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Kiilonb6z6 eredetii Francisella tularensis torzsek osszehasonlit6 vizsgalata (PD 78139)
Témavezeto: Dr. Makrai Laszlo

Vizsgalataink sordn Magyarorszag kozel 30 telepiilésérdl 6sszesen 67 Francisella tularensis
torzset gyljtottink, amely révén Iétrehoztunk egy hazai torzsgytijteményt, amelyet a SZIE-
AOTK, Jarvanytani és Mikrobiol6giai Tanszékének mélyhiitdjében tarolunk.

A torzsgyljtés soran a kovetkezo vizsgalati teriiletekre 6sszpontositottunk:

- A hazai mezei nyul export sordn, a kiilonboz0 hazai vadasztirsasdgok altal befogott és
karantén-telepekre  (Szajol, Tiszandna) szdllitott, majd targylemez-agglutindcidval
szeropozitivnak taldlt, és ezt kovetden kiirtasra keriild allatok diagnosztikai boncolésa.

- A Vadex Mez6foldi Zrt. soponyai Vadfeldolgozé Uzemében a vaddszatokrdl beérkezett,
nyuzast kovetd zsigerelés alkalmaval lehetéség nyilt a technoldgia sordan a zsigerek kortani
vizsgélatdra és a gyandt keltd elvdltozdsok részletes bakterioldgiai vizsgélatéra.

- Vadaszatok alkalméval (K6ros-Maros Nemzeti Park, Dévavédnya) elejtett, majd a szeroldgiai
vizsgélattal szeropozitivnak taldlt mezei nyulak kérbonctani vizsgdlata.

- Az MGSZH kozpont Diagnosztikai Igazgatdsdgara bekiildott mintdk vizsgélata az
Emldskoérbonctani Osztallyal egyiittmitkodésben.

- A Koros-Maros Nemzeti park teriiletén okoldgiai vizsgdlatok sordn begylijtott mezei pocok
és sdarganyaki egerek szeroldgiai vizsgdlatat is elvégeztiik, hogy az esetleges szeropozitiv
egyedekbdl baktériumizoldldst végezziink, de a vizsgdlatok minden esetben negativ
eredménnyel zdrultak.

- A hazai mezei horcsog (Cricetus cricetus) populacié gyéritése soran Békés megyében
csapdazott 1500 allat kdrtani vizsgélatat elvégezve szintén nem taldlkoztunk tularemiara utalé
koértani elvéaltozasokkal és valamennyi megvizsgalt allat vérsavdja szeronegativ lett, ami nem
tette lehetdvé horcsog eredetli torzsek izolalasat.

Az OsszegyUjtott Francisella tularensis torzsek vizsgalata sordn a kovetkezo teriileteket
vizsgéltuk:

1./ F. tularensis ssp. holarctica torzsek fenotipusos tulajdonsdgainak (anyagcsere-
ujjlenyomatanak) vizsgalata

A 95 kiilonbozd szénforrds vizsgalatat lehetové tevo automata MicroLog MicroStation
rendszert hasznaltuk GN2-es lemezekkel (Biolog Inc., Hayward, CA) a torzsek anyagcsere-
ujjlenyomatdnak vizsgdlatdhoz a gyart6 utasitdsait kovetve. A szénforras-hasznositison
alapul6 torzsfa elkészitéséhez modositott ,,unweighted pair group method with arithmetic
mean” elemzést haszndltunk.

A Biolog rendszer nemcsak 24 o6ra inkubdcid, de mar 4 6ra inkubdcié utdn is
egyértelmiien képes volt a vizsgdlt 67 F. tularensis (2 majom, 65 nyul eredetll) torzs
azonositdsara. Ugyanakkor a Microlog program nem tudta elkiiloniteni egymastdl az erdsen
virulens F. tularensis ssp. tularensis és a mérsékelten virulens F. tularensis ssp. holarctica
alfajokat. Mivel egyetlen torzs sem hasznositotta a glicerint, igy a manuélis leolvasas alapjan
F. tularensis ssp. holarctica-ként azonositottuk az izolatumokat. A szénforrds hasznositdson
alapul6 torzsfa az izolatumok szoros rokonsigat mutatta.

Eredményeink alapjan a szénforras-hasznositds vizsgdlata egy megbizhaté modszer a
F. tularensis torzsek azonositasdra és meghatdrozott szintii tipizdldsara. Javasoljuk a Biolog
program adatbazisanak bovitését, mert a glicerin-hasznositds alapjan F. tularensis ssp.
tularensis és F. tularensis ssp. holarctica alfajok elkiilonithetéek lennének egymastol, amire
tekintettel a jelentds virulenciabeli kiilonbségiikre, sziikség lenne. A kiilonb6z6é foldrajzi
helyekrdl és allatfajokbol (mezei nyul, majom) izolélt torzsek szénforrds-hasznositasi profilja
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nagyon hasonlé volt, amit magyarazhat a F. tularensis ssp. holarctica alfaj rendkiviil
konzervativ genetikai jellege.

