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Bevezetés

A Francisellaceae csaladba tartozé baktériumok koére gyors ttemben bévilt az
utobbi évtizedekben. Jelenleg a Francisellaceae csaladba hat Francisella faj és
szamos Francisella valtozat tartozik. A Francisellaceae csaladon belul nagy a
genetikai hasonlosag az egyes tagok kozott (Keim et al., 2007).

Francisella-szer(i endoszimbiontakat (FLE) vilagszerte leirtak valddi kullancsokban
€s Ovantagokban (Barns et al., 2005). A kozeli rokonsag révén, a patogén F.
tularensis kimutatasara hasznalt hagyomanyos PCR modszerek alkalmazasa soran a
FLE-k jelenléte hamis eredményekhez vezethet a rutin diagnosztikdban (Kugeler et
al., 2005).

A Francisella tularensis egy fakultativ intracellularis, zoondtikus baktérium, a
tularaemia korokozoja és potencialis biologiai fegyver. Europaban a mérsékelt
megbetegité képességgel rendelkezd F. tularensis ssp. holarctica alfaj endémias.
Filogenetikai vizsgalatok alapjan két f6 genotipus jelenlétét allapitottak meg a
kontinensen, melyek foldrajzi elterjedtségikben jol elkiloniinek. A nyugat-eurdpai
orszagokban a B.FTNF002-00, mig kdzép- és kelet-eurépai orszagokban a B.12-es
genotipus a jellemz6 (Gyuranecz et al., 2012a, Vogler et al., 2009a).

A F. tularensis tobb mint 300 allatfajt képes megfertézni, melyek kiulénb6z6
meértékben fogékonyak a megbetegedésre (Keim et al., 2007). Kozép-Kelet-
Eurépaban a mezei nyul (Lepus europaeus) a f6 rezervoar gazdaja a baktériumnak.
A térségben leggyakrabban szubakut vagy kronikus elvaltozasokat figyeltek meg a
tularaemias nyulakban (Gyuranecz et al., 2010b). Ezzel szemben Nyugat-Eurépaban
tularaemiaban elpusztult mezei nyulakban akut koérlefolyasra utald elvéltozasok a
jellemzéek (Decors et al., 2011, Rijks et al., 2013).

A F. tularensis a nyirokcsomoé-gyulladastél kezdve a szisztémaés, vérfert6zéses
megbetegedésig hatféle korformat képes el6idézni emberekben. A tularaemias
betegeket a megfelel6 antibiotikumokkal gyogyitani lehet (Ellis et al., 2002).

Hazankban kozegészségugyi és gazdasagi jelentéséggel is bir a baktérium. Az
orszag él6 mezei nyul exportjAnak szempontjabdl fontos a tularaemia-mentes

nyulallomany (Somogyi, 2006).



Ceélkitlizések

Az értekezés célkitlizései:

Ad 1.

Ad 2.

Ad 3.

Ad 4.

Ad 5.

F. tularensis és FLE-k el6fordulasanak vizsgalata Magyarorszagrol és
Etiopiabol szarmazé kullancsokban, illetve a kimutatott endoszimbiontak

genetikai valtozatossaganak elemzése;

a hazai F. tularensis ssp. holarctica torzsek 6sszehasonlitd genetikai

vizsgalata nagy felbontéképességl molekularis médszerekkel;

a gazda és korokozé kozti koélcsbnhatasok vizsgélata kilonbozé F.
tularensis ssp. holarctica térzsek és a tularaemiara eltér6 mértekben

fogékony allatfajok komplement rendszere kdzott;

az Europaban elterjedt két f6 F. tularensis ssp. holarctica genotipusba

tartoz6 torzsek virulencigjanak dsszehasonlitasa;

hazai F. tularensis ssp. holarctica torzsek antibiotikum érzékenységi

profiljanak meghatarozasa.



