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1. Bevezetés és célkituzések

A hazénkban €16 kisemlds kozosségek leggyakoribb képviseldi az egerek €s pockok, melyek a
taplaléklancban betoltott szerepiikon kiviil betegségek terjesztésében is fontos szerepet
jatszanak. Jelentds ektoparazitdik a kullancsok, melyek koézismerten szdmos kérokozd
vektorai. A gazdaallaton torténd éldskodésiik soran ezeket a korokozokat adhatjak at a
kisemldsoknek, igy azok a mikroorganizmusok rezervoarjaiva valnak: késobb egy 1j, esetleg

még fertézésmentes kullancs a vérszivas soran fertdzddhet toliik.

A kisemldsokon gyakran megtalalhatd Ixodes-fajok felelosek a Borrelia burgdorferi sensu
lato (s. 1.) baktériumok terjesztéséért is. Ez a zoonotikus, kullancsok terjesztette baktérium
okozza a human Lyme-kort. Ugyanezen Ixodes-fajok mas korokozok vektorai is, igy példaul a
Borrelia miyamotoi baktériumé, amely a visszatérd 14z nevii korkép okozoja. Ez a kérokozd
szoros rokonsagban all a Lyme-borreliézist okozd baktériumokkal, mégis szamos

tulajdonsagéban eltér attol.

Munkank soran igazolni kivanjuk a gemenci ragcsalok potencidlis rezervodr szerepét azaltal,
hogy a roluk gytjtott kullancsokban és szovetmintdkban, valamint a névényzetrdl gytljtott
kullancsokban kimutatjuk a B. burgdorferi s. 1. és B. miyamotoi baktériumokat. Utobbi
kérokozd meglehetdsen 1j kutatasi teriiletnek szamit: klinikuma, hattere és gydgykezelése
sem teljesen tisztdzott, igy amennyiben sikeriil bebizonyitanunk jelenlétét a gemenci
kisemldsokben ¢€s kullancsaikban, az hozzéajarulhat az altala okozott betegség szélesebb korti

megismerés¢hez.

Célkitlizések:

e a Borrelia burgdorferi s. 1. és a kozelmultban leirt Borrelia miyamotoi baktériumok
kimutatasa a kullancsokbdl

e akisemlds szovetmintdk vizsgalata a fentebb emlitett korokozdkra



2. Irodalmi attekintés

2.1 A Gemencen eldéforduld kisemlds fajok

Hazank természetes élohelyein nagy diverzitdsban és egyedszamban fordulnak eld
kisemlosok, igy Gemenc teriiletén is szdmos képviseldjiikkel talalkozhatunk. Irodalmi
adatok alapjan (Lanszki et al. 2008) kijelenthetjiik, hogy az egérfélék dominalnak e
tertileten (90,6%), koziiliik is a pirdk erdeiegér (Apodemus agrarius) a leggyakoribb. Ezt
koveti a kozonséges erdeiegér (Apodemus sylvaticus) €s a sarganyaka erdeiegér
(Apodemus flavicollis), mig a kislabt erdeiegér (Apodemus uralensis) igen ritkan
csapdazhatd. Az egérféléket a pockok kovetik 8,8%-os eléfordulasi gyakorisdggal,
jelentdsebb képviseldik a voroshata erdeipocok (Myodes glareolus), a mezei pocok
(Microtus arvalis), a kozonséges kdszapocok (Arvicola amphibius) és védett csalitjaro
pocok (Microtus agrestis). Mindossze 0,6 %-ban képviseltetik magukat a cickanyfélék,
kozilik is a torpe cickany (Sorex minutus) (Lanszki et al. 2008). Egy 1j, a kisemldsok
kullancsainak jarvanytani szerepeire irdnyuld kutatds sordn tobb mint Gtszaz ragcsalo
keriilt befogasra Gemencen, melyek kozott a pirdk és a sarganyaku erdeiegér, a voroshatu
erdeipocok és a mezei pocok képviseltették magukat, de a fajlistin két eddig nem
csapdazott faj is megjelent: a torpeegér (Micromys minutus) és a hazi egér (Mus musculus)

(Szekeres et al. 2015).

A kiseml6sok gazdaallatai szamos ektoparazitanak, kozottik sok csapragdsnak
(kullancsoknak és atkéknak) is. Feltehetdleg tobb kullancsfaj éldskodik a ragesaldkon,
mint barmely mas rend tagjain (Hillyard, 1996).

2.2 A kullancsok
A kullancsok az izeltlabuak (Arthropoda) torzsébe, a csdpragosok (Chelicerata)
altorzsébe, a pokszabdstak (Arachnida) osztilydba, ezen beliill az atkak (Acari)
alosztalydba ¢és a kullancsfélék (Ixodidae) csaladjdba tartoznak. Testiik az eliilsd
gnathoszOmara ¢s a hatulsé idioszdmara oszthatd, ez utdbbi a labakat viseld podoszoémat
¢s az e mogotti opiszthoszomat foglalja magaba. A larvak hat, mig a nimfak és adultok
(kifejlett egyedek) nyolc labbal rendelkeznek (Hillyard, 1996). A feji részen taldljuk a
tapogatokat, a szipokat, az alsd és a paros felsd allkapcsot. A tulajdonképpeni testen
helyezkedik el a pajzs. Az adult kullancsok ivara a pajzs és a test ardnya alapjan
konnyedén megkiilonboztethetd, ugyanis himekben a pajzs az egész hati feliiletre kiterjed,

mig ndstények esetében csak a hat elilsé részét fedi, tehat a kullancsok ivari
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dimorfizmusa igen kifejezett (Nosek & Sixl 1972). Els6 labukon helyezkedik el a Haller-
szerv, mely érzékeld funkciot 1at el: kemoreceptorok, illetve egyéb, a paratartalmat és

homérsékletet érzékeld receptorok taldlhatok itt (Foelix & Axtell 1971).

A kullancsok a gazdaallat vérével taplalkoznak. Nyalmirigy-valadékuk érzéstelenitot,
valamint véralvadast és sebgyogyulast gatld faktorokat tartalmaz, és olyan cementszerd
anyagot valasztanak ki, ami rogziti az allatot taplalkozas kozben. A nostény kullancsok
tobb napon keresztiil szivjak az aldozat vérét, kozben testiik a tobbszorosére duzzad.
Himek esetében a jelentds méretnovekedést a hatukat teljesen beboritd pajzs gatolja, igy

6k tobbszor, kis mennyiséget szivnak (Wall & Shearer 1997).

Fejodésiik részleges atalakulds. A ndstény megtermékenyitése a gazdadllaton torténik,
majd lehullva a foldre egyszerre tobbezer petét is lerakhat. A kikel6 larvak igy egy helyen
nagy szamban fordulnak eld (Hillyard 1996). Eletik soran egy, két vagy harom
gazdaegyedrdl szivnak vért. A legtobb kullancs hiaromgazdas, azaz minden fejlodési
stadium levalik a gazdaallatrol taplalkozas utan. Egyes Rhipicephalus- és Hyalomma-
fajok kétgazdasak, mig a kordbban Boophilus nembe sorolt Rhipicephalus-fajok, az
Amblyomma nitens és a Dermacentor albipictus egygazdéasak, azaz egész ¢letiiket

egyetlen gazdadllaton t6ltik (Barker & Murrell 2004).

Leggyakrabban a gazda 4altal nem elérhetd, vékonybdrii helyeken (pl. fiilek tove)
taplalkoznak, ahol kezdetben alig észrevehetoek, de vérszivas kozben megduzzadva mar
jol lathatoak. Az aldozatukban vérveszteséget, és az atadott kérokozok altal kiilonféle

korképeket alakithatnak ki (Bowman & Nuttall 2008).