2./ Az antibiotikum-érzékenységi vizsgilatok sordn 20 reprezentativ izoldtumot vontunk
vizsgdlat ald, amely sordn 11 antibakteridlis szerrel szembeni minimadlis gatld koncentracié
(MIC) értéket hataroztunk meg. A kapott eredmények jol hasznosithatéak mind allatorvosi
gyakorlatban, mind a human gydgyaszatban. Ezen eredményeinkbdl a publikacio elokészitése
folyamatban van.

3./ Magyar F. tularensis ssp. holarctica torzsek filogenetikai vizsgédlata és a mezei nyul export
hatdsa Eurdpa tularemia fertdzottségére

Hazank évente 30 ezer é16 mezei nyulat exportal Olaszorszdgba és Franciaorszagba,
melynek feltétele a F. tularensis mentes mezei nydl. Célunk volt, hogy elvégezziik 19 magyar
és olasz izolatum filogenetikai vizsgdlatat, valamint dsszehasonlitsuk a magyar és kiilonbozo
eurdpai torzsek genetikai dllomdnyat, és ezdltal kovetkeztethessiink arra, hogy a magyar
mezei nyudl export milyen hatdssal lehet Eurdpa tularemia fertdzottségére.

Elvégeztiik 15 magyar és 4 olasz torzs tipizdldsat a kordbban publikélt canonical SNP
(canSNP) rendszerekkel, hogy az ismert filogenetikai csoportokba torténd besoroldsukat
meghatdrozzuk. Az egyes canSNP csoportokon beliil multilocus variable-number tandem
repeat analysis-t alkalmaztuk a magyar izoldtumok finomabb tipizaldsara.

Genotipizalasi vizsgdlataink eredménye cafolni latszik azt a feltételezést, miszerint
Kozép-Eurépa Nyugat-Eurdpa F. tularensis-fertézottségének a forrdsa lehet a mezei nyul
exportja révén. Egy olaszorszdgi karanténtelepen egy romdn mezei nyulbol izoldlt F.
tularensis torzs genetikai profilja a Kozép- és Kelet-Eurépaban el6forduld izolatumok
genetikai dllomanyaval egyezett meg. Ez igazolja, hogy az exportot megel6zd szigoru
karantén és sziirési vizsgdlatok ellenére kijuthat fert6zott egyed. Ugyanakkor arra nem
taldltunk bizonyitékot, hogy a mezei nyulakkal kijutott F. tularensis torzsek fenn maradndnak
és cirkuldlndnak a természetben, Nyugat-Europdban. Javasoljuk a miénkhez hasonld
filogenetikai vizsgélatok elvégzését mas kozép- és kelet-eurdpai orszagokban, hogy minél
teljesebb képet kaphassunk a F. tularensis ssp. holarctica evolicidjardl, terjedésének
lehetséges iranyvonalairdl.

4./ Francisella tularensis-szel fertézott mezei nyulak (Lepus europaeus) korbonctani,
kérszovettani és immunhisztokémiai vizsgélata

Munkénk sordn 50, az orszdg kiilonbozd teriiletérdl szarmazo, tularemia szeropozitiv,
természetes Uton fertdz6dott mezei nydlon végeztik el makroszképos, szdvettani és
immunhisztokémiai vizsgdlatot, a baktérium tenyésztését és azonositasit. A tetemeket a
mintagyiijtés napjan boncoltuk. A szervmintdkbdl 4 pum vastag, HE festett metszeteket
készitettiink. Immunhisztokémiai médszerrel a F. tularensis LPS antigénjének kimutatdsat
végeztiik el, melyhez specifikus egér monoklondlis ellenanyagot haszndltunk. Az antigén-
ellenanyag kapcsolédds kimutatdsidt tormaperoxiddzzal jelolt polimerrel végeztik. A
gyulladésos-elhaldsos gocok dorzsolékébol készitett szuszpenzidt egerekbe, bor ald oltottuk.
A fertdzést kovetden az egerek 5-7 nap mulva hullottak el. Ezutdn a szivbdl vett vérbdl és a
csontvel6bol modositott Francis-féle taptalajra oltva izoldltuk a F. tularensis torzseket.