Anyag és modszer

F. tularensis ssp. holarctica torzsek és kullancsgydijtések

Magyarorszag hat megyéjébél 2003 és 2014 kozott gydjtott, 69 F. tularensis ssp.
holarctica torzset vizsgaltunk. A torzsek 67 mezei nyulbdl, illetve 3 Aallatkerti
majombdél szarmaztak. A vizsgalatokba két Nyugat-Eurépaban (Olaszorszag és
Spanyolorszag) gydjtott torzset és a gyengitett vakcina torzset (live vaccine strain,
LVS, NCTC 10857) is bevontuk.

Osszesen 16 kullancsfaj 5806 egyedét vizsgaltuk Francisellaceae csaladba tartozo
mikrobak jelenlétére. A kullancsok Magyarorszagrél és Etidpiabdl, harom gyfijtési
id6szakbol szarmaztak. A hazai kullancsmintdkat a kornyezetbdl, kiseml&sokrél,
illetve vandormadarakrol gydijtottik. Az etidpiai mintagydijtés sordn szarvasmarhékrol

tavolitottuk el a kullancsokat.

Molekularis moédszerek

A F. tularensis és a FLE-k kullancsokbdl torténd kimutatdsara Francisellaceae-
specifikus 16S rRNS, tul4 és sdhA gén alapu hagyomanyos PCR-ket hasznéltunk
(Barns et al., 2005, Long et al., 1993, Sjostedt et al., 1997). A kimutatott Francisella
valtozatokat a szekvencidjuk alapjan azonositottuk és filogenetikai viszonyaikat
elemeztuk.

A tuld génre tervezett faj-specifikus PCR-t hasznéltuk a F. tularensis kimutatasara,
valamint a B.FTNF002-00 és B.12 genotipusok elklilénitésére az RD23-as
genomreégié alapu PCR-t alkalmaztuk (Dempsey et al., 2007, Versage et al., 2003).

A 69 hazai torzs genetikai vizsgalata soran az egyes genotipusok meghatarozasara
alkalmas pontmutaciok (canSNP) elkilonitésére olvadasi gorbék elemzésén alapuld
eljarast (mismatch amplification mutation assay) alkalmaztunk (Chanturia et al.,
2011, Gyuranecz et al., 2012a, Vogler et al., 2009a). A rokonsagi viszonyok tovabbi
felbontaséara tandem ismétléd6é szakaszok szamanak meghatarozasan alapuld, un.
multi-locus variable number of tandem repeats (MLVA) elemzést végeztink (Vogler
et al., 2009Db).

Kilenc, valogatott torzs telies genom szekvencidjat Uj generacids szekvendlasi

maodszerrel (lllumina MiSeq) hataroztuk meg.
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Gazda és korokozo kozti kdlcsbénhatasok vizsgalata

Komplement-érzékenységi proébak soran kilonbozé virulencigju és genotipusu F.
tularensis ssp. holarctica térzs talélését vizsgaltuk a tularaemiara eltér6 mertekben
fogékony allatfajok vérsavéjaban. Az Eurdpaban elterjedt két f6 F. tularensis ssp.
holarctica genotipus (a B.FTNF002-00 /n=2/ és a B.12 /n=1/) vad, virulens baktérium
torzseit és a gyengitett LVS torzset vizsgaltuk. A kisérletben a tularaemiara rendkivil
fogékony egér, mérsékelten fogékony (rezervoar) mezei nydl és a rezisztens
szarvasmarha vérsavojat hasznaltuk. Vizsgaltuk tovabba a komplement rendszert
szabalyz6 H-faktor két6édését a bakteridlis fehérjekhez Western-blot és pull-down

eljarasok soran.

Mesterséges fert6zési kisérlet

A F. tularensis ssp. holarctica kilonb6z6 genotipusaiba (B.FTNF002-00 és B.12)
tartozd egy-egy torzs virulenciajat hasonlitottuk 6ssze mesterségesen fert6zott
Fischer 344 patkanyokban. A patkanyokat hasiregbe oltottuk a baktériumoldatok
haromféle koncentraciéjaval. Az allatokat 21 napon keresztil naponta ellendriztik. A
patkanyokon korbonctani, korszévettani és immunhisztokémiai vizsgalatokat, illetve

targylemez-agglutinaciés probat végeztink.

