinikai hatékonysagot jobban kifejezi az
AUC/MIC index érték, ami kiilondsen igaz a florfenikol hosszu hatastartamt (Long Acting)
készitményeire [36, 52]. A korabbi publikaciokban megjelent, florfenikolra vonatkoztatott

PK/PD elemzések eredményeit a 2. tablazat tartalmazza.

12



A hatdéanyag baktériumra kifejtett hatasat kvantitativ értékkel is abrazolhatjuk egy
ugynevezett 0lési gorbe alapjan [65]. Ezt elvégezhetjiik in vitro vagy ex vivo koriilmények
kozott. In vitro esetben az egyik lehetdségiink, hogy egy higitasi sort allitunk fel a hatbanyag
kiilonb6z6 koncentracioibol [46]. Masik esetben készithet6 egy olyan modell, melyben képesek
vagyunk a szervezetben lejatsz6do folyamatokat szimulalni, igy nem egy fixalt koncentracio
van jelen a rendszerben, hanem folyamatosan, a felezési idének megfelelden sziirjiik ki az adott
mennyiségli hatdéanyagot a rendszerbdl [66]. Ex vivo 6lési gorbe esetén a farmakokinetikai
intersticialis folyadék, inkubaljuk a baktériumokat. Az inkubacios 1d6 leteltével
Osszehasonlitjuk a kezdeti baktérium koncentraciot (TFE/ml) a végleges baktérium
koncentraciéval [48]. Bakteriosztatikus hatasu lesz az a koncentracidé, amiben a kezdeti
baktérium koncentracid megegyezik a kisérlet végén mért mennyiséggel, baktericid hatas
esetén a telepformalod egységek szdma milliliterenként 3 nagysdgrendii csokkenést, eradikacio
esetén legalabb 4 nagysagrendii csokkenést eredményez [48].

A kisérletben kapott informaciokbdl megalkothatjuk az altalunk vizsgalt hatéanyag adott
dozisaban, a vizsgalt baktérium populacié ellen hasznalt valos dozis-valasz gorbéjét [67].
Ennek megalkotasakor az 61ési-gorbe és az AUCo-24n/MIC kozotti Osszefiiggéseket tudjuk
kimutatni [46]. Ezt a Hill-egyenlet alapjan végezhetjiik el, amelyben az in vivo farmakokinetikai
kisérlet soran kapott értékeket és az in vitro vagy ex vivo O6lési gorbe alapjan kapott
baktériumszam csokkenést integraljuk [53]. Ennek alapjan pedig meghatarozhatjuk azt az
AUC/MIC c¢lértéket, amit az allat szervezetében elérni szeretnénk a bakteiosztatikus,

baktericid vagy eradikacios hatas eléréséhez [43].
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2. tablazat: Intramuszkularis (im.) és szajon at(p.o.), kiilonbo6z6 allatfajokban és dozisokban
alkalmazott florfenikollal eddig végzett, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,

Mannheimia haemolytica Escherichia coli Streptococcus suis, Streptococcus iniae és Piscirickettsia

salmonis baktériumok ellen integralt PK/PD analizisek ®: atlag+szoras, °: atlag (standard hiba) , ¢: atlag

Dézis

Beadasi

Vizsgalat

PK/PD

Meérték-

Allatfaj (mg/kg) méd helye Baktérium ey Hatasmod ot Célérték  Forras
. . A. Pleuro-
sertés 15 im. leves ) T>MIC n.a. % 37,3+£19,62 [67]
pneumoniae
sertés 15 im. G Lo L T>MIC n.a % 37,1£192¢  [67]
pneumoniae
sertés 15 im. leves P. multocida T>MIC n.a. % 35,6+18,32 [67]
sertés 15 im. szérum  P. multocida T>MIC n.a. % 41,4+22,52 [67]
sertés 30 im. ileum E.coli T>MIC n.a. % 15,23+2,108  [48]
Sﬁ;‘r’ﬁz 40 sc. szérum  P.multocida  T>MIC na. % 784 (081  [36]
e 40 sc. szérum M. haemolytica ~ T>MIC na %  76,3(1,200°  [36]
, . , . AUCq.24n/ bakterio- a
sertés 30 im. vérplazma S. suis MIC sztatikus h 37,89 [46]
sertés 30 im.  vérplazma S suis Ao/ paktericid 44022 [46]
seriés 30 im. veplazma  Sosuis P00 eradikicis b 46422 [46]
sertés 30 im. ileum E.coli A‘fwcl"g““’ na h  6731£7,128  [48]
szarvas- , . AUCo 241/ b
marha 40 SC. szérum  P. multocida MIC n.a. h 183,4 (5,44) [36]
szarvas- . - AUCo 241/ b
marha 40 SC. szerum M. haemolytica MIC n.a. h 151,8 (5,44) [36]
lazac 10 p.0.  vérplazma P.salmonis ALIJVCI:IOC':Z‘"‘/ n.a. h 1414452 [68]
lazac 15 p.0.  vérplazma P.salmonis ALIJVCI:IOC':““/ n.a. h 1664342 [68]
pisztrang 15 p.0.  vérplazma L. garvieae AL'JV(I:IO'C““/ n.a. h 34,2¢ [69]
pisztrang 15 p.o. vérplazma S. iniae AL'JVCI:IOéuh/ n.a. h 8,2° [69]
lazac 20 p.0.  vérplazma P.salmonis ALIJ\/(I:IO_CZAh/ n.a. h 5204502 [68]
szarvas- , " AUCq.../ 364,7
marha 40 SC. szérum P. multocida MIC n.a. h (16.97)" [36]
szarvas- , - AUC.../ 303,9
marha 40 SC. széerum M. haemolytica MIC n.a. h (16,97)° [36]

3.3 Streptococcus suis okozta megbetegedések sertésekben
A sertések mandulaiban, bélrendszerében és genitaliaiban is szamos Streptococcus faj

talalhaté meg [70]. Ezen kokkoid alakt baktériumok atmérdje kb. 1 pm. Fakultativ anaerob,

obligat fermentativ, katalaz negativ fakultativ patogén baktériumfaj [71, 72]. Fiatal alakjai

Gram-pozitiv festodésiiek, késObb viszont inkabb Gram-negativ festddés jellemzd rajuk, mert

az autolizinek elkezdik felbontani a sejtfalukat [71].
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Novekedésiikhoz CO2 sziikséges. Tenyésztésiikhoz vér vagy szérum kiegészitést
igényelnek, a legoptimalisabb 37 °C-on, 24-48 oran keresztiil, véresagaron vagy szelektiv
véresagaron, aerob koriilmények kozott inkubalni 6ket [72], amin a vagy B hemolizisre képesek
[70].

A sertéstartasban nagyon gyakran fordul elé a Streptococcus suis, sulyos egészségiigyi és
gazdasagi karokat okozva [70, 73]. A korokozo elsé leirasara 1963-ban keriilt sor, amikor de
Moor egy 1j, sertésekben klinikai tiineteket okozo, eddig ismeretlen, alfa-hemolizisre képes
Streptococcus fajrol szamolt be tudomanyos cikkében [74]. Napjainkig osszesen 35 szerotipust
azonositottak, amelyek legtobbjét tiineteket produkald sertésekbdl mutattak ki, azonban
talalhatéak kozottik szarvasmarha, barany és human izolatumok, illetve tiinetmentes
hordozokbol szarmazok is[73, 75]. A szerotipusok elkiilonitése a poliszacharid burok antigénjei
alapjan torténik [70, 76]. A diagnézis, valamint a betegség kezelése soran figyelembe kell
venni, hogy az eltéré szerotipusok sok szempontbol kiilonboznek egymastol, azonban csak a
klinikai kép alapjan nem tudjuk ezeket megkiilonboztetni, laboratériumi diagnosztikai
vizsgalatokra van sziikség az elkiilonitésiikhoz [77]. Leggyakrabban a 2-es szerotipus hozhato
Osszefiiggésbe a sertésekben kialakulo tiinetekkel, azonban ez foldrajzi teriiletenként eltérd
lehet, egyes orszagokban a 9-es és 14-es szerotipusok prevalenciaja nagyobb [78-80]. Egy
egyedben akar tobb szerotipus is jelen lehet egyszerre, valamint azonos szerotipusokon beliil is
eltérd torzsek lehetnek jelen egy allomanyon beliil, azonban ezek koziil altalaban egy okozza a
tényleges megbetegedést [81].

