Valasz Prof. Dr Marialigeti Karoly opponensi véleméyére

Koszonom Marialigeti Karoly Professzor Urnak, hodgktori értekezésemet részletesen
attanulmanyozta, kdsz6ném meéltatd szavait é$ ggiegi megjegyzéseit és észrevételeit.
Kdszonodm, hogy az értekezés nyilvanos vitara basafitts az MTA doktora cim odaitélést

javasolta. Megjegyzéseire és kerdéseire valaszaimarglben a kdvetkéek:

1. Kérdésem a 28. lap egyik allitasara vonatkozikt Eja: "Annak ellenére, hogy mind az
MBL, mind a KPC enzimek j6l bontjak a karbapenemeékeaz Enterobacteriaceae
torzseknél sokszor nem alakitanak ki rezisztens ajgust, ezért felismerésik problémat
jelent a mindennapi gyakorlatban.” Kérem, ismertesdiogy mi lehet az érzékeny fenotipus
fennmaradasanak az oka, valamint, hogy vannak ehteikaink a szabalyozasi rendszerek
mitkddésének vizsgalatara!

A Professzor Ur éltal feltett kérdésben valogldg elutés miatt hibasan szerepel a genotipus
sz0 a fenotipus helyett. Valaszomat Uugy adom megthen a kérdésben a fenotipus szé
szerepelne. A béta-laktdm antibiotikumokkal szemliéerékeny fenotipus fennmaradasanak
oka azokban a baktérium térzsekben, melyek bétadakz enzimet termelnek, tdbbféle lehet.
Egyrészt a baktériumok a béta-laktamaz enzimekkinkdz> mértékben expresszalhatjak,
illetve a kulénboé béta-laktamaz enzimek szubsztrat specifitdsa kidzn igy a kilonboé
béta-laktdm antibiotikumokat kulonb®z mértékben hidrolizaljak. Ezéltal bizonyos
antibiotikumokkal szemben rezisztenciat okozhatmaig masokkal szemben csak mérsékelt
erzekenységet vagy akar érzékenyseget ibiro megfigyelt hidrolitikus aktivitas mellett.

Az altalam végzett vizsgalatok idejében még a nékoze — eurdpai EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testingg az amerikai CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute) — ajanlasok kulénbogdirévizsgalatokat ajanlottak a béta-laktamaz
enzimek sirésére. A kiterjedt-spektrumu béta-laktamaz enzirfe#tended-spectrum beta-
lactamase ESBL) esetében a harmadik generaciésalospbrinokkal szemben mért MIC
(minimal inhibitory concentration) értékek és arhadik generaciés cephalosporinok + béta-
laktamaz gatld (pl. klavulansav) MIC értékét hagiottiuk 6ssze. Ha a MIC érték csokkenése

gatlészer jelenlétében tobb, mint két higitas \eltirzset ESBL-termé&hek kellett tekinteni



eés fluggetlenial a mért MIC értékéktaz Osszes cephalosporinra rezisztensnek kellett
interpretalni.

A karbapenemdz termelés fenotipuso&réye a nemzetk6zi ajanlasok az un Hodge tesztet
ajanlottak. Ennek pozitivitasa esetén tovabbi genebs vizsgalatok elvégzése volt ajanlott a
karbapenemaz enzim tipusanak a meghatarozasara.

A rutin laboratériumban nemcsak ezek a tesztekemmatovabbi tesztek — pl.:ké#-korong
diffaziés teszt- is széles korben elterjedtek ol kilénbdsd béta-laktamaz enzimek
termelésének felismerésére.

Fontosnak tartom tovabba megjegyezni, hogy az érgéks rezisztens fenotipus definidlasa
folyamatosan valtozik. 2011 6ta tobb éves vitde@geztetést kdvéen a legujabb ajanlasok
mar eltekintenek a kulonbézsirétechnikdk alkalmazaséatél. Jelenleg az antibiotikum
erzekenység interpretalasa az adott baktérium adttiiotikummal szemben tapasztalt MIC

ertéke alapjan torténik, és az ajanlasok mindeere¥lilvizsgalatra kertlnek.

