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1. Bevezetés és célkituzések

A keleti siin (Erinaceus roumanicus) hazankban 6shonos kisemlés, mely a természetes
¢s urbanus teriileteken egyarant nagy szdmban fordul el6. Ezek a kisemldsok gyakori gazdai a
Magyarorszagon igen nagy szamban eléforduléd Ixodes ricinus valamint az Ixodes hexagonus
kullancsfajoknak, melyek tobbek kozott a Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) biologiai
vektorai. A siinok méretiik és életmodjuk miatt a kullancsok mindharom fejlédési alakjanak
gazdai, igy az Aaltaluk terjesztett korokozok fenntartasaban és terjesztésében egyarant

kiemelkedd szerepet jatszanak.

A B. burgdorferi s.I. fajcsoportba tartozo spirochaeta baktériumok kullancs vektorok
kozvetitésével terjednek a gerinces allatok kozott, és emberi fertdzddés esetén a Lyme
borreliosis nevii korképet alakitjak ki. Még napjainkban sem tisztazott, hogy pontosan mely
gerinces allatok toltenek be rezervoar szerepet a korokozd életciklusaban. Fontos lenne
azonban, hogy felderitsiik azokat az alapveté jarvanytani Osszefiiggéseket, melyek
ravilagitanak a keleti siin potencialis szerepére a (Sokszor varosi) megbetegedések

fenntartasaban.

Kutatdsom soran a Févarosi Allat- és Novénykert menhelyén talalhato, Budapestrdl és
kornyékérol begytijtott keleti stindket vizsgaltunk egy csekély fajdalmat okozé kisérletben. A
keleti siin rezervoar szerepének igazolasara, azaz, hogy a B. burgdorferi s.l. fajcsoportba
tartoz6 baktériumok képesek-e atadodni a fertézést kozvetité izeltlabu vektorokba,

xenodiagnosztikai modszert alkalmaztunk.

Célkitiuzeéseink az alabbiak voltak:

e korabbi leirdsok alapjan egy xenodiagnosztikai kisérletet megtervezni €s kivitelezni,

e kideriteni, hogy a ragcsalokra altalanosan alkalmazott xenodiagnosztikai modszer a
keleti slinre alkalmazhato-¢;

o Kkisérletesen igazolni a keleti siin rezervoar szerepét a B. burgdorferi s.l. fertézés

tekintetében.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Kkeleti siin, Erinaceus roumanicus (Barrett-Hamilton, 1900)

Mivel a hazankban €16 keleti siindk tokéletesen alkalmazkodtak a varosi életmodhoz, a
varoslakoé emberek kozvetlen kdrnyezetében is megtalalhatoak ezek a kisemldsok. Szamos
korokozodesoport (pl. virusok, baktériumok, gombak) potencialis gazdaja lehet (Rigo et al.,
2012; Foldvari et al., 2014), ezért fontos, hogy tisztaban legyiink e faj életmodjaval és

okologiajaval.

1. abra. A vizsgalatban résztvevo egyik keleti siin (E. roumanicus)

A keleti siint a Mammalia osztalyba, az Erinaceiformes rendbe és az Erinaceidae
csaladba soroljuk (1. abra). Testhossza 30-35 cm, farokhossza 4-5 cm, testtomege pedig 0,5-
1,8 kg kozott wvaltozik (Bihari, 2007). Kozép-Eurdpaban széles korben elterjedt,
Lengyelorszagban, Szlovénidban és Gorogorszagban egyarant megtalalhato, él6helye egészen
Nyugat-Szibériaig huzodik. Eszak-Amerikaba és Ausztralidba egyarant betelepitették.
Magyarorszag egész teriiletén megtalalhato, legnagyobb szdmban az északkeleti régioban. Az
Eurdépaban el6forduld tovabbi két siinfaj a nyugati siin (Erinaceus europaeus) és a kisazsiai

stin (Erinaceus concolor). Az E. roumanicust hosszt ideig az E. europaeus, majd az E.