A S. suis természetes koriilmények kozott a sertések felsd 1égutaiban €1, de megtalalhatjuk
6ket a nemi szervek és bélrendszer egyes részein is [70, 81], valamint széles korben fertézhetik
az eml6s allatokat, madarakat és zoonotikus korokozo 1évén az embereket is [82, 83]. A fert6zés
forrasa lehet a tiinetmentes hordozok nem fert6zott egyedekkel torténd talalkozasa, de a
malacok vertikalis uton, a kocatol is fert6z6dhetnek a fiaztatoban [84]. Kimutattak, hogy ugyan
a legtobb valasztaskori malac hordoz S. suis torzseket, azonban csak egy kisebb résziik képes
hordozoként tovabb adni a baktériumokat a valasztas utani idészakban. [70, 85] A terjedés
leginkdbb kontaktus Utjan megy végbe, azonban 2-es szerotipus esetén kimutattak aeroszolos
terjedést is [86]. A kornyezeti hatasokkal szemben is viszonylag ellenalld korokozok, a
sertéstartasi kortiilményekre jellemzé hémérsékleten (22-25 °C) akar 8 napig életképesek
maradnak a bélsarban, 12 napig az elhullott allatokban, 24 6ran keresztiil a porban, 4 °C
homérsékletii vizben pedig akar 1-2 hétig is [70, 87]. Ezen adatok felhivjak a figyelmiinket a
ragalyfogé targyak altali behurcolas veszélyére, de akar a takarmannyal, izeltlaba vektorok

kozvetitésével is fertézodhet egy allomany [88].
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A klinikai tiinetek ¢€letkor szerint leginkabb 5-10 hetes malacokat érintik, de ennél fiatalabb
¢s 1dGsebb korosztalyokban is talalkozhatunk a szeptikémia, bakterémia, meningitisz,
endokarditisz, poliszerozitisz és poliartritisz kialakulasaval [85, 89]. Sertésekben az elsé jel a
fert6zésre a rektalis hémérséklet megemelkedése, akar 42,5 °C-ig is [87]. Perakut lefolyas
esetén az allat barmilyen el6zetes tiinet nélkiil elhullik [70]. Az elhtizodo6 korfolyamatok esetén
kialakulhat meningitis, poliarthritis miatti santasag valamint szeptikémia [86]. Az eltérd
szerotipusok csupan a klinikai kép alapjan nem kiilonithetéek el, egyik sem okoz
patognomisztikus tiinetet [90]. Emberekben, Kina teriiletén tobb jarvanykitorés is eléfordult,
ami a 2-es szerotipussal hozhatd oOszefliggésbe [73]. A human tiinetek kozott szintén
megtalalhatjuk a meningitiszt, artritiszt, szeptikémiat [73, 91-93]. Kialakulhat Streptococcus
okozta toxikus sokk szindroma is (STSS) [94], amelynek soran a baktérium endotoxinjai
kontrollalatlan T-sejt aktivaciot okoznak antigén prezentacié nélkiil, minek hatasara
kialakulhatnak petechialis vérzések, magas 1az, de akar tobbszervi elégtelenség is [95].

A diagnodzis megallapitasa a klinikai tiinetek, az allatok életkora és a kialakult makroszkopos
elvaltozasok alapjan torténik, majd ezt a korokozo laboratériumi kimutatasaval igazoljak [70].
A Streptococcus suis képes Onalldan is megbetegedéseket okozni, azonban 1éguti fertézésben
(PRDC) el6fordulhat, hogy egyéb baktériumokat is azonositanak mellettiik, mint a Pasteurella
multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Trueperella pyogenes [79].

A vakcinak hasznalata j6 megoldas lehet a kialakulds megel6zésében, szamos kutatas €s
fejlesztés zajlik, hogy ezeket hasznalni lehessen a sertéstartasban [77, 96, 97]. Léteznek ugyan
lehetdségek a telepspecifikus vakcindk eldallitdsara, ezek azonban csak az 4dllomanyban jelen
1évo torzsek ellen hatékonyak, ahonnan a vakcina eldallitasanak alapjaul szolgalo torzseket
izolaltak [98, 99]. A kialakult fert6zések kezelésére azonban még sziikségiink van
antibakterialis szerek alkalmazasara, mas, atfogé6 megoldas sajnos még nem all az
sertésegészségligy rendelkezésére [100]. Ezek hasznalatdhoz viszont sziikséges, hogy a
korokozok érzekenyek legyenek az adott antibakterialis szerrel szemben. Ennek fenntartasahoz
nagyobb hangsulyt kell fektetniink a koriiltekintd, tudatos antibiotikum hasznalatra, aminek

egyik alapkove a farmakokinetikai/farmakodinamiai analizis.
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4. Ceélkituzések

Kutatdsomban az intramuszkularisan, 30 mg/kg doézisban alkalmazott florfenikol
farmakokinetikai tulajdonsagait kivantam meghatdrozni sertés vérplazmaban ¢és iziileti
folyadékban, bdvitve ezzel a tovabbi kutatdsokban és a gyakorlatban is felhasznalhato
informaciokat a S. suis okozta iziiletgyulladasokkal kapcsolatban.

Ezzel parhuzamosan célom Vvolt a sertések iziiletgyulladasaban szerepet jatszo
Magyarorszagon izolalt S. suis baktériumok antibiotikum-érzékenységének fenotipusos
felmérése mikrohigitasos modszerrel, amelynek eredményeibél a S. suis izolatumok
florfenikollal szembeni MICsg és MICqo értékét kivantam megallapitani.

Mindemellett egy olyan in vitro modell kidolgozasa is célom volt, amelyben a fertdzés
helyéhez hasonld kozegben, jelen kutatisban az iziileti folyadékban tudom vizsgalni a
florfenikol hatékonysagat a S. suis torzsekkel szemben, ehhez egy darab S. suis izolatum 61ési-
gorbéjét kellett megvalositanom sertés iziileti folyadékban, szérumban és kation adjuvalt
Mueller-Hinton levesben.

A kapott adatokbol egy farmakokinetikai/farmakodinamiai analizis felallitasaval vizsgalni
kivantam az emelt dozisu florfenikol felhasznalasanak elényeit a S. suis baktériumok okozta
iziiletgyulladasokban. A kisérlet f6 célja, a S. suis baktériumok okozta iziiletgyulladasok
kezelésére alkalmazhat6 terapids javaslat megalkotasa, amely tartalmazza a dézist, a kezelések

id6intervallumat €s a terapia hosszat.
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5. Anyag és Modszer
5.1 Invivo farmakokinetikai kisérlet

5.1.1 Kisérletben hasznalt allatok
A kisérletben a kutatocsoport altal végzett korabbi kisérlet alatt gyiijtott tapasztalatokat

vettem alapul [43]. Nyolc darab, 28,93+3,64 kg testtomegii, Danbred genetikaval rendelkezd
artany sertés érkezett a kisérlet kezdete elStt az Allatorvostudomanyi Egyetem UllSi
Tangazdasagaba. A sertések minden sziikséges vakcindzason atestek az allattarto telepen, a
kisérletet megel6z6 vizsgalat soran klinikai tiineteket nem tapasztaltam, fert6z6 betegségben
nem szenvedtek. Az allatokat fert6tlenitett, szaraz padozatt, idealis hémérsékletti (21 + 1 °C)
¢s paratartalmu terembe fogadtuk, odafigyelve, hogy mind a szallitas, mind az elhelyezés soran
minél kevesebb stresszhatds érje Oket. Az esetleges korabbi gyogyszerbeadasokbol szarmazo
maradékanyagok kiiiriilése érdekében és az allatjoléti szabalyoknak megfeleléen két hét
akklimatizacios id6 keriilt beiktatasra, amely soran az allatok ad libitum jutottak hozza
antibakterialis szerekt6l mentes takarmanyhoz és ivovizhez. A kisérlet el6tti 12 oraban a
sertések mar nem részesiiltek sem takarméanyban, sem ivéviz ellatasban, hogy elkeriilhetdek
legyenek a kisérletben hasznalt anesztézia soran lehetséges komplikaciok. A nyomon
kovethetdség érdekében egyedi jeloléseket alkalmaztam, ezt a sertéstenyésztésben gyakran
hasznalt jelolokrétaval végeztem el. A kisérlet lezarasat kovetden az éllatok az Ullsi
Tangazdasdgban maradtak.
5.1.2 Etikai jévahagyas