2. Lényeges ismeretnek tartanam pl. a szérum aotikum szint HPLC kimutatés
protokolljat is (legalabb citacio szintjén).

Elnézést kérek, hogy a HPLC protokolljara vonatkmadalmak kimaradtak a dolgozatbol. A
ciprofloxacin és levofloxacin szérumszintjének meginozasa HPLC segitségéve a kovetkez
két referencia alapjan tortént, melyeket a publiddan is jel6ltem (Curr Med Chem. 2002
Feb;9(4):437-42):

D. J. Lyon, S. W. Cheung, C. Y. Chan, and A. F. Geng: Rapid HPLC assay of
clinafloxacin, fleroxacin, levofloxacin, sparfloxac and tosufloxacin. J. Antimicrob.
Chemother. (1994) 34(3): 446-448.

Kraemer HJ, Gehrke R, Breithaupt A, Breithaupt Hm@8taneous quantification of
cefotaxime, desacetylcefotaxime, ofloxacine andofipxacine in ocular aqueous humor and
in plasma by high-performance liquid chromatographyChromatogr B Biomed Sci Appl.
1997 Oct 24;700(1-2):147-53

3. A szerd a baktériumtdrzseket csak fenotipusos gyorstekakkdentifikalta. Nem
gondolja-e, hogy kulénésen a  kritikus torzsek edmR, esetleges (]
rezisztenciatulajdonsagok leirdsakor a molekulaszinti identifikacio 1ényeges! Tisztaban
vagyok azzal, hogy eredményeit mar publikaciok dsiik. Ugyanakkor sajat munkam
alapjan tudom, hogy a GenBank, EMBL stb. adatbazspontosan az identifikacio

teriletén megleh@lsen megbizhatatlanok.



Az altalunk hasznalt identifikalo automatak/félanetdk — ATB-teszt, API20E és VITEK
szerek a Gram-negativ baktériumok identifikalasgarsa hasznalt identifikalé kartyaktol
fluggéen 20-41 biokémiai teszt segitségével identifikalnazek a tesztek a Gram-negativ
baktériumok, elésorban a bélbaktériumok identifikalasara jol habmtak. Alkalmazasuk
gyors, koltségkimél és konnyen Kivitelezhét Identifikalasi nehézségek a Gram-pozitiv
baktériumok illetve a ritkdbban é&brdulé an. nem-fermentalé baktériumoknal esetében
szoktak ebfordulni.

Az altalunk vizsgalt baktériumok Klebsiella pnemonigeK.oxytoca Enterobacter cloacage
E. aerogenesPseudomonas aeruginosas Acinetobacter baumanii- szerencsére nem
tartoznak a nehezen identifikalhaté baktériumokékdgy a korabban felsorolt identifikAcos
teszteket hasznélva azok 99,9%-os valdsgiggel kiadott ,excellent identification”
ertékelégd eredmeényét minden esetben elfogadtuk. Miutan ntkdzie publikacidk is
elfogadjak &Klebsiellatérzsek biokémia tesztekkel torteientifikalasat Klansen, D. S., H. M.
Aucken, T. Abiola, and R. Podschun. 2004. Reconedetadt panel for differentiation of Klebsiella
species on the basis of a trilateral interlaboratoevaluation of 18 biochemical tests. J. Clin.
Microbiol. 42: 3665-366) igy mi is elfogadtuk az eredményt, habar tisatabagyunk vele,
hogy az identifikalas ,State of art”-ja a molekuddszinti identifikalas.

A rRNS gének (16S, 23S és 5S) szekvenciajanak rahighly conserved” szakaszainak a
internal transcriped sequence (ITS)-nak - a megbzdda idedlis a baktériumok
identifikalaséara és evolucios vizsgalatokrautell, R. R., N. Larsen, and C. R. Woese. 1994.
Lessons from an evolving rRNA: 16S and 23S rRNdéctsires from a comparative perspective.
Microbiol. Rev. 58:10-26.; Barry, T., G. ColleraMl,. Glennon, L. K. Dunican, and F. Gannon. 1991.
The 16S/23S ribosomal spacer region as a targeDiA probes to identify eubacteria. PCR Methods
Appl. 1:51-56.; Gdartler, V., and V. A. Stanisicl995. New approaches to typing and identification of
bacteria using the 16S-23S rDNA spacer region. bbwlogy 142:3-19. PCR alapu ITS
szekvenalast fejleszettek kK. pneumoniae subsp. Pneumoniadetektalasara és
identifikalaséara is, azonban a Klebsiellak ITS égyia vonatkozé informaciok 2007-ben még
hianyosak voltak, hiszen a GenBankban minddssa€. bxytocalTS szekvencigja volt
elérhet, és 9K. pneumoniae subsp. PneumoniielST szekvencija allt rendelkezésre. igy
egy elvégzett 16S-23 IST régid szekvenalas sent adita biztosabb eredményt, a hianyos
adatbazisra valo tekintettel. Jelenleg, 2012-berK2@neumoniae subsp. Pneumoni@b
IST szekvenciaja érheel, és &K. oxytocatorzs 46 IST szekvenciaja érbetl.



