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A linkozamid nukleotidil transzferáz (LNT) enzim egyaránt inaktiválja 
a lincomycint (L) és a clindamycint (CM). Az LNT termelő Staphy
lococcus törzsek korong-diffúziós módszerrel rezisztensek L-nel szem
ben, de érzékenynek mutatkoznak a másik linkozamid antibiotikumra, 
a CM-re. Egy CM specifikus efflux folyamat létét bizonyították, mely 
következtében a környezet antibiotikum koncentrációjának csökkentével 
az intracelluláris bakteriosztatikus hatás is megszűnik. Az enzimhatás 
és az efflux együttes hatása következtében LNT-termelő törzsek egya
ránt rezisztensek mindkét linkozamiddal szemben.

Az antibakteriális szerekkel szembeni 
rezisztencia három fő típusba sorolható. 
Ezek: a megfelelő támadáspont kémiai 
módosítása a sejten belül, az antibio
tikum molekula inaktiválása a sejten 
kívül és a hatóanyag bejutásának meg
akadályozása a sejtfal-átjárhatóság 
megváltozásán keresztül, vagy egy 
transzport mechanizmus útján (1, 6).
A Gram-pozitív és az anaerob bakté
riumok okozta infekciók terápiájában 
jelentős szerepet játszó clindamycinnel 
szemben mindhárom mechanizmus vált
hat ki rezisztenciát. Az általános a tar
get, a 50S riboszomális alegység kémiai 
modifikálása (1), de humán patogén 
staphylococcusokban van egy ritka re
zisztencia típus, melyet egy inaktiváló 
exoenzim (LNT) és egy efflux mecha

nizmus együttes hatása alakít ki. A 
rezisztencia mechanizmusának mikro
biológiai és biokémiai vizsgálatát is
mertetjük ebben a közleményben.

Vizsgálati anyag és módszer

Baktériumtörzsek és plazmidok: Az 
LNTA-termelést meghatározó 2,5 kb 
méretű pIP855 plazmidot (12) és az 
LNTA’-termelést meghatározó 2,6 kb 
pIP856 plazmidot (13) Roland Lec- 
lercq-től (Hopital Henri Mondor, Uni- 
versité Paris, Franciaország) kaptuk. A 
pBI109PGL plazmid A’ típusú LNT 
enzim termelését határozza meg (4). A 
gazdaként alkalmazott RN4220 Staphy
lococcus aureus törzset (7) Jeremy 1. 
/?oí5-tói (University of Leeds, Leeds, 
Anglia) kaptuk.
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Antibiotikum-érzékenységi vizsgálatok: 
A törzsek antibiotikum érzékenységét 
agar-diffúziós módszerrel vizsgáltuk 
(11) Mueller-Hinton táptalajon (Hu
mán) a következő antibiotikum koron
gokkal: lincomycin (L) 10 pg (Oxoid) 
és clindamycin (CM) 2 IU (Diagnostics 
Pasteur). Az egyes antibiotikumok bak
tériumtörzsre legkisebb gátló koncent
rációját (MIC) lemezhigításos módszer
rel Mueller-Hinton agaron és csőhigí- 
tásos módszerrel (11) nutrient bouil- 
lonban határoztuk meg. MIC-nek azt a 
legalacsonyabb antibiotikum-koncentrá
ciót tekintettük, amely a baktériumok 
növekedését teljesen gátolta 48 óra in- 
kubálás után. A legkisebb öló' koncent
ráció (MBC) meghatározására a cső- 
higításos MIC-meghatározás minden 
egyes higítási fokozatából 18 óra in- 
kubálás után antibiotikum-mentes agar- 
lemezre oltottunk azt megállapítandó, 
mely koncentráció mellett tűnnek el az 
életképes baktériumsejtek.
A clindamycin-rezisztencia indukcióját 
a L és a CM legmagasabb, a törzs 
szaporodását még nem befolyásoló kon
centrációi mellett vizsgáltuk Antibiotic 
Medium 3 (Difco) agarlemezeken (2). 
A megfelelő koncentrációk megállapí
tására az antibiotikumokat emelkedő 
koncentrációban tartalmazó Iso-Sensi- 
test Broth (Oxoid) 1-1 ml-eit 106 te
lepképző egység (cfu) baktériummal ol
tottuk be és 35°C-on inkubáltuk 24 
órán át. A minták minden 10 percben 
Bioscreen C (Labsystems) fotométerrel 
540 nm-en mért optikai denzitását NEC 
PC-9801RA számítógéppel dolgoztuk 
fel. A kapott szaporodási görbék szerint 
a L 1,6 mg/1, a CM 0,003 mg/1 kon
centrációban még nem fejt ki gátló 
hatást LNT-termelő törzsekre. 
Szubsztrát-profd meghatározás: A lin- 
kozamidok acetilációját, nukleotidilálá-