A kisérlet soran betartottam a laborallatokra vonatkozo jogszabalyokat és az allatok jolétét
mindig szem el6tt tartottam. A tanulmanyt a PE/EA/00367-6/2022 tligyiratszamu hatarozatban
engedélyezték.
5.1.3 Anesztézia, gyogyszerbeadas, mintavételek

A gyogyszerbeadast megel6zOen testtomegmérést végeztem a beadni kivant
gyogyszermennyiségek pontos meghatarozasahoz, amelynek értékeit a 3. tablazat tartalmazza.
Az intravénas gyogyszerbeadashoz az allatok mindkét fiilében, a vena auricularis lateralis-ban
24 G méretii vénakaniilt helyeztem el, annak érdekében, hogy ha éber allapotban nem lehet
elvégezni az iziileti punkciét a mintavétel megfeleld id6pontjaban akkor tiletamin
(1,25 mg/ttkg) és zolazepam (1,25 mg/ttkg) kombinacio (Zoletil 100 (50 mg/ml tiletamin és 50
mg/ml zolazepam) liofilizatum és oldoszer oldatos injekciohoz A.U.V., Virbac, Carros,
Franciaorszag) alkalmazasaval boditottam volna a sertéseket, azonban erre nem volt sziikség a

kisérlet ideje alatt.
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A vakprobak (vér és iziileti folyadék) levétele utan az allatok nyakanak bal oldalan,
intramuszkularisan adtam be florfenikol (Nuflor injekcié A.U.V., Intervet International B.V.,
Boxmeer, Hollandia) injekciot, 30 mg/ttkg dozisban (3. tablazat). Ehhez 20G x 1” nagysagu
tiit és megfeleld nagysagu fecskend6ét hasznaltam. A mintavételi teriileteket szOrtelenitettem,
minden alkalommal klérhexidines szappannal letisztitottam, majd alkohollal ferttlenitettem.
A vérmintak vételéhez az allatok vena cava caudalis-abol 21G x 2” méret( tiit, valamint litium-
heparinos vércsovet hasznaltam. A szindvia kinyeréséhez iziileti punkciot végeztem a carpalis,
tarsalis iziiletekben, folyamatos rotaciéban. A folyamathoz 22 G x 1 %4” méretii it és 1 ml-es
fecskend6t hasznaltam. A vérvételeket 10, 20, 30, 40, 50 perccel, valamint 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
10, 12, 24, 48 és 72 oraval, az iziileti folyadék mintavételeket pedig 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48, 72
oraval a gyogyszerbeadas utan végeztem. A 1482 g-n, 10 percig tartd centrifugéalds utan

levalasztott vérvérplazmat és az iziiletmintakat -80 °C-on, ,,low bind” eppendorf csévekben

taroltam.
3. tablazat: A kisérlet soran alkalmazott gyogyszermennyiségek.
Zoletil Florfenikol (30 mg/ttkg)
Testtomeg (tiletamin 1,25 mg/kg, ) )
zolazepam 1,25 mg/kg) Nuflor (0,1 ml/ttkg) | Aktiv hatéanyag
A-sertés 24,6 kg 1,23 ml 2,46 ml 738 mg
B-sertés 31,2 kg 1,56 ml 3,12 ml 936 mg
C-sertés 26,6 kg 1,33 ml 2,66 ml 798 mg
D-sertés 28,0 kg 1,40 ml 2,80 ml 840 mg
E-sertés 27,8 kg 1,39 ml 2,78 ml 834 mg
F-sertés 36,4 kg 1,82 ml 3,64 ml 1092 mg
G-sertés 30,0 kg 1,50 mi 3,00 ml 900 mg
H-sertés 26,8 kg 1,34 mi 2,68 ml 804 mg

5.2 A florfenikol koncentraciok meghatarozasa
A florfenikol mennyiségi meghatidrozasa Agilent 1100 HPLC rendszerrel osszekapcsolt

Sciex 6500 QTrap tandem tomegspektrométerrel tortént. A mintak el6készitést kovetden
keriiltek mérésre. A mintdkat mérés soran Phenomenex Kinetex XB C18 (50 x 2,1 mm, 2,6pum)
HPLC oszlopon valasztottuk el a matrix komponenseitdl. Eluensként 0,1% hangyasavat
tartalmazo vizet (eluens A) ¢és 0,1% hangyasavat tartalmaz6 acetonitrilt (eluens B)
alkalmaztunk gradiens elticios modban.

A kiindulési 10%-os szerves 0sszetételt 0,5 percig tartottuk, majd 2,5 perc alatt megemeltiik
90%-ra, ahol ujabb 0,5 percig tartottuk. Onnan 0,3 perc alatt hoztuk vissza a kiindulési
Osszetételt, amit 2,2 percig tartottunk. A teljes futdsi id6 igy 6 perc volt. Az eluens aramlasi

sebessége 0,5 ml/perc volt.

19



Ez a folyadékaram kertilt bevezetésre a tomegspektrométer elektroporlasztasos ionforrasaba,
ahol 5000V spray fesziiltség, 40 késziilékegység porlasztd és 35 késziilékegység 450°C-0s
szaritd gazt alkalmazva MRM modban tortént a mennyiségi meghatarozas. A florfenikol
mérése soran a 358,2/241 ¢és a 358,1/170 atmeneteket hasznaltuk. Az iitk6zési energia 35¢V
volt. 5 pontos kalibracios oldatsort hasznaltunk a koncentraciok meghatarozasahoz. A mérés
soran alkalmazott QC mintak 96-102%-nak addédtak. A mérés soran Analyst 1.6.3 szoftvert
hasznaltunk a vezérléshez és a kiértékeléshez is.

5.3 Farmakokinetikai paraméterek

Nem rekeszes farmakokinetikai elemzést végeztem a vérplazmaban és iziileti folyadékban
mért koncentracid értékek alapjan, amely sordn meghataroztam a két kdzeg farmakokinetikai
paramétereit a Microsoft Excel programban futtathatd, ingyenes, menii vezérelt bovitmény
segitségével (pK Solver). Meghataroztam a maximalis hatdéanyag-koncentraciot (Cmax),
valamint a maximalis gyogyszer-koncentracié kialakuldsanak idépontjat (tmax). A 24 oOrara
vetitett koncentracid-idé gorbe alatti teriilet (AUC24n), a végtelenre extrapolalt gorbe alatti
teriilet (AUCo.0) értékeit linearis trapezoid-modszerrel szamoltam ki. Az AUCo-
megegyeztethetd az allandosult plazmakoncentracié mellett kialakult koncentracio-idé gorbe
alatti tertiletével (AUCaanss). Meghataroztam a felezési idot (t12), a teljes test clearance (CI/F)
értekét, valamint az atlagos hatdanyag tartozkodési idét (MRT). A florfenikol esetében a
plazmafehérjékhez vald kotdédés sertések esetében 5% alatti [10, 36], mivel ez elhanyagolhato,
igy a plazmafehérjékkel torténd kotddéssel nem szamoltam.

5.4 Antibiotikum-érzékenység meghatarozasa

A farmakodindmiai elemzéshez 73 db magyarorszagi sertés eredetii, klinikai mintakbol
szarmazé Streptococcus suis izolatum MIC-értékét hataroztam meg in vitro mikrohigitasos
modszerrel, 96 lyuka microplate segitségével.

