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Bevezetés

A Francisellaceae családba tartozó baktériumok köre gyors ütemben bővült az

utóbbi évtizedekben. Jelenleg a Francisellaceae családba hat Francisella faj és

számos Francisella változat tartozik. A Francisellaceae családon belül nagy a

genetikai hasonlóság az egyes tagok között (Keim et al., 2007).

Francisella-szerű endoszimbiontákat (FLE) világszerte leírtak valódi kullancsokban

és óvantagokban (Barns et al., 2005). A közeli rokonság révén, a patogén F.

tularensis kimutatására használt hagyományos PCR módszerek alkalmazása során a

FLE-k jelenléte hamis eredményekhez vezethet a rutin diagnosztikában (Kugeler et

al., 2005).

A Francisella tularensis egy fakultatív intracelluláris, zoonótikus baktérium, a

tularaemia kórokozója és potenciális biológiai fegyver. Európában a mérsékelt

megbetegítő képességgel rendelkező F. tularensis ssp. holarctica alfaj endémiás.

Filogenetikai vizsgálatok alapján két fő genotípus jelenlétét állapították meg a

kontinensen, melyek földrajzi elterjedtségükben jól elkülönülnek. A nyugat-európai

országokban a B.FTNF002-00, míg közép- és kelet-európai országokban a B.12-es

genotípus a jellemző (Gyuranecz et al., 2012a, Vogler et al., 2009a).

A F. tularensis több mint 300 állatfajt képes megfertőzni, melyek különböző

mértékben fogékonyak a megbetegedésre (Keim et al., 2007). Közép-Kelet-

Európában a mezei nyúl (Lepus europaeus) a fő rezervoár gazdája a baktériumnak.

A térségben leggyakrabban szubakut vagy krónikus elváltozásokat figyeltek meg a

tularaemiás nyulakban (Gyuranecz et al., 2010b). Ezzel szemben Nyugat-Európában

tularaemiában elpusztult mezei nyulakban akut kórlefolyásra utaló elváltozások a

jellemzőek (Decors et al., 2011, Rijks et al., 2013).

A F. tularensis a nyirokcsomó-gyulladástól kezdve a szisztémás, vérfertőzéses

megbetegedésig hatféle kórformát képes előidézni emberekben. A tularaemiás

betegeket a megfelelő antibiotikumokkal gyógyítani lehet (Ellis et al., 2002).

Hazánkban közegészségügyi és gazdasági jelentőséggel is bír a baktérium. Az

ország élő mezei nyúl exportjának szempontjából fontos a tularaemia-mentes

nyúlállomány (Somogyi, 2006).
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Célkitűzések

Az értekezés célkitűzései:

Ad 1. F. tularensis és FLE-k előfordulásának vizsgálata Magyarországról és

Etiópiából származó kullancsokban, illetve a kimutatott endoszimbionták

genetikai változatosságának elemzése;

Ad 2. a hazai F. tularensis ssp. holarctica törzsek összehasonlító genetikai

vizsgálata nagy felbontóképességű molekuláris módszerekkel;

Ad 3. a gazda és kórokozó közti kölcsönhatások vizsgálata különböző F.

tularensis ssp. holarctica törzsek és a tularaemiára eltérő mértékben

fogékony állatfajok komplement rendszere között;

Ad 4. az Európában elterjedt két fő F. tularensis ssp. holarctica genotípusba

tartozó törzsek virulenciájának összehasonlítása;

Ad 5. hazai F. tularensis ssp. holarctica törzsek antibiotikum érzékenységi

profiljának meghatározása.
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Anyag és módszer

F. tularensis ssp. holarctica törzsek és kullancsgyűjtések

Magyarország hat megyéjéből 2003 és 2014 között gyűjtött, 69 F. tularensis ssp.

holarctica törzset vizsgáltunk. A törzsek 67 mezei nyúlból, illetve 3 állatkerti

majomból származtak. A vizsgálatokba két Nyugat-Európában (Olaszország és

Spanyolország) gyűjtött törzset és a gyengített vakcina törzset (live vaccine strain,

LVS, NCTC 10857) is bevontuk.

Összesen 16 kullancsfaj 5806 egyedét vizsgáltuk Francisellaceae családba tartozó

mikrobák jelenlétére. A kullancsok Magyarországról és Etiópiából, három gyűjtési

időszakból származtak. A hazai kullancsmintákat a környezetből, kisemlősökről,

illetve vándormadarakról gyűjtöttük. Az etiópiai mintagyűjtés során szarvasmarhákról

távolítottuk el a kullancsokat.