sát vagy foszforilálását 0,7 mg/ml pro
tein koncentráció mellett 1 óra 37°C-on 
történt inkubálással végeztük (5,16). 
Mg2+ jelenlétében és a jelölt végkon
centrációban a következő koenzimeket 
használtunk: Acetil-koezim A-Li (Sig
ma, 0,1 mM), adenozin 5’ trifoszfát-Na2 
(ATP, Sigma, 4 mM), guanozin 5’ 
trifoszfát-Na2 (GTP, Wako, 4mM), ci- 
tidin 5’ trifoszfát-Na2 (CTP, Wako, 
4mM) és uridin 5’ trifoszfát-Na (UTP, 
Wako, 4mM). A L és CM (mindkettő 
Upjohn) 5 pg mennyiségeinek inakti
válását vizsgáltuk 500 pl térfogatban. 
A visszamaradt antibiotikum koncent
rációját mikrobiológiai módszerrel ha
tároztuk meg Micrococcus luteus 
HNCMB117001 indikátor törzs felhasz
nálásával (4). A módszer érzékenysége 
L-re 0,05 mg/1, CM-re 0,005 mg/1.

A specifikus és a relatív enzimaktivitás 
meghatározása: A specifikus enzimak
tivitást egy mg protein által egy óra 
alatt inaktivált antibiotikum nmol-nyi 
mennyiségeként határoztuk meg. A re
latív aktivitás számításakor a L inak
tiválását tekintettük 100%-nak (4).

A linkozamidok hatása a szaporodási 
görbékre: A L és a CM antibakteriális 
hatásának összahasonlítására a 
pB1109PGL plazmidot hordozó és a 
plazmidmentes S. aureus RN4220 törzs 
korai és késői logaritmus fázisú tenyé
szetét (106 vagy 109 cfu/ml) kiegészí
tettük az antibiotikum MIC/2, MIC, 
MICx2 és MICx4 koncentrációval. A 
tenyészeteket 35°C-on enyhe (150 rpm) 
rázás mellett inkubáltuk. Csíraszámolást 
végeztünk közvetlenül az antibiotiku
mok adása előtt, valamint azt 1, 2, 4, 
6, 9, 12 és 24 órával követően (2).
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Akkumulációs vizsgálat: Az antibioti
kumok felvételét L-t ill. CM-t 20 mg/1 
végkoncentrációban tartalmazó Antibi
otic Medium 3 (Difco) táptalajban vizs
gáltuk (9). Az antibiotikumok hozzá
adása előtt, majd az inkubálás 5., 10.,
15., 20., 30. és 40. percében mintát 
vettünk, azonnal 0°C-ra hűtöttük és ult
rahangos kezeléssel a sejteket feltártuk, 
a minták mikrobiológiai aktivitását 
meghatároztuk. Párhuzamos kísérletek
ben karbonilcianid m-klór-fenilhidra- 
zont (CCCP, Sigma) adtunk a rend
szerhez 100 mM végkoncentrációban 
10 perccel az antibiotikum adását kö
vetően (22).

Eredmények:

Az I. táblázat a L-t és a CM-t, mint 
a pBI109PGL-hordozó törzs enzimjé
nek lehetséges szubsztrátjait mutatja. 
Az enzim adenililáció/foszforiláció kö
rülményei között inaktiválja mindkét 
linkozamidot. A különböző nukleotid- 
trifoszfátok, mint koenzimek összeha
sonlítása szerint az ATP és CTP hatása 
a legerősebb (II. táblázat). A pIP855, 
pIP856 és pBI109PGL plazmid által 
termelt enzimek szubsztrát- és koen- 
zim-specifitása között különbséget nem 
találtunk.