A korabban -80°C-on, krioprotektiv modon tarolt izolatumokat felolvasztasat és megfeleld
homogenizalasat kovetden folyékony CA-MHB (Mueller-Hinton Broth 2, Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) taplevesbe oltottam. Az inkub4cidt az ajanldsoknak megfelelden, 5%
CO:z jelenlétében végeztem 37 °C-on, 24 oran keresztiil. Szilard taptalajra, véresagarra (Bak-
Teszt Kft., Budapest, Magyarorszdg) harom parhuzamos higitasi sor kioltdsaval hataroztam

crer

izolatum esetében.
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A 96 lyukt mikroplatek minden soranak els6 10 lyukaban 2-es alapt florfenikol higitasi sort
készitettem, amely soran 32 pg/ml koncentraciotol kezdve 0,063 pg/ml higitasig jutottam el.
Ehhez az els6 oszlop kivételével 90 pl CA-MHB-levest helyeztem a mikroplate soraiba, az elsé
automata nyolccsatornas pipetta segitségével 90-90 ul folyadékot mértem at a kovetkezo
oszlopba, elfelezve igy a koncentraciokat, majd ezt a folyamatot a 10. oszlopig ismételtem. A
10. oszlopbdl, amely a kisérletben hasznalt legkisebb koncentraciot tartalmazta, 90-90 pl
oldatot eltavolitottam. Az elsé 10 oszlop teriiletén talalhatd oldatok mindegyikébe a tomény
baktériumszuszpenziok 24-szers higitasat kovetéen 10 pl baktériumszuszpenzidt juttattam, igy
a kiindulas soran minden oldatban nagyjabél 10° TFE/ml volt a kezdeti baktérium koncentracio.
Az utols6 két oszlopot negativ és pozitiv kontrollként hasznaltam. A negativ kontroll oszlopba
csupan 90 ul CA-MHB leves keriilt, az esetleges bakterialis befert6z0dés detektalasara, mig a
pozitiv kontrollba oltott baktériumszuszpenzié alapjan meghatarozhattam, hogy az altalam
vizsgalt baktérium ténylegesen felszaporodott-e a vizsgalat soran.

Az elkésziilt mikroplate-eket 5% CO; jelenlétében, 37 °C-on, 24 6ran keresztiil inkubaltam,
majd az inkubacios id6 leteltével szabad szemmel olvastam le a MIC-értékeket. Ehhez azt a
legkisebb florfenikol koncentraciot valasztottam ki, amelyben nem detektaltunk jol lathatd
zavarosodast. A 73 izolatum Osszesitett eredményeibdl meghataroztam a MICso, valamint
MICgyo értékeket.

5.5 Invitro iziileti folyadék modell kialakitasa

A florfenikol hatékonysaganak vizsgalatahoz egy in vitro iziileti folyadék modellt hoztam
létre, amelyet a kovetkezOképpen épitettem fel. A baktériumok szaporitdsdhoz sziikséges iziileti
folyadék mintakat a kisérleteket megeldzd 24 6ran beliil vettem le, klinikailag egészséges ¢és
kezeletlen sertésekbdl, amelyektdl diagnosztikai célbodl is vettek iziileti folyadék mintakat. A
mintavételek sordn az iziiletek borfelszinét megfeleléen elokészitettem, vagyis a szor
leborotvalasat kovetden fertdtlenitettem majd steril tii és 1 ml-es fecskendé alkalmazésaval
nyertem ki a szinovialis folyadékot. A fecskendéket ezt kovetden 4 °C-on hiitve szallitottam,
majd labor koriilmények kozott laminaris boksz alatt tavolitottam el a tiiket a fecskenddkrol,
ezzel is elkeriilve a mintdk kontaminalddasat. Ezt kovetéen minden mintdbol 10 pl-t
véresagaron szélesztettem és 18 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam, hogy az iziileti folyadékok
sterilitdsat ellendrizzem. A lamindris boksz alatt a mintédkat kiilon-kiilon steril eppendorf
csovekbe helyeztem és hiitében 4 °C-on taroltam a kisérlet kezdetéig. Abban az esetben, ha
fagyasztottam a mintakat, akkor erds gélesedést tapasztaltam, igy az iziileti folyadékok

alkalmatlannad valtak a tovabbi munkafolyamatokhoz.
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A kisérlet kezdete elott ellendriztem a véresagarok eredményeit €s csak azon iziileti folyadék
mintakat vontam be a kisérletbe, amelyek sterilek voltak, majd ezen mintdkat 9:1 ardnyban
elegyitettem steril fiziologias sooldattal (Salsol oldatos infuzio, TEVA Gyogyszergyar Zrt.,
Debrecen, Magyarorszag), amellyel a kontroll (0 ug/ml florfenikol) minta kivételével bevittem
a megfeleld florfenikol mennyiséget a 2-es alapt higitasi sor kialakitasdhoz (0,125; 0,25; 0,5;
1;2; 4, 8; 16 pg/ml), illetve a szinovialis folyadék konnyebb kezelhetdségének érdekében. Ezen
oldatokat alkalmaztam az 61ési gorbe felallitasahoz.

5.6 Invitro dlési gorbe szindvia, szérum és CA-MHB kozegben

Az Olési gorbe felallitaisahoz egy CA-MHB levesben 2 pg/ml-es MIC-értékiire
meghatarozott S. suis izolatumot valasztottam ki, amelyet a kdvetkezokben SS140-nek jeldlok.
Ennek az izolatumnak késébb Ujra meghatdroztam a MIC-értékét mind a harom kozegben,
vagyis kiilon szindviaban, szérumban és CA-MHB levesben. Ezt kovetéen CA-MHB levesben,
sertés eredetli szérumban ¢és az el6z0 fejezetben leirt modon eldallitott sertés eredetli iziileti
folyadékban kettes alapu florfenikol higitasi sort készitettem, amely soran a 0,125-16 pg/ml-es
vizsgalatait mindharom kozegben, florfenikol mentesen végeztem el, amelyeket kontroll
gorbéknek vettem. Az SS140-es izolatumot egy napig az 61ési gorbe felallitasa elott egységesen
CA-MHB levesben, 18 oran keresztiil, 37 °C-on inkubaltam, hogy a megfelelé baktérium
koncentraciot elérjem. A kiinduldsi  koncentracid6 meghatdrozasdhoz a tomény
baktériumszuszpenziobol 10-es alapt higitasi sort készitettem ¢és minden higitasbol 3
parhuzamos véresagarra torténd szélesztésével €16 baktérium sejtszdm meghatarozast végeztem
az inkubdcids 1d6 letelte utdn, majd az elézdleg elkészitett florfenikol-oldatok mindegyikébe
tomény baktériumszuszpenziot mértem be ugy, hogy a kiindulasi baktérium koncentraciod
minden esetben 6,5*10% volt. Az oldatokat 5% CO; jelenlétében, 37°C-on, 24 6raig inkubaltam.
A kezdeti koncentracio értékeként 6,5%10* TFE/ml értéket kaptam, azonban a szamitasokhoz
ennek a 10-es alapt logaritmikus értékét, 4,81 logioTFE/mI-t hasznaltam. A baktérium
beoltastol szamitott 24 ora leteltével a 3 kiilonbozd kozeg, minden kiilonbozd florfenikol
parhuzamos szélesztést végeztem el véresagaron az €16 baktérium sejtszam meghatarozashoz,
majd ezt kdvetden ijabb 24 o6ran keresztiil, 37 °C-on inkubaltam a kioltott mintakat. Majd ezt
kovetden a szérumban, a szindvidban és a CA-MHB levesben is meghataroztam a 24 6ras ¢16

baktérium sejtszdmot a kontrollban ¢€s a kiilonb6z6 florfenikol koncentraciokban.
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5.7 PK/PD analizis

5.7.1 PK/PD modell felallitasa in vitro koriilmények kozott (szinovia, szérum, CA-
MHB)

Az SS140-es izolatum oOlési gorbéibdl szarmazd AUC24/MIC adatok modellezésére a

szigmodialis Emax gatlasi egyenletet (1. egyenlet, Hill-egyenlet)[53] alkalmaztam a Phoenix
WinNonLin 8.1 nem linedris regresszios szoftver (Certara, Princeton, USA) segitségével az ¢l
baktérium sejtszam logio alapi valtozasanak (logio TFE/ml) és az AUC24/MIC-nek a
grafikonjainak elorejelzésére. Ebben az esetben az in vitro AUCys értékét az 6lési gorbék
felallitdsa soran alkalmazott florfenikol koncentraciokbdl szamitottam ki 24 Orara vetitve,
illetve az SS140-es izolatum kiilonboz6 koézegekben (szinovia, szérum, CA-MHB)
meghatarozott MIC-értékeit vettem alapul, amelyet az 5. tablazat mutat be. Ez alapjan, ha
példaul a szindvidban a 0,125 pg/ml-es koncentracion, 24 oran keresztiil inkubaltam az
1 pg/ml-es MIC-értékii SS140-es izolatumot, akkor AUC2s értékét 3 pg/ml*h-nak vettem,
illetve az AUC24/MIC értékét 3 dranak. A PK/PD (AUC24/MIC) hatarértékeket a 24 oras
inkubéciot kdvetden a baktériumok szaporodas gatldsanak 2 szintjére hatdroztam meg: E = 0,
vagyis az ¢ldsejtszam (TFE/ml) 0 logio csokkenése, amely bakteriosztatikus hatasnak felel meg,
az E = -1, vagyis az éldsejtszam (TFE/ml) 1 logio csokkenése, amely baktericid hatasnak felel
meg Toutain és mtsai. alapjan [53].