A makroszkopos vizsgalat sordn 44 esetben (88%) taldltunk 0,1-1 cm atmérdj,
sziirkésfehér, gyulladdsos-elhalasos gécokat a kiillonb6z6 szerveken, ebbdl 24 esetben egy,
tovabbi 20 esetben tobb szerv volt érintett. SzoOvettani vizsgdlattal a gdécok
granulomaképzddéssel jardé gyulladasoknak bizonyultak, s kdzéppontjukban sokszor elhalt
teriiletek voltak megfigyelhetoek. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgdlat sordn 46
esetben (92%) talaltunk elvaltozast, illetve mutattunk ki F. tularensis antigént. F. tularensis



ssp. holarctica torzseket 35 esetben (70%) tudtunk bakterioldgiai mddszerekkel kitenyészteni
és PCR-rel azonositani.

A leggyakrabban érintett szervek a mellkasi szervek (tiidd, szivburok, gitor kozi
nyirokcsomdk) voltak (88%), mely a mezei nyulak l1éguti fertézodésére utal. Az
immunhisztokémiai vizsgdlat a tularemia diagnosztizdlasaban a baktériumtenyésztéssel
szemben sokkal érzékenyebbnek és hasonld specificitdssal rendelkezének bizonyult. A
targylemez agglutiniciés proba a makroszképos elvdltozasok felismerésével kombindlva
megfelelden érzékeny eszkoznek latszik a tularemia eldzetes diagnézisanak felallitisdhoz.

5./ A mezei horesog (Cricetus cricetus) szerepének vizsgélata a F. tularensis 6kologidjaban

A Kelet-Eurépaban elterjedt mezei horcsog (C. cricetus) az emberre is veszélyes, F.
tularensis altal okozott tularemidt terjeszti. Munkank célja az volt, hogy megismerjiik a mezei
horcsog F. tularensis okoldgiai ciklusaban betoltott szerepét, valamint feltarjuk a F. tularensis
ssp. holarctica altal okozott klinikai tiineteket, kérbonctani és korszovettani elvaltozasokat.
Ennek érdekében egy békés megyei horcsogpopuldciobol mintdkat gyiijtottiink egy
interepizootikus iddszakban, egy 80 km2-t at6leld, endémids mezdgazdasdgi teriileten.

A teriilet F. tularensis fertdzottségének felmérésére a helyi dllategészségiigyi
hat6sdgtol és az Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont adatbédzisaibol gyiijtottiink adatokat. A
horcsogpopuldcié méretének megbecsiilése egy horcsoglyuk/hektar ardnyszdmon alapult. A
tanulmdnyozott teriileten csapddkkal 900 horcsogot gytijtottiink be. A befogott horcsdgok
vérét F. tularensis specifikus targylemez- és cs6 agglutindcids (1/10 titer) probaval vizsgaltuk
meg. A befogott allatok koziil 50-50 egyedbdl tiido-, 1ép-, méj- és vesemintdkat vettiink, majd
az egyesitett szervmintdkat F. tularensis specifikus real-time TaqMan tipusi PCR-rel
vizsgéltuk. Ezen kiviil 374 Ixodes acuminatus kullancsot gyijtottiink Ossze a befogott
allatokrol, melyeket szintén real-time TagMan tipusi PCR-rel vizsgdltunk. A klinikai tiinetek,
kérbonctani és korszovettani elvaltozasokat, 2 befogott horcsog természetes fert6zodést
modellez6, mesterséges fertdzése soran irtuk le.

A tanulmdanyozott teriilet, figyelembe véve a helyi mezei nyul populacidk fert6zottségi
aranyat és a kornyéken el6fordulé emberi megbetegedéseket, tularemia-endémids teriiletnek
tekinthetd, viszont az eredményeket latva valdszinlsithetd, hogy kisérletiink egy
interepizootikus iddszakra esett. A 900 befogott horcsog szeroldgiai vizsgdlatai negativ
eredménnyel zarultak. Egyik kullancsbdl és egyesitett szervmintabdl sem lehetett kimutatni a
F. tularensis-t. A két mesterségesen fertdzott horcsog rovid bagyadtsag utdn a 8. illetve 9.
napon pusztult el. A kdérbonctani, kérszovettani €s IH vizsgdlatok eredményei mindkét
esetben vérfert6zést allapitottak meg.

Az eredményeink megerdsitették azokat a feltételezéseket, miszerint a mezei horcsog
fokozottan érzékeny a F. tularensis fertdzésre. Emellett valdsziniisithetd, hogy a jarvanyok
soran a fert6zott horcsogok potencidlis fert6z0dési forrdst jelenthetnek az emberek szdmadra,
ugyanakkor az interepizootikus id6szakokban nem toltenek be fontos szerepet a tularemia
okologiai ciklusaban, nem hordozzdk és tartjadk fent a kérokozot, nem toltenek be rezervoar
szerepet.

Vizsgalataink alapjit képezte a tirstémavezetésem alatt dr. Gyuranecz Miklés PhD
hallgaté PhD-értekezésének valamint két dllatorvostan-hallgaté diplomamunkdjénak.