Antibiotikum-érzékenyseégi vizsgalatok

Kulonboz6 teruletekrél és allatfajokbol szarmazo, tobbféle genotipusu, 29 hazai F.
tularensis ssp. holarctica térzs antibiotikum érzékenységét vizsgaltuk. Szilard
taptalajon, kereskedelmi forgalomban kaphatd teszt csikok segitségével hataroztuk
meg az antibiotikumok minimum géatlé koncentracio (MIC) értékét. Az eritromicin,
sztreptomicin, gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin, tetraciklin, doxiciklin, tigeciklin,
rifampicin, linezolid és kloramfenikol MIC értékét vizsgéaltuk. A hatérértékeket a
Clinical and Laboratory Standards Institute ajanlasai alapjan hataroztuk meg (CLSI,
2009).



Eredmények

Kullancsokbdl kimutatott Francisellaceae valtozatok Magyarorszagon és
Etidpiaban

Két hazai Haemaphysalis concinna és egy Dermacentor reticulatus DNS poolban
mutattunk ki F. tularensis ssp. holarctica-t, ami poolonként legalabb 1 fert6zott
kullanccsal szamolva 0,27% minimum prevalenciat jelent kullancsfajonként.
Tizenegy, a kornyezetbdl gydijtott D. reticulatus DNS poolbol mutattunk ki egy FLE
valtozatot, és ebben az esetben 3%-0s minimum prevalenciat allapitottunk meg. Ezt
a FLE-t korabban méar mas eurdpai orszagokban is kimutattdk D. reticulatus
kullancsokban. A vandormadarakrol gydjtott kullancsok vizsgéalatakor egy Uj FLE
valtozatot talaltunk egy 0j gazdaban, az Ixodes ricinus-ban. Egy korabban mar
Eurépaban, méas kullancsfajokban leirt FLE valtozatot mutattunk ki egy etidpiai

Hyalomma rufipes-b6l.

Hazai F. tularensis ssp. holarctica térzsek genotipizalasa

A filogenetikai elemzéseink alapjan az 6sszes hazai F. tularensis ssp. holarctica tbrzs
a B.12-es f6 genotipusba tartozott. A canSNP elemzés soran 8 genetikai alcsoportra
osztottuk a hazai torzseket, melyek kozil a B.33/34 csoportba vagy annak
leszarmazott csoportjaiba tartozott a torzsek 89.85%-a (62/69). Tovabbi 14
alcsoportot kulonboztettiink meg MLVA modszerrel harom, canSNP tipizalas soran
meghatarozott alcsoporton belll. Egyes terlleteken az adott jarvanyok alatt
kulonb6z6 genotipusu torzseket tudtunk kimutatni. A Szegedi Vadasparkbol
szarmazo Aallatkerti majmokban 2003-ban, majd 2014-ben kimutatott térzsek MLVA
profilja teljesen megegyezett. A teljes genom szekvenalds eredményei alapjan is

viszonylag nagy genetikai valtozatossagot mutattak a hazai térzsek.



Gazda és korokozo kozti kdlcsdnhatasok vizsgalata

Hasonl6 mértékben mutatott ellenalladst a kulonbdz6 gazdafajok komplement
rendszerével szemben az 0Osszes vad, virulens torzs. A vizsgalt genotipusok
komplement-érzékenységében nem talaltunk kulonbséget. A gyengitett LVS torzs
csak az egér vérsavojaban élt tal, a nyul és szarvasmarha vérsavijaban elpusztultak
a baktériumok.

A H-faktor és a bakterialis fehérjék kozott direkt, specifikus kétédést nem tudtunk

kimutatni.