B * GES™™

0 ECSGOamma + C(Gtglmma

E=E

1. egyenlet: Hill-egyenlet. E= logyo alapt él6sejtszam valtozas, Eo=kezdeti, 10g1o alapt baktérium
él6sejtszam, Emaxc=maximalis (valasz) 61ési képesség, C=AUC2/MIC, ECso= florfenikol in vitro
koncentracio, amely a maximalis 6lési képesség felét képes kifejteni Gamma= Hill-koefficiens (a
gorbe meredeksége) [53].

5.7.2 PK/PD integracio (AUC2nss/MIC, %T>MIC)
Az in vivo kisérletben kapott farmakokinetikai értékek alapjan, valamint az in vitro

antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok eredményeibdl kiszamoltam a florfenikol esetében
alkalmazott PK/PD indexeket, vagyis meghataroztam az AUC24nss/MICso és AUC24nss/MICg0
értékeket, illetve a %T>MICso és %T>MICq értékeket az 2. egyenlet alapjan.

*

Cmax 100
%T > MIC = LN( ) *

MIC Tau

2. egyenlet: %T>MIC kiszamitasa. %T>MIC= idétartam, amig a szabad hatdéanyag koncentracidja a
MIC érték felett van, MIC= minimalis gatldé koncentracio, cmax= maximalis gyogyszer-koncentracio,
MR T=hatbanyag atlagos tartozkodasi id6, Tau= gydgyszeradagolasi intervallum [53].

5.8 Statisztika
A kutatas adatain a Microsoft Excel, illetve a WinNonLin szoftver segitségével végeztem

statisztikai elemzéseket, amelyekben atlagot, szorast és standard hibat hatdroztam meg.
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6. Eredmények

6.1 Invivo farmakokinetikai kisérlet
A kisérlet soran minden sertés klinikailag egészséges maradt, a tervezett vér- és iziileti

folyadék mintavételek sikerrel zarultak.
6.2 Farmakokinetikai paraméterek

A 30 mg/kg dozisban egyszeri alkalommal, intramuszkularisan beadott florfenikol
legfontosabb, sertés vérplazmara és iziileti folyadékra jellemzd farmakokinetikai paramétereit
(Cmax, tmax, tr2, AUC2an, AUCasnss, AUCo, Cl, MRTo.c) az 4. tablazat foglalja 6ssze. Az
altalam végzett in vivo kisérletben a florfenikol a maximalis hatéanyag-koncentraciot
(Cmax=8,15 pg/ml) 1,4 ora alatt érte el, az iziileti folyadékban 1,75 dra idépontban mértem a
legmagasabb, 4,51 pg/ml florfenikol-koncentraciot. A vérplazmaban a felezési id6 17,93 ora, a
teljes test clearance 0,18 (mg/kg)/(ug/ml) volt, az iziileti folyadékban ezen paramétereket 12,27

ordban ¢és 15,80 (mg/kg)/(ng/ml)-ben hatdroztam meg. Az AUC24h és AUCo. szamitott értékei
a vérplazmaban kovetkezetesen 104,77 pg/ml*h és 170,34 pg/ml*h, illetve az iziileti
folyadékban 44,12 pg/ml*h és 68,14 pg/ml*h voltak. A hatéanyag atlagosan a vérplazmaban
25 oraig, az iziileti folyadékban 19,74 6raig tartozkodott. Az 1. abra mutatja be a 30 mg/kg
dozisban alkalmazott florfenikol koncentracié-idé gorbéjét az intramuszkularis beadast
kovetden, amelyen az iziileti folyadék esetében jol tikrozodik a flip-flop kinetika.

4, tablazat: 30 mg/kg dozisban, intramuszkularisan alkalmazott florfenikol farmakokinetikai
paraméterei egyszeri beadast kovetden sertés vérvérplazmaban és iziileti folyadékban. Cmax= maximalis
plazmakoncentracid, tmax= Cmax kialakulasahoz sziikséges 1do, tio= felezési id6, AUCoum= 24 Orara

exprapolalt koncentracio-ido gorbe alatti teriilet, AUCo..— végtelenre exprapolalt koncentracio-idd
go6rbe alatti teriilet CI/F= teljes test clearance, MRT=hatdanyag atlagos tartozkodasi idé.

PK értékek Mértékegység Vérplazma iziileti folyadék
Cmax pg/ml 8,1543,11 4,51+1,16
tmax h 1,40+0,66 1,75+1,16
tu2 h 17,93+11,68 12,27+7,45
AUC2n pg/ml*h 104,77421,65 44,12+17,23
AUC.. =AUC24nss pg/ml*h? 170,34+31,03 68,14+31,33
Cl/F (mg/kg)/(ng/ml) 0,18+0,03 15,80+7,88
MRTo- h 25,00+15,18 19,74+12,04
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1. abra: A 30 mg/kg doézisban, egyszeri intramuszkularis beadassal alkalmazott florfenikol
koncentracio-id6 gorbéje sertés vérplazmaban és iziileti folyadékban, szemi-logaritmikus skalan
abrazolva.

6.3 AS. suis izolatumok florfenikollal szembeni érzékenysége
A 73 darab, sertésekbOl szarmazo S. suis izolatum florfenikol-érzékenységét a 2. abra

foglalja 0ssze. A vizsgalt torzsekbdl 42 darab, tehat a torzsek 57,5%-a bizonyult érzékenynek
20,5%, azaz 15 darab mutatott mérsékelt érzékenységet, mig 16 torzs, dsszesen 21,9% mutatott
rezisztenciat a florfenikollal szemben a CLSI hatarértékei alapjan [101]. Az izolatumok MICso
és MICoo értéke 2 pg/ml, illetve 8 pg/ml volt.
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2. abra Magyarorszagi, sertés eredetii S. suis izolatumok minimalis gatl6é koncentracio (MIC) értékei a
MICsp €s MICq értékekkel megjeldlve.
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6.4 Invitro iziileti folyadék modell kialakitasa
Az 6lési gorbék eredményeit Osszehasonlitva sikeresen alakitottam Ki in vitro koriillmények

kozott sertés iziileti folyadék modellt, amelyet aztan sikeresen alkalmaztam S. suis tenyésztésre,
illetve kiilonb6z6 florfenikol koncentraciokon torténd dozis-valasz gorbe kialakitasara és annak
elemzésére.

6.5 Invitro 6lési gorbe szinovia, szérum és CA-MHB kozegben
Az in vitro 61ési gérbékben alkalmazott SS140-¢s izolatum sertés eredetii szindvidban mért

MIC-értéke 1 pg/ml, mig a sertés eredetli szérumban, illetve a CA-MHB levesben mért MIC-
értéke egységesen 2 pg/ml volt. Az 6lési gorbék eredményeit az 5. tablazat mutatja be,
amelyben lathat6, hogy a 3 kiilonb6z6 kozegben térténd inkubalast kovetden az SS140-es
izolatum logio alapu éldsejtszam valtozasaban (E) sem a kontroll (0 pg/ml florfenikol), sem a
florfenikolt kiilonb6z6 koncentracidkon tartalmazo kdzegekben nem volt szignifikans eltérés.