Némely kullancsok sok gazdafajt elfogadnak téaplalékforrasként (pl. Ixodes ricinus),
masok ennél szelektivebbek (pl. I. acuminatus és 1. hexagonus), és akadnak kis szdmban
olyanok is, melyek kizarolag egyetlen fajt preferdlnak (pl. az 1. lividus). Az eurdpai
ragcsalokon leggyakrabban fellelhetd kullancsok az I acuminatus, I. apronophorus, I
hexagonus, 1. ricinus, 1. trianguliceps, Dermacentor marginatus, D. reticulatus &s

Haemaphysalis concinna (Hillyard, 1996).

2.3 A Borrelia burgdorferi sensu lato
A Borrelia genusz a Spirochetales rend genuszainak egyike. Mozgékony, 5-25 pum hosszu,
0,2-0,5 pm széles baktériumok tartoznak ide, jarvanytanilag legfontosabb képviseldjiik a

Borrelia burgdorferi sensu lato (s. 1.) csoport (Lakos 2009).



Ebbe a csoportba jelenleg 20 fajt sorolnak, melyek kozott megtalalhatjuk a Lyme-kor
kérokozoit. Bizonyitottan eldidézi a betegséget a Borrelia burgdorferi sensu stricto (s. s.),
a B. garinii, B.afzelii, B. bissettii, B. lusitaniae ¢és B. spielmanii (Foldvari et al. 2005;
Stanek et al. 2012). Més fajok, mint a B. japonica, B. andersonii, B. sinica, B. turdi és B.
tanukii, nem okoznak megbetegedést (Richter et al. 2006).

A Lyme-borreliozist eldszor az USA-ban észlelték egy rheumatoid arthritis jarvany
kapcsan 1975-ben, Old Lyme varosanak kozelében. A kérokozo Willy Burgdorfer utan
kapta a nevét, aki szarvasokon talalt kullancsokbdl izoldlta a mikroorganizmust. Azota a
betegség jelentds kozegészségligyi problémava nodtte ki magat, nemcsak az Egyesiilt
Allamokban, hanem Eurdpaban is. Hazinkban 1998 6ta bejelentési kotelezettség ald
tartozik, évente minden 100.000 emberbdl 80-100 betegszik meg, €és a szubklinikai
eseteket legalabb ugyanennyire becsiilik (Wagner et al. 2010; Lakos 2009).

A Lyme-kort kullancs vektorok kozvetitik, Eurépaban és Azsidban az I. ricinus és I.
persulcatus, Eszak-Amerikaban pedig az ott gyakori I scapularis és I. pacificus. Az egész
vilagon vektor szerepet tolthet be a vdndormadarakon él8sk6dd /. uriae (Ruel 1993). A
betegség {0 rezervoarjai a kisemlésok, néhany madarfaj (Stanek et al. 2012), és egyes
gyikfajok (Foldvari & Rigd 2009). A rezervoarokban fajonként eltéré ideig és eltérd
intenzitassal alakul ki bakterémia, ez befolyasolja a rajtuk taplalkozo, betegséget még nem

hordozé kullancsok fert6zodését (Rigo et al. 2012).

A kullancsok a korokozét a kozépbeliikkben hordozzak. A spirochétak altal itt termelt
OspA és a kullancs nyalmirigyében termelt OspC protein segitik a koérokozét a
gazdaszervezet sejtjeihez vald kotddésben. A taplalkozas soran a fertdzott kullancs az
aldozata szervezetébe juttathatja a baktériumokat nyalmirigyvaladéka altal (Stanek et al.
2012). A fertdz0dés szezonalitdst mutat, leggyakrabban majus-juliusban és kisebbrészt
Osszel jelentkezik. Ha a Borrelia-t hordoz6 kullancs mér tobb mint egy napja sziv vért a
gazdan, a fert6z6dés csaknem teljesen biztos. Ennél hamarabb eltdvolitva a parazitit a
betegség kockazata jelentdsen csokkenthetd, kivéve ha szakszerlitlen az eltavolitas,

amelynek sordn nagy mennyiségii nyalmirigyvaladék jut az aldozat borébe (Lakos 2009).

A Lyme-kor tiineteit harom stadiumra oszthatjuk. Az els6 stddiumba a legkorabbi tiinetek
tartoznak, melyek a fert6zodést kovetd 2.-3. héten jelentkeznek: jellegzetes bortiinetként
az erythema migrans (lassan terjedd bdrkiiités), emellett influenzaszert tiinetek, mint

nyirokcsomd-elvaltozasok, izomfajdalom, 1az, rossz kozérzet. A masodik stddium a 3.-6.
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hétre tehetd: intermittald iztiletgyulladas, agyidegtiinetek, agyveldgyulladas, pitvar-kamrai
blokk, szivizomgyulladds, sulyos gyengeség. Ezutdn a pdaciens akdr hdnapokig is
tiinetmentes lehet, majd bekovetkezik a harmadik stddium: kronikus iziiletgyulladas,
kréonikus agyveldgyulladas, izomgyulladas, a labak gyengesége beidegzési zavar miatt és
krénikus faradtsag szindroma. A néha sulyos tiinetek ellenére is csak néhdny halélesetrdl
van tudomasunk eddig. Tekintve, hogy gyakran krénikus forméban jelentkezik a betegség,
¢s honapok, esetleg évek telhetnek el panaszmentesen, a tiinetek kialakulasa gyakran nem

kovet szezonalitast, ellentétben a fertdzodés idejével (Wagner et al. 2010; Lakos 2009).

A tiinetek nemcsak az id6 eldrehaladtaval valtoznak, hanem attdl fiiggden is, hogy a B.
burgdorferi s. 1. csoport mely faja okozta a fert6zést, ugyanis az egyes korokozoknak mas
predilekcids helyei vannak, igy a B. burgdorferi s. s.-t leggyakrabban iziiletgyulladasos
esetekben mutattak ki, a B. afzelii-t erythema migrans, mig a B. garinii-t idegrendszeri

tiinetek esetén (Hubalek & Halouzka 1997).

Emberek esetében a legkifejezettebbek ¢s legsulyosabbak a tiinetek, de ugyanugy
haziallatainkat is megbetegiti a Lyme-kdr. Kutyakban leggyakoribb az iziiletgyulladas,
mely foleg a labtocsontok iziileteit érinti. Laz, levertség, étvagytalansag jelentkezhet,
iddsebb allatokban pedig vese €s idegrendszeri diszfunkcio. A szivelvaltozasok, valamint

a klinikai esetek ritkak (Skotarczak 2002).

Szarvasmarha €s 16 esetén f0 tlinet a santasag, mely iziiletgyulladas miatt alakul ki és
lazzal parosul. Ritkdbban patairha-gyulladas, vetélés, sulycsokkenés, az uvea gyulladdsa
¢s teheneknél csokkend tejtermelés jelentkezik. Nem kizart erythema migrans jelenléte
sem, de hazidllatainkndl a szoérrel boritott testfelilleten nagy kihivds ezt észrevenni

(Stefancikova et al. 2008).

A Lyme-kor kezelése antibiotikummal torténik, a leggyakrabban alkalmazott szerek:
doxiciklin, amoxicillin, cefuroxim, benzilpenicillin ¢s fenoximetilpenicillin. Ezek
gyogyitjak a tiineteket, megakadalyozzak a baktériumok terjedését, és a betegség kései

stadiumban is hatdsosak (Cerroni 2004).

Mivel a tiinetek a borpir kivételével igen altalanosak, melyek differencial diagnozisaban
rengeteg betegség neve felmeriilhet, a pontos korjelzést laboratoriumi vizsgalattal

hozhatjuk meg. Ez szeroldgiai moddszerekkel torténik, az ellenanyagok vizsgéalatira



immunfluoreszcencia, ELISA (enzym-lynked immunosorbent assay) és Western-blot

hasznalhato (Lakos 2009; Lérinczi 2005).

