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1 Bevezeteés

A huszadik szédzad kozepén, amit az antibiotikumok aranykoranak tartunk, az
antibiotikumok a bakteridlis fertdzések végleges gyogyszereinek tiintek. Bar ma sincs sok
mas lehetdségiink hasznalatuk mellett a fertézések kezelésében, hamar kideriilt, hogy ezek
nem bizonyulnak mindenhatd gyogyszereknek. Az antibiotikumok 1940-es évekbeli
klinikai gyakorlatba valo bevezetésével megjelentek és terjedni kezdtek az antibiotikum-
rezisztens baktériumok. Az 1970-es években a helyzetet tovabb sulyosbitotta az Uj
antibiotikum osztalyok felfedezésének ill. kifejlesztésének lassuldsa. Az évtizedek
mulasaval a probléma egyre fenyegetobbé valt, mig napjainkban a "Végzetes

szuperbaktérium fert6zések" rendszeresen keriilnek az tijsagok szalagcimébe.

Bar az antibiotikumokkal szembeni rezisztenciak valdszinlileg a mikrobak antibiotikum-
termeld képességével parhuzamos evolucioé eredményeként 1étrejott természetes jelenségek
(D’Costa e., 2011; Bhullar és tsai., 2012), széleskorii elterjedésiik egyértelmiien az
antibiotikumok ipari eléallitasanak és széleskorii alkalmazasanak a kovetkezménye (Davies
és tsai., 2010). Peldaul a penicillint elbontani képes és ezéltal a baktériumot rezisztenssé
teve penicillindz enzimet mar azel6tt felfedezték, hogy a penicillin-rezisztens baktériumok
megjelentek a klinikai gyakorlatban a penicillin bevezetését kovetd évtizedben (Abraham és
tsai., 1940). Természetesen a baktériumok evolicidja olyan gyors iitemii, hogy egy
antibiotikum - még ha tejes egészében mesterséges is - szelektiv nyomasa alatt a
rezisztencia de novo is kifejlédik. A gyakori pontmutaciok, viszonylag alacsony
hatékonysagl repair-mechanizmusok ¢és a rendkiviill rovid generaciés id6 miatt a
termeszetes szelekcio a génvaltozatok oOriasi készletére hat (Woodford és tsai., 2007).
Minden (j antibiotikum felfedezését és széles korii klinikai alkalmazasat a rezisztencia

elterjedése koveti.

Az antibiotikum rezisztencia elonyt jelent a baktériumnak az adott antibiotikum szelektiv
nyomasa mellett. Masrészrél azonban a rezisztencia mechanizmus mellékhatasa altalaban
fitness- csokkenést okoz (Andersson és tsai., 2010). Ennek kdvetkeztében az antibiotikum -
igy annak szelektiv nyomasa - hidnyaban a populacioban lecstkken a rezisztens sejtek
aranya. Ezt a jelenséget klinikai kornyezetben demonstraltak streptococcus-ok

erythromycin-rezisztencidja kapcsan (Seppélé és tsai., 1997).



Az () antibiotikumok Kkifejlesztésének lassuldsa miatt G stratégiak alkalmazéasa valt
szlikségessé a vidgszerte egyre fenyegetdbbé vald antibiotikum rezisztencidk ellen. A fenti
jelenség alapjan ezek egyike régi, a jelenlegi klinikai gyakorlatban nem vagy kevéssé
hasznalt antibiotikumok revitalizalasat célozza (Falagas és tsai., 2007; Cassir és tsai., 2012;
Pulcini és tsai., 2012). Mivel a jelenleg elterjedt baktérium populaciék nem voltak kitéve
ezen szereknek, erzékenynek bizonyulhatnak velik szemben. De a régi antibiotikumok
Ujboli bevezetése a legujabb standardok alapjan végzett gondos ujraértékelésen kell
alapuljon, kiegészitend6 ezen régi szerekrél meglévo ismereteinket (Theuretzbacher és tsai.,
2015).

A primycint a szisztematikus antibiotikum kutatdsok elsé hulldmaban fedezték fel az
antibiotikum éra hajnalan (Valyi-Nagy és tsai., 1954). Ez volt az els6 Magyarorszagon
felfedezett, izolalt és gyartott antibiotikum. A primycin felfedezésérél Valyi-Nagy Tibor
szamolt be a Nature-ben 1954-ben bemutatva a minden ismert kémiai entitastol eltérd,
staphylococcusok és mycobactériumok ellen nagy hatasossagot mutaté antibiotikumot
(\Valyi-Nagy és tsai., 1954). A primycint a felfedezése utani harom évtizedben szamos
alkalmazésban vizsgaltak. Kezdetben még urogenitalis tuberculosis (Kelenhegyi és tsai.,
1956), nem-gonorrhoeas urethritis, és periovarialis fertézések (Molnar és tsai., 1958)
kisérletes kezelésére is alkalmaztak. Bar jo eredményeket értek el, ezen alkalmazasoknak
hatart szabtak az anyag rossz vizoldhatésaga miatti formulalasi nehézségek. Szintén ez volt
a limitalo tényez6 a szer egyébként sikeres szemészeti alkalmazaséaban is (Alberth és tsai.,
1957). A primycint a borgydgyaszatban alkalmaztak a legnagyobb sikerrel. Alkoholos
kiils6dleges gél formulacidja, az Ebrimycin® gél klinikai vizsgalatokban igen hatasosnak
bizonyult kiilonb6z6 boérfertézések, Ugymint acne, impetigo és pyodermak kezeléseben
(Bir6 és tsai., 1987; Mészaros és tsai., 1987). Felszines égések kezelésében is sikerrel

alkalmaztak (Papp és tsai., 1990).