Molekuláris módszerek

A F. tularensis és a FLE-k kullancsokból történő kimutatására Francisellaceae-

specifikus 16S rRNS, tul4 és sdhA gén alapú hagyományos PCR-ket használtunk

(Barns et al., 2005, Long et al., 1993, Sjöstedt et al., 1997). A kimutatott Francisella

változatokat a szekvenciájuk alapján azonosítottuk és filogenetikai viszonyaikat

elemeztük.

A tul4 génre tervezett faj-specifikus PCR-t használtuk a F. tularensis kimutatására,

valamint a B.FTNF002-00 és B.12 genotípusok elkülönítésére az RD23-as

genomrégió alapú PCR-t alkalmaztuk (Dempsey et al., 2007, Versage et al., 2003).

A 69 hazai törzs genetikai vizsgálata során az egyes genotípusok meghatározására

alkalmas pontmutációk (canSNP) elkülönítésére olvadási görbék elemzésén alapuló

eljárást (mismatch amplification mutation assay) alkalmaztunk (Chanturia et al.,

2011, Gyuranecz et al., 2012a, Vogler et al., 2009a). A rokonsági viszonyok további

felbontására tandem ismétlődő szakaszok számának meghatározásán alapuló, ún.

multi-locus variable number of tandem repeats (MLVA) elemzést végeztünk (Vogler

et al., 2009b).

Kilenc, válogatott törzs teljes genom szekvenciáját új generációs szekvenálási

módszerrel (Illumina MiSeq) határoztuk meg.
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Gazda és kórokozó közti kölcsönhatások vizsgálata
Komplement-érzékenységi próbák során különböző virulenciájú és genotípusú F.

tularensis ssp. holarctica törzs túlélését vizsgáltuk a tularaemiára eltérő mértékben

fogékony állatfajok vérsavójában. Az Európában elterjedt két fő F. tularensis ssp.

holarctica genotípus (a B.FTNF002-00 /n=2/ és a B.12 /n=1/) vad, virulens baktérium

törzseit és a gyengített LVS törzset vizsgáltuk. A kísérletben a tularaemiára rendkívül

fogékony egér, mérsékelten fogékony (rezervoár) mezei nyúl és a rezisztens

szarvasmarha vérsavóját használtuk. Vizsgáltuk továbbá a komplement rendszert

szabályzó H-faktor kötődését a bakteriális fehérjékhez Western-blot és pull-down

eljárások során.

Mesterséges fertőzési kísérlet

A F. tularensis ssp. holarctica különböző genotípusaiba (B.FTNF002-00 és B.12)

tartozó egy-egy törzs virulenciáját hasonlítottuk össze mesterségesen fertőzött

Fischer 344 patkányokban. A patkányokat hasüregbe oltottuk a baktériumoldatok

háromféle koncentrációjával. Az állatokat 21 napon keresztül naponta ellenőriztük. A

patkányokon kórbonctani, kórszövettani és immunhisztokémiai vizsgálatokat, illetve

tárgylemez-agglutinációs próbát végeztünk.

Antibiotikum-érzékenységi vizsgálatok

Különböző területekről és állatfajokból származó, többféle genotípusú, 29 hazai F.

tularensis ssp. holarctica törzs antibiotikum érzékenységét vizsgáltuk. Szilárd

táptalajon, kereskedelmi forgalomban kapható teszt csíkok segítségével határoztuk

meg az antibiotikumok minimum gátló koncentráció (MIC) értékét. Az eritromicin,

sztreptomicin, gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin, tetraciklin, doxiciklin, tigeciklin,

rifampicin, linezolid és klóramfenikol MIC értékét vizsgáltuk. A határértékeket a

Clinical and Laboratory Standards Institute ajánlásai alapján határoztuk meg (CLSI,

2009).
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Eredmények

Kullancsokból kimutatott Francisellaceae változatok Magyarországon és
Etiópiában

Két hazai Haemaphysalis concinna és egy Dermacentor reticulatus DNS poolban

mutattunk ki F. tularensis ssp. holarctica-t, ami poolonként legalább 1 fertőzött

kullanccsal számolva 0,27% minimum prevalenciát jelent kullancsfajonként.

Tizenegy, a környezetből gyűjtött D. reticulatus DNS poolból mutattunk ki egy FLE

változatot, és ebben az esetben 3%-os minimum prevalenciát állapítottunk meg. Ezt

a FLE-t korábban már más európai országokban is kimutatták D. reticulatus

kullancsokban. A vándormadarakról gyűjtött kullancsok vizsgálatakor egy új FLE

változatot találtunk egy új gazdában, az Ixodes ricinus-ban. Egy korábban már

Európában, más kullancsfajokban leírt FLE változatot mutattunk ki egy etiópiai

Hyalomma rufipes-ből.