2.4 A Borrelia miyamotoi

A Borrelia genuszba nemcsak Lyme-borrelidzist (LB), hanem visszatérd lazat
(relapsing fever, RF) okozd mikroorganizmusok is tartoznak, melyeket nagyrészt az
Argasidae csalad (Ovantagok) ektoparazitai terjesztenek. Az Argas-fajok feleldsek a
Borrelia anserina terjedéséért, illetve Ornithodoros-fajok jatszanak vektor szerepet a B.
duttonii, B. crocidurae és B. hispanica esetében. Emberi ruhatetithdz (Pediculus humanus)
adaptalodott a B. recurrentis, de egyes kutatasok bebizonyitottak, hogy a tobbi visszatérd
lazat okozo baktérium is képes tetvek altal terjedni. A csoportbol némileg kildg két
mikroorganizmus, mert kullancsbdl izolaltdk oket: a B. lonestari, melyre egy
Amblyomma-fajban bukkantak rd, és a B. miyamotoi, ami Ixodes-kullancsok altal
terjesztett baktérium. igy ezen fajok egy ideig taxondmiai problémat jelentettek (Ras et al.
1996). A vektora alapjan a B. miyamotoi-t a Lyme-borrelidzis csoportba sorolhatnank,
hiszen ezt is Ixodes-fajok terjesztik, melyek csak tavoli rokonai az Argasidae csaladnak;
valamint ugyanugy linearis DNS-sel rendelkezik, mint a Lyme-korokozok. Azonban
genetikai vizsgalatok kideritették, hogy mégsem a B. burgdorferi s. 1. csoporttal all

rokonsagban, hanem a visszatérd laz korokozoéival (Takahashi & Fukunaga 1996).

A B. miyamotoi-t el0szor Japanban izolaltak 1995-ben az I persulcatus kullancsbol,
valamint az Apodemus argenteus egér vérmintajabol. Az azota eltelt két évtizedben
szamos helyen detektaltdk jelenlétét Europaban, Oroszorszdgban ¢s az Egyesiilt
Allamokban is. Az els6 huméan megbetegedést Oroszorszagbdl jelentették 2011-ben, majd
kés6bb az Egyesiilt Allamokban és Hollandigban is leirtak eseteket (Fukunaga et al. 1995;
Hovius et al. 2013). Minden esetben Ixodes genuszba tartozd kullancsbol kertiilt
kimutatasra a B. miyamotoi, ezek Amerikaban az I. scapularis, 1. dentatus és 1. pacificus
voltak, mig Eurépaban az /. ricinus. A kérokozd legjelentdsebb rezervoarjai az egérfélék,
melyek kozil leirtdk mar Apodemus-, Myodes- ¢és Peromyscus-fajokban is, valamint
Eszak-Amerikiban mokusrol gyiijtott kullancsokban is felfedezték jelenlétét (Burri et al.
2014). Kutatasok sordn az keriilt megallapitasra, hogy a vérmintdk alapjan bizonyitottan
B. miyamotoi-fertdzott ragesalékon foként a kullancsok larva stddiumai fordulnak eld,
mely arra enged kovetkeztetni, hogy a fertéz6dést a larvak okozzak (Taylor et al. 2013).
Mivel a kullancsok életciklusaban a larva az els6 stadium, ami taplalkozik, mar a gazdara

keriilés eldtt fertézodnie kellett, ami ugy lehetséges, ha a korokozé transzovaridlisan is
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terjed (Dibernardo et al. 2014). Fert6zott néstény kullancsok tojasaibol kikelt larvakban
keresték a baktériumot, és magas szazalékban kaptak pozitiv eredményt, azonban a
koérokozo atadasa nem 100 %-os, tehat egy fertdzott ndstény tojasaibol is kelhet ki nem
fertdzott larva (Taylor et al. 2013). Mas kutatasok a még nem taplalkozott nimfa és adult
stddiumokra irdnyultak, és a mikroorganizmus benniik is kimutathatdé volt, tehat

bizonyitott a transzstadidlis terjedés is (Hamase et al. 1996).

Bar a B. miyamotoi leggyakoribb és legkonnyebben vizsgalhato rezervodarjai a ragcsalok,
mas fajokban is megtalaltdk mar, igy vizimadarakban, vadpulykaban, verébalkattiakban,

nyulban, szarvasmarhaban és szarvasfélékben is (Scott et al. 2010).

A Dbetegség tlineteinek ¢és gyogykezelésének meghatdrozdsa nehézségekbe {itkozik.
Egyrészt mert az els6 humdn esetet 2011-ben irtdk le, igy az azota eltelt négy év nem
nyujtott elegendd 1do6t, hogy jelentds mennyiségi adatot gytijtsenek rola a kutatdk, foleg
hogy azodta sem szamit gyakran diagnosztizalt megbetegedésnek. A legtobb eurdpai
orszagbdl példaul még egyetlen human esetet sem jelentettek (Rizzoli et al. 2014).
Masrészt a korokozo altaldban nem 6nmagéaban fordul eld, hanem egyidejlileg van jelen a
paciensekben mas fertdz6 mikroorganizmusokkal, igy tiineteik kiillonvalasztasa nem
mindig egyszerti. Kimutattdk mar Lyme-borrelidzissal és Powassan virussal (Tokarz et al.
2010), illetve Babesia-val is egyiittes fert6zést okozva (Krause et al. 2014). Sok esetben
nemcsak a betegekben, hanem mar a kullancsokban is egyszerre tobb korokozé taladlhato
meg, igy egyetlen vérszivassal is polimikrobidlis fert6zést tudnak atadni (Tokarz et al.
2010). Az bizonyos, hogy a B. miyamotoi feleldssé tehetd agyvelo- €s agyhartyagyulladas,
illetve visszatérd 1az kialakulasaért (Sato et al. 2014). Ez utobbi mindig magas lazzal,
fejfajassal és izomfajdalommal jar. Az elsé lazas peridodus (1-3 nap) utédn tiinetmentes
idészak kovetkezik (3-10 nap), majd a tiinetek visszatérnek, &ltaldban stlyosabb
formaban, mint el6szor. Ez tobbszor is véltakozhat egymas utan. Bakterémiaval csak a
lazas iddszakokban taldlkozhatunk, ekkor rengeteg spirochéta kering a vérben.
Komplikacidként idegrendszeri tiinetek jelentkezhetnek  10-30%-ban, melyek
megegyeznek a Lyme-borrelidzis fejezetben felsoroltakkal (Cadavid & Barbour 1998). Az
orvosok dolgat az is neheziti, hogy agyveldgyulladast még a Powassan virus is okozhat

(Tokarz et al. 2010).

Utdlag atnézve korabbi korhazi eseteket, tobbszor is elofordult, hogy hasonlo tiinetekkel

fordult a paciens orvoshoz, de diagnézist nem sikeriilt feldllitani. Humédn granulocités



anaplazmézist (HGA) gyanitottak a hattérben, de végiil a tesztek negativak lettek
Anaplasma phagocytophylum-ra és Babesia microti-ra is, Borrelia-ra viszont pozitivak, de
a biztosan megallapithatd, hogy nem B. burgdorferi s. 1. allt a hattérben. Koénnyen lehet,
hogy ezen megbetegedések hatterében is a Borrelia miyamotoi allt, csak akkoriban még
nem ismerték, igy tesztet sem tudtak végezni (Chowdri et al. 2013). Ma mar pontosan
meghatarozhatjuk, hogy ez a baktérium okozza-e a megbetegedést, ugyanis a visszatérd
laz csoportba tartozé minden egyes Borrelia-fajnak egyedi a glpQ (glicerofoszfodiészter-
foszfodiészteraz) gén szekvencidja, igy PCR vizsgalattal egyértelmli eredményhez
juthatunk (Fomenko et al. 2010). A mikroorganizmus kimutathaté vérmintdbol és agy-

gerincveldi folyadékbol is (Hovius et al. 2013).