5. tablazat: A kisérlet soran elvégzett 61ési gorbe eredményei sertés iziileti folyadék, vérplazma és
CH-MHB levesben torténé inkubalast kovetden. Crorfeniko™= florfenikol koncentracio, AUCz4= in vitro
koncentracio-idé gorbe alatti teriilet , MIC= minimalis gatlo koncentracio, to= kiindulési logio alapu
baktérium €losejtszam, tos= 24 ora elteltével mért logio alapu baktérium éldsejtszam.

Chiorfenikot | AUC2s | AUC24/MIC to t24 E

Kozeg logio logio l0g10
gl gty el | TEEML | TFEMI

0 0 0 4.81 10.49 5.68

= | 012 3 3 4.81 10.45 5.63
| 0.25 6 6 4.81 10.29 5.47
£ 05 12 12 4.81 9.55 4.73
2L 1 24 24 4.81 5.11 0.3
& 2 48 48 4.81 4.25 -0.56
O 4 96 96 4.81 3.86 -0.96
= 8 192 192 4.81 3.46 -1.35
16 384 384 4.81 2.6 2.21

0 0 0 4.81 9.4 4.59

= [ 0125 3 15 4.81 9.05 4.24
| 0.25 6 3 4.81 8.3 3.48

g S| 05 12 6 4.81 8.24 3.43
S 1 24 12 4.81 7.05 2.24
a g 2 48 24 4.81 4.31 -0.51
O 4 96 48 4.81 4.3 -0.51
= 8 192 96 4.81 3.83 -0.99
16 384 192 4.81 3.08 -1.73

0 0 0 4.81 9.25 4.44

= 0125 3 15 4.81 10.12 5.31
W | 0.25 6 3 4.81 9.32 451
23 05 12 6 4.81 8.1 3.28
= L 1 24 12 4.81 6.31 1.49
S 3 2 48 24 4.81 4.09 -0.73
O 4 96 48 4.81 3.99 -0.82
= 8 192 96 4.81 3.78 -1.03
16 384 192 4.81 3.51 -1.31
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6.6 PK/PD analizis

6.6.1 PK/PD modell in vitro kériilmények kozott
A szigmodalis Emax gatlasi egyenlet (1. egyenlet) alapjan meghataroztam a kiilonboz6

kozegekben PK/PD hatarértékeket, vagyis azokat az AUC24/MIC hatérértékeket, ahol a
florfenikol a fert6zés helyén feltételezhet6en bakteriosztatikus hatast ér el (E = 0), illetve ahol
nem immunszupresszalt egyedekben baktericid hatast ér el (E = -1). Az egyenlet eredményeit

a 6. tablazat mutatja be.

6. tablazat: A szigmoidalis Emax gatlasi egyenlet alapjan meghatarozott PK/PD hatarértékek sertés
iziileti folyadékban, szérumban illetve CA-MHB levesben. Ema—=maximalis (valasz) 6lési képesség,
ECso= florfenikol in vitro koncentracid, amely a maximalis 61ési képesség felét képes kifejteni
Eo=kezdeti baktérium ¢€lésejtszam, Gamma= Hill-koefficiens (a gorbe meredeksége).

-y iziileti folyadék Szérum CA-MHB
Paraméter Merteks Standard Standard Standard
egyseg | Atlag hiba Atlag o Atlag hiba
Emax 1/h 6,98 0,43 5,69 0,58 6,03 0,38
EC50 mg/l 18,44 1,75 14,03 2,53 10,18 1,09
EO - 5,65 0,32 4,28 0,35 4,85 0,26
Gamma - 4,05 1,10 1,93 0,61 2,33 0,51
AUC»/MIC
bakteriosztatikus hatas h 26,42 - 25,02 - 18,81 -
(E=0)
AUC24/MIC
baktericid hatas h 38,83 - 53,05 - 46,24 -
(E=-1)

6.6.2 PK/PD integracio (AUC2shss/MIC, %T>MIC)
A PK/PD integracioval meghataroztam a 30 mg/kg dozisban, intramuszkuldrisan

alkalmazott florfenikol, 24 orara kivetitett dllandosult gyogyszer-koncentracioja mellett a sertés
vérplazmaban és iziileti folyadékban az AUC24nss/MICsp és AUC24nss/MICo0 indexek, illetve a
%T>MICsp és %T>MICgo indexek értékeit, amely eredményeket a 7. tablazat mutatja be.

7. tablazat: 73 S. suis izolatum MICsg (2 pg/ml) és MICqg (8 ug/ml) értékeire integralt PK/PD indexek

crcr

folyadékban, 30 mg/kg dézisban, egyszeri intramuszkularis beadast kdvetden.

PK/PD index Mértékegység Eredmény
%T>MICso = 117,04 + 43,60
Vérplazma %T>MICgo = -27,34+54,96
AUC24hss/MICso h 85,17£15,52
AUC24nss/MICoo h 21,29+3,88
%T>MICso = 59,45+37,49
Lo, . %T>MICyo - -54,56+50,18
Iziileti folyad€k |, ;= /MICs h 34,07+15,67
AUC24nss/MICao h 8,52+3,92
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7. Megbeszélés/Kovetkeztetések
Kutatasomban, 30 mg/kg dozisban, intramuszkularisan, egyszer alkalmazott florfenikol

farmakokinetikai tulajdonsagait vizsgaltam sertés vérplazmaban ¢és iziileti folyadékban.
Els6ként a hatéanyag farmakokinetikai paramétereit hataroztam meg in vivo kisérlet soran,
mely adatok nem mutatnak jelentds eltérést a nemzetkozi szakirodalomban talalhatd adatoktol.
A vérplazmaban mért Cmax 8,15 £ 3,11 pg/ml volt, ezt 1,40 £ 0,66 ora alatt érte el. Ez az érték
nagyobb, mint a korabbi, ugyanezen adagolas alapjan alkalmazott florfenikolrdl szolo, Lei és
mtsai. altal publikalt értéknél, ahol a Cmax 4,44 + 1,02 pug/ml volt és ezt 4 + 1,34 ora alatt érte el
(tmax) [46]. A felezési id6 az ugyanezen publikacioban meghatarozott értékhez
(t12=14,46 = 1,84 h) [46] hasonlo volt, mivel a kutatisomban 17,93 + 11,68 ora értéket
hataroztam meg. A koncentracio-ido gorbe alatti teriiletek vonatkozaséban is a korabban leirt
adatokhoz hasonlo értékeket kaptam a kisérlet soran, Lei és mtsai 88,85 + 6,72 pg/ml*h AUC2sn
¢s 158,56 13,46 pg/ml*h értékekrdl szamoltak be [46], a kisérletemben ugyanezen
paraméterckre 104,77 + 21,65, illetve 170,34 +£31,01 pg/ml*h értékeket szamitottam ki. A
hatéanyag atlagos tartozkodasi idejében (MRT=26,11+3,24 h) [46] sem kaptam
szignifikansan eltérd adatokat, a florfenikol atlagosan 25,00 + 15,18 orat tartézkodott a vizsgalt
sertések vérplazmajaban.

Sertés iziileti folyadékban vizsgalt farmakokinetikai adatokat eddig még csak 15 mg/kg
dozisban, intramuszkularisan alkalmazott florfenikol esetén publikaltak [43]. Ebben az
alkalmazasi modban a 2,73 £+ 1,2 pg/ml maximalis gydgyszer-koncentracio6 3,4 + 1,67 ora alatt
alakult ki [43]. 30 mg/kg dozis esetén 4,51 £ 1,16 pg/ml maximalis gydgyszer-koncentracio
(Cmax) értéket hataroztam meg, amelynek kialakulasahoz (tmax) 1,75 & 1,16 oOrara volt sziikség.
A korabban publikalt kisebb do6zisu alkalmazasi modban a felezési id6 (ty2) 21,01 + 13,19 6ra
volt, és a florfenikol atlagosan 27,39 £ 17,16 6rat (MRT) tartozkodott a sertés iziileti
folyadékban [43]. A kutatadsom soran ezen paraméterek értékei 12,27 + 7,45 ora felezési id6
(tie), illetve 19,74 + 12,04 atlagos hatdanyag tartdzkodasi id6 (MRT) volt.