Hazai F. tularensis ssp. holarctica törzsek genotipizálása

A filogenetikai elemzéseink alapján az összes hazai F. tularensis ssp. holarctica törzs

a B.12-es fő genotípusba tartozott. A canSNP elemzés során 8 genetikai alcsoportra

osztottuk a hazai törzseket, melyek közül a B.33/34 csoportba vagy annak

leszármazott csoportjaiba tartozott a törzsek 89.85%-a (62/69). További 14

alcsoportot különböztettünk meg MLVA módszerrel három, canSNP tipizálás során

meghatározott alcsoporton belül. Egyes területeken az adott járványok alatt

különböző genotípusú törzseket tudtunk kimutatni. A Szegedi Vadasparkból

származó állatkerti majmokban 2003-ban, majd 2014-ben kimutatott törzsek MLVA

profilja teljesen megegyezett. A teljes genom szekvenálás eredményei alapján is

viszonylag nagy genetikai változatosságot mutattak a hazai törzsek.
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Gazda és kórokozó közti kölcsönhatások vizsgálata
Hasonló mértékben mutatott ellenállást a különböző gazdafajok komplement

rendszerével szemben az összes vad, virulens törzs. A vizsgált genotípusok

komplement-érzékenységében nem találtunk különbséget. A gyengített LVS törzs

csak az egér vérsavójában élt túl, a nyúl és szarvasmarha vérsavójában elpusztultak

a baktériumok.

A H-faktor és a bakteriális fehérjék között direkt, specifikus kötődést nem tudtunk

kimutatni.

A B.12 és B.FTNF002-00 genotípusok virulenciájának összehasonlítása

A mesterséges fertőzést követő 4-12. nap között mutattak klinikai tüneteket a

patkányok. Nem találtunk összefüggést a beadott dózis és a kialakult klinikai tünetek

súlyossága, illetve a fertőzésben elhullott állatok száma között. Bár statisztikailag a

különbség nem volt szignifikáns (p=0,066), több patkány mutatott súlyos klinikai

tüneteket a B.FTNF002-00 genotípussal oltottak közül. Összesen a B.FTNF002-00

genotípussal oltott patkányok 33%-a (6/18), míg a B.12 genotípussal oltott állatok

csupán 11%-a (2/18) pusztult el tularaemiában.

Antibiotikum-érzékenységi vizsgálatok

Az összes F. tularensis ssp. holarctica törzs rezisztens volt eritromicinnel (>256

mg/L) és linezoliddal (32 mg/L) szemben. A törzsek a 90%-uk növekedését gátló MIC

értékek alapján érzékenynek bizonyultak aminoglikozidokra (gentamicin, 0.75 mg/L;

sztreptomicin, 6.0 mg/L), fluorokinolonokra (ciprofloxacin, 0.047 mg/L; levofloxacin,

0.023 mg/L), tetracikinekre (tetraciklin, 0.5 mg/L; doxiciklin, 1.0 mg/L), rifampicinre

(1.0 mg/L), tigeciklinre (0.19 mg/L) és klóramfenikolra (1.5 mg/L).
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Megbeszélés

Kullancsokból kimutatott Francisellaceae változatok Magyarországon és
Etiópiában

Hazánkban tekintettel kell lenni a tularaemiával fertőzött kullancsok jelentette

közegészségügyi veszélyekre, mivel ahogy azt az eredményeink is alátámasztották,

a tularaemia járványtanában a kullancsoknak is szerepe van (Gyuranecz et al.,

2010d). Az Európa-szerte kimutatott D. reticulatus FLE esetében azt feltételezzük,

hogy ez az endoszimbionta alkalmazkodott gazdájához, illetve közös törzsfejlődésen

mehetett vele keresztül. Elsőként mutattunk ki FLE változatot Ixodes fajban, és az

endoszimbionta egy új változatnak bizonyult. Közeli rokonságot mutattak az afrikai és

európai kullancsokból származó FLE-k. A különböző kullancsfajokból kimutatható

FLE-k hasonlósága azt bizonyítja, hogy a FLE-k többsége gazdájától függetlenül

fejlődött (Scoles, 2004).