Borrelia miyamotoi okozta kérkép esetén is sokszor mas, hasonld tiineteket okozd, de mar
részletesebben ismert korokozokra gondolnak az orvosok, és az ellen kezdik meg a
kezelést doxiciklinnel. Ezzel azonban nem kezelik félre a betegeket, mert ez a tetraciklin
hatdsos a B. miyamotoi ellen is. Jelenlegi ismereteink alapjan 14 nap doxiciklin kura
elegendd a kdérokozo elimindldsahoz (Krause et al. 2014). Egyéb hatéanyagok és terapids

protokollok kidolgozasa még a jovo feladata.

3. Anyag és modszer

3.1 Helyszin

A vizsgalat helyszine Gemenc, a Duna- Drava Nemzeti Park egyik teriileti egysége. Ez a
teriilet az orszag legnagyobb, zomében erdd boritotta artere, amely 30 km hosszt €s 7 km
széles. Osszefiiggd, siirti erddi kivalo él8helyet biztositanak szamos védett és vadaszhatd
fajnak is. Gemenc igen erds vadgazdalkodéassal biiszkélkedhet, hazank legértékesebb

trofedit novesztd gimszarvas- allomanya tette vilaghirivé ezt a vadaszteriiletet.

A tanszék munkatarsai 2010-2012 kozott csapdaztak itt kisemldsoket, Bata és Porboly
kozségek kozelében (1. tablazat). A ragcesalok befogasara modositott Sherman-csapdakat

hasznaltak, melyek minden alkalommal két éjszakén 4t voltak kihelyezve.
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1. tablazat: A csapdazas helyszinei és iddpontjai

idépont

2010.07.06

2010.09.17

2010.11.12

2011.05.20

2011.10.07

2011.11.25

2012.05.11

helyszin

Porboly

Bata

Bata

Bata

Porboly

Porboly

Bata

3.2 Kullancsgyiijtés

A kullancsok egy részének 0sszegytjtése a vegetaciorol tortént egy textilia aljnovényzeten
valo huzasaval (dragging), illetve zaszlozassal (flagging). Erre a gemenci térség ot
kiilonb6zd pontjan  keriilt sor 2012-ben. Egy botra szerelt fehér szovetdarabra
kapaszkodtak fel a taplalékforrasra vard kullancsok, ahol konnyen észrevehetdvé valtak.
Csipesszel helyezték

oket alkoholtartalmii Eppendorf csébe, a csoveket pedig

felcimkézték a datummal és helyszinnel.

A vizsgalandd kullancsok masik része a csapdazott kisemldsokrol szdrmazott. Az éterrel
tulaltatott allatokat alkoholban taroltak, roluk tavolitottdk el az ektoparazitdkat a
Parazitologiai és Allattani Tanszék laboratériumaban. A szérzet alapos atvizsgalsa soran
talalt osszes parazitat Eppendorf csObe gylijtotték, a bolhdkat és atkdkat is félretették
késdbbi vizsgalatra. Minden ragcsaldot megszamoztak a csapddzaskor, ezt a szamot a

kullancsok tarolasara hasznalt csdveken is feltiintették a nyomonkovethetdség érdekében.

A vegetaciorol és a kisemlosokrdl gyijtott kullancsokat is faji szinten szétvalogattuk
hatarozokules segitségével (Hillyard, 1996; Nosek & Sixl, 1972). Ebbe a munkéba
kapcsolodtam be 2013-ban. A larvakrdl és nimfakrol lejegyeztiik, hany darabot szedtek le
az adott kisemldsrol €s azok milyen fajba tartoznak, mig adultok esetében a nemiiket is
feltiintettiik. Ehhez sztereomikroszkopot hasznaltunk. A ragcsalokrol gytijtott kullancsok
esetében sokszor taldlkoztunk azzal a nehézséggel, hogy a ragcsaldé szovetdarabjai a
kullancs széjszervén maradtak. Ezeket mikroszkop alatt két csipesz segitségével
tavolitottuk el, hogy lathatova valjon a szajszerviik, mely fontos tdjékozddasi pont a

meghatarozasuk soran.

3.3 Szovetmintak

Minden egyes ragcsalordl lejegyzésre keriilt, hogy mikor €s hol keriilt befogasra. Egyes
kisemlésok boncolasa kozvetleniil csapddzds utdn tortént, a tobbire a tanszék
laboratoriumaban kertilt sor. A késdbbi molekuldris bioldgiai vizsgalatok szamdara
szovetmintakat gyiijtottiink a [épiikbol, majukbdl, tiidejiikbol €s boriikbol. A kontaminéacio

elkeriilése érdekében az eszkozoket leégettiik és alkoholos/hypds oldattal mostuk le.
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3.4 Molekularis bioldgiai vizsgalatok

3.4.1 DNS kivonas
Annak érdekében, hogy megbizhatobb eredményeket kapjunk, a tanszék elkiilonitett
laboratoriumaiban végeztilk a DNS kivonast és a PCR (polymerase chain reaction)
Osszemérését. A kontaminacio elkeriilése érdekében a kesztyliket és pipettahegyeket

rendszeresen cseréltiik, és negativ kontrollként PCR vizet alkalmaztunk.

A kullancsok esetében a DNS kivonast alkalikus hidrolizissel valdsitottuk meg. A
mintakat addig alkoholban taroltuk, ennek nagy részét sziirdpapirral tdvolitottuk el, aztan
1d6t hagytunk neki, hogy a még rajtuk maradt alkohol elparologjon. A nagyobb
nostényeket kettévagtuk feliiletnovelés céljabol, mig a kisebb kullancsokat egészben
tettiik 1,25%-0s ammonium-hidroxid oldatba. Kovetkezd 1€pésként minden kullancsot 2-3
részre vagtunk steril szikével, majd mikrocentrifuga csovekben fél ordig zart feddvel
forraltuk, hogy a DNS kiszabaduljon a sejtekbdl. Ezt kovetoen fél oras nyitott fedds
forralds soran parologtattuk el az ammonium-hidroxidot. A kivont DNS-t fagyasztva
(-20°C) taroltuk. A kisemldsokrdl begytjtott kullancsok esetében az egy gazdardl
szdrmazo larvakbol poolokat készitettiik, mig a tobbi stadiumu parazitat egyenként

vizsgaltuk.

A levett szovetmintdk koziil a bor- €s 1épmintdkbol mar kordbban megtortént a DNS
kivonasa modositott Miniprep Express Matrix protokollt (MP Biomedicals, Santa Ana,
USA) hasznalva. A szovetmintdk egy &jszakan at tartd, proteindz-K enzimes emésztése
utdn DNS-ko6té matrixot adtak a lepipettazott feliiliszéhoz, majd alkoholos lemosassal a
szennyezoddéseket eltavolitottak. Az alkohol elparolgasa utdn a szaraz mikrogyongyokrol

pufferrel oldotték le a megkotott DNS-t (Szekeres et al. 2015).

3.4.2 Polimeraz lancreakcio

Munkank sordn a B. burgdorferi s. 1. és B. miyamotoi baktériumok jelenlétét kivantuk
igazolni az Osszegyljtott kullancs- és szovetmintdkban, ehhez kvantitativ valds ideji
PCR-t (qPCR) alkalmaztunk. Detektalasukra a flagellin B (flaB) gén egy szakaszat
hasznaltuk, hogy felerdsitsiik a keresett baktériumok génallomdnydban megtalalhato, a
flaB gén kodolaséaért felelds génszakaszt. A B. burgdorferi s. 1. esetében hasznéltunk B-
FlaB-F forward primert (5' CAGAIAGAGGTTCTATACAIATTGAIATAGA 3') , reverz
primereket, mint a B-FlaB-Rc (5' GTGCATTTGGTTAIATTGCGC 3') és a B-FlaB-Rt (5'
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GTGCATTTGGTTAIATTGTGC  3'), valamint a  probat: B-FlaB-P (&'
CAACTIACAGAIGAAXTAAIAGAATTGCTGAICA 3', X=black hole quencher)
(Heylen et al. 2013). A B. miyamotoi baktérium esetében a forward primeriink a
FlabBm.motoiF (5' AGAAGGTGCTCAAGCAG 3") volt, a reverz primer a
FlabBm.motoiR (5' TCGATCTTTGAAAGTGACATAT 3'), a préba pedig a
FlabBm.motoiPro (5' AGCACAACAGGAGGGAGTTCAAGC 3") (Hovius et al. 2013). A
qPCR vizsgalat eredményei koziil kivalogattuk a pozitivakat, ehhez egyrészt a gorbék
alakjat hasonlitottuk 6ssze a pozitiv kontrollal, masrészt a ciklusok hatarértékeit (threshold
cycle, CT) tanulmanyoztuk. A CT értékek koziil B. miyamotoi esetében a 38 ciklus alatti,
B. burgdorferi s. 1. esetében pedig a 41 ciklus alatti mintékat itéltiik pozitivnak.