I. táblázat

A pBI109PGL plazmid által meghatározott linkozamid-inkativáló enzim
szubsztrát-spektruma

Reakció
Relatív aktivitás (%)*

L CM
Acetiláció ND ND

Adeniláció vagy 
foszforiláció 100 150

A lincomycin inaktiválása 100%
Rövidítések: L lincomycin, CM clindamycin, ND nem kimutatható

II. táblázat

Staphylococcus rezisztencia-plazmidok által meghatározott 
linkozamid-inaktiváló enzimek koenzim specifitása

*
Relatív aktivitás

Koenzim Lincomycin Clindamycin
pBI109PGL pIP855 pIP856 pBI109PGL pIP855 pIP856

ATP 100 100 100 100 100 100
CTP 92 79 80 70 74 78
UTP 25 16 28 34 47 45
GTP 67 57 56 45 47 53

Az ATP mellett mért inaktiválás 100%
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III. táblázat

A Staphylococcus aureus RN4220 (pBI109PGL) törzs legkisebb gátló (MIC) 
és legkisebb baktericid (MBC) koncentrációi

Csíra-
szám#

(cfu/ml)

Lincomycin Clindamycin
MIC* MBC* MIC* MBC*

lemezen csőben csőben lemezen csőben lemezen
106 25 25 400 0,006 0,025 6,25
10s 100 100 >800 1,6 25 50

*  Koncentráció, mg/l-ben megadva
# Öt mikroliter inokulumban adva

Az inokulum nagyságának hatása a 
kvantitatív rezisztenciára: A MIC és a 
csíraszám összefüggéseit a III. táblázat 
mutatja. A CM-MIC ezerszeresére 
emelkedik a csíraszám százszoros nö
velésével, míg a L esetében a változás 
csak 2-8-szoros. Folyékony táptalajban 
vizsgálva magasabb értékeket kaptunk, 
mint lemezhigításos módszerrel.
Szaporodási görbék. Az I. ábra a két- 
és négyszeres gátló koncentráció, a MIC 
és a szubinhibitoros koncentráció ha
tását mutatja a plazmidmentes és a 
pBI109PGL plazmidot hordozó törzs 
szaporodási görbéjére. Ez a vizsgálat 
azt mutatja, hogy az LNT-termelő törzs 
szaporodását a MIC négyszerese sem 
gátolja tartósan.
Százszoros csíraszám mellett hasonló 
tendencia érvényesül, de a változások 
lassabban következnek be (2. ábra). A  
diagramok jobb oldalán, zárójelben a 
maradék antibiotikum koncentráció lát
ható 24 óra inkubálás után. Az ábrán 
nem szerepel, de öt napos inkubálás 
alatt még az extrém magas, 100 mg/1 
CM-koncentráció is 28%-ára csökkent. 
A tenyészetekből CM-rezisztens mután
sokat nem izoláltunk.
A 3. ábra, a L és CM terápiásán 
elérhető legmagasabb szérumkoncentrá
ciója (12,5 mg/1) és a csíraszám pár

huzamos alakulását mutatja. Eszerint a 
CM sokkal gyorsabban inaktiválódik 
enzimtermelő törzs tenyészetében, mint 
a L, szintje az inkubálás 4. órájában 
a MIC érték alá kerül, amit a törzs 
exponencális szaporodása követ.

Rezisztencia indukálási próbák: A 
pBI109PGL plazmidot hordozó törzs 
előtenyésztése 1,6 mg/1 L-t vagy 0,003 
mg/1 CM-t tartalmazó agarlemezen nem 
okozott emelkedést a MIC értékekben 
az antibiotikum-mentes táptalajon te
nyésztett kontrolihoz képest.

A linkozamidok akkumulációjának vizs
gálata: A  linkozamidok akkumulációját 
staphylococcusokban plazmidmentes, 
nem enzimtermelő törzs tenyésztésén 
vizsgáltuk (4. ábra). Eredményeink sze
rint 20 mg/1 L és CM gyors intracel- 
luláris felhalmozódást vált ki: a csúcs
koncentráció 5 perc alatt kialakul, majd 
hirtelen csökkenés után megállapodik 
egy állandó értéken. A CM intracellu- 
láris koncentrációját a L által kialakított 
érték kétszeresének találtuk.