concolor alfajanak tekintették, 2005-t61 (Wilson & Reader, 2005) azonban 6nallo fajként
tartjak szamon (2. 4bra). Legjellemzébb morfoldgiai eltérés a két faj kozott, hogy a nyugati

siin mellkasanak kozepe sotétbarna szinii, azonban a keleti siinnél ez minden esetben fehér

(Aulagnier et al., 2009).
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2. abra. Az E. europaeus (kék), E. roumanicus (piros) és E.
concolor (zold) eléfordulasa a Nyugati-Palearktikumban. A
szimpatrikus régiok lila szinnel vannak jel6lve. Az utolso6
jégkorszak utani elterjedési utvonalakat jelzik a feltlintetett nyilak
(Bolfikova & Hulva, 2011).

Tokéletesen képes alkalmazkodni a kornyezetéhez, ezért szinte minden él6helyen
eléfordul, azonban elényben részesiti az erdoket és fas tarsulasokat. Kimondottan gyakori az
el6fordulasa a vérosi, emberkozeli él6helyeken, ahol a kertekben, faskamrakban eldszeretettel
megtelepszik.

Szaglésa ¢s hallasa kivalo, azonban latasa gyenge. Veszély esetén 6sszegdmbolyodve
védi magit stirii tiiskéivel. Ha a kdrnyezeti hdmérséklet 8°C ala siillyed, biivohelyet keresve
pl. farakasok ala vagy gyokerek kozé vonul valodi téli almot aludni. Testhémérséklete 6°C ala
csokken, és addig igy is marad, amig a kiils6 hémérséklet 15°C fo51¢ nem emelkedik. Ha

almaban megzavarjdk, konnyen felébred, testhdmérséklete mindossze 2 oOra alatt



normalizaloédik. Napi alvasa kinyujtozott testhelyzetben torténik. Territoriuma nincs.
Maganyos allat, de parzasi idészakban a himek konfrontalodnak egymassal (Bihari, 2007).
Téplalékszerzé korutjait éjszaka tartja, melynek soran akar 150 g taplalékot is elfogyaszt.
Hangos szuszogas kiséretében gilisztak, rovarok, csigak utan kutat, esetenként kisebb gerinces
allatokat is fogyaszt, pl. békakat, gyikokat, madar és emlds fiokakat.

Parzasuk a téli nyugalmi iddszakot kovetden torténik, mely aprilistdl augusztusig is eltarthat.
Vemhessége 34-49 napig tart, miutan 4-5 utédot hoz vilagra, melyek lagy tiiskékkel
sziiletnek. Az anyadllat kicsinyeit egyediil neveli. Az utdodok 4 hétig kizardlag anyatejjel
taplalkoznak, majd fokozatosan térnek 4t a szilard taplalékra. Atlagéletkoruk 10 év.

Tiiskés kiiltakarojuk kivald védelmet biztosit ellenségeivel szemben. Legfontosabb
ragadozdja az uhu, de vaddiszno, borz és roka is fogyasztja (Bihari, 2007). Lakott teriileteken

¢s azok kornyezetében az autok gyérithetik a populacioit.

2.2.  Siinok és ektoparazitaik

A siindk viszonylag kis testméretiik, az ektoparazitdk megbuvasara alkalmas kiiltakarojuk,
¢s talajhoz kotott életmodjuk miatt idedlis célpontot jelentenek a kiilsé €é16skodok szamara.
Ezeket az emberek lakokornyezetében is képesek fenntartani, mivel igen nagy szamban

fordulnak el6 a siinokon, és folyamatosan Gjra is fert6z6dnek azokkal (Rig6 et al., 2012).
2.2.1. Ektoparazita csapragdsok

Az ektoparazita csapragdsok stinokon eléforduld legfontosabb képviseléi a kullancsok,
azonban el6fordulhatnak a Dermanyssidae csalad képvisel6i, rithatkak, szortiiszOatkak és

elvétve ovantagok is.