A gPCR vizsgalat soran pozitivnak talalt mintakat tovabb vizsgaltuk konvencionalis PCR-
rel. A B. burgdorferi s. 1. kimutatasa érdekében a riboszomalis fehérjéket kodolo régiok
kozotti nem kodold szakasz, az ugynevezett IGS (intergenic spacer) régid jelét erdsitettiik
fel a BSSborseq (5' GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATTGCC 3') forward primerrel és
a B23Sborseq (5' TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTTCC 3') reverz primerrel (Coipan
et al. 2013). A B. miyamotoi esetében kutatasunk a glicerofoszfodiészter- foszfodiészteraz
(glpQ) génre iranyult, forward primeriink a glpQ-BM-F2 (5
ATGGGTTCAAACAAAAAGTCACC 3'), reverz primeriink pedig a glpQ-BM-R1 (5'
CCAGGGTCCAATTCCATCAGAATATTGTGCAAC 3" volt (Hovius et al. 2013). A
PCR vizsgéalatok sordn negativ kontrollt haszndltunk a kontaminacié kizarasara. A

konvencionalis PCR-rel pozitivnak talalt mintdkat megszekvenaltuk.

A statisztikai analizishez az R programot (R Development Core Team 2008), és a
Quantitative Parasitology 3.0 (Rozsa et al. 2000) programot hasznaltuk. A 0,05 alatti p-
értékeket tekintettiik szignifikansnak.

13



4. Eredmények
4.1 A csapdazott kisemlésok és vizsgalati eredményeik
A 2010-2012 kozott csapdazott kisemlosok mindegyike -néhany cickany kivételével-

ragcsalonak bizonyult. Hat fajt sikeriilt befogni, faji 6sszetételiiket és egyedszamukat a 2.

tablazatban tiintetem fel.

2. tablazat: A befogott ragcsalok és egyedszamuk

pirdk erdeiegér (4. agrarius) 241

sarganyaku erdeiegér (4. flavicollis) 168

voroshatu erdeipocok (M. glareolus) 36

mezei pocok (M. arvalis) 12
torpeegér (M. minutus) 11
hazi egér (M. musculus) 5

A ragcsalokbol az eutanazia utan szovetmintakat vettiink, a pirdk erdeiegér esetében 202
allatbdl bor-, 92-bdl 1épmintat, a sarganyaku erdeiegér 102 egyedébdl bor-, 67 egyedébol
Iépmintat. 29 bor- és 11 1épminta keriilt vizsgélatra a voroshati erdeipocokbol, hét bor-,
négy lépminta a mezei pocok egyedeibdl. A torpeegerekbdl harom bormintat, mig a hazi

egér esetében 6t bor-, és harom Iépmintat vizsgaltunk.

A PCR-vizsgalatok eredményei alapjan B. burgdorferi s. 1. baktériummal volt fert6zott a
bormintdk 6,6%-a ¢és a lépmintdk 2,3%-a. A korokozdt pirdk és sarganyaku
erdeiegerekbdl, valamint voroshatu erdeipocokbdl gyiijtott mintdkban talaltuk meg. A B.
miyamotoi mikroorganizmust a bérmintdk 0,3%-aban, mig a 1épmintdk 0,5%-aban tudtuk
kimutatni. Jelenléte két sarganyakd erdeiegér himben igazolodott be. Eredményeink
részletes leirasa a 3. tablazatban lathato. A bor- és 1épmintak nem ugyanazon egyedekrdl

szarmaztak.
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3. tablazat: A ragcsalok szovetmintainak vizsgalati eredményei

B. burgdorferi s. 1. B. miyamotoi
Fajok pozitiv/tesztelt/prevalencia
bor 1ép bor l1ép
pirdk erdeiegér
16/202/7,9% 1/92/1% 0/202/- 0/92/-

(A. agrarius)

sarganyaku erdeiegér

6/102/5,8% 3/67/4,5% 1/102/0,9% 1/67/1,5%
(4. flavicollis)

voroshatu erdeipocok

1/29/3,5% 0/11/- 0/29/- 0/11/-
(M. glareolus)
mezei pocok
0/7/- 0/4/- 0/7/- 0/4/-
(M. arvalis)
torpeegér
peee 0/3/- - 0/3/- -
(M. minutus)
hazi egér
0/5/- 0/3/- 0/5/- 0/3/-
(M. musculus)
Osszesen 23/348/6,6% 4/177/2,3% | 1/348/0,3% | 1/177/0,5%

4.2 A novényzetrol gyijtott kullancsok és vizsgalati eredményeik

Az 6t helyszinen végzett dragging és flagging soran 162 kullancs keriilt befogéasra, melyeket
mikroszkép alatt meghatdroztunk, és megallapitottuk, hogy négy faj képviseldit sikertilt
begytijteni, ezek az I. ricinus, Dermacentor marginatus, D. reticulatus €s Haemaphysalis
concinna. Legnagyobb szamban a D. reticulatus nostények és H. concinna larvak
képviseltették magukat, mig D. marginatus ndsténybdl minddsszesen kettdt talaltunk. A H.
concinna esetében mindharom fejlodési stddiumot megtalaltuk, a tobbi fajban csak kettét, mig

D. marginatus esetében csak adult stddiumot. A pontos adatok a 4. tdblazatban olvashatok.
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4. tablazat: A vegetaciordl gytijtott kullancsok

faj/stadium/ivar egyedszam
D. marginatus nostény 2
D. reticulatus him 23
D. reticulatus ndstény 41
1. ricinus nimfa 21
L ricinus him 8
1 ricinus nOstény 5
H. concinna larva 33
H. concinna nimfa 10
H. concinna him 8
H. concinna ndstény 11

Osszesen nyolc 1. ricinus minta lett pozitiv B. burgdorferi s. 1. mikroorganizmusra, ezen
mintdk kozt a nimfa és adult stddiumdbdl is kimutathaté volt a korokozo. Mindossze egy
kullancsban talaltunk B. miyamotoi baktériumot, ez egy I. ricinus nimfa volt. A tesztelt 1.
ricinus mintak 23,5%-a volt fert6zott B. burgdorferi s. 1.-val, ez szignifikansan magasabb,
mint a 2,9%-0s B. miyamotoi fertézottség (p=0,03; Fisher egzakt teszt). Az eredményeket az

5. tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat: A vegetaciorol gytjtott kullancsok vizsgalati eredményei

B. burgdorferi s. 1. B. miyamotoi
Kullancsfaj
pozitiv/tesztelt/prevalencia
D. marginatus 0/2/- 0/2/-
D. reticulatus 0/64/- 0/64/-
1 .ricinus 8/34/23,5% 1/34/2,9%
H. concinna 0/62/- 0/62/-
Osszesen 8/162/4,9% 1/162/0,6%
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4.3 A ragcesalokrol gyujtott kullancsok és vizsgalati eredményeik

A csapdazott kisemldsokrdl a szdérzet tobbszori atvizsgalasa soran 181 kullancsot sikertilt
begytjteni. Legnagyobb egyedszammal D. marginatus és 1. acuminatus larvak fordultak elo.
A kullancsok nimfa stadiumaibdl keveset, mig kifejlett egyedeket csak egyetlen faj esetében

(I. acuminatus) talaltunk. (6. tablazat)

A legtobb kullancs sarganyaka erdeiegéren fordult eld, ennél lényegesen kevesebb pirdk
erdeiegéren, voroshata erdeipockon €s mezei pockon, mig torpeegérrdl és hazi egérrol

egyetlen kullancs sem gytijtottiink. Részletes szamadataikat a 7. tdblazat foglalja 6ssze.