4. A jarvanytani vizsgalatokat illéen megjegyzem, hogy a Szolnoki PIC torzsekkel iégze
ERIC-PCR nem lehet AP-PCR, legfeliebb REP-PCR valatm hogy az augusztusi
incidencia visszaesés legalabb egymondatos indokignyelne.

Elnézést kérek, hogy az ERIC PCR-t AP-PCR-nek rtewezhiszen mint az ERIC mozaikszo
is mutatja- Enterobacterial Repetitive Intergenion€ensus - azaz intergénes palindrom
szekvenciakra tervezett PCR vizsgalatrol van sgy,d REP-PCR (repetitive extragenic
palindromic) kifejezés lett volna helyes.

A szolnoki Hetényi Géza Korhaz koraszulott intenzisztalyan az ESBL-terntelK.
pneumoniagdrzsek havi incidenciaja a kovetké&ppen alakult: janiusban 0,29, jaliusban
1.07, augusztusban 0.84, szeptemberben 3.05, ok#bd.4 és novemberben 0.52. Két
alkalommal volt megfigyelhét incidencia cstkkenés, egyrészt egy minimalis csikk
augusztusban, illetve egy jeléatcsokkenés oktoberben. Ezek hatterében egyrésytlala
fertozések megékésére hozott intézkedések allhattak (junius végén osztalyon
felfiggesztették a ceftazidim empirikus hasznglatahisrészt pedig szeptemberben
bevezették az ESBL pozitiv betegek szigoru elkiésdit.

5. Ami az SE otéves elemzését illeti, pont itt kezdgemdolkodni azon, hogy a ,Klebsiella”
fajok esetében egy genetikai fajmeghatarozas vajem kelt volna-e el a PFGE mintazatok
ilyen jeles atrendaidése kapcsan (szivesen lattam volna a gélképeket).

Mivel ezekben az esetekben is a fenotipusos, bi@kétaszteken alapuld identifikalas
teljesen egyertelinvolt, igy a fentiekben elmondottak alapjan nentotiuk szikségesnek a
genetikai fajmeghatarozast.

A Semmelweis Egyetem Il. Ujszulétt Intenziv Oszédlyaz otéves periédusa alatt izolalt
Klebsiella térzsek PFGE képét pedig az alabbiakbalekelem:

K. pneumonia¢drzsek K. oxytocatérzsek

PFGE mintazata (A,B,E) PFGE mintazata (C,D,F)
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6. Az ESBL enzimek detektalasat illggn azon morfondiroztam, hogy vajon az ES 43-as
torzs plazmid mintdzata miért P2C tipusu, miért n&2B.
Az ES43-as torzs plazmid mintazata valoban P2Bgwlaat Professzor Ur is latta. EInézést

kérek a tdblazatban a plazmid mintazat jeloléséaeidirasaért.

7. Vajon a ,gének kopiaszama” és a PCR-es detektaldsalosziniség ilyen primeren
fligg-e 6ssze, amint azt a szafa 69. lapon leirja.

A gének kdpiaszama és a detektalasi valdsgig kozvetve dsszeflgg. A gének eredeti kopia
szama es a PCR termeékben a gégspiaszam kozotti 6sszefliggés a kovetkBatledge és
Cote publikaciéja alapjanR(tledge RG, Coété C.. Mathematics of quantitatiieetic PCR and the
application of standard curves. Nucleic Acids R&3 Aug 15;31(16):e98

N=N, (1+E)'

Ahol ,N, a kezd, ,N” a végs$ kopiaszam, ,E” pedig az amplifikaciés hatékonysag
jellemzije, mely 0 és 1 kozott valtozhat. Az ,n” pedig &lesok szama az amplifikacids
reakcioban.