A B.12 és B.FTNF002-00 genotipusok virulenciajanak dsszehasonlitasa

A mesterséges fert6zést kovetdé 4-12. nap kozott mutattak klinikai tlineteket a
patkanyok. Nem talaltunk 6sszefliggést a beadott dozis és a kialakult klinikai tiinetek
sulyossaga, illetve a fert6zésben elhullott allatok szama koz6tt. Bar statisztikailag a
kulonbség nem volt szignifikans (p=0,066), tobb patkany mutatott sulyos klinikai
tiineteket a B.FTNF002-00 genotipussal oltottak koziil. Osszesen a B.FTNF002-00
genotipussal oltott patkanyok 33%-a (6/18), mig a B.12 genotipussal oltott allatok

csupan 11%-a (2/18) pusztult el tularaemiaban.

Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok

Az 0Osszes F. tularensis ssp. holarctica torzs rezisztens volt eritromicinnel (>256
mg/L) és linezoliddal (32 mg/L) szemben. A torzsek a 90%-uk névekedését gatlo MIC
ertékek alapjan érzékenynek bizonyultak aminoglikozidokra (gentamicin, 0.75 mg/L;
sztreptomicin, 6.0 mg/L), fluorokinolonokra (ciprofloxacin, 0.047 mg/L; levofloxacin,
0.023 mgl/L), tetracikinekre (tetraciklin, 0.5 mg/L; doxiciklin, 1.0 mg/L), rifampicinre
(2.0 mg/L), tigeciklinre (0.19 mg/L) és kléramfenikolra (1.5 mg/L).



Megbeszélés

Kullancsokbdl kimutatott Francisellaceae valtozatok Magyarorszagon és
Etidpiaban

Hazankban tekintettel kell lenni a tularaemiaval fert6z6tt kullancsok jelentette
k6zegészsegugyi veszélyekre, mivel ahogy azt az eredményeink is alatamasztottak,
a tularaemia jarvanytandban a kullancsoknak is szerepe van (Gyuranecz et al.,
2010d). Az Eurdpa-szerte kimutatott D. reticulatus FLE esetében azt feltételezzik,
hogy ez az endoszimbionta alkalmazkodott gazdajahoz, illetve k6zds torzsfejlédésen
mehetett vele keresztil. Els6ként mutattunk ki FLE valtozatot Ixodes fajban, és az
endoszimbionta egy Uj valtozatnak bizonyult. Kézeli rokonsagot mutattak az afrikai €s
eurdpai kullancsokbdl szarmazé FLE-k. A kilénb6z6 kullancsfajokbdl kimutathato
FLE-k hasonlésdga azt bizonyitja, hogy a FLE-k tobbsége gazdajatdl fuggetlenul
fejlédott (Scoles, 2004).

Hazai F. tularensis ssp. holarctica térzsek genotipizalasa

A hazai torzsek genotipizaldsa soran viszonylag nagy genetikai valtozatossagot
mutatott a F. tularensis ssp. holarctica az orszagban. Feltételezések szerint az egyes
Francisella tdrzsek megndvekedett fert6z6képessége helyett a tularaemia
jarvanyokat kérnyezeti hatasok idézhetik el6 (Gyuranecz et al., 2012b, Johansson et
al., 2014). Azzal, hogy az egyes jarvanykitorésekben tobbféle genotipusu toérzset
mutattunk ki, eredményeink alatamasztjak ezt a feltételezést. Az emberi
megbetegedések megelézése szempontjabdl fontos tudni, hogy a baktérium képes
hosszu ideig fennmaradni egy adott fert6zési gécban a kdrnyezetben, amit a 10 év
kuldnbséggel kimutatott, mégis azonos genotipussal rendelkez6 torzsek is

bizonyitanak.