6. tablazat: A kiseml6sokrdl gytjtott kullancsok

faj/stadium/ivar egyedszam
D. marginatus larva 61
D. marginatus nimfa 5
L ricinus larva 36
L ricinus nimfa 5
L. acuminatus larva 52
1. acuminatus nimfa 1
1. acuminatus nOstény 3
H. concinna larva 15
H. concinna nimfa 3
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7. tablazat: A kullancsok el6forduldsa az egyes ragesald fajokon

Kisemlos fajok Kullancs fajok
D. marginatus L ricinus 1. acuminatus | H. concinna
sarganyaku erdeiegér
s s 46 34 54 15
(A. flavicollis)
irok erdeiegér
P s 11 2 2 -
(4. agrarius)
voroshata erdeipocok 5 A
(M. glareolus)
mezei pocok
4 1 - 3
(M. arvalis)
torpeeger
(M. minutus)
hazi egér
(M. musculus)
Osszesen 66 41 56 18

A PCR vizsgalatok sordn a ragcsalokrol gytijtott kullancsokban B. burgdorferi s. 1. és B.
miyamotoi baktériumokat is talaltunk. A B. burgdorferi s. 1. mikroorganizmus [. ricinus, I.
acuminatus ¢€s D. marginatus mintdkban adott pozitiv eredményt, a kisemlosokrdl begytijtott
Osszes kullancs 6,6%-a volt fertdzott (8. tablazat). Ixodes ricinus esetében négy pozitiv
mintank lett: egy-egy larva pool sdrganyaku erdeiegér ndstényrdl és himrdl, egy onalldéan
vizsgalt larva sarganyaku erdeiegér ndstényrdl és egy nimfa, mely sarganyaku erdeiegér
himrdl szarmazott. Ixodes acuminatus esetében sarganyaku erdeiegér himekrol szarmaztak a
pozitiv mintdink, ezek harom larva pool és egy egy nimfa DNS-ét tartalmazé minték voltak.
Az Osszesen leszedett I. acuminatus kullancs 8,9%-a volt fert6zott, mig ez a szam 1. ricinus
esetén 9,7%. A két Ixodes faj fertdzottsége kozott az eltérés nem szignifikans (p>0,05; Fisher
egzakt teszt). A D. marginatus mintdk 4,5%-a volt pozitiv, mind him ragcsalordl szarmazott:
egy-egy larva pool sdrganyaku és pirdk erdeiegérrdl, valamint egy onalldan vizsgélt larva

sarganyaku erdeiegérrol.

Borrelia miyamotoi baktériumot kizarolag I. ricinus kullancsokban taldltunk. Sarganyaku

erdeiegér himekrdl szarmazo két larva pool lett pozitiv, ez az I. ricinus kullancsok 4,9%-a,
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mig az Osszes leszedett kullancs 1,1%-a (8. tablazat). Az I. ricinus kullancsokban a B.
miyamotoi fertdzottség szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a B. burgdorferi s. 1.

fertozottség (p=0,03; Fisher egzakt teszt).

8. tablazat: A ragcsalokrdl gyljtott kullancsok vizsgalati eredményei

Kullancsfaj B. burgdorferi s. 1. B. miyamotoi
pozitiv/tesztelt/prevalencia
D. marginatus 3/66/4,5% 0/66/-
1L ricinus 4/41/9,7% 2/41/4,9%
1. acuminatus 5/56/8,9% 0/56/-
H. concinna 0/18/- 0/18/-
Osszesen 12/181/6,6% 2/181/1,1%

4.4 A szekvenalas eredményei

A szovetmintdkbol, a vegetaciorol ¢és a ragesalokrdl gytjtott kullancsok koziil is
szekvenaltunk mintdkat. A vizsgalatot a tanszék munkatdrsa, Szekeres Sdndor egy tanulményi
ut soran Hollandidban végezte a kinti egylittmikodd partnerrel. Az alabbi (9.) tablazat
Osszefoglalja, milyen mintdkbol lett pozitiv az eredménylink, részletezve azt is, hogy a B.
burgdorferi s. 1. fajcsoport mely tagja okozta a fertdzést. Ragcesalokrol gyujtott kullancsok
esetében ,,fertézésmentes” megjelolést kapott az a minta, mely olyan kisemldsrdl szarmazott,
amibdl szovetminta is lett tesztelve €s negativ lett az eredménye, valamint ,,ismeretlen”

jeloléssel lattuk el azt, amelyikrdl szovetminta nem kertilt tesztelésre.
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9. tablazat: Pozitiv szekvenalt mintak Gemencrol

L Gazda Génbanki
Borrelia-faj Minta forrasa
fertozottsége szam
B. lusitaniae L. ricinus nimfa - KM657411
B. afzelii sarganyaku erdeiegér him bér - KM657412
B. afzelii pirok erdeiegér him bér - KM657417
B. afzelii L ricinus nimfa - KMG657413
B. afzelii L ricinus nimfa - KMG657418
B. afzelii L ricinus néstény - KM657421
B. afzelii L ricinus néstény - KM657423
B. afzelii L ricinus him - KM657414
B. afzelii L ricinus him - KM657415
B. afzelii L ricinus larva sarganyaki erdeiegér ndstényrol ismeretlen KM657425
N L ricinus pool (4 larva) sarganyaku erdeiegér o
B. afzelii fertdzésmentes KM657426
nostényrol
N 1 ricinus pool (8 larva) sarganyaku erdeiegér )
B. afzelii ismeretlen KM657416
himrol
B. afzelii I. ricinus nimfa sarganyaku erdeiegér himrdl ismeretlen KM657424
B I acuminatus pool (6 larva) sarganyaku )
B. afzelii o ismeretlen KM657427
erdeiegér himrol
B 1. acuminatus pool (10 larva) sarganyaku )
B. afzelii o ismeretlen KM657428
erdeiegér himrol
B 1. acuminatus nimfa sarganyaku erdeiegér o
B. afzelii fertdzésmentes KM657419
himrol
B D. marginatus pool (4 larva) pirok erdeiegér o
B. afzelii fertdzésmentes KM657422
himrol
N D. marginatus pool (8 larva) sarganyaki o
B. afzelii ) fertézésmentes | KM657420
erdeiegér himrol
B. miyamotoi L. ricinus nimfa - LC006119.1
_ | 1 ricinus pool (8 larva) sarganyaku erdeiegér )
B. miyamotoi ismeretlen LC006120.1
himrdl
B. miyamotoi sarganyaku erdeiegér néstény lép - LC006118.1

magyarazat: kék: ragesalo szovet; zold: vegetaciorol gytijtott kullancs;

fekete: ragcsalokrol gytijtott kullancs
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5. Megbeszélés

A réagcsalok fontos taplalékforrasai a kullancsoknak, ezen feliil szdmos kullancsok altal
terjesztett korokozonak a rezervoarjai is. Kiemelt szerepet jatszanak a kullancsok-kozvetitette
korokozok endémids ciklusaban. Komoly veszélybe keriilhet azon emberek és allatok
egészsége, akik kontaktusba keriilnek fertézott ragesalokkal €s kullancsokkal (Silaghi et al.
2012). Vizsgalatunk célja az volt, hogy a Gemenc teriiletén csapdazott ragcsalokbol és
begytjtott kullancsokbdl kimutassuk a B. burgdorferi s. 1. és B. miyamotoi baktériumokat,

hozzajarulva ezzel a kdrokozok hazai el6fordulasanak feltérképezéséhez.