A florfenikol 15 mg/kg dozisban, intramuszkuléris alkalmazasban torténd hasznalatarol
sz016 korabbi publikacioban [43] feltételezték, hogy az allandosult plazmakoncentracio melletti
AUC24hss érték akkor valosulhat meg a sertések szervezetében, ha 30 mg/kg felt6td dozis utan
alkalmazzak a hossza hatastartamu florfenikol készitményeket, majd 24 o6ranként 15 mg/kg
fenntarté dozisban. Ez a kisérletemben szamitott AUC24nss vérplazaban (170,34 + 31,03
pg/ml*h) és iziileti folyadékban mért (68,14 = 31,33 pg/ml*h) értékek alapjan tovabbra is
feltételezhetd.
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Egy masik korabbi publikacidban, egészséges és klinikai arthritis tiineteit mutat6 lovakban,
amoxicillinnel torténd kutatas soran az iziileti folyadékban nagyobb és tovabb tartd hatdbanyag
koncentraciokat mértek az iziiletgyulladasban szenvedd egyedek esetén, mint az egészséges 16
iziileti folyadékban [102]. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy a florfenikol is képes hosszabb
ideig és nagyobb gyodgyszer-koncentracio értékeket elérni klinikai acut arthritis esetén, ami
még hatékonyabba teheti a florfenikollal torténd kezelést.

A 73 db, magyarorszagi, sertés eredetii, klinikai elvaltozasokat okozé S. suis izolatum MIC
értékei az eddigi publikaciokban megjelentekhez hasonld eloszlast mutatnak. Eszerint az
altalam vizsgalt hazai izolatumok 6,8%-a, 5 db rendelkezett <0,06 pg/ml MIC-értékkel, 4,1%-
a, azaz 3 db MIC-értéke 0,125 pug/ml volt. Kett6 db, vagyis a vizsgalt izolatumok 2,7%-a esetén
a MIC-érték 0,25 pg/ml volt, mig 4,1%, azaz 3 db esetén volt 0,5 ug/ml .1 pg/ml MIC-értékii
volt az izolatumok 9,6%-a (7 db), mig 30,1%, azaz 22 izoldtum szaporodasanak gatlasahoz
2 ng/ml minimalis florfenikol koncentracio volt sziikséges. A CLSI [101] hatarértékei alapjan
mérsékelt érzékenységet jelentd, 4 pg/ml MIC-értéket hatdroztam meg az izolatumok 20,5%-
anal (15 db). Rezisztensnek bizonyult florfenikollal szemben 16 izolatum, amelyek koziil 9 db,
azaz a vizsgalatban szerepld Osszes baktérium 12,3%-a esetén a MIC-érték 8 pg/ml, 4,1%-a
(3 db) esetén 16 pg/ml, valamint 5,5%-ban 32 pg/ml értéknél nagyobb MIC-értéket hataroztam
meg. gy Osszesen a vizsgalt baktériumok tobb, mint fele, vagyis 57,5%-a érzékenységet,
20,5%-a mérsékelt érzékenységet, valamint 21,9% rezisztenciat mutatott a florfenikollal
szemben. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban végzett kutatasban az izolatumok 2 és 4 ug/ml
MIC értékeket mutattak [63]. Thaifold teriiletén 2018-2020 kozott végeztek nagyszabasu
felmérést, 246 db S. suis torzs érzékenységét vizsgalva kiilonb6zé antibakterialis
hatéanyagokra. Ebben a kutatasban a MIC-értékek 1 pg/ml és 16 pg/ml kozottiek voltak, a
mintak tobb, mint 50%-a rezisztensnek bizonyult florfenikollal szemben a CLSI iranymutatasa
alapjan [101, 103]. Az U.S.A. teriiletén a MICsp és a MICqp értékek is a mérsékelten érzékeny
kategoriaba tartozo 4 pg/ml értékiiek voltak [63]. A Thaifoldon vizsgalt baktérium-
populacioknak 4 ug/ml volt a MICs és 8 pg/ml a MICqo értéke [103]. A kutatasi eredményeink
és a felsorolt publikaciok alapjan is kijelenthetd, hogy a S. suis okozta fertézések kezelését nem
ajanlott megfeleld, mikrohigitasos modszeren alapuld antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok

folyamatos monitoringszerii elvégzése nélkiil alkalmazni.
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A florfenikol hatékonysagat S. suis baktériummal szemben egy in vitro modell segitségével
végeztem, egy ugynevezett 0lési gorbe felallitasaval sertés iziileti folyadék, sertés szérum és
CA-MHB kozegekben. Ehhez az SS140 jelolést S. suls izolatumot valasztottam Ki referencia
baktériumtorzsként. Toutain és mtsai. [53] publikdcidja alapjan az eltéré kozegek
befolyéasolhatjak a baktérium minimalis gatld koncentracio értékét az antibakterialis szerekkel
szemben, igy mindharom folyékony ,taptalajban” kiilon-kiilon meghatdroztam az SS140
izolatum MIC-értékét. A szindviaban ennek eredménye 1 pg/ml, szérum és CA-MHB leves
esetén pedig 2 pug/ml volt, ezek nem szamitanak szignifikans eltérésnek. A kiindulasi baktérium
¢lésejtszam meghatarozast szélesztéssel végeztem, ennek logio értékét (4,81 logio TFE/mI),
valamint a korabbi, in vitro kisérletben meghatarozott farmakokinetikai értékeket hasznaltam
fel a bakteriosztatikus valamint baktericid hatdshoz sziikséges AUC24/MIC hatarértékek
meghatarozasara a Hill-egyenlet alapjan. A kisérletben kapott adatok alapjan Lei és mtsai
publikaciojaval [46] ellentétben a florfenikolra vetitve nem tudtuk meghatarozni a 3
nagysagrendli baktériumszam csokkenést jelentd baktericid hatashoz, illetve 4 nagysagrendii
csokkenésben meghatarozott eradikacios képességhez sziikséges AUC24/MIC értéket. Toutain
¢és mtsai. [53] publikaciojukban azonban kimondjak, hogy immunszupresszio jelenléte nélkiil a
humangyo6gyaszathoz hasonléan az allatorvoslasban is alkalmazhaté a PK/PD szamitasokban
az E=-1 érték hasznalata a baktericid hatas elrejelzéséhez. Ennek eredményeképp a baktérium
szaporodas megakadalyozasahoz (E =0) sziikséges 26,42 o6ra nagysagi AUC24/MIC
hatarértéket, mig a baktérium élésejtszam 1 logio mennyiségli csokkenését jelentd (E = -1),
megfeleld immunstatuszi allatokban baktericid hatas kifejtéséhez 38,83 ora AUC24/MIC
hatarértéket hatdroztam meg a szindviaban, mig a vérplazmaban ugyan ezen értékek 25,02 6ra
(E=0) és 53,05 ora (E =-1) volt. Sertések esetében a megfelelé immunstatusz alatt a nagy
gazdasagi kartételeket okozd fertdz6 megbetegedésektdl mentes allomanyokat értjiik, illetve
egyedszinten értelmezve a azon S. Suis okozta megbetegedéseket, ahol mas fert6z6 agens

jelenléte nem feltételezhetd, illetve a tartds- és takarmanyozas technologiaja sem kifogasolhato.
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A kisérletemben, a hazai S. suis izolatumok esetén meghatarozott 2 pg/ml-es MICso érték
integralasaval a PK/PD analizis alapjan kijelenthetjiik, hogy a florfenikol 30 mg/kg do6zisban,
intramuszkularisan alkalmazva, a vérplazmaban elért 85,17 + 15,52 6ra AUC24nss/MICsp érték
megvaldsulasaval feltételezhetjiik a baktericid hatést a sertések szervezetében, mig sertés iziileti
folyadékban, 34,07 + 15,67 AUC24nss/MICsg értékkel csak a bakteroisztatikus hatas varhato el
a fertdzés helyén. A 8 pg/ml-es MICgo érték integraldsa esetén sem a vérplazmaban
(AUCosnss/MICgo= 21,29+3,88 h), sem az izileti folyadékban (AUC24nss/MICoo=
8,52 + 3,92 h) nem tudjuk elérni a bakteriosztatikus hatashoz sziikséges PK/PD hatarértéket,
ami felhivja a figyelmet az antibakterialis szerek hasznalata el6tti antibiotikum-érzékenységi
vizsgalatok sziikségszeriiségére.