A Dermanyssidae csaladba tartozo fajok koziil a siinokon is eléfordulo Haemolaelaps
megaventralis és a Hirstionyssus arcuatus a vérszivoatkak kozé sorolhatd, melyek nem
gazdaspecifikusak, ragcsalokon és mas kisemlésokon is el6fordulnak. A Haemolaelaps
genusba tartoz6 fajok szerepet jatszhatnak a Francisella tularensis terjesztésében, mely a

tularémia korokozoja (Keim et al., 2007).

A siinokon eldfordulo rithatkak koziil szamos faj keriilt mar leirasra. llyen a Psoroptidae
csaladba tartoz6 Caparinia tripilis, mely leginkabb a Trichophyton erinacei gombas
fertézéssel tarsulva okoz sulyos megbetegedést, minek kovetkeztében a boér kiszérad,

megrepedezik, majd az allat szére és tiiskéi kihullanak (Robinson & Routh, 1999).



Megtalalhato tovabba a Sarcoptidae csaladba tartozo, foként macskak fejriihdsségét okozod
Notoedres cati (Robinson & Routh, 1999), illetve a patkdnyokon és mas ragcsalokon
eléfordulé Notoedres muris (Klompen & Nachman, 1990). Az Izraclben el6forduld juh- és
kecskeallomanyok riihdsségi eseteinek vizsgalata soran fény deriilt a nyajak kornyezetében
€16 eurdpai siin ¢és hosszufiili siin Sarcoptes scabiei fert6zottségére (Yeruham et al., 1999),
mely arra enged kovetkeztetni, hogy az itt €10 siindk rezervoarjai az emlitett korokozonak, igy

szerepet jatszhatnak azok terjesztésében és fenntartasaban.

A Demodex erinacei a siin sajat szOrtiiszéatka faja, melynek eléforduldsa meglehetdsen
ritka (1zdebska, 2004).

Eddigi vizsgalatok soran két dvantagfajt azonositottak hosszafiilii siinok bavohelyeibdl,
melyek a Theriodoros arenicolous és a Theriodoros erraticus. Ezek a parazitak sertéseken,
ritkin embereken is szivhatnak vért, és az afrikai sertéspestis virusdnak lehetséges

vektoraiként tartjak szamon oket (Hoogstraal, 1953).
2.2.2. Ektoparazita rovarok

Az ektoparazita rovarok koziil tobb bolhafaj és a myiasist kialakité legyek jatsszak a
legfontosabb szerepet. A siindket parazitald szortetvek és vérszivo tetvek, valamint

kullancslegyek és bagocsaik ezidaig nem keriiltek leirasra (Ellis & Mori, 2001).

Az Europaban el6fordulo siinfajokon a gazdaspecifikus siinbolha (Archaeopsylla erinacei)
fordul el6 leggyakrabban (Thamm et al., 2009). Ez a bolhafaj egyarant képes a kutyakon,
macskakon (Gilles et al., 2008), és embereken is él6skddni (Pomykal, 1985). Az A. erinacei
gyakran fert6zott Rickettsia fajcsoportba tartozd baktériumokkal, Bartonella henselae-vel
mely emberben az un. macskakarmolasi betegséget alakitja ki, tovabba Mycoplasma
haemofelis-szel (Rigo et al., 2012). Egy hazai kutatas soran a Margit-szigeten ¢él6 keleti siinok
bolhaiban R. helvetica-t, egy eddig még nem azonositott Rickettsia genotipust és B. henselae-t
is kimutattak a kozelmultban (Hornok et al., 2014). Néhany esetben talalkoztak mar Pulex
irritans-szal (Szabd, 1975), Ctenocephalides canis-szal, Ctenocephalides felis-szel, ¢és

Ceratophyllus gallinae-vel is (Foldvari et al., 2011; Visser et al., 2001).

Nyar kozepétdl 8sz végéig a siindk korében is eléfordul az az elsddleges és masodlagos

myiasis, melyeket okozo6i foként a Lucilia- és Calliophora-fajok (Robinson & Routh, 1999).