A vegs kbpiaszam elssorban a kezdl kopiaszam és az amplifikacios hatékonysag
fuggvénye. Az amplifikacios hatékonysagot azonl@ntényesd befolyasolja: mint példaul a
primerek affinitdsa a kilénbézllélekhez; a kiulonb@DNS polimerdz enzimek affinitasa a
kulénbo® allélekhez; az allélek kapcsolodasinérséklete és GC tartalma, a termék hossza
stb. A ciklusok szama pedig a templat-termék ardamggvaltoztatasan keresztil
befolyasolhatja az amplifikaciét. Azonban azbidiekben felsorolt tényékon kivil még

szamos egyéb ismeretlen tényaz befolyasolhatja az amplifikaciétGénzalez JM, Portillo



MC, Belda-Ferre P, Mira A.: Amplification by PCRtificially reduces the proportion of the rare
biosphere in microbial communities. PLoS One. 20(19;e29973. Epub 2012 Jan 11.)

8. Az Uj ESBL enzimek izolalasat ismerdefiejezet kapcsan az jutott eszembe, hogy vajon a
klinikai laboratoriumi mikrobiologus mennyire valla részt vizsgalataival a rezisztencia

“ sz

A Kklinikai laboratériumi mikrobiologusnak szerenosénincs szerepe a rezisztencia

V4

evoluciojanak disegitésében, azonban annadl nagyobb szerepe van zisztercia
vagy terjed rezisztencia idben torté detektalasat a patogén és normalfléra tagjai k@it

jelzi a klinikusok és a higiénikusok felé.

9. A kinolon rezisztencia adatait ismertetészben bizonnyal ismeretem hianyat jelzi, de
nem értem a 15. és 16. abrakat. Miért is kumulatC értékeket lathatunk itt abrazolva?

A kumulativ MIC érték megmutatja, hogy egy vizsgattpulacioban az adott antibiotikum
koncentracié a torzsek hany szazalékanak szap@bdg@olta. A grafikus abrazolas
szemléletesen mutatja az emelkedett MIC drtghktériumok aranyat akar az érzékenységqi
kategoriakon belul is. A farmakodinamikai/farmakuoddikai vizsgalatokhoz, kulonbéz
populaciok 6sszehasonlitasahoz, kulobddsintervallumok 6sszehasonlitdsahoz javasolt
modszer. A kilonbdgz kinolonok — ciprofloxacin, levofloxacin és moxifacin - kumulativ
MIC értékeit abrazolva a rezisztencidk mértékeetult az azok kozotti kilénbség a

leglatvanyosabban volt 4brazolhaté.

10. Az egér modellel végzett kisérletek ismertetéséarsa 30. abra mintha szdveges
részeket takarna, amit a szoéveg folytonossaghiéisyjalez.

Elnézést kérek a technikai probléemaért, a 30. aht@dban megtorte a széveget. A szbveg
helyesen igy szol:

Az elsé dozis imipenem a vér baktérium koncentréciéjgt @BU/ml-rel csokkentette, és a
masodik dozis imipenem utan a vér baktérium tamakizelitette a TOCFU/ml-es értéket,

ami a detektalas als6 hatara.”

12. A PIC ,Klebsiella” rezisztencia tipusokat illéen a szer& megjegyzi, hogy a fafzés

lehetséges forrasa az anya bélmikrobiétaja. Elkdpei-e értelmes modon ilyet #mi?



Igen, elvileg elképzelhétaz anya bélflorajanak a rutinsizeszirése ESBL-termélbaktérium
jelenlétére, azonban a rutinsizedirés bevezetése nem indokolt.

Irodalmi adatok alapjan a rektalisiisgs mar csak egy megjelent ESBL jarvany esetében
javasolt a kolonizalt betegek kigEse céljabol(Infect Control Hosp Epidemiol. 2004
Oct;25(10):838-41)

13. Az Uj ESBL enzimek kimutatdsa kapcsadn a szeéz diszkutalja a pontmutaciok
lehetséges molekulaszerkezet médositd hatasat. Adbdban ugyanakkor nyitva maradt

az a kérdeés, hogy vajon az Enterobacter cloacae E&®rzs esetében a 703-as pozicid két
tipusa vajon mas-mas plazmidon van jelen? Melyiken?