A novényzetrdl 162 kullancs keriilt befogasra, koztiik négy faj képviseldi fordultak eld: D.
marginatus, D. reticulatus, 1. ricinus és H. concinna. Ezzel szemben a ragcsalokrol gytljtott
181 kullancs ko6z6tt nem talaltunk D. reticulatus-t, viszont az I. acuminatus mindharom
fejlédési stadiumat igen. Ezek a kullancsfajok kiilonbozd életmodot folytatnak: vannak
kozottiikk exofilek mint az . ricinus és H. concinna, endofilek mint az I. acuminatus, ¢€s
olyanok is, amelyek larva és nimfa stddiumukban endofilek, majd adultként exofil életmddra

térnek at, ezek a Dermacentor-fajok (Sobrino et al. 2012).

A legtobb kullancsot sarganyaku erdeiegérrdl gyijtottik. Ennek a jelenségnek az oka
valoszinlileg a ragcsalofaj nagyobb testmérete és nagyobb mozgéstere. Feltehetden
ugyanilyen okbdl kifolydlag nem talaltunk egyetlen kullancsot sem a torpeegéren és hazi

egéren, ezek ugyanis meglehetdsen apro ragesalok, €s mozgasteriik is kisebb teriiletre teheto.

A vizsgalt mintdink harom forrasbol szdrmaztak: a ragcsalok szovetmintdi (bor és 1€p),
valamint a vegetdciorol és a ragesalokrol gydijtott kullancsok. Osszesen 868 mintat
vizsgaltunk meg PCR-rel, ebbdl 47 bizonyult pozitivnak a B. burgdorferi s. 1. baktérium
jelenlétére. Ez 5,41%-o0s prevalenciat jelent. A ragcsalokrol gytijtott kullancsok koziil 1.
ricinus, 1. acuminatus és D. marginatus kullancsokban bizonyitottuk be jelenlétét, mig a
vegetaciorol zaszlozott kullancsok esetében csak 1. ricinus-ban taldltuk meg. Egy korabbi
magyarorszagi kutatds alapjan a novényzetrdl gylijtott . ricinus kullancsok 2,5%-a volt B.
burgdorferi s. 1. pozitiv (Egyed et al. 2012), ez az ardny a mi kutatasunkban 23,5%. A
nagyfoku eltérés egyik oka az lehet, hogy Egyed ¢és munkatarsai nagyobb mintaszammal
dolgoztak. Annak érdekében, hogy a két tanulmany eredményei 6sszehasonlithatova valjanak,
érdemes lenne a jovoben a gemenci teriileten O0sszegyljtott 1. ricinus példanyok szamat a

tobbszordsére novelni.
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Az I. acuminatus kullancsok leggyakrabban a ragcsalok fészkeiben fordulnak eld, esetenként
rokakon és nyestféléken is éldskodhetnek, mig madarakon és emberen csak nagyon ritkan
fordulnak el8. Eletmodjukbol adodoan a kérokozok endofil patogén ciklusaban jatszanak
szerepet, mig az exofil ciklusért az I. ricinus felelés, amely nemcsak ragcsalékon éloskodik,
hanem gyakori ektoparazitdja mas gerinces fajoknak, beleértve az embert is. E két Ixodes-faj
B. burgdorferi s.l. fertozottsége kozott szignifikans kiillonbséget nem taldltunk, vagyis a
kérokozoé tovabbadasanak ez a kettds (endofil-exofil) ciklusa kivald evolucids stratégianak
bizonyul. A Dermacentor-fajok esetében egy kullancsfajon beliil valésul meg a kettds ciklus

azaltal, hogy a kiilonboz6 fejlodési stadiumok mas €letmodot folytatnak.

A szovetmintdink eredményeit tanulmanyozva megallapithatjuk, hogy mind bdr-, mind
1épmintakbol sikeriilt kimutatnunk a B. burgdorferi s. 1. mikroorganizmust. A sarganyaku és
pirdk erdeiegér, valamint a voroshati erdeipocok bérmintai adtak pozitiv eredményt, illetve
ugyanezen fajok lépmintdi, a voroshata erdeipocok kivételével. Legmagasabb szazalékban a
pirdk erdeiegér boOrmintai lettek pozitivak (7,9%). Ha megfigyeljik a ragcsalok
kullancsfertdzottségének aranyat (7. tablazat), észrevehetjiik, hogy ez a harom ragcsalo faj
volt az, amirdl a legtobb kullancsot be tudtuk gytjteni, igy parhuzamot vonhatunk a két
eredmény kozott: a kutatasunk sordn vizsgélt kisemldsok koziil azon fajok fertdzottsége

magas, amelyeken a legtobb kullancs €16skodott.

Szekvenalt mintdink koziil 18 lett pozitiv B. burgdorferi s. 1.-ra nézve. Ebbdl egyetlen esetben
allt a B. lusitaniae a fert6zés hatterében, amit egy vegetaciordl gyljtott 1. ricinus nimfabodl
sikeriilt kimutatni. A B. lusitaniae baktérium rezervoarjai a gyikfélék, igy valosziniileg ez a
nimfa egy gyikon éloskodhetett a larva stadiumaban, €s attdl fertézddhetett. Kimutattak mar
zold gyikban (Lacerta viridis), firge gyikban (Lacerta agilis) és fali gyikban (Podarcis
muralis) is e baktérium jelenlétét (Majlathova et al. 2008; Foldvari et al. 2009). A tobbi, azaz
17 pozitiv minta esetében B. afzelii keriilt kimutatasra, ami a B. lusitaniae-hoz hasonloan a B.
burgdorferi s. 1. csoport patogén korokozoi kozé tartozik (de Carvalho et al. 2008). Eurépaban
a legtobb Lyme-koros megbetegedés hatterében a B. afzelii 4ll, a vele valo fert6zodés esetén a
leggyakoribb tiinet a vandorld bdrpir megjelenése. Lefontosabb rezervoarjai a ragcsalok.
(Stanek et al. 2012). A B. burgdorferi s. 1. kullancsok kozotti terjedésére a transzstadialis
forma jellemzd, tehat a vegetacion 1évo larvakban nem fordul el6 a korokozd (Hu et al. 1997).
Ezt aldtdmasztja a kutatdsunk, mert minden pozitiv mintdnk nimfa &s adult stddiumu
kullancsbdl szarmazott, illetve amennyiben larvabdl tortént a kimutatasa, azok mindegyikét a

gazdaallatrdl gytijtottiik be. A vegetacion talalt larvak egyike sem adott pozitiv eredményt.
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A B. miyamotoi egy Gjonnan felfedezett mikroorganizmus, igy sem életmddja, sem az éltala
okozott kérkép nem tisztazott teljes mértékben. Eddigi kutatdsok alapjan bizonyitott a
rezervoar szerepe a japan erdeiegérnek (Apodemus argenteus) Azsidban (Fukunaga et al.
1995), a fehérlabu egémek (Peromyscus leucopus) Eszak-Amerikaban (Scoles et al. 2001) és
a voroshati erdeipocoknak (M. glareolus) Eurdpaban (Cosson et al. 2014). Laboratoriumi
kortilmények kozott xenodiagnosztikai modszerrel a vordshati erdeipocok mellett a
sarganyaku erdeiegér rezervoar szerepe is beigazolddott (Burri et al. 2014). Tudomasunk
szerint a mi kutatdsunk az els6, amelynek sikeriilt bebizonyitania a B. miyamotoi baktérium
jelenlétét vadon €16 sarganyaku erdeiegér populdcidban. A rezervoar fajok listaja feltehetéen
ezen ragcsalokkal nem ér véget, €s amint egyre tobb tanulmany fog a jovoben a B. miyamotoi-

ra iranyulni, valdsziniileg igy novekszik majd a bizonyitottan rezervoar fajok szama is.