2.3. A kullancsok

A Parasitiformes Oregrendbe, azon beliil pedig az Ixodida rendbe ¢és Ixodidae csaladba
sorolhaté kullancsok rendszertanilag a pokszabastiak kozé tartoznak. Fejlédésmenetiikre
jellemzd, hogy az adult allapotot larva- és nimfastadium el6zi meg (Rozsa, 2005).
Morfologiailag két részre oszthatoak, melyek a fej és az idiosoma. Utdbbi szintén két részre
tagolodik, melyek a podosoma, ahol a labak talalhatoak és az opisthosoma. A kullancsok
testét egy lagy kutikula és egy kemény pajzs egyarant fedi. Az ivari dimorfizmus
szembetlind, mivel a himek testét teljesen, a ndstényekét viszont csak részben boritja ez a
képlet. Szajszerviik a test csucsan talalhato. Elsé par labukon helyezkedik el a Haller-féle
szerv. A kullancsok ezen szerv segitségével érzékelik tobbek kozott a kornyezet CO, és
feromonokat és a levegd rezgéseit. A labaik kiilon-kiilon valé mozgatasaval ,,integetve”

hataroljak be a potencialis gazdaallatot (Bowman & Nuttall, 2008).

A legtobb kullancsfaj haromgazdas, ami azt jelenti, hogy fejlédésiik soran a kiillonb6z6
stadiumokban 1évé Kkullancsoknak harom kiilonboz6 gazdan kell taplalkozniuk, melyek
lehetnek eml6sok, madarak és hiillok egyarant (Bowman & Nuttall, 2008). Vérszivas utan
levalnak arrol, és vedlést kovetéen 1) gazdat keresnek. Elofordulnak kétgazdas
(Rhipicephalus spp., Hyalomma spp.) és egygazdas pl. (Rhipicephalus (Boophilus) microplus)
kullancsfajok is (Barker & Murrell, 2008).

Kizarolagosan vérrel taplalkoznak, melybdl a ndstények teststilyukhoz viszonyitva
Oriasi mennyiséget, akar annak szazszorosat is képesek felvenni. Egyesek akar kettd vagy
tobb hetet is taplalkozassal toltenek. Teljes életciklusuk hét évig is eltarthat (Bowman &
Nuttall, 2008).

Az Ixodidae csaladba tartozd kullancsok igen valtozatos €l0helyeken fordulnak eld.
Megtalalhatok a flives, bozotos, erdds vidékeken, szaraz és nedves teriileteken egyarant.
Téplalékkeresési stratégiajuk szerint megkiilonboztetiink exofil és endofil kullancsokat. Az
exofil csoportba tartozo kullancsok a ndvényzeten varakoznak a gazdara (egyes esetekben
aktivan keresik a potencidlis gazdat, pl.. Amblyomma, Hyalomma genus), az endofil

kullancsok viszont a gazdaallatok fészkében vagy iiregében élnek (Bowman & Nuttall, 2008).

Az Eurépaban eléforduld kullancsfajok kozol az 1. ricinus és az 1. hexagonus fordul
elo leggyakrabban a siinokon (Gray et al., 1994, Thamm et al., 2009). Ez a két faj