Gazda és korokozo kozti kdlcsdnhatasok vizsgalata

Kllonbségeket  talaltunk a  kulonbdz6  virulencigju  baktérium  torzsek
érzékenységében a vizsgalt gazdafajok komplement rendszerének baktériumolé
képességével szemben. Emberekben korabban leirtdk a F. tularensis komplement
szabalyozé H-faktort megkotd képességét (Ben Nasr és Klimpel, 2008). A
vizsgélataink soran a kulonbdz6 gazdafajok komplement rendszere és a korokozok
kozotti folyamatokban a H-faktor kozvetlen koétédésének szerepét nem tudtuk

kimutatni.

A B.12 és B.FTNF002-00 genotipusok virulencigjanak 6sszehasonlitdsa

Mig a F. tularensis ssp. tularensis populaciok kozott ismertek egyértelmd
kulénbségek, a széles korben elterjedt F. tularensis ssp. holarctica populéciéirdl csak
keveset tudunk (Keim et al., 2007). A vizsgélataink soran kilonbséget talaltunk a F.
tularensis ssp. holarctica két f6 eurOpai genotipusahoz tartozo térzsek megbetegitd
képességében. Az eredményeink alapjan feltételezhetjik, hogy a nyugat-eurépai
B.FTNF002-00 genotipus meérsékelten virulensebb a kelet-eurépai, B.12-es

genotipusnal.

Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok

Az in vitro vizsgalataink alapjan hazankban els6sorban a fluorokinolonok
alkalmazasa javasolt a tularaemia kezelésére. Hatékonyak lehetnek F. tularensis
ellen még az aminoglikozidok, tetraciklinek és a kloramfenikol is a térségben. Biztato
a kimutatott in vitro hatékonysaga a tigeciklinnek a korokozéval szemben, de az
antibiotikum tularaemia gyogykezelésére valé felhasznaldsa el6tt tovabbi in vivo
vizsgalatok szikségesek. A makrolidok (pl. eritromicin) és a linezolid hasznalata

tularaemias esetekben keriilendé az orszagban.
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Ad 1.

Ad 2.

Ad 3.

Ad 4.

Ad 5.

Uj tudoméanyos eredmények

Magyarorszagon fontos szerepet toltenek be a kullancsok a tularaemia
jarvanytanaban. A D. reticulatus-ban kimutatott FLE vélhetdleg
alkalmazkodott kullancsgazdéjahoz, mig a FLE-k tobbsége fluggetlenul
fejlédhetett gazdafajatél. Egy Uj FLE valtozatot mutattunk ki egy Uj
gazdafajban, az |I. ricinus-ban. Az eurdpai és afrikai kullancsokbdl

szarmazo FLE-k kdzeli rokonsagban allnak egymassal.

A F. tularensis ssp. holarctica alfaj viszonylag nagy genetikai
valtozatossagot mutat hazankban. A jarvanyokat kornyezeti hatasra
aktivalodo tobb, kilonbdz6 genotipusu torzs idézheti el6. A kérokozo
képes mutalédas nélkil hosszu ideig fennmaradni a kdrnyezetben.

A vad, virulens F. tularensis ssp. holarctica torzsek képesek elkertlni az
egér, mezei nyul és a szarvasmarha komplement rendszerének
baktériumdl6 hatdsat. A gyengitett LVS torzs ezzel szemben csak a
tularaemiara rendkivil fogékony egér immunrendszerét képes kijatszani. A
H-faktor direkt, specifikus koétédése a baktériumok feliletén nem
szilkséges a vizsgalt allatfajokban a komplement rendszer elkeriléséhez,
vagy a H-faktor megkotéséhez egy kdztes molekulara is szilksége van a

baktériumnak.

A Nyugat-Eurépaban jellemzé F. tularensis ssp. holarctica genotipus

mérsékelten virulensebb a Kozép-Kelet-Eurépaban elterjedt genotipusnal.

Levofloxacin, ciprofloxacin és doxiciklin javasolt tularaemia kezelésére
hazankban. A jovGben a tularaemia gyogykezelésére hasznos lehet az in
vitro eredmények alapjan a tigeciklin is. A makrolidok és linezolid

hasznalata tularaemia kezelésére kertilend6 a térségben.
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