A 868 vizsgalt mintank kozil 6t adott pozitiv eredményt B. miyamotoi baktériumra, ez
0,58%-0s prevalenciat jelent. A befogott hat ragcsalo faj koziil csak sarganyaku erdeiegérbdl
tudtuk kimutatni, egy bor-, és egy Iépminta lett pozitiv a PCR-vizsgalat soran. A novényzetrdl
gyljtott kullancsok esetében egyetlen /. ricinus nimfaban sikeriilt igazolnunk a jelenlétét, ami
az Osszesen vizsgalt . ricinus kullancsok minddssze 2,9%-a (szemben a B. burgdorferi s. 1.-
val, amelynél ez az ardny 23,5% volt). A ragcsalokrol gyiijtott kullancsok esetében is
kizardlag I. ricinus-bol tudtuk kimutatni a B. miyamotoi-t, itt két ektoparazita bizonyult
fertdzottnek. Szekvenalasra kiildott mintdinkbdl harom pozitiv eredményt kaptunk, ezek egy
vegetaciorol gyljtott 1. ricinus nimfa, egy nyolc larvabdl allé 1. ricinus pool sarganyaku
erdeiegér himrdl és egy ndstény sarganyaku erdeiegér Iépmintdja voltak. A B. miyamotoi
mikroorganizmus a transzstadialis terjedés mellett transzovaridlisan is terjed (Dibernardo et
al. 2014), igy a vegetaciordl gytjtott kullancsok larva stddiuméban is kimutathato lehet.
Kutatdsunkban nem sikeriilt a novényzetr6l begyljteni az I ricinus kullancsok larva

stadiumat, igy ezt a megallapitast nem tudjuk alatdmasztani ezzel a vizsgalattal.

Mindez idaig B. miyamotoi-okozta human megbetegedésrol nincs tudomasunk hazédnkban, bar
az irodalmi attekintésben leirtak alapjan nagy az esélye a félrediagnosztizalasnak. A B.
burgdorferi s. 1. altal okozott Lyme-kdr azonban gyakori korkép Magyarorszagon is. Mindkét
baktériumot kullancsok kozvetitik, igy megel6zésiikben fontos szerepe van a magunkon vagy
haziallatainkon talalt kullancsok azonnali eltavolitasanak. Kiilonosen nagy figyelmet kell erre

forditaniuk az erdében dolgozdknak (vadaszok, erdészek, favagdk), valamint a trazéknak.
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6. Osszefoglalas

Hazank szamos ragcsald populdcionak ad otthont, melyek a kullancsok fontos gazdaallatai,
igy szerepet jatszanak a kullancsok 4ltal terjesztett betegségek fenntartdsaban. Korabbi
kutatdsok mar bizonyitottak a ragcsalok rezervoar szerepét a Borrelia miyamotoi és Borrelia
burgdorferi sensu lato (s.l.) baktériumok esetében. Vizsgalatunk célja az volt, hogy
kimutassuk e két korokozo jelenlétét a gemenci kisemldsokbdl €s kullancsaikbol, illetve a

vegetaciorol zaszlozott kullancsokbdl.

A csapddzasok soran hat ragcsalofaj képviseldit sikeriilt befogni, ezek a pirdk erdeiegér
(Apodemus agrarius), sarganyaku erdeiegér (4. flavicollis), voroshati erdeipocok (Myodes
glareolus), mezei pocok (Microtus arvalis), torpeegér (Micromys minutus) ¢€s hazi egér (Mus
musculus) voltak. Tulaltatdsuk utan bor- és 1épmintat vettiink beldliik, illetve begyljtottiik a
rajtuk 1évo ektoparazitakat. A kullancsok koziil az Ixodes ricinus, 1. acuminatus, Dermacentor
marginatus és Haemaphysalis concinna fajok képviseldit talaltuk meg rajtuk. A vegetaciorol
zéaszlozassal tortént a kullancsok gytijtése, koztiikk az 1. ricinus, D. marginatus, D. reticulatus

¢és H. concinna egyedeit sikerlilt beazonositani.

Mintainkbdl a DNS-kivonast kovetden PCR (polimeraz lancreakcid) vizsgalatot végeztiink. A
tesztelt 348 bormintank koziil 23 lett pozitiv B. burgdorferi s. 1.-ra (vOoroshatu erdeipocok,
pirok €s sarganyaku erdeiegér) és egy B. miyamotoi-ra (sarganyaku erdeiegér), mig a tesztelt
177 1épmintabdl négy lett B. burgdorferi s. 1.-pozitiv (pirok €s sarganyaku erdeiegér), és egy
B. miyamotoi-pozitiv (sarganyaku erdeiegér). A ragcsalokrdl gytjtott 181 tesztelt kullancs
koziil 12-ben mutattuk ki a B. burgdorferi s. .-t (D. marginatus, 1. ricinus, I. acuminatus), s
kettdben a B. miyamotoi-t (I. ricinus), mig a vegetaciorol zaszldzott 162 tesztelt kullancs
koziil csakis 1. ricinus-ban talaltunk kérokozdkat: nyolcban igazolddott be a B. burgdorferi s.
1., és egyben a B. miyamotoi jelenléte. Pozitiv mintdinkat a tanszék munkatarsai Hollandiaban
szekvenaltdk. Ennek eredménye alapjan a B. burgdorferi s. 1. csoport tagjai kozil a B. afzelii

¢s B. lusitaniae fordultak el az altalunk vizsgalt mintakban.

Vizsgalatunk soran elséként igazoltuk a B. miyamotoi baktérium jelenlétét egy vadon €16

sarganyaku erdeiegér populacioban, illetve Magyarorszagon.
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7. Summary

Rodent species are common in Hungary like in other parts of Europe. These small mammals
are important hosts of ticks so they are playing a relevant role in spreading tick-borne
pathogenes. Previous studies already proved the reservoir role of rodents in case of Borrelia
burgdorferi sensu lato (s. 1.) and Borrelia miyamotoi bacteria. The aim of this study was to
detect the presence of this two causative agents from small mammals and their ticks in

Gemenc and from field-collected ticks.

Six rodent species were trapped: striped field mouse (Apodemus agrarius), yellow-necked
mouse (Apodemus flavicollis), bank vole (Myodes glareolus), common vole (Microtus
arvalis), Eurasian harvest mouse (Micromys minutus) and house mouse (Mus musculus).
After their euthanasia we took skin and spleen samples from them and collected the ticks that
we found on them. These ticks belonged to Ixodes ricinus, I. acuminatus, Dermacentor
marginatus and Haemaphysalis concinna species. Ticks were collected from the vegetation
with flagging as well, we found 1. ricinus, D. marginatus, D. reticulatus and H. concinna

individuals among them.

After DNA extraction we used PCR (polymerase chain reaction) examination to determine
whether tissue or tick samples are infected with any pathogens. 23 out of 348 tested skin
samples were B. burgdorferi s. 1.-positive (bank vole, striped field and yellow-necked mouse)
and one was B. miyamotoi-positive (yellow-necked mouse). We found B. burgdorferi s. 1. in
four out of 177 tested spleen samples (striped field and yellow-necked mouse) and B.
miyamotoi in one case (yellow-necked mouse). Borrelia burgdorferi s. 1. was detected in 12
out of 181 engorged ticks (D. marginatus, 1. ricinus, I. acuminatus) and B. miyamotoi in two
engorged /. ricinus. 162 out of the questing ticks were tested and we found causative agents
just in I ricinus ticks: B. burgdorferi s. 1. in eight cases and B. miyamotoi in one. Our positive
samples were sequenced in the Netherlands. This examination showed that B. afzelii and B.
lusitaniae species were the causative agents in the B. burgdorferi s. 1. infections in our

samples.

To the best of our knowledge our study provides the first evidence for the presence of B.

miyamotoi infection in a wild yellow-necked mouse population and in Hungary.
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Nyilatkozat

Alulirott Krizsan Boglarka kijelentem, hogy ,,A Borrelia burgdorferi sensu lato és a
Borrelia miyamotoi baktériumok jarvanytani vizsgalata a gemenci kisemldsokben ¢&s

kullancsaikban” cimii palyamunka a sajat munkam.
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