¢letmodjaban és az él6helyvalasztas tekintetében is kiilonboz6. Az 1. ricinus Eurdpa
leggyakoribb kullancsfaja, melynek mindharom fejlodési stadiuma exofil. Jellemzéen a duas
aljnovényzetii fas tarsulasokban és bokros teriileteken fordul eld (Hillyard, 1996). Aktivitasuk
évszakonként eltéré, mivel talélésiikhéz az egyik legfontosabb tényez6 a kelléen magas
paratartalom (Randolph et al., 2000). Az |. hexagonus endofil stratégiat folytat, igy egész
¢letciklusat a gazdan vagy annak fészkében tolti, ezért kiilfoldi felmérések szerint gyakrabban
fordul el6 a mas kullancsok szamara kevésbé optimalis varosi él6helyeken (Gern et al., 1997).
A Margit-szigeti specialis él6helyen végzett kutatas szerint azonban az I. ricinus fordul el
gyakrabban (Foldvari et al., 2011). E két Ixodes-faj egyedeibdl akar 600-800 kullancs is
eléfordulhat egyetlen eurdpai siindn, ezért még akkor sem elhanyagolhat6 a gazdaszervezetre
gyakorolt hatdsuk, ha nem fertézik korokozokkal az 4llatot. Ezekben az esetekben
vérszegénységre ¢s erbltetett vérképzésre utald értékeket figyeltek meg egy korabbi kutatas
alkalmaval (Pfiffle et al., 2009). A Margit-szigeten végzett korabbi vizsgalatok soran, ahol
keleti siinok Vvérparamétereit és egyéb élettani adatait is monitoroztak, az elébb emlitett

korképek nem voltak megfigyelhetdek (Molnar V. publikalatlan adatok).

Az Europaban 6shonos siinokon az emlitett két kullancsfajon kiviil mar mas fajok is
megallapitasra keriiltek. Keleti siinon a Haemaphysalis concinna (Kozuch et al., 1963), Ixodes
acuminatus és Hyalomma marginatum (Foldvari et al., 2011), az eurdpai siinoén pedig az
Ixodes trianguliceps, Haemaphysalis concinna, Haemaphysalis inermis, Haemaphysalis
punctata, Dermacentor reticulatus, Dermacentor marginatus, Hyalomma aegyptium és

Rhipicephalus sanguineus fajokat irtak le (Hillyard, 1996).
2.4. A Borrelia burgdorferi sensu lato

A B. burgdorferi s.1. fajcsoportba tartozé baktériumok a Spirochaetales rend
képvisel6i. Dugohtzd alaku, flexibilis sejtfalu, 5-25 pum hosszi és 0,2-0,5 um széles
rendkiviill mozgékony mikroorganizmusok (Lakos, 2009). Jelenlegi ismereteink szerint a
borreliak fajkomplexébe 19 kiilon faj tartozik (Casjens et al., 2011; Rudenko et al. 2011),
azonban folyamatosan fedeznek fel ujabb fajokat, igy leirasuk még valdsziniileg nem
fejez6dott be. (Rudenko et al., 2011). Ezek koziil szamos fajrol igazolodott, hogy képes a

Lyme borreliosis korképének kialakitasara.

A B. burgdorferi s.l. fajcsoportba tartozé baktériumok a kullancsok kodzépbelében
szaporodnak, és a vérszivas alkalmaval a nyalmirigyen keresztiil jutnak a gerinces gazdaba

(Hillyard, 1996). A baktériumok koziil elészor ennél a csoportnal irtak le azt a jelenséget,



hogy a korokozotol mentes, vért szivo kullancsok képesek felvenni a baktériumokat a gazda
szisztémas fert6zottségének hianyaban is, amennyiben olyan helyen taplalkoznak, ahol
korabban fert6zott vektor szivott vért (Gern & Rais, 1996). Ezt co-feedingnek, vagy egyiitt
taplalkozasi fertézésnek nevezziik. Késébbi kutatasok soran azonban kimutattak, hogy sokkal
nagyobb valoszinliséggel fertézodik a kullancs egy rezervoar gazdatol, mint egyiitt-
taplalkozassal, mivel a transzmisszidt befolyasolja a vérszivas iddtartama, a kullancsok

szama, €s a csipések tavolsaga (Richter et al., 2002).

A gazdan beliili vandorlasuk alkalmaval a spirochaetdk altal a kullancs kozépbelében
termelt OspA (Outer surface protein A) és nyalmirigyben termelt OspC (Outer surface protein
C) fehérjék segitik a baktériumokat a gazdaszervezet sejtjeihez vald kotédésben. A Borrelia
fajcsoportba tartozo baktériumok ezeknek a felszini fehérjéknek a génexpresszidjat novelik a

kullancs megfelel6 szervében (Schwann & Piesman, 2002).