A primycin a baktériumok sejtmembréanjanak dezorganizalasa altal fejti ki hatasat, az
ionatereszt0 és vezet6képesség dozisfiiggd novekedését okozva (Horvéath és tsai., 1979). A
nukleotidok fokozott Kiszivargasat is leirtak P32 izotdp-jel6lt Bacillus subtilis
tenyészetekben (Horvath és tsai., 1979). A bakterialis sejtmemranon hat6é antibiotikumok
altalaban képesek a nem o0sztdédd baktérium sejtek eldlésére is (Coates és tsai. 2002; Mascio

és tsai., 2007; Ooi és tsai., 2009). Ez a fajta baktericid hatas képes a baktérium lizis nélkili

3



elolésére, épen hagyva a sejtfalat, ezaltal a baktériumsejt integritdsat (Cotroneo és tsai.,
2008). Az altalunk végzett kisérletek eldtt sem a primycin nem 0sztédo baktériumsejtekre

kifejtett hatasat, sem esetleges bakteriolizist okozé hatasat nem vizsgaltak.

Jelenleg az egyetlen hatéanyagként primycint tartalmaz6 emberi felhasznalasu gyogyszer az
Ebrimycin® gél, amelyet mindeddig kizarélag Magyarorszagon forgalmaztak. Az irodalmi
adatok szerint a primycin nagyfoku hatasossaggal rendelkezik Gram-pozitiv baktériumok,
kilondsen a staphylococcusok ellen. A Gram-negativokra vonatkozdéan az adatok
ellentmondéasosak, alacsony hatékonysagrol, vagy hatastalansagrol szamolnak be. A
primycin antibakterialis hatasat utoljara a mi vizsgalataink el6tt tobb mint 20 évvel
vizsgaltak  olyan  torzsgyljteményeken, amelyek nem tikrozik a jelenlegi
rezisztenciaviszonyokat, ¢s nem elérhetdek Gjravizsgalatra. Az utols6 publikdci a primycin
hatadsossagarél 1988-ban jelent meg, azéta pedig mind a baktériumok rezisztencia
mintazata, mind az antimikrdbas szerek értékelésének modszerei jelentdsen megvaltoztak.
Ezen korilmények Gjravizsgalatra érdemessé tették ezen régi antibiotikumot napjainkban,

amikor egyre szlikiilnek a lehetdségeink az antibiotikum rezisztenciak elleni harcban.



2 Ceélkituzések

1.  Els6 célunk a primycin hatdsspektrumanak és hatasossdganak a vizsgalata volt a
primycin alkalmazasi korére relevans baktérumfajok jelenlegi rezisztenciaviszonyokat
tikroz6 populacioin. Jelenleg elterjedt multirezisztens térzseket, pl. methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) és koaguldz-negativ staphylococcusok
(MRKNS), vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA), vancomycin-
rezisztens enterococcusok (VRE), penicillin-rezisztens Streptococcus pneumoniae €s
a kiterjedt spectrum0 béta lactamdz (ESBL)-termel6 Gram-negativ baktériumokat,
amelyek primycin- érzékenységérol nem allt rendelkezésre informacio, szintén
vizsgalatba vontunk. A primycin hatdsossaganak vizsgalatat a borgydgyaszatban,
szemészetben és ful-orr-gégészetben szeéles korben alkalmazott kiilsédleges
antibiotikumokkal, valamint a vancomycinnel és a mupirocinnal, mint a methicillin-
rezisztens staphylococcusok elleni Gold-standard szerekkel @sszehasonlitasban
vegeztik el.

2. Szintén elemeztik a primycin farmakodindmias tulajdonsagait a baktericid hatasara

vonatkozdan.

3. A primycin sejtmemran-tamadaspontt hatdsmechanizmusabdl kiindulva vizsgaltuk

annak nem o0sztddé baktériumok elleni hatdsossagat
4. Ugyanezen okbol vizsgaltuk a primycin bakteriolitikus aktivitasat.

5.  Hogy segitsuk felbecsilni a szer hossz( tavu hasznalhatdsagat, vizsgaltuk a spontan
rezisztens mutansok kialakulasanak gyakorisagat, a rezisztencia kifejlédés sebességét,

és a mas antibiotikumokkal vald lehetséges keresztrezisztenciakat.

6. lgéretes gydgyszerkombinaciok azonositasa céljabol a primycinnel valé kombinélasra
alkalmas antibiotikumokat kerestiink, valamint vizsgaltuk ezen jel6ltek primycinnel

valo in vitro kdlcsonhatasat.



3 Modszerek

3.1 Standard mikrodilUcios modszer

Minden izolatum minimalis gatlé koncentracio (minimal inhibitory concentration - MIC)
értékeit a CLSI szabvényainak (2012a; 2012b) megfelel6 mikrodilticios mddszerrel mértik
meg. Ezen moddszer alapja, hogy a baktérium azonos mennyiségli inokulumait az
kis (100 pl) térfogataiban egy 96 Iyukd mikroplate-en elrendezve. A legkisebb
koncentracidt, amely mellett mar nem lathatd névekedés a kontrollhoz képest, tekintjik a
MIC értéknek.

3.2 A minimalis baktericid koncentracio (MBC) meghatarozasa

A minimalis baktericid koncentraci6 (MBC) meghatarozasokat a CLSI standard (1999)
szerint végeztiik. A MIC mérések soran novekedést nem mutatd lyukakbél két parhuzamos
0,01 ml térfogatl mintat vettiink, és agarlemezre oltottuk azokat. Inkubacié utan a kinétt
telepeket megszamoltuk. A legkisebb antibiotikum koncentraciot, amely az eredeti
inokulum 99,9%-at elpusztitotta legfeljebb 5 telepképzd egységet (Colony Forming Unit -
CFU) hagyva tekintettik az MBC értéknek.