Energia-inhibitor, CCCP hozzáadása a 
CM-koncentrációjában magas csúcsot 
eredményez, amit lassú csökkenés kö
vet. Ugyanez a változás a L esetében 
nem számottevő.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 24 Idő (óra)
növekedés 12,5 mg/l 
lincomycin mellett • - Q -  ■ lincomycin koncentráció

' " B " '  növekedés 12,5 mg/l 
clindamycin mellett

— I—I—  clindamycin koncentráció

3. ábra: A csíraszám és az antibiotikum koncentráció párhuzamos alakulása 
a Staphylococcus aureus RN4220(pB1109PGL) törzs tenyészetében.

Megbeszélés

A linkozamid antibiotikumok bakteri- 
osztatikus hatásukat az 50S riboszomá- 
lis alegységhez kapcsolódva fejtik ki 
az aminoacil-tRNS disszociációját sti
mulálva (1, 15, 18).

A velük szemben kialakult rezisztencia 
legáltalánosabb formája a riboszomális 
RNS adeninjeinek transzkripciót követő 
módosítása, a 14- és 16-tagú makrolid, 
a linkozamid és a streptogramin B an
tibiotikumok közötti teljes keresztre
zisztenciában nyilvánul meg. Ez a típus 
lehet a szubsztrát által indukálható és 
konstitutív (1).

Az antibiotikumok hatástalanítása 
szubsztrát-specifikus enzim termelésén 
alapul, nem vált ki keresztrezisztenciát 
az egymással nem rokon antibiotikumok

között (1, 6). A  rezisztenciát a 4-lin- 
kozamid-O-nukleotidil-transzferáz (LNT) 
enzim alakítja ki.

LNT-termelő humán kórokozó törzset
S. haemolyticus-ban figyeltek meg elő
ször (12), majd a jelleg S. aureus-ban 
és több koaguláz-negatív Staphylococ
cus speciesben is ismertté vált (5,13). 
Nagyszámú izolátum vizsgálata alapján 
gyakorisága Franciaországban S. aure- 
us-on belül 0,2%, S. epidermidis-ben 
4,6%, S. cohnii-ban 8% (1). Magyar- 
országon országos előfordulásáról nem 
áll rendelkezésre adat, de szelektált bak
tériumpopuláción belül, különleges kór
házi osztályon 40%-os előfordulását fi
gyeltük meg S. capitis, S. epidermidis, 
S. haemolyticus, S. hominis és S. war
ned izolátumok körében (3). Ez a típus 
megfigyelhető a Gram-pozitív coccuso-
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—0 — lincomycin koncentráció

" B  " lincomycin koncentráció 
CCCP hozzáadása után

■ -Q - ■ clindamycin koncentráció

- e -  clindamycin koncentráció 
CCCP hozzáadása után

4. ábra: A Staphylococcus aureus RN4220 lincomycin (A) és clindamycin 
(B) felvétele. A nyíl az energia-inhibitor (karbonilcianid m-klórfenilhidrazon, 

CCCP) hozzádásának pillanatát jelzi.
kon kívül a L-t is termelő streptomycesek 
mellett a Lactobacillus genusban (1) is.
Két egymással rokon gén, a linA és a 
linA ’ felelős termelésért (13), filogene- 
tikailag a streptomycesekből származtat