Az curdpai sinr6l (E. europaeus) mar egy 1994-ben végzett Kkisérlettel
bebizonyitottak, hogy a B. burgdorferi s.1. fajcsoport egyes tagjainak rezervoarja lehet. A
vizsgalat soran a kutatocsoport tagjai sikeresen fert6ztek meg mongol futbegereket (Meriones
unguiculatus) a mar korabban Borrelia-val fert6zott siinon vért szivott kullancsokkal (Gray et
al., 1994).

Egy tovabbi kisérlet soran szintén xenodiagnodzissal bizonyitottdk az eurodpai siin (E.
europaeus) rezervoar szerepét. Az eredmények egyértelmilen azt mutattak, hogy az eurdpai
slin rezervoarja a Lyme borreliosist okozo baktériumoknak, mivel a kisérletesen megfert6zott
stinokbol szarmazo fiilbioptatumokbol és a vékonytli aspiracios citologiai leletekbol
kimutattak a B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii és B. afzelii baktériumok DNS-ét (Gern et
al., 1997).

A B. burgdorferi s.s.-r6l, a B. afzelii-rél és a B. garinii-rol mar korabban bizonyitottak,
hogy emberi megbetegedéseket okoz (Margos et al., 2008). Németorszagban B. spielmanni
jelenlétét igazoltak a kozelmultban eurdpai siinb6l (Skuballa et al., 2007), melyet korabban
nem tartottak patogén korokozonak, azonban tobbek kozott hazankban is kimutattak az
emlitett Borrelia-fajt egy fert6zott ember borébdl szarmazd bioptatumbol (Foldvari et al.,
2005). Az utobbi években a B. lusitaniae (Collares-Pereira et al., 2004), a B. valisiana (Diza
et al.,, 2004) és a B. bissetti (Rudenko et al., 2008) szerepe is valdszinisithetd a betegség

kialakitasaban.



A Lyme borreliosis az északi félteke leggyakrabban el6forduld vektor altal kozvetitett
betegsége, melyeket az Ixodes ricinus fajkomplexbe tartozé kullancsok terjesztenek. Az
érintett teriiletek koziil Kozép-Eurdpa a legfert6zottebbek kozé sorolhatd. Magyarorszag
minden régidjaban eléfordul (Lakos, 2009; Zoldi et al., 2013). A koérokozo baktériumok
rezervoarjai kozé elsésorban kisemlOsok (ragesalok, nyulak, rovarevok), egyes madarak (pl.
feketerigd, facan) és gyikok tartoznak (Foldvari et al., 2009; Foldvari & Rigo, 2009; Richter
& Matuschka, 2006). A friss megbetegedések leginkabb majus-juniusban keletkeznek, majd
6sszel egy masodik, kisebb hullam mutatkozik (Lakos, 2009).

Az elsé human eseteket 1984-ben irtak le Magyarorszagon (Lakos et al., 1985), de a
korokozo kullancsbodl torténé hazai kimutatasara csak 1991-ben keriilt sor (Lakos et al.,
1991). A Lyme borreliosis Eurépaban talnyomorészt joindulata, sokszor magatdl gyogyulo
betegség, azonban némely esetben progressziv lefolydst mutat. A betegség klinikai képe ¢€s

korlefolyasa igen valtozatos, mely idiilt esetben ritkan évtizedekig is elhuzodhat (Lakos,
2009).