A florfenikol tartalmii engedélyezett allatgydgyaszati készitmények ajanlott dozisa 15
mg/kg, im., 48 éranként, vagyis a kisérletemben alkalmazott 30 mg/kg dozis eltér az
engedélyezett adagolastol, igy ebben az alkalmazisi mdédban mér az allatorvos felelosége
meghatarozni az élelmezés-egészségiigyi varakozasi id6t. A kisérletben alkalmazott
készitmény a florfenikol tartalmt készitmények koziil az eredeti, igy a kapott informaciok
alkalmazhatdak a florfenikol tartalmt generikum készitményekre is S. suis okozta szeptikémia
¢s iziiletgyulladas kezelése esetén, amellyel kapcsolatban 6sszeségében az jelenthetd ki az
eddigi szakirodalmi adatok és kutatisom eredményei alapjan, hogy a S. suis okozta fertézések
kezelésében a florfenikol alkalmazdsa csak pontos, mikrohigitasos moddszerrel torténd
antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokra (MIC-érték meghatarozas) alapozhatoak, mivel a S.
suis torzsek érzékenysége a florfenikollal szemben nagyon sziik hatarok kozott mozog. A
mikrohigitdsos modszerekre a PK/PD hatarértékek alkalmazhatosdgahoz van sziikség, mivel ez
alapjan lehet felhasznalni az iziileti fert6zésekbdl és szeptikémiakbol izolalt S. suis torzsek
okozta megbetegedések kezeléséhez, amelyre a hosszan fenntarthatd antibakterialis terapiak
miatt van sziikség, illetve ezzel csokkenthetd a florfenikollal szemben rezisztens S. suis
baktériumtdrzsek szelekcidjanak esélye a sertések esetében, melynek koz- és allategészségiigyi

jelentésége kiemelkedo.
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8. Osszefoglalo
A florfenikol a fenikolok csoportjaba tartoz6 kis molekulatomegii, széles antibakterialis

spektrummal rendelkezé hatéanyag, amely a Gram-pozitiv és a Gram-negativ baktériumokkal
szemben is bakteriosztatikus hatasmoddal rendelkezik. Kivaldan felszivodik intramuszkuldris,
szubkutan és szajon at torténd alkalmazast kovetden is, illetve ehhez hasonléan kivaloan
megoszlik a szervezetben, igy a specialis membranokon is képes atlépni. Kutatasom elsédleges
célja, hogy a nagy dozisban (30 mg/kg), intramuszkularisan alkalmazott florfenikol
farmakokinetikai tulajdonsagait meghatarozzam sertés iziileti folyadékban, illetve ennek az
alkalmazasi modnak a jelentdségét vizsgaljam a Streptococcus suis okozta iziiletgyulladasok
kezelésében.

A vizsgalatokat 8 db, 28,93 + 3,64 kg testtomegli Danbred artany sertéssel végeztem el,
amelyben a florfenikol dézisat az engedélyezett készitmények hasznalati leirasatol eltéréen 15
mg/kg helyett 30 mg/kg dozisban hataroztam meg, intramuszkularis beadasi moddal, egyszeri
alkalommal. A kisérlet allat fazisaban vérvérplazma és iziileti folyadék mintakat gy(jtottem egy
alkalommal a gyogyszerbeadast megeldzben, illetve azt kovetéen a kovetkez6 idédpontokban
vettem vért: 10, 20, 30, 40, 50 és 60 perccel, illetve 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 12, 24, 48 és 72 6raval,
illetve iziileti folyadékot: 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 és 72 oraval. A vérvérplazmaban és az iziileti
MS/MS) segitségével hataroztam meg, tobbszords reakciokovetési modban (MRM), amely a
modszer megfeleld érzékenységét és szelektivitasat biztositotta.

A florfenikol a beadast kovetéen 1,40 + 0,66 oraval (tmax) érte el a maximalis koncentraciot a
vérvérplazmaban (Cmax=8,15 + 3,11 pg/ml), mig az iziileti folyadékban 1,75 + 1,16 6ra (tmax)
elteltével (Cmax=4,51+1,16 pg/ml). Avérvérplazmaban a felezési id6 (t12) 17,93+ 11,68 6ra, mig
az iziileti folyadékban 12,27 + 7,45 6ra. A gorbe alatti teriilet értéke 24 orara kivetitve (AUC24n) a
vérvérplazmaban 104,77 + 21,56 pg/ml*h, mig az iziileti folyadékban 44,12 + 17,23 pg/ml*h.

A farmakokinetikai vizsgalatokat kovetéen 73 db, sertés eredetii Streptococcus suis
izolatumnak hataroztam meg a minimalis koncentracio értékét (MIC) florfenikollal szemben
mikrohigitasos modszert alkalmazva. A MIC-értékek alapjan kiszamoltam a MICso (2 pg/ml) és
MICg (8 ng/ml) értékét. A farmakokinetikai és farmakodinamiai adatok felhasznalasaval
elvégeztem a PK/PD integraciok koziil a % T>MIC-t és az AUC24/MIC-et, amelyek alapjan a
florfenikolra nézve 2 pg/ml-es vagy annal kisebb MIC-értéki S. suis torzsekkel szemben a
florfenikol 30 mg/kg dozisban, intramuszkularisan alkalmazva baktericid hatast is képes kifejteni
szeptikémia esetén, mig izliletigyulladas esetén csak bakteriosztatikus hatast képes kifejteni a 2

ug/ml-es MIC-érték alatti S. suis torzsekkel szemben.
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9. Summary
Florfenicol is a low molecular weight drug from the phenicol group with a wide antibacterial

spectrum, which has a bacteriostatic mode of action against both Gram-positiv and Gram-
negative bacteria. It is excellently absorbed after intramuscular, subcutaneous and oral
administration and similarly, it is excellently distributed throughout the body, so it can also cross
special membranes. The primary goal of my research is to determine the pharmakokinetic
properties of florfenicol administered intramuscularly in high doses (30 mg/kg) in pig synovial
fluid and to investigate the importance of this method of application in the treatment of arthritis
caused by Streptococcus suis.

The studeis were carried out with 8 Danbred pigs weighing 28.93 + 3.64 kg, in with the dose of
florfenicol was determined at 30 mg/kg instead of 15 mg/kg, using the intramuscular route of
administration once, contrary to the description of the use of the approved preparations. In the
animal phase of the experiment, plasmaand synovial fluid samples were collected once before and
at the following times after drug administration: 10, 20, 30, 40, 50 and 60 minutesand 2, 3,4, 5, 6,
7,8, 10, 12, 24, 48, 72 hours for the plasmaand 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48, 72 hours for the synovial
fluid respectively. The concentration in the plasma and the synovial fluid was determined usin
liquid chromatography-mass spectometry (LC-MS/MS) in multiple reaction tracking mode
(MRM), which ensured sufficient sensitivity and selectivity of the method.

Florfenicol reached its maximum concentration in plasma at 1.75+ 0.66 hours (tmax) after
administration (Cmax= 8.15+3.11 pg/ml) while in the synovial fluid the tmax was 1.75+1.16 hours
(Cmax=4.51 £1.16 pg/ml). In the plasma the half-life (t12) was 17.93+11.68 hours, while in the
synovial fluid it wgas 12.27+7.45 hours. The area under the curve projected over 24 hours
(AUC24n) is 104.77£21.56 pg/ml*h inthe plasmaand 44.12+17.23 ug/ml*h in the synovial fluid.

Following the pharmacokinetic studies, the sensitivity of 73 Streptococcus suis isolates of
porcine origin to florfenicol was determined using a microdilution method, resulting in minimum
inhibitory concentration (MIC) values. Based on the MIC values, | calculated the values of MICsg
(2 pg/ml) and MICgp (8 ng/ml). Using pharmacokinetic and pharmacodynamic data, %T>MIC
and AUC4n/MIC were performed from the PK/PD integrations according to which, compared to
S. suis strains with a MIC of 2 ug/ml or less for florfenicol, it can also exert a bactericidal effect at
the dose of 30 mg/kg administerred intramuscularly in the case of septicaemia, while in arthritis it
can only have a bacteriostatic effect against strains of S. suis below the MIC value 2 pg/ml.
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