Az Enterobacter cloaca&S24 térzs esetében az SHV gén 703-as pozicig@altekétféle
nukleotid —guanin és adenin -, kétféle SHV-tipustadaktaméaz enzim termelést —az SHV-7
és SHV-30 béta-laktamaz enzim termelését jelentette

Az SHV-30 enzim génje egy kb 9.4 kb méregplazmidon helyezkedett el, mivel a
transzformalas soran kapott SHV-30 terériel coli DH10B torzs ezt a plazmidot tartalmazta.
A transzformalas soran nem sikertlt SHV-7 tethtélzseket izolalnunk. ValésZinhogy az
SHV-7-t tartalmazo plazmid nem volt kompatibilis@alunk hasznale. colitérzzsel. Mivel

az SHV-30-as enzim egy U], addig le nem irt SHViranzolt, igy vizsgalataink sordn az (j
enzimre fokuszaltunk és tovabbi vizsgalatokat netgeztiink arra vonatkozo6an, hogy az
eredeti ES24 t6rzs altal parhuzamosan termelt SHYiZim génje pontosan hol helyezkedett

el. Feltételezzik, hogy az ES24 torzs altal horttqgdazmidok valamelyikén.

14.Nagyon érdekes kérdést vet fel az A3-APO peptid hasalata. Azt ugyanis, hogy egy
.,magic bullet” nem megfelelb idében és dbzisban tortéé alkalmazasa vajon nem
okozhat-e emberben is letalis ,endotoxin sokkot™?

Az A3-APO peptiddel altalunk végzett allatkisérletsoran azt feltételeztilk, hogy az A3-
APO esetleg endotoxin felszabadité hatassal imbirak ellenére, hogy a hatdsmechanizmusa
alapjan ez nem varhato.

Endotoxin felszabadulast ésorban a sejtfalszintézist gatldé antibiotikumok okak, és azok
kozil is a PBP3-hoz kédé antibiotikumok (pl.:aztreonam, piperacillin, mealtn, tovabba
cefuroxim, ceftazidim és cefotaxim alacsony koncaibban) birnak a legnagyobb méiték
endotoxin felszabadit6 hatéssal. Az U4n ,endotoxinck”™-ért az endotoxin altal aktivalt
macrophagoknak a pro-inflammatorikus citokin: TNHFL-6 és IL-8 termelése a fetd. Az

A3-APO peptid egyrészt a membran dezintegritasaeskéall fejti ki sejtdd hatasat, masrészt



intracellularisan a fehérje funkcidkat gatolja a aBn hosokk proteinek gatlasa révén.
Kdzismert mas peptidf is, hogy csdkkenti a pro-inflammatorikus citokinezintjét (Yu J,
Mookherjee N, Wee K, et al. Host defense peptid87,lin synergy with inflammatory mediator IL-
18, augments immune responses by multiple pathwayrsmunol 2007; 179: 7684-7691Az az06ta
megjelent, legfrissebb irodalmi adatok alapjan, A2-APO nem valtoztatia meg a
macrophagok altal termelt TNFszintjét, de jelerfisen megemeli az anti-inflammatorikus IL-
10 és a sebgyodgyulasban szerepet jatszo IL-4 &z{Qigtorhazi E, Holub MC, Rozgonyi F,
Harmos F, Cassone M, Wade JD, Otvos L Jr.: BroagtBpm antimicrobial efficacy of peptide A3-
APO in mouse models of multidrug-resistant wound kmg infections cannot be explained by in
vitro activity against the pathogens involved.Jmntimicrob Agents. 2011 May;37(5):480-4.)
Végezetll a kérdésre a valaszom, hogy emberbehkoishat-e endotoxin sokkot, még nem
bizonyitott. Hiszen az alacsony vér baktérium czidan mellett megfigyelt magas
halalozasban, az endotoxin szerepet jatszhato#tz dadotoxin oki szerepét sem bizonyitani,

sem céafolni nem sikerdilt.

Végezetil ismét koszondm Professzor Ur észrevéteds pozitiv véleményét a

disszertaciomrol.

Budapest, 2012-04-04
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