3.3 1d6-6lés gorbék felvétele

Az id6-0les vizsgalatokat a CLSI M26-A szabvany (CLSI, 1999) alapjan vegeztik. A
ki, mikdzben megadott id6k6zonként mintat véve meghatarozzuk a CFU szamot. A CFU
szamot az 1d6 fiiggvényében grafikusan adbrazolva megkapjuk az 6lési gérbét. Szintén az
id6-0lés modszert alkalmazzuk a primycin nem osztodd baktériumok elleni aktivitdsdnak

vizsgalatara tobbféle ndvekedésgatlasi moddszer, Ggymint mupirocin-, erythromycin-,



carbonil-cianid m-klorofenolhidrazon (carbonyl cyanide m-chlorophenolhydrazone -

CCCP) kezelés, ill. alacsony hdmérsékletii inkubacié alkalmazéasa mellett.

3.4 Transzmisszios elektronmikroszképia (TEM)

OD 600 =0,1 kezdeti toménységii, primycinnel (1 pg/ml, 2 MBC, 1h) kezelt és kontroll
tenyészeteket allitottunk elé 10 ml-es térfogatokban. A tenyészeteket ezutan 5%-o0s agarba
mintdkat ezutdn atitattuk durcupannal, metszeteket Kkeészitettink LEICA Ultracut
mikrotommal, amiket ezutan uracil-acetattal és 6lom citrattal festettiink meg. A metszetek
TEM vizsgalatat JEOL JEM-1200EX Il microszkoppal végeztiik standard beallitasok

mellett.

3.5 A spontan rezisztens mutansok gyakorisaganak vizsgalata

A spontan rezisztens mutansok gyakorisagat Woosley és mtsi. (2010) leirdsa alapjan
egylépéses mutaciovizsgalattal mértiikk. A baktérium egynapos tenyészetébdl 4 MacFarland
toménységli szuszpenziot készitettiink, majd ennek 1 ml -es térfogatait a baktérium MIC
értékének kétszeresét, ill. négyszeresét tartalmazé agarlamezekre oltottuk, majd 48 éran at
inkubaltuk 37 C -on. Az inokulumok CFU szdmat annak 10x-es higitasainak kioltasaval és
telepszamolassal hataroztuk meg 24 éra inkubacio utan. A spontan rezisztens mutansok

gyakorisaganak a rezisztens mutansok és az 6sszes sejt hanyadosat tekintjik.

3.6 Passzalas

A passzélasos Kisérletek a CLSI standard mikrodilGcios modszeren alapultak. Az
antibiotikumot legnagyobb koncentracioban tartalmazo, még novekedést mutatd lyukak
tartalmat hasznaltuk a kovetkez6 MIC mérések inokulumanak elkészitéséhez. Ilyen médon
a baktériumok az antibiotikum szelektiv nyomasanak kitéve novekedtek hosszii idén
keresztiil. A fenti eljarast 21 napon keresztiil ismételtiik, majd harom egymast kovetd

antibiotikum mentes atoltast vegeztink, és vizsgaltuk az esetleges reverziot.



3.7 Checkerboard titralas

Az egyes antibiotikumok kozotti kdlcsonhatasokat a checkerboard titraldsos maddszerrel
vizsgaltuk. A két vizsgalt antibiotikum MHB-ban készitett felez6 higitési sorait egymasra
merdlegesen juttattuk 96 lyukt microplatere (egyiket a sorokban, mésikat az oszlopokban
haladva). A koncentraciosorokat a vizsgalandé baktérium elézetesen megmért MIC értékei
szerint allitottuk be. A beoltott lemezeket 24 h-t inkubaltuk 37 C-on normal légkorben. A
ndvekedést vizualisan olvastuk le. Az adatokat a Fractional Inhibitory Concentration index
(FICi) (Odds, 2003) alapan interpretaltuk. A FIC értékeit minden olyan lyuk esetében

kiszamoltuk, ahol a minimalis gatl6 koncentracio leolvashaté volt.

FIC antibiotikum A = MIC A kombinacioban / MIC A énmagaban
FIC antibiotikum B = MIC B kombin&ciéban / MIC B 6nmagaban

A FICi a homoldg FIC értékek dsszege. 0,5 alatti értékei szinergizmust, 4 feletti értékei
antagoniumust jeleznek, mig 0,5-4 koOzotti értékek esetén nincs interakci6. Minden

organizmusra vonatkozoan a lemezrdl olvashato dsszes FICi értéket atlagoltuk.



4 Eredmények

4.1 A primycin és az 0sszehasonlitd antibiotikumok in vitro

antibakterialis aktivitasa

4.1.1 A primycin és az 6sszehasonlité antibiotikumok hatasossaga klinikai

izolatumokkal szemben

Osszesen 180 klinikai izolatum érzékenységét vizsgaltuk meg a primycinnel, valamint
0sszehasonlitd  szerekkel ugymint vacomycinnel, gentamicinnel, erythromycinnel,
ofloxacinnal, oxytetracyclinnel, tobramycinnel, és neomycinnel szemben. A primycin
gatolta mind a 130 vizsgalt Gram-pozitiv klinikai izolatumot. A MIC 90 érték 0,06 pg/ml
volt a staphylococcusok, 0,5 pg/ml enterococcusok, es 0,5-1 pg/ml Propionibacterium
acnes és a streptococcusok esetében (1. Tablazat). A legtébb 6sszehasonlitdsban ezen
értékek alacsonyabbak voltak, mint az 6sszehasonlité antibiotikumok esetén. Nem talaltunk
Osszefiiggést az izolatumok valamely 6sszehasonlité antibiotikummal szembeni csokkent
érzékenysége, vagy methicillin rezisztenciaja és primycin érzékenysége kozott. Az
Osszehasonlitd szerek koziil egyedill a vancomycin mutatott teljes kori nagyfoku
hatékonysagot. Ennek megfeleléen a primycin mellett csak a vancomycin volt kiterjedten
hatékony a VSE izolatumokkal szemben. Az is emlitésre meltd, hogy a gentamicin széles
korti hatékonysagot mutatott az MRSA, de nem az MRCNS izolatumokkal szemben. A
csokkent vancomycin érzékenységii Enterococcus izolatumok esetében a primycin 0,25-0,5
ug/ml MIC értekeket mutatott fliggetlentil az izolatumok fajatdl a vancomycin rezisztencia
mértékétdl és a rezisztencidk biztositd van gén tipusatol. A primycin eseteben az MBC
értékeket is megmeértiik kozvetlentl a MIC mérések utan. Az MBC értékeket az 1. Tablazat
tartalmazza. A primycin minden esetben baktericid aktivitdst mutatott. A legtobb
Staphylococcus, Enterococcus és P. acnes izolatum esetén talaltunk a MIC feletti lyukakban
tuléld sejteket, azonban a Streptococcus izolatumok esetében ez csak elszortan fordult eld.
Néhany reprezentanst ezek kozul Gjravizsaltunk, de valtozatlan primycin MIC értékeket
mutattak. Streptococcusok esetében a MIC és MBC értéke altaldban megegyezett. A



legtébb Enterococcus és P. acnes izolatum esetében az MBC a MIC érték kétszerese volt,
amely kulonbség Staphylococcus izolatumok esetében kétszerest6l harminckétszeresig
terjedt. A genuson belll a legnagyobb MIC-MBC kilonbséget methicillin statusztol
fuggetlendl a S. aureus izolatumok mutattak, amelyet a CNS izolatumok értékei kdvettek.

1. Téblazat A primycin hatasossaga klinikai izolatumokkal szemben

Baktérium (izolatumok

szama) MIC (ug/ml) MBC (pg/ml)
Tartomany  50% 90% Tartomany 50% 90%
MSSA (10) 0,06-0,06 0,06 0,06 05-4 2 2
MRSA (10) 0,06-0,06 0,06 0,06 05-4 2 2
MS-CNS (10) 0.03-0,06 0,06 0,06 003-1 0125 1
MR-CNS (10) 0.03-0,06 006 006 006-1 0,125 0,25
VSE (20) 05-1 0,5 0,5 05-1 1 1

Enterococcus spp., csokkent
vancomycin érzékenységii 0,25-0,5 0,5 0,5 05-2 1 1
(10)

S. pneumoniae, penicillin-
érzékeny (10)

S. pneumoniae, penicillin-

025-1 0,5 0,5 025-1 05 05

rezisztens (10) 05-1 0,5 1 05-1 05 1
Viridans group

streptococcusok (20) 05-1 1 1 05-1 1 1
P. acnes (20) 0125-05 025 05 025-1 05 1

Az MRSA izoldtumok esetében a primycint a mupirocinnal, az MRSA hordozésa
megszuntetésének gold-standard gyogyszerével is dsszehasonlitottuk. Ezt az 6sszehasolitast
egy kibovitett 20 MRSA izolatumot tartalmazd gytijteményen végeztiikk vizsgalva mind a
MIC mind az MBC értékeket (2. tablazat). A primycin mind a 20 izolatumot gatolta
egységesen 0,06 pug/ml MIC értékkel. Csak egy izolatum mutatott magas fokd mupirocin
rezisztenciat, a tobbi érzékenynek bizonyult alacsony MIC értékekkel. A primycin két
higitassal alacsonyabb MIC90 és MBC 90 értékeket mutatott, és gatolta a mupirocin-

rezisztens izolatumot is.
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2. Tablazat A primycin és a mupirocin antibakterialis hatadsanak 06sszehasonlitdsa 20 MRSA klinikai

izolatumon.

N MIC (pg/ml) MBC (ug/ml)
Antibiotikum =y 50%  90%  Taromdny  50%  90%
Primycin 0,06 — 0,06 0,06 0,06 05-4 2 2
Mupirocin 0,06 —>1024 0,125 0,25 4 —>1024 8 8

A primycin nem mutatott aktivitast a Gram-negativ baktériumokkal szemben. Az 6sszesen
50 Klebsiella, Escheichia coli, Pseudomonas aeruginosa és Proteus izolatum egyikét sem
gatolta primycin még a legnagyobb, 64 pg/ml koncentracidban sem.

4.1.2 A primycin aktivitasa nemzetkozi referenciatorzsekkel szemben

A legtobb ATCC referenciatorzs, beleértve az VRE, MRSA, hVISA és a mupirocin-
rezisztens S. aureus torzseket a referencia torzsek érzékenysége korrelalt a klinikai
izolatumok eredményeivel (3. tablazat). Egyetlen kivételként az ATCC 700699 VISA tdrzs
mutatott 0,125 ug/ml MIC értéket, ami a tébbi Staphylococcus aureus térzs MIC értékének

kétszerese.

Erdekes modon a kordbban primycin-rezisztensként leirt ATCC 25923 S. aureus torzs a
tobbi S. aureus térzshtz hasonlé médon 0,06 pg/ml MIC értéket mutatott.

3. Tablazat A primycin hatasossdga ATCC referenciatdrzsekkel szemben.

Strain MIC (pg/ml)  MBC (pg/ml)
ATCC 29213 MSSA 0,06 0,5
ATCC 25923 MSSA? 0,06 1
ATCC 43300 MRSA 0,06 2
ATCC 700698 hVISA 0,06 0,5
ATCC 700699 VISA 0,125 2
ATCC BAA-1708 mupirocin-rezisztens S. aureus 0,06 0,5
ATCC 29212 VSE 0,5 1
ATCC 51299 VRE 0,5 2
ATCC 49619 S. pneumoniae 0,5 0,5
ATCC 8043 E. hirae 0,5 0,5
ATCC 11828 P. acnes 0,25 0,5
ATCC 25922 E. coli >64 -

4 A torzset korabban primycin-rezisztensként irtak le (Uri és tsai., 1979; Nogradi, 1988).
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4.2 A primycin alapvet6 farmakodinamias tulajdonsagai

A primycin farmakodinamiai felmeéréséhez a S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212, és S. pneumoniae ATCC 49619 torzseket hasznaltuk. A primycin id6-6lés gorbéi
mindharom torzs esetében a koncentraciofiiggd baktericid hatas jellegzetes lefutdsat
mutattak. S. aureus ATCC 29213 esetében a szer >3Log10 CFU csokkenést okozott a 24
oras mintavételig a MIC érték négyszeresének ill. nyolcszorosanak megfeleld
koncentracidban. A primycin gyors baktericid hatast mutatott a MIC érték négyszeresének
ill. nyolcszorosanak megfeleld koncentracioban S. pneumoniae ATCC 49619 és E. faecalis
ATCC 29212 ellen, >3Log10 CFU csokkenest okozva a 2 6rés mintavételig. A vancomycin
Olési gorbéi jellegzetes idofiiggd baktericid hatast mutatnak, >3Logl0 CFU csokkeneést
okozva S. aureus ATCC 29213 esetén a 24 6ras, és S. pneumoniae ATCC 49619 esetén a 12
6ras mintavételig. A szer bakteriosztatikus hatast mutatott az E. faecalis ATCC 29212 ellen.

4.3 A primycin hatasmechanizmusanak vizsgalata

Id6-6lés modszerrel vizsgaltuk a primycin S. aureus ATCC 29213 nem osztodd sejtjeiben
kifejtett hatdsat. A novekedés gatlasanak tobbféle metodusat alkalmazva prébaltuk meg
korvonalazni a szer célstruktarait ill. hatdsmechanizmusat. Az id6-6lés Kisérletekben a
primycint két koncentracioban, az MBC érték kétszeresével és négyszeresében alkalmaztuk,
mivel koncentraciofiiggd baktericid hatdsa van. A vancomycint csak egy, az MBC
négyszeresenek megfelelé koncentracioban alkalmaztuk, mivel annak baktericid hatasa
idofiiggs. A vancomycines csOvek egydttal a ndvekedésgatlas negativ kontrolljaként is
szolgaltak, mivel a szer csak o0sztodo sejtekre hat. A kontrollkisérletben mind a primycin
mind a vancomycin kifejtette baktericid hatasat. A primycin 4 MBC koncentracidja az egy
oras, mig 2 MBC koncentracioja a két dras mintavételig ért el >3Log10 CFU csdkkenést. A
vancomycin esetében a >3Logl0 CFU csokkenést a 24 déras mintavételre kovetkezett be.
Mupirocin kezeles mellett a primycin megtartotta baktericid hatasat, bar a >3Log10 CFU
csokkenés 4 MBC koncentracio mellett csak a két orés, 2 MBC mellett csak a 12 orés
mintavételre kovetkezett be. A primycin 6lési gorbéi nagyon hasonld lefutast mutattak
erythromycin kezelés mellett is >3Logl0 CFU csokkenést eredményezve a két Oras
mintavételre 4 MBC, és a 24 6ras mintavételre 2 MBC koncentracioban. A primycin CCCP
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kezelés mellett is elért baktericid hatést, bar mar csak 4 MBC koncentracidban és csak a 12
oras mintavételre. A novekedés alacsony homérséklet altali gatlasa egyuttal a primycin
baktericid hatasat is gatolta. Még 4 MBC koncentracioban sem érte el az >1Logl0 CFU
csokkenést. Bar a hatas minimalis volt, azt feltételeztiik, hogy a vancomycinnel ellentétben
nem sziint meg teljesen, csak renkiviil lelassult. Joval magasabb, 16 MBC koncentracioval
megismételve a kisérletet a baktériumold hatas egyértelmiien megnyilvanult, igaz, még

mindig csak >2Log10 CFU csokkenést okozva a 24 6ras mintavételre.

A primycin esetleges bakteriolitikus hatasat a S. aureus ATCC 29213 tdrzson végeztik a
reakciécsovek fotometrias vizsgalataval egy nagy inokulummal (ODeggo=0,1) inditott id6-
Olés Kkisérlet mintavételeivel péarhuzamosan. A primycint 1 MBC és 2 MBC
koncentracidkban alkalmaztuk. A CFU szam sokkal gyorsabb esést mutatott mint az optikai
denzitas, amely - ellentétben a CFU szam esésével - nem mutatott koncentracio- fliggést. Ez
azt mutatja, hogy a primycin baktericid hatdsa nem jar sejtlizissel. Tovabba TEM
felvételeket is készitettiink primycin-kezelt (1 h, 2 MBC) és kontroll sejtekr6l. A primycin
kezelt tenyészet képein lizis jelei nem voltak felfedezhetéek. A kontroll tenyészettel
ellentétben osztdédd, szeptumos sejtek csak elszértan voltak jelen. A kontroll tenyészet
sejtjei jol definialt sejtfallal és sejthartyaval jelentek meg, és a heterogén elektron dezitasu
nukleoid régiok is lathatdak voltak. A kezelt sejtek megtartottak alakjukat és integritasukat,
de a beltartalmuk homogénen nagy elektron denzitasuva valt, és folytonossaghianyok

utaltak a membran karosodasara.

4.4 Rezisztencia vizsgalatok

A spontan primycin-rezisztens mutansok gyakorisagat egylépéses mutacidvizsgalattal
mértiik nyolc referenciatorzset bevonva. Ezek a S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC
25924, S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 700698, S. aureus ATCC 700699, S.
aureus ATCC BAA-1708, E. faecalis ATCC 29212, és E. faecalis 51299 voltak. Nem
talaltunk rezisztens mutanst ezekben a vizsgalatokban. Az S. aureus ATCC 25923 torzzsel,
amelyet kordban rezisztensnek irtak le, a Kisérletet két nagysagrenddel nagyobb

inokulummal is elvégeztik, de igy sem talaltunk rezisztens mutanst.
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Mivel az egylépéses mutaciovizsgalattal nem talaltunk primycin-rezisztens mutanst,
elvégeztink egy 21 napos passzalasos Kkiserletet ugyanezekkel a torzsekkel hogy
megfigyeljiuk a rezisztens mutdnsok kiszelektalodasat, amelyeket azutan a mas
antibiotikumokkal esetleg kialakuld fenotipusos keresztrezisztencidkat is megvizsgaljatjuk.
Csak egy izolatum ért el négyszeres, és tovabbi hat kétszeres MIC emelkedést a kezdeti
populacio értékehez képest. Ez a lassu adaptacio jol korrelal a spontan rezisztens mutansok
alacsony gyakorisagaval. Az utodtorzsek emelkedett MIC értékei stabilnak maradtak harom

egymast kovetd primycinmentes atoltas utan is.

Hogy megvizsgaljuk az esetleges fenotipusos keresztrezisztenciakat a nagyobb antibiotikum
csalddok kepviseldivel, a vancomycinnel, mupirocinnal, gentamicinnel, erythromycinnel,
ofloxacinnal, oxytetracyclinnel és oxacillinnel, parhuzamos MIC méréseket végeztink a
passzalasos kisérletben képzOodott hét torzsparral. Ebbe az Osszehasonlitasba a szintén
membran tamadasponti daptomycint is bevontuk. A sziilé és leszarmazott torzsek
mupirocin-, gentamicin-, erythromycin-, ofloxacin-, oxytetracyclin- és oxacillin
érzékenységében nem talaltunk konzekvens valtozast. A korrelacidék hidnya koherens a
klinikai izolatumok ezen szerekkel szembeni érzékenységérdl fliggetleniil egységes
primycin MIC értékeivel. Masrészrél viszont egyértelmli egybeesés figyelhetdé meg a
primycin és a vancomycin passzalasos torzsek esetén megvéltozott MIC eértékei kozott.
Amig a sziil6torzsek koziil csak a VISA ATCC 700699 rendelkezett 4 pg/ml MIC értékkel,
a passzalt torzsek kozil a hVISA ATCC 700698, és az MRSA ATCC 43300 is elérte ezt a
hatarértéket. Tovabbi harom torzs vancomycin MIC értéke emelkedett 1- 61 2 pg/ml-re. Ez
a korrelacio harmonizal az ATCC 700699 VISA tOrzs tobbi S. aureus torzsénél kissé
magasabb kiindulési primycin MIC értékével. Ezen feliil a hétbdl hat emelkedett primycin
MIC értékii passzalt torzs egy higitasi fokkal magasabb daptomycin MIC értéket mutatott a
sziil6torzsénél. A VISA ATCC 700699 torzs elérte a daptomycin-nem- érzékenység

hatarértékét (MIC=2 pg/ml) a primycin passzalas utan.

4.5 Lehetséges Kkiegészitd szerek és azok primycinnel valé in
vitro interakcioja

Osszehasonlitd érzékenység vizsgalatok alapjan a neomycint és a polymyxin B-t

valasztottuk mint jellteket a primycinnel valé kombinalasra széles antibakterialis

hatasspektrum elérése érdekében. A kombinalt szerek primycinnel valé esetleges
14



interakcidinak vizsgalata érdekében checkerboard titralasokat végeztink néhany nativ
baktériumtorzson. A chekerboard vizsgalatok sordn nem észleltink semmilyen iranyd
interakciot. Az atlagos FIC indexek minden esetben 4 alatt és 0,5 folott voltak, tehat nem
Iépett fel interakcio ezen interpretacio szerint.
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5 Megbeszélés

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztenciak kiemelt jelentGségli egészségiigyi problémat
jelentenek vilagszinten is. A multirezisztens baktériumok megjelenése és elterjedése sz&mos
vizsgalat inditasat eredmenyezte hatékonyabb antibakterialis szerek fejlesztése érdekében,
valamint tobb korabbrol ismert de a mai terapids palettdn mar hattérbe szorult vegyilet
Ujraértekelését inspirdlta. A mi érzékenysegvizsgélataink az utobbi megkozelitést
val6sitottdk meg Ujravizsgalva a primycint, amely topikalis szert az 50-es években vezettek

be, de a jelenlegi gyakorlatban kevéssé hasznalt, féleg vilagszinten nézve.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy a primycin kimagasl6 hatékonysdgot mutat a
leggyakoribb Gram-pozitiv kérokozok jelenlegi populécidival szemben, beleértve a jelenleg
terjed6 multirezisztens torzseket, mig a vizsgalt Gram-negativ fajokkal szemben hatastalan.
A primycin spektruma és hatdsossadga a Gram pozitiv baktériumok ellen jobbnak bizonyult
hat topikalisan széles korben alkalmazott antibiotikumenal valamint a vancomycinénél is.
Valamivel hatékonyabbak bizonyult a mupirocinnal is, annak elsédleges célorganizmusaval,
az MRSA-val szemben. A primycin a staphylococcusok fenyegetd mupirocin-rezisztenciara
is valaszt ad a mupirocin-rezisztens S. aureus torzsek elleni nagyfoku hatékonysaga altal. A
primycin mupirocinnal szembeni tovabbi elénye a boérgyogyaszati alkalmazdsokban P.
acnes-el szembeni nagyfokl hatékonysaga, amely koérokozd a mupirocinnal szemben
elsddleges rezisztenciaval rendelkezik. Vizsgalatainkban a primycin streptococcusokkal
szemben a MIC értékkel megegyezd koncentracidban baktericid hatdst mutatott. Az MBC
érték enterococcusok és a P. acnes esetében egy vagy két higitasi fokkal a MIC folott
voltak, amely kiilombség staphylococcusok esetén egytdl hat higitasi fokig terjedt. Ezek az
eredmények a staphylococcusok esetén kapott joval alacsonyabb MIC értékek klinikai

jelentdségének felmérését teszik sziikségessé.

A primycin baktericid aktivitasa koncentraciofuggést mutat. Ezen eredmény korrelal egy
korabbi, a hatdsmechanizmust célzé vizsgalattal, ahol koncentraciofiiggd hatast figyeltek

meg a bakterialis sejtmembran permeabilitasara vonatkozdan (Horvath és tsai., 1979).

A legtdbb baktericid antibiotikum csak az o0sztodd sejtekre hat, mivel a

hatasmechanizmusuk miikodésben levé anyagcsereutakkal vald kélcsonhatasokon alapul.
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Az antimikrobas kezelésben ez a fert6zott teriileten nyugalmi allapotban levo, nem osztodo
sejtek taléléséhez vezet, ami a rezisztencia kialakuldsanak kedvezd elhtiz6do kezeléseket
tesz szilkségessé (Coates és tsai., 2002). Emiatt a nem 0sztddo sejtek elleni baktericid hatas
a fertdzott teriilet teljes mentesitésének eldfeltetele, kiilondsen csokkent immunitasu
betegekben. A primycin baktericid hatasat megvizsgaltuk egy S. aureus referenciatorzs
novekedeseben kulonb6z6 modszerekkel gatolt tenyészetein. Mivel ezek egyike sem
szlntette meg teljesen a primycin baktericid aktivitasat, kijelenthetjik, hogy ahhoz nem
szlikséges sejtosztodds. A metabolikus aktivitast befolyasoldé ndvekedésgatlasi modszerek
csak kismértékii csokkenést okoztak a primycin aktivitdsaban. A tény, hogy a "stringent"
valasz nem szlintette meg a primycin baktericid hatasat, mutatja, hogy az nem metabolikus
utakkal val6 kolcsonhatdson alapul. Ennek megfeleléen az erythromycinnel elért
fehérjeszintézis gatlas sem tudta akadalyozni a primycin baktericid hatisat. Masrészr6l a
sejtmembrant érintd ndvekedésgatlasi modszerek a primycin baktericid hatdsat jelentdsen
csOkkentették. A CCCP védd hatasa ismert volt a daptomycin és a kationos antimikrdbas
fehérjék baktericid hatasaval szemben (Yang és tsai., 2013). Ez a jelenség az emlitett szerek
membranpotencidl megsziintetd hatdsaval fiigg Ossze, amely ellen a mikroorganizmus a
CCCP hatasara védekezé mechanizmusok sorat aktivalja (Yang és tsai., 2013). Bar tovabbi
vizsalatok szukségesek annak eldéntéséhez hogy ez a jelenség zajlik-e le a primycin
aktivitascsokkenésekor CCCP jelenlétében, ez meggy6z0 magyarazatnak tlinik, mivel a
primyinrél ismert hogy ndveli a bakteridlis sejtmembran permeabilitdsat és
vezetoképességét (Horvath és tsai., 1979). A legnagyobb csokkenést a primycin baktericid
hatdsdban a hideg kultirakban tapasztaltuk. Az alacsony hdmérséklet a metabolikus
aktivitas csokkentese mellett a membranfluiditas drasztikus csokkenését okozza (Phadtare
és tsai., 2004). Mivel ez utobbi jelenti a legalapvetobb kiilonbséget a mupirocinnal
eléidézett novekedésgatlas fiziologiai kdovetkezményeihez képest, valoszinilileg ez az oka a
primycin hideg kultrakban tapasztalt drasztikus hatascsokkenésének. Ez a feltételezés jol
korreldl az irodalmi adatokkal. Az alacsonyabb membranfluiditds mérsékeltebb primycin
érzékenységgel jart egy a sziilotérzsénél kompaktabb membrannal rendelkez6 ergoszterol-
hidnyos Candida albicans mutans esetén (Virdg és tsai., 2012a, 2012b). Feltehetbleg az
alacsony homérséklet miatt lecsokkent membranfluiditas és lelassult diffizid hatraltatta a
primycin integraldasat a sejtmembréanba, ami szikséges lenne a hatéas kifejtésehez (Virdg
és tsai., 2012b). Ez szintén magyarazhatja az exponencialisan novekvo tenyészetek elleni
gyorsabb hatast, mivel ismert, hogy a membranfluiditds megemelkedik az exponencialis

fazisban (Xiong és tsai., 1993). Ezek az eredmények tovabbi vizsgalatok szlikségességét
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jelzik, a membranfluiditas és a primycin antibakterialis hatasanak 0sszefliggései kapcsan.
Eredmeényeink alapjan a primycin baktericid hatdsat sejtlizis nélkal fejti ki, ami szintén
koherens a membran tamadaspontl hatéssal (Cotroneo és tsai., 2008). Ezt az elméletet
tdmogattdk tovabbd a TEM felvételek is, amelyeken intakt sejtfal mellett karosodott

membrant figyelhettiink meg.

Vizsgéalataink soran nem talaltunk primycin-rezisztens Gram-pozitiv baktériumot. Még a
korabban rezisztensként leirt (Uri és tsai., 1979; Nogradi, 1988) S. aureus ATCC 25923
torzs is konzisztensen érzékenynek bizonyult 0,06 pg/ml MIC értékkel. Ezt a torzs
kiilonb6z6é forrasokbol beszerzett mintdin is elvégzett sokszor ismételt vizsgalatokkal
ersitettiik meg. A korabban leirt rezisztencia okat nem ismerték (Uri és tsai., 1979) és
mivel ez az eredmény nem volt reprodukélhatd, most mar magyarazat nélkil marad.
Eredményeink alapjan a spontan rezisztens mutdnsok megjelenése valosziniitlen, és a
rezisztencia kifejlddése is igen lassi. A passzalt torzsek csokkent primycin érzékenysége
nem mutatott &sszefuggest a legtbbb masik baktériummal szembeni érzékenység
mértékével. Masrészrél a csokkent primycin érzékenység vilagos Osszefiiggést mutat a S.
aureus-ok vancomycin-intermediate fenotipusaval. A primycin érzékenység csdkkenése
szintén egyutt jart a daptomycin MIC értékek emelkedésével. Ezek a korrelaciok azt
sejtetik, hogy a VISA fenotipus csokkent daptomycin érzékenységét okozé6 mechanizmusok
allhatnak a csokkent primycin érzékenység mogott is. Ez azt implikalja, hogy a primycin
szubinhibitorikus koncentracidinak val6 hosszan tartdé kitettség a VISA fenotipus
kifejléddéséhez és csokkent daptomycin érzékenységhez vezethet. Masrészrél még az
emelkedett primycin MIC értékli passzalt torzsek is bdven érzékenyek a gyakorlatban
alkalmazott koncentraciokkal szemben (az Ebrimycin® gél primycin tartalma pl. 2000

na/g). Klinikai vizsgalatok és dozirozasok tervezésénél ezen tényeket szamitasba kell venni.

Mivel a primycin hatastalan a Gram-negativ baktériumokkal szemben, tovabbi fejlesztési
lehet6ség a szer kombinalasa egy masik, a Gram-negativok ellen hatdsos anyaggal. A
primycin spektrumat kiegészité szert keresve a neomycint és a polymyxin B-t talaltuk
kiterjedten hatékonynak a Gram-negativ fajok torzseivel szemben. Egyik szer sem mutat
interakcidt a primycinnel, tehat a kombinalasik nem befolydsolja a szerek egyenkeénti
hatdsossagat. A  kolcsonhatasok hidnya koherens az eltérd spektrumokkal ¢és

hatasmechanizmusokkal.
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A multirezisztens Gram-pozitiv baktériumokkal szembeni kiterjedt és nagyfoku hatékonyag
a primycint igen értékessé teszi a klinikai gyakorlat szamara. Tekintettel arra, hogy a
kiilsddleges alkalmazasokban az antibiotikumot az MBC értékek tobb szazszorosat elérd
koncentracidban alkalmazzak, a koncentraciofiiggdé baktericid hatas egy tjabb el6nyds
tulajdonsaga a szernek potencialisan gyors terapids valaszt eredményezve. A nem 0sztodo
baktériumokkal szembeni baktericid hatds egy tovabbi igen kedvezé tulajdonsdga az
anyagnak, ami a fert6zott vagy kolonizalt teriiletek teljes mentesitését igéri. Ezek a
tulajdonsagok a szerrel szembeni rezisztencia fejlédés alacsony potencialjaval egyutt
aprimycin hosszi tav sikeres alkalmazhatosagat vetitik elore. Szintén javasoljuk a
primycin kombinalasat polymyxin B-vel vagy neomycinnel, mivel ezek nem befolyasoljak
a primycin hatdsat, de hatékonyan egészitik ki az antimikrobas spektrumat potencialisan
még hasznosabbé téve az empirikus alkamazéasok céljara. Mint hatdsag altal engedélyezett
hatéanyag, a primycin a multirezisztens Gram-pozitiv baktériumok altal okozott lokalis
fertézések megelézésének és kezelésének, ill. tiinetmentes kolonizaciok megsziintetésének

konnyen hozzaférhetd szere lehet.
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6 Uj eredmények

1.  Bizonyitottuk, hogy a primycin kiterjedt és nagyfok( hatékonysaggal rendelkezik a
Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, azok multirezisztens torzseit (MRSA,
MRCNS, VRE, mupirocin-rezisztens S. aureus, penicillin-rezisztens S. pneumoniae)

is beleértve.
2.  Igazoltuk a primycin baktericid hatdsdnak koncentraciofiiggd jellegét.

3. Kimutattuk hogy a primycin megdrzi baktericid hatasat a ndvekedésében gatolt S.
aureus- al szemben is. Indirekt bizonyitékot talaltunk a primycin membranpotenciél
megszakitd hatasara, és a baktérium csokkent membranfluiditasanak primycinnel

szembeni védo hatasara.
4. Bizonyitottuk, hogy a primycin lizis nélkul pusztitja el a S. aureus sejteket.

5.  Kimutattuk, hogy a spontan primycin-rezisztens mutansok gyakoriaga igen alacsony,

ami igen lassu rezisztencia-fejldéssel parosul.

6.  Bebizonyitottuk, hogy a primycin érzékenység mértéke fiiggetlen a fluoroquinolon
ofloxacin-, az amnoglikozid-, tobramycin-, gentamicin-, neomycin- ,a makrolid
erythromycin-, a tetraciklin oxytetracyclin-, a p-laktdm penicillin-, methicillin-,

oxacillin-, valamint a mupirocin- érzékenység mértékétol.

7.  Osszefiiggést talaltunk az emelkedett primycin MIC értékek és a S. aureus VISA
fenotipusa - és ezéaltal csdkkent daptomycin érzekenysége - k6zott.

8.  Bizonyitottuk, hogy nincs kdlcsonhatés a primycin ill. a neomycin és a polymyxin B

hatasa kozott, ezért az utobbiakat igéretes kombinans szerekként javasoljuk a

primycin hatasspektrumat kiegészitendd.
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