Hazai F. tularensis ssp. holarctica törzsek genotipizálása

A hazai törzsek genotipizálása során viszonylag nagy genetikai változatosságot

mutatott a F. tularensis ssp. holarctica az országban. Feltételezések szerint az egyes

Francisella törzsek megnövekedett fertőzőképessége helyett a tularaemia

járványokat környezeti hatások idézhetik elő (Gyuranecz et al., 2012b, Johansson et

al., 2014). Azzal, hogy az egyes járványkitörésekben többféle genotípusú törzset

mutattunk ki, eredményeink alátámasztják ezt a feltételezést. Az emberi

megbetegedések megelőzése szempontjából fontos tudni, hogy a baktérium képes

hosszú ideig fennmaradni egy adott fertőzési gócban a környezetben, amit a 10 év

különbséggel kimutatott, mégis azonos genotípussal rendelkező törzsek is

bizonyítanak.
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Gazda és kórokozó közti kölcsönhatások vizsgálata

Különbségeket találtunk a különböző virulenciájú baktérium törzsek

érzékenységében a vizsgált gazdafajok komplement rendszerének baktériumölő

képességével szemben. Emberekben korábban leírták a F. tularensis komplement

szabályozó H-faktort megkötő képességét (Ben Nasr és Klimpel, 2008). A

vizsgálataink során a különböző gazdafajok komplement rendszere és a kórokozók

közötti folyamatokban a H-faktor közvetlen kötődésének szerepét nem tudtuk

kimutatni.

A B.12 és B.FTNF002-00 genotípusok virulenciájának összehasonlítása

Míg a F. tularensis ssp. tularensis populációk között ismertek egyértelmű

különbségek, a széles körben elterjedt F. tularensis ssp. holarctica populációiról csak

keveset tudunk (Keim et al., 2007). A vizsgálataink során különbséget találtunk a F.

tularensis ssp. holarctica két fő európai genotípusához tartozó törzsek megbetegítő

képességében. Az eredményeink alapján feltételezhetjük, hogy a nyugat-európai

B.FTNF002-00 genotípus mérsékelten virulensebb a kelet-európai, B.12-es

genotípusnál.

Antibiotikum-érzékenységi vizsgálatok

Az in vitro vizsgálataink alapján hazánkban elsősorban a fluorokinolonok

alkalmazása javasolt a tularaemia kezelésére. Hatékonyak lehetnek F. tularensis

ellen még az aminoglikozidok, tetraciklinek és a klóramfenikol is a térségben. Biztató

a kimutatott in vitro hatékonysága a tigeciklinnek a kórokozóval szemben, de az

antibiotikum tularaemia gyógykezelésére való felhasználása előtt további in vivo

vizsgálatok szükségesek. A makrolidok (pl. eritromicin) és a linezolid használata

tularaemiás esetekben kerülendő az országban.
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Új tudományos eredmények

Ad 1. Magyarországon fontos szerepet töltenek be a kullancsok a tularaemia

járványtanában. A D. reticulatus-ban kimutatott FLE vélhetőleg

alkalmazkodott kullancsgazdájához, míg a FLE-k többsége függetlenül

fejlődhetett gazdafajától. Egy új FLE változatot mutattunk ki egy új

gazdafajban, az I. ricinus-ban. Az európai és afrikai kullancsokból

származó FLE-k közeli rokonságban állnak egymással.

Ad 2. A F. tularensis ssp. holarctica alfaj viszonylag nagy genetikai

változatosságot mutat hazánkban. A járványokat környezeti hatásra

aktiválódó több, különböző genotípusú törzs idézheti elő. A kórokozó

képes mutálódás nélkül hosszú ideig fennmaradni a környezetben.

Ad 3. A vad, virulens F. tularensis ssp. holarctica törzsek képesek elkerülni az

egér, mezei nyúl és a szarvasmarha komplement rendszerének

baktériumölő hatását. A gyengített LVS törzs ezzel szemben csak a

tularaemiára rendkívül fogékony egér immunrendszerét képes kijátszani. A

H-faktor direkt, specifikus kötődése a baktériumok felületén nem

szükséges a vizsgált állatfajokban a komplement rendszer elkerüléséhez,

vagy a H-faktor megkötéséhez egy köztes molekulára is szüksége van a

baktériumnak.

Ad 4. A Nyugat-Európában jellemző F. tularensis ssp. holarctica genotípus

mérsékelten virulensebb a Közép-Kelet-Európában elterjedt genotípusnál.

Ad 5. Levofloxacin, ciprofloxacin és doxiciklin javasolt tularaemia kezelésére

hazánkban. A jövőben a tularaemia gyógykezelésére hasznos lehet az in

vitro eredmények alapján a tigeciklin is. A makrolidok és linezolid

használata tularaemia kezelésére kerülendő a térségben.
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