A Lyme borreliosist jellegzetes klinikai tiinetei alapjan tobb csoportra oszthatjuk fel. A
vandorl6d borpir (erythema migrans) a kullancscsipés helyén keletkezd, sz€li részén lassan
novekvo, ovalis alakt borpir (Torok et al., 1987). A borpir legalabb egy hétig, némely esetben
hénapokig is megmaradhat, majd elmulik. F4jdalmat ritkdn okoz, el6fordulhat azonban, hogy
faradékonysaggal, fej-, iziileti ¢és izomfajdalmakkal jar. A Borrelia lymphocytoma
fajdalmatlan, tomott tapintatu, lildsvords, cseresznye méretli csomo, mely honapok alatt tlinik
el, amennyiben nem kezelik (Lakos, 1992). Az acrodermatitis chronica atrophicans foként
1d6sebb ndknél eldforduld jellegzetes tiinet. A végtagok feszitd oldalan a bor tésztas
tapintativa vélik, és foltokban atrofizalodik. Altalaban igen fajdalmas, mivel az adott
teriileten 1év0 idegvégzddések, csontok és iziiletek is megbetegszenek. Kezelés nélkiil
gyogyulas nem kovetkezik be (Liszkay et al., 1988). Elvétve szivizomgyulladas alakulhat ki a
kezeletlen fert6zés esetében (Lakos, 2009). Egyes esetekben kiilonb6z6 neurologiai
korformak is kialakulhatnak, melyek a meningitis, egy- vagy kétoldali arcidegbénulas, a
szemmozgato idegek bénulasa és a radiculoneuritis. A nervus facialison és a szemmozgato
idegeken kiviil mas agyidegeket nem érint a betegség (Lakos, 2002). A reumatologiai
korformdk hetekkel, honapokkal a fertézést kovetden jonnek létre és iziileti gyulladasok

alakulnak ki. Gyakran spontan javulas, majd ujabb fellangolas tapasztalhato (Lakos, 2009).
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Allatorvosi szempontbol fontos, hogy Lyme borreliosist kialakitd spirochaetak
jelenléte sok esetben kimutathat6 kutyak esetében is, mivel koziiliikk sokan egész €letiik soran
hordozoi a korokozonak, azonban csak egy résziikben alakul ki megbetegedés (Beugnet,
2002). A Magyarorszagon végzett kutatdsok eredményei azt mutatjdk, hogy a kutyakban

valosziniileg B. afzelii és B. garinii fajok fordulnak el6 (Foldvari et al., 2007).
3. Anyag és modszer
3.1.  Vizsgélati allatok

Kutatasunkat a Févarosi Allat- és Novénykert menhelyén tartott siinokkel végeztiik. A
vizsgalt egyedeket egyesével, mianyag ladakban helyezték el. Latogatasunk idépontjaban
nyolc menhelyi siin volt megtalalhato itt, melyek mindegyikével ugyanazon protokoll szerint
jartunk el, az allatvédelmi jogszabalyok betartdsa mellett. Munkank soran Dr. Molnér Viktor,

a Fovarosi Allat- és Novénykert allatorvosa biztositotta a szakszer(i hétteret az anesztézidhoz.

Minden egyedet egyesével megvizsgaltunk, majd izoflurdnnal anesztetizaltunk annak
érdekében, hogy megfelelé mintat tudjunk venni (3. abra). Steril sebészolloval fiilbiopszias
szOovetmintat vettiink az allatokbol (4. abra), majd a siindk egyedi azonositojanak segitségével
felcimkézve taroltuk azokat. A vizsgalt egyedeket E1-t61 E8-ig jeloltiik meg. Az altatas ideje
alatt lehet6ségiink nyilt a slinokb6l vald vérvételre is, melybdl a helyszinen vérkenetet

készitettiink késobbi vizsgalatok céljabol.

3. abra. Keleti sun altatasa izoflurannal

11



4. abra. Fiillbioptatum vétele altatdsban

3.2.  Xenodiagnozis

Azért, hogy vizsgalatunkat az eldirt protokollnak megfeleléen tudjuk elvégezni, a két
kivalasztott (egy ndstény és egy him) B. burgdorferi s.1. fertdzott siint a Szent Istvan Egyetem
Allatorvos-tudomanyi karanak Egzotikusallat- és Vadegészségiigyi Tanszékére szallitottuk. A
stindket egyedileg fém ketrecekben helyeztiik el, melyek harom oldalrél zartak a kiilvilag felé,
elolrdl pedig egy racsos ajton keresztiil lehetett az allