Vilasz Dr. Szmolka Annamdria birdlatdra

Eztton koszonom Dr. Szmolka Annamdridnak, hogy elfogadta és elvégezte az értekezésem birdlatat, va-
lamint véleményét, amellyel munkdm nyilvdnos vitdra bocsatasat javasolta. Koszondm a dolgozatommal
kapcsolatos targyilagos, vildgosan megfogalmazott kritikai észrevételeit és kérdéseit, amelyekre a valaszaim
az aldbbiak.

Vilaszok a kritikai észrevételekre

Kiilonboz6 nemzetségekbe tartozé baktériumtorzsek metagenomikai analizise sordn megdllapitotta, hogy a szigoriian
vektorokhoz kotott intra- és extracelluldris kérokozok tobbségében a rezisztenciagének gyakorisdga elhanyagolhaté vagy
azok teljesen hidnyoznak (pl. Anaplasma, Borrelia). Ezzel szemben a gazdaszervezetekben levs fajokndl (Coxiella)
szignifikdns Osszeftiggést mutatott ki az dllati (szarvasmarha) eredet és a rezisztencia-pozitivitds kozott. Ugyanakkor
hangsiilyozandd, hogy bdr e kérokozdk koziil tobb is terjed kullancsok révén, a kompetens izeltldbii vektorok kore széle-
sebb. Emiatt a tudomdnyos pontossdg megkoveteli a ,kullancs” helyett az dltaldnosabb ,vektor” kifejezés haszndlatdt.
Valasz: Egyetértek a Birdl6val, hogy az éltalunk vizsgélt kérokozokat nem csak kullancsok, de tovabbi
vektorok is terjeszthetik. A dolgozatban azért a ,kullancs” vektorra vonatkozéan irtam, mert az egyes bak-
tériumfajok elemzésbe valé bevondsanak feltételéiil azt szabtuk, hogy ismert-e a kullancsterjesztette voltuk.

Osszesen 574 Escherichia coli szintenyészet fenotipusos és genotipusos adatainak dsszevetése igazolta, hogy a tor-
zsek fenotipusos rezisztencidja a rezisztom diverzitdsa alapjdn elfogadhaté megbizhatdsiggal becsiilhetd. Ezen adatokra
alapozva felvetette az ,antimikrobidlis rezisztencia-potencidl” (AMRP) fogalmdnak bevezetését, amely komplex mikro-
biolégiai mintdk metagenomikai alapii rezisztom-értelmezését teszi lehetdvé. Véleményem szerint azonban a termino-
légia tovdbbi finomitdsra szorul, ugyanis az adott minta rezisztencia potencidljdnak meghatdrozdsihoz elengedhetetlen
rezisztom mobilitdsi potencidljdnak integrdldsa is.

Valasz: Teljesen egyetértek a Birdléval, hogy az AMRP-vel kapcsolatban szamos szempontot, igy az anti-
mikrobidlis rezisztenciagének (ARG) mobilitasat is figyelembe kell venni, igy sok munkéat ad még szamomra
is a téma.

A dolgozat bevezets részében célszerii lett volna egy olyan dbrdt elhelyezni, amely szemlélteti azokat a mikrobidlis
okologiai Osszefiiggéseket, amelyek a vizsgdlt niche-ket az EQy Egészség keretrendszeren beliil dsszekapcsoljdk.

Valasz: Egyet kell értenem a birdléval, hogy ez segitette volna a dolgozat atlathatésdgat. A nyilvanos
védésre készitett diasorban pétlom ezt a hidnyossagot.

A sajdt gyiljtésil mintdkon végzett mézeld méh mikrobiom vizsgdlatok esetében hidnyoltam a médszertani alapada-
tok — vizsgdlt csalddok szdma, csalddon beliili mintanagysdg, illetve a mintavételezési protokoll - kozlését. Ugyanez
vonatkozik a kullancs mintdkra is.

Valasz: Valéban jobb lett volna b6vebben irni a mintakrol, mintavételezésrél, az aldbbiakban pétlom ezt.
Mézel6 méhek bélmikrobiom vizsgdlata. A szezondlis véaltozdsok vizsgalatara két mintavételi alkalmat ter-
veztiink, egyet a méztermelési idészak kezdetén, egyet pedig a cstcspontjgn. Mivel azonban az évszak
mellett az éghajlati, id6jarasi kornyezet is fontos lehet a bélmikrobiota 0sszetételében, vizsgalatunk min-
tavételi helyeit a hémérsékleti és csapadékviszonyokat figyelembe véve hataroztuk meg. E két klimatikus
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paraméter tekintetében, Magyarorszagra vonatkozdan reprezentativ mintavételi terv alapjan gyfjtottiik a
méhket.

Magyarorszag 175 jarasdnak klimatikus jellemzése céljadbol meteoroldgiai adatok toltottiink le a 2008-2017
kozotti idészakra vonatkozéan az ERA-Interim reanalizis adattarbdl, o,125° térbeli felbontéssal (Dee et al.,
2011). Ezen adatok felhasznéldséaval becsiiltiik a 10 éves dtlagos novekedési foknap (GDD) és 0sszcsapadék
jarasi értékét. A GDD esetén hiivosebb és melegebb, a csapadék alapjan szarazabb és csapadékosabb katego-
ridkba soroltuk a jarasokat, mindkét valtozé esetén az orszagos medién jelentette a hatarértéket. Igy a GDD
tekintetében a medidn alatt h(ivosebb, a felett melegebb, csapadék vonatkozasidban a median alatt szdrazabb,
a felett pedig csapadékosabb kategéridba soroltuk a jardsokat.

1. dbra: A mézel6 méh mikrobiom vizs-
gélat mintavételi pontjai. A kék pontok
a marciusi, illetve a nem vandorl6 allo-
manyok méjusi mintavételi helyét, mig a
z6ld pontok a méajusban vandorlé allo-
manyokat (5., 6., 9., 10., 12., 13., 18.) jel-
zik. A 20. méhészet esetében a két min-
tavétel kozti foldrajzi eltérés olyan kicsi,
hogy a térképen nem drazoltam kilon.

Annak érdekében, hogy a mintdink e klimatikus paraméterekre vonatkozéan reprezentativak legyenek
Magyarorszagra nézve, tgy vdlasztottunk ki 20 jarast, hogy az azokon beliili klimatikus kategéridk ara-
nya megegyezzen az orszagos ardnyokkal. A jardsok ilyen médon vald kijelolését rétegzett térbeli véletlen
mintavételezésével végeztiikk az spsurvey (Kincaid et al., 2019) csomag fiiggvényeivel, R-kdrnyezetben (R
Core Team, 2018). Minden igy kijelolt jarasbodl egy-egy méhészetet valasztottunk ki, orszdgosan ¢sszesen 20
méhészetet, a méhészekkel folytatott személyes megbeszélések alapjan.

A mintavételre a méztermelési id6szakban kétszer kertilt sor (az elején és a cstcsid6szakban). Az els6t
(mérciusi) 2019.03.20. és 2019.03.25., a masodikat (mdjusi) 2019.05.23. és 2019.06.01. kozott végeztik (1.
dbra). A maérciusi mintavételkor méhészetenként harom-hdrom méhcsalddot vélasztottunk ki, és ugyanazo-
kat a csalddokat mintdztuk mdjusban is. Minden alkalommal csalddonként 20-20 dolgozét gydjtottiink és
fagyasztottunk le azonnal szarazjéggel.

A méjusi mintavétel sordn két méhészetben (6., 13.) a hdrom méhcsalddboél csak kett6 volt mar meg a mar-
ciusi mintavételi id6szak harom méhcsalddjabdl, igy csak azokat mintaztuk madr, Gj csalddot nem vontunk be
harmadikként. A méhcsalddok vdndorlasa nyolc méhészetben (5., 6., 9., 10., 12, 13., 18,, 20.) véltoztatta meg
az alloményok foldrajzi helyét. Ezek koziil négy méhészetnél (5., 9., 12., 13.) a méjusi tartdsi hely jarasanak
klimatikus kategéridja megvaltozott a marciusihoz képest. Két méhészet melegebbrol hiivosebbre teriiletre
(5., 12.), a 9. és 12. méhészet szarazabb tertiletrsl csapadékosabbra vandorolt. A 13. méhészet csapadékosabb
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jarasbol szarazabba vandorolt. A felmérésbe vont dllomanyokban mindkét mintavételi id6szakban kérd6ives
adatgyfijtést végeztiink az 4llategészségiigyi el6zményekre vonatkozoéan.

A mintdkat az Allatorvostudomanyi Egyetem Parazitol6giai és Allattani Tanszékén készitettiik el vjge-
nerdcids szekvendldsra. A mélyhiitott mintakbol csalddonként 10-10 egyedet valasztottunk ki, amelyeknek
eltavolitottuk a teljes gyomor-bélrendszerét. Igy méhészetenként 3 x 10 dolgozé gyomor-bélrendszert ta-
volitottunk el, amelyeket méhészetenként pool-oztunk. Minden méhészethez 1j, kordbban nem hasznélt
preparal6 csipeszt hasznaltunk, és csak egyetlen pool (3 x 10 bél) feldolgozasédhoz.

Ixodes ricinus metagenom-vizsgdlat. A mézel6 méheknél leirt médszer szerint a 20 kivalasztott jardson beliil
azonositottunk egy-egy erddszegélyt, ahonnan végiil mintat vettiink. A gazdat keres6 kullancsok gyfijtése
2019.3.23. és 2019.5.20. kozott tortént un. ,flagging & dragging” eljarassal. A laboratériumban a fagyasztott
mintakbél szarmazé kullancsokat taxonémiailag meghataroztuk (Estrada-Pefa et al., 2018). Az I ricinus
fajba sorolt kullancsok koziil mintavételi helyenként, véletlenszertien tiz nimfat és tiz néstényt valasztottunk
ki. Mivel harom mintavételi helyen nem tudtuk 9sszegytijteni a minimalisan sziikséges tiz néstényt és tiz
nimfat, a szekvendldsba és a tovabbi elemzésekbe csak a fennmaradé 17 helyszinen gyijtott mintak kertiltek
be. Az Ixodiphagus hookeri vizsgélatba e mintdkon tdl bevontunk ugyanazon gytijtési id6szakbol, kirandulas
és kutyasétaltatds céljabol kedvelt helyekr6l szdrmazd, tovdbbi négy-négy I. ricinus nimfa és néstény min-
ta metagenom-szekvenalasi adatait is. Minden minta esetén a DNS-kivonds el6tt a kullancsokat 99,8%-os
alkohollal kétszer mostuk.

Relevdns kiegészités lenne a mézeld méh és kullancs metagenom antimikrobidlis rezisztencia mintdzatdra vonatkozd
hazai adatok bemutatdsa.

Valasz: Ezekben a vizsgalatokban nem volt célunk a rezisztom vizsgélata. De a Birdl6 felvetésére meg-
vizsgaltam a mintdkat (Comprehensive Antibiotic Resistance Database, CARD v4.0.1), 90%-0s lefedettségi
és 90%-os szekvencidlis azonossagi hatarértékek alkalmazasaval. Igy a mézelé méhekbsl szarmazé marci-
usi mintdinkban E. colihoz kothetd tetR (6. méhészet), illetve Gilliamella nemzetséghez kotheté Escherichia
coli EF-Tu mutants conferring resistance to Pulvomycin (7. méhészet) AMR-determindnsokat azonositottam. A
méjusban, a 20. méhészetbdl vett mintdban azonositottam a Gilliamella nemzetséghez kothetd Escherichia coli
EF-Tu mutants conferring resistance to Pulvomycin-t. Ugyanez az AMR-determindns kimutathaté a 16. méhé-
szet marciusi és majusi mintajaban is, de az azt hordoz6 kontig taxonklasszifikacidja az alkalmazott 50%-0s
konfidencia mellett nem adott eredményt. A kullancsmintédk egyikében sem azonositottam ARG-t.

A nyerstej mikrobiom eredmények meguitatdsa sordn indokolt lenne a legfrissebb hazai szakirodalmi adatok (pl. Kerek
et al., [doi: 10.3390/vetsci11060265]) beépitése.
Valasz: Egyetértek, valdban jobb lett volna ennél a résznél részletesen diszkutdlni az eredményeket.

Bir a teljes metagenomikai adatsor kimeritd elemzése messze tiillnyiilna e dolgozat keretein, - a szildzs rezisztomjdhoz
hasonléan a tobbi fejezetben is- kiemelten fontosnak tartom azoknak a kritkus rezisztencia determindnsoknak a részletes
tdrgyaldsdt, amelyek széles gazdaspektrummal, illetve niche-eken dtivel$ transzferpotencidllal rendelkeznek.

Valasz: Egyetértek a birdloval. Ezért az eredeti kozleményeinkben ezekre részletesen kitértiink, a dolgo-
zatban ezt roviditettem.
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A vektor-kozuvetitette bakteridlis metagenom vizsgdlatok fejezet értékes eredményeit sajndlatos médon megbontja egy
oda nem ill§ angol nyelvil bekezdés.

Valasz: A jelzett fejezetben valéban tgy téinhet, hogy a harmadik bekezdés angol, de val6jaban ott fel-
soroltam azon AMR-determindnsokat, amelyeket az egyes fajokban azonositottunk. Ott az ARG-k mellett
olyan AMR-ben szerepet jatszé6 mutacikat is emlitek, amelyek neve nem rovidités. Mivel az alkalmazott
adatbazisban ezen AMR-determindnsoknak ez a neve angolul szerepel, nem forditottam le, mert kiilénben a
visszakeresésiik nehézségeket jelentene. Beldtom, hogy ez nem szép megoldads, jobb lett volna tdblazatosan
bemutatni ezeket az eredményeket a félreérthet6ség elkertilése céljabol.

Kiemelten fontosnak tartom a helyes frdsmoéd haszndlatdt az olyan gének esetében, mint a blaTEM és az blaOXA. Ez-
zel kapcsolatos kérdésem, hogy a metagenomikai vizsgdlatok lehet6vé teszik-e az allél-szintii rezisztenciameghatdrozdst,
ami a TEM és OXA géncsalddok funkciondlis annotdcidja szempontjdbol kritikus jelentdségii?

Valasz: Valéban fontos lenne az ARG-k kapcsan kialakitani egységes, helyes irdsmédot. Sajnos az ARG-
adatbazisok is részben eltéré elnevezéseket tartalmaznak, emiatt pl. nem lehet név alapjan tokéletesen
megfeleltetni egymasnak az azokban elérhet6 géneket. Dolgozatomban — egy kivételével — a kozlemények-
ben hasznalt neveket hasznédltam. Ugyanakkor a bemutatott eredményeink 6sszehasonlithatésdga céljabol
egységesitettem az ARG-neveket, amit réviden jeleztem az eredmények bevezet bekezdésében.

A kérdésére a valaszom, hogy igen, kiilonb6z6 mértékben, de az adatbdzisok tartalmaznak az allélek-
re vonatkoz6 adatokat. A mi Osszehasonlité vizsgdlataink alapjan ebben az adattartalomban is a CARD a
legétfogébb, bar sajnos, az utébbi id6ben frissitése nagyon megritkult. Meg kell jegyezni, hogy az adattar-
talom még nem jelenti azt, hogy a rutin ARG-detektalds sordn a felhasznalé kiakndzza ezt a lehetGséget is.
Az ARG-adatbézisok sokkal tobb informaciét tartalmaznak, mint amennyit az altaldnos pipeline-ok hasz-
nélnak.

Vilaszok a feltett kérdésekre

A mézeléméh bélbakteridta Osszetételének dinamikus vdltozdsai alapjdn, véleménye szerint azonosithaték-e a mézter-
melési id6szakban olyan kritikus periddusok, amikor a méhek bakteridlis és virdlis patogénekkel szembeni fogékonysdga
elérejelezhetben megnd?

Valasz: A bakteriomvizsgdlatunk célja az volt, hogy képet kapjunk arra vonatkozéan, hogy mekkora
az egészséges mézelé méhek bélbakteriotdjanak természetes variabilitdsa. Ezzel egyfajta referenciat kapni
arra vonatkozoéan, hogy az egészségestdl val6 koros eltéréseket tudjunk azonositani. A kérdés megalapozot-
tabb megvélaszoldsdhoz a sajat vizsgalatunkat célszerti lenne kiegésziteni beteg mézelé méh dolgozdokbol
szdrmaz6 adatokkal is. De ha csak a sajat és hasonl6, egészséges csaladok bélbakteriom adatai alapjan kel-
lene elbrejelzést megfogalmazni, akkor gy gondolom, hogy megfontolandé szempont lenne a diverzitas
mértéke. Okoldgiai, evoltciés ismereteim szerint a nagyobb diverzitds nagyobb alkalmazkodési képességet
jelent a stresszorokkal szemben, amilyenek a kérdésben szereplé patogének is. A mi méjusi mintdinkban
valamivel nagyobb a-diverzitdst tapasztaltunk, a marciusiakhoz viszonyitva. Mig a méjusi mintdk kozott a
kornyezeti valtozok (hémérséklet, csapadék) alapjan nem taldltunk szignifikdns diverzitaseltéréseket, addig
a mérciusi mintdk koziil a melegebb tertiletr6l szarmazok szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutattak, mint
a hiivosebb teriiletrdl szarmazok. Vagyis gondolhatndnk azt, hogy a marciusban melegebb teriileteken a
kisebb diverzités jelentheti azt, hogy kitettebbé teszi a méheket kiilonféle kérokozéknak. Ha ezt tsszevetjiik
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a fonalas virus abundancidinkkal, akkor azt latjuk, hogy a marciusi melegebb tertiletrsl szairmazé mintdkban
szignifikdnsan tobb a virus, mint a hidegebb tertiletr6l szairmazoékban. Itt fontos azt is megjegyezni, hogy
a marciusi mintdkban a szadrazabb teriiletrél szdrmazokban volt magasabb abundancia a csapadékosabb
tertiletekhez hasonlitva, mig ugyanebben az 6sszehasonlitdsban az a-diverzitds nem mutatott szignifikans
eltérést. A diverzitds mellett a bakteriota Osszetételének stabilitdsa is fontos szempont lehet, ami alatt itt
azt értem, hogy a magbakteriomot alkotd fajok abundancidja nem tér el jelentésen. Ha az erre vonatkozo
eredményinket vetjiik 6ssze a fonalas virus el6forduldséaval, akkor azt latjuk, hogy a mintavételi id6szakokon
beliil, kornyezeti valtozok szerint alig latunk szignifikdns véltozast a magbakteriom fajonkénti abundancidi-
ban. Mig a két id6szak dsszehasonlitdsa alapjan a fajok nagy része szignifikdnsan eltér6 abundanciat mutat.
Ezek alapjan a korlatos adatok alapjan a Birdl6é kérdésére azt mondandm, hogy olyan periédusok jelent-
hetnek kockdzatot, amelyekben a bélbakteriota diverzitdsa lecsokken. Ugyanakkor a képet er6sen drnyalja,
hogy a Vairimorpha ceranae el6fordulasi eredményeink nem kapcsolhaték az a-diverzitasi eltérésekhez.

A rendelkezésre dllé mddszertani és bioinformatikai feltételek mellett mennyire tartja meguvaldsithaténak egy metage-
nom-alapil kullancs-mikrobiom monitoring rendszer bevezetését?

Valasz: A klimavéltozds okdn tgy vélem, hogy nem csak megvaldsithat6, de megvaldsitandé is lenne
egy ilyen monitoring rendszer kialakitdsa és mtikodtetése. Csatlakozva a Birdl6 egy kordbbi észrevételéhez,
,vektorokra” kiterjesztve. A megoldott technikai, metodikai témakorok mellet azonban vannak olyanok,
amelyek kihivasokat jelentenek, pl. RNS-virusok metagenom-alapu vizsgalata. Kulcsfontossdgu lenne a
mintavételezési pontokat, a mintavételezés gyakorisagat kockdzatelemzési alapon meghatdrozni. Vélemé-
nyem szerint ebben a klimatikus kornyezet mellett a gazdaéllatokra vonatkozé informaciék felhasznéldsa
kozponti lenne. A vektorkodzvetitette fertézések kapcsan fontos, hogy a vektor szdmara alkalmas kornye-
zet alljon rendelkezésre, ahova val6 eljutdsa esetén elszaporodhat. Ezen tul tovédbbi lényeges mozzanat, a
megérkezés, vagyis, hogy a vektor hogyan jut egyik helyr6l a masikra, kiillondsen nagy tavolsdgok esetén.
A vektor széllitdsdban szamos hordozé szerepelhet, amelyek kozott a kiilonosen nagy tavolsdgokat bejaré
allatok, igy pl. a vonul6é madarak fontosak lehetnek. Egyes, hazai madérinfluenza kitérések vadmadar vo-
nuldsi eseményeinek kapcsolata j6 példdzza ezt. A rendszer tervezésénél érdemes lenne figyelembe venni az
1952-ben feldllitott orszdgos fénycsapda hdlézat tapasztalatait is, illetve ha lehetséges, akkor annak mintait
is felhasznalni. Egy ilyen monitoring rendszer az Gjonnan megjelen6 kérokozoék detektaldsa, a mar itt 1évok
elterjedtségének vizsgalata mellett a vektorokkal kapcsolatos tj ismeretekkel is szolgadlhatna. Erre példaként
emlithetd a kérokoz6 jelenlétét célzo haltetli metagenomikai vizsgalatunk, amelynek sordn patogén virus
és baktérium azonositdsa mellett az izeltldbti mitogenomelemzése nyoman sikertilt leirnunk egy 4j Argulus
alfajt (Keve et al., 2025).

Elképzelése szerint az intracelluldris patogének esetében — mint pl. a Coxiella burnetii — az izoldtumokban azonositott
mobilis rezisztencia gének hogyan jarulnak hozzd a horizontdlis géntranszferhez?

Valasz: Az obligat intracellularis kérokozok koziil egy nemzetségben (Anaplasma) egyéltaldn nem, a tob-
biben (Bartonella, Ehrlichia, Rickettsia) a mintdk 2,6%-dban azonositottunk ARG-t. Mig a Coxiella mintdk 11%-a
volt ARG-pozitiv. Ezek alapjan azt gondolhatjuk, hogy a Coxiella és a tobbi nemzetség altalunk vizsgélt fajai
kozotti valamilyen alapvetd kiilonbség lehet az ARG HGT-ben.

A C. burnetti a tobbi vizsgalt baktériumtél alapvetéen kiilonbozik abban, hogy nem csak vektorral terjed,
hanem pl. levegtvel, élelmiszerrel is. Elképzelhet lenne, hogy ezekben a kozegekben tébb ARG-hordozé
baktériummal taldlkozhat, mint a vektoron beliil, amelyekt6l ARG-ket vehet fel. Ennek ellentmond az,
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hogy természetes koriilmények kozott a C. burnetti nem mutat extracelluldris aktivitdst. Ugyanakkor vannak
adatok arra vonatkozéan is, hogy specidlis mesterséges kozegben gazdasejt nélkiil is aktivizalhaté (Omsland
et al., 2008). Igy az is elképzelhets, hogy, bér kis valészintiséggel ez az extracellularis aktivitds a gazdan
beliil ARG-felvételt is lehet6vé tesz.

Az viszont jobban adatolt kiilonbség, hogy a C. burnetti-ben a tobbi itt vizsgalt intracellularis kéroko-
z6khoz viszonyitva jelentésen gyakoribb a HGT. Ennek okai kozott lehet, hogy ez a faj még kevésbé régota
obligét intracelluldris baktérium, kisebb mértékben csokkent a genomja ( 2 Mb), tobb az 6nallé élethez sziik-
séges eszkoz all rendelkezésére (Minnick & Raghavan, 2011). A Bartonella-k 1.9 Mb genomja mellett a C.
burnetti-nél kevésbé jellemz6 a HGT (Québatte & Dehio, 2019). Osszevetve ezt a HGT-ben jéval ritkdbban
résztvevé (Darby et al., 2007) Rickettsiales fajok 1,1-1,6 Mb méretli genomjaval, feltételezhets, hogy ezek
HGT-t szolgal6 géndlloménya jelentésen kisebb.

Ezeket a szempontokat figyelmbe véve gy képzelem, hogy az altalunk elemzett intracellularis kérokozok
koziil els6sorban a C. burnetti-ben elé6fordulé mobilis ARG adédhatnak 4t HGT-vel.

Végezetiil ismételten koszonom Dr. Szmolka Annamdridnak targyilagos, vildgosan megfogalmazott kri-
tikai észrevételeit és kérdéseit, valamint hogy megéllapitdsaimat dsszességében hiteles és 1ij eredményeknek
ismerte el. Kérem, hogy opponensi véleményére és kérdéseire adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.
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