hatók (21). A linA gén a S. aureus, S. 
epidermidis, S. haemolyticus és S. hó- 
minis törzsekben fordul elő, a linA ‘ gént 
eddig S. aureus, S. cohnii és S. epider
midis izolátumokban mutatták ki (1).
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A lin gének minden esetben extrakro- 
moszomális lokalizációjúak. Két típusú 
rezisztencia plazmid hordozhatja őket. 
A pIP855 és a pIP856 plazmidot Fran
ciaországban S. haemolyticus ill. 5. au
reus törzsből mutatták ki (12,13), a 
pBIl plazmidot Magyarországon izo
láltuk S. epidermidis-ben (4). Ezek mé
rete közel áll egymáshoz (2,4-2,6 kb) 
és azonosak abban, hogy csak egy re
zisztencia gént hordoznak. Különbözik 
tőlük a S. epidermidis 44 kb méretű 
pBI109PGL plazmidja, mely egyide
jűleg határoz meg rezisztenciát három 
különböző antibiotikum csoport, peni
cillinek, aminoglikozidok és linkozami- 
dok ellenében (4), ezáltal a Staphylo
coccus plazmidok új, korábban nem 
ismert osztályát képviseli.
Biokémiai vizsgálataink során linkoza- 
mid-inaktiválást az adenililációnak és 
foszforilációnak megfelelő körülmé
nyek között kaptunk. Inaktivációt mind 
a négy vizsgált nukleotid trifoszfát je
lenlétében kimutattunk. Az ATP és a 
CTP bizonyult a leghatásosabb koen- 
zimnek, a GTP és az UTP kisebb 
kapacitást mutatott. Ez a nukleotidizálás 
végbemente mellett szól, foszforiláció 
során az UTP lenne a hatásosabb ko- 
enzim (14). Marshall és mtsai Strep- 
tomyces coelicolor enzimológiai vizs
gálatával az egyes LNT enzimek eltérő 
koenzim-specificitását találták (14). Mi 
nem mutattunk ki különbséget a kü
lönböző Staphylococcus speciesek LNT 
enzimjeinek koenzim igénye között (4).
Az LNT enzim in vitro egyaránt inak
tiválja a L-t és a CM-t (5). Ez ellent
mondásban áll a korong-diffúziós an
tibiotikum-érzékenységi vizsgálatokkal,

melyek szerint LNT-termelő Staphylo
coccus törzs L-rezisztens, de érzékeny
nek mutatkozik CM-re (12). E jelenség 
hátterének tisztázására megvizsgáltuk a 
csíraszám és a MIC összefüggését, kü
lönböző hatóanyagkoncentrációk hatá
sát az LNT-termelő törzs szaporodására, 
a CM-rezisztencia esetleges indukálha- 
tóságát és a linkozamidok felvétele kö
zötti különbségeket.

Folyékony táptalajban vizsgálva a LNT- 
termelő törzs kvantitatív érzékenységét, 
lényegesen magasabb értékeket kap
tunk, mint agar lemezen. A különbség 
nagyobbnak adódott, mint azt Leclercq 
és mtsai találták (13).

A linkozamidok különböző koncentrá
cióinak a szaporodási görbékre gyako
rolt hatása azt bizonyította, hogy LNT- 
termelő törzs tenyészetében mindkét an
tibiotikum gyorsan inaktiválódik. Még 
a magas CM-koncentrációk sem fejte
nek ki tartós gátló hatást: a terápiásán 
elérhető legmagasabb, 12,5 mg/1 kon
centrációjú CM is 4 óra inkubálás alatt 
a MIC alá csökkent, a törzs extrém 
magas, 100 mg/1 CM-koncentráció mel
lett is életképes maradt és szaporodni 
volt képes. A CM-rezisztencia induká- 
lódását, de még a linkozamidok MIC 
értékeinek mérsékelt emelkedését sem 
észleltük; CM-rezisztens mutánsokat 
nem izoláltunk.

Habár kémiai szerkezetük közel azonos, 
a 7 pozícióban található klorid szubsz- 
tituens a CM nagyobb lipid-oldékony- 
ságát eredményezi (18). Kísérleteink so
rán magasabb sejten belüli CM-, mint 
L-koncentrációt mértünk. A megfigyelt 
különbség a CM jobb membrán penet-
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ráló képességének, nem pedig aktív 
transzportnak tulajdonítható. Energia in
hibitorral (CCCP) kezelt sejtekben az 
intracelluláris CM-szint megduplázó
dott, míg a L koncentrációjában csak 
csekély emelkedés volt megfigyelhető. 
Ez a CM esetében jelentékeny efflux 
mechanizmus működését bizonyítja, 
mely energia felhasználásával folyama
tosan eltávolítani igyekszik a sejtbe pasz- 
szív transzporttal bejutott antibiotiku
mot. Ugyanez a L esetében nem szá
mottevő (2).

Hasonló efflux működik S. epidermidis 
(8,19) és S. aureus (22) rezisztens tör
zseiben az erythromycin, illetve az új 
fluorokinolonok felvétele ellenében is. 
Eltérően azonban ezektől, a CM-speci- 
fikus efflux nem egy rezisztencia-gén 
működésének az eredménye, hanem az 
érzékeny Staphylococcus sajátja.

Az LNT enzim magas affinitása a CM- 
hez és az enzimet termelő törzs lát
szólagos CM-érzékenységének jelensé
ge nem állnak tehát ellentmondásban 
egymással. Szilárd táptalajon a LNT 
enzim hatása a telepek közvetlen kör
nyezetére korlátozódik. A diffúzió a 
táptalaj egészéből állandó antibiotikum
koncentrációt biztosít. Ezzel szemben 
folyékony közegben az enzim gyors 
inaktiváló hatása egyszerre érvényesül 
az egész táptalajban, ez magasabb MIC- 
ben nyilvánul meg. Nagyobb csíraszá
mú tenyészetet vizsgálva az inaktiváló 
hatás megsokszorozódik, amint azt Le- 
clercq és mtsai (13) is megfigyelték 
vagy kimutatható volt az exopenicilli- 
náz aktivitás inokulum-függőségén is 
( 20) .

A CM bakteriosztatikus szer lévén nem 
pusztítja el a sejteket, de gyors akku
mulációja erős kezdeti gátló hatást vált 
ki. Ez az érzékeny és a LNT-termelő 
törzsek esetében egyaránt látszólagos 
CM-érzékenység formájában nyilvánul 
meg. Ugyanekkor a CM folyamatos 
aktív transzportja irányul ki a sejtből, 
lehetővé téve a sejtek szaporodó ké
pességének visszanyerését a környező 
antibiotikum-koncentráció csökkenését 
követően. LNT-termelő törzseknél ezt 
a csökkenést meggyorsítja a konstitu- 
tívan termelődő inaktiváló enzim. Ami
kor az extracelluláris CM-koncentráció 
az alá az érték alá csökken, mely még 
gátló intracelluláris szintet alakít ki, a 
sejtek ismét szaporodni kezdenek.

A L mára már szinte teljesen kiszorult 
a gyógyászati gyakorlatból: 1994-ben 
az Országos Gyógyszerészeti Intézet 
adatai szerint összesen 300 adagot hoz
tak be az országba, kizárólag kórházi 
felhasználásra. Ez az előző évi érték 
kevesebb, mint egyharmada. Ezzel 
szemben a CM felhasználása évről évre 
növekszik. Az elmúlt évben a külön
böző kiszerelések hatáserősségei közötti 
különbözőséget nem figyelembe véve 
4 092 726 adag, az előző évi 211%-a 
fogyott (10). Ezzel magyarázható, hogy 
a CM felváltotta a L-t a klinikai mik
robiológiai gyakorlatban is.

Vizsgálatainkkal bizonyítottuk, hogy 
enzimtermelésen alapuló L-rezisztencia 
esetében a CM-től sem várható terápiás 
hatás. Staphylococcus törzs in vivo CM- 
érzékenységéről paradox módon a L 
rezisztencia in vitro vizsgálata nyújt va
lós információt, ezért a L, mint típus 
antibiotikum használatát javasoljuk a 
diagnosztikában, szemben a CM vizsgá-
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latát előíró nemzetközi gyakorlattal 
(17).
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I. Bares, Ph.D.

Lincosamide resistance in staphylo
cocci due to the simultaneous effect 
of enzymic inactivation and an efflux

An unusual type of staphylococcal re
sistance to lincosamides is the enzymic 
inactivation of the drugs. The lincosa
mide nucleotydyl transferase (LNT) 
enzymes inactivate both lincomycin and 
clindamycin in vitro. Clindamycin, due 
to its better membrane permeability, 
brings about a bacteriostatic intracellu
lar concentration manifesting in pseu
dosensitivity to clindamycin; MICs of

LNT producing strains were less than
0.5 mg/1. The drug accumulated intra- 
cellularly is eliminated by an energy- 
dependent efflux when extracellular an
tibiotic concentration is decreased by 
the LNT enzyme. This efflux leads to 
no effectivity of clindamycin. As lin
comycin has a low membrane perme
ability generating no bacteriostatic int
racellular concentration, use of lin
comycin as an appropriate class anti
biotic of lincosamides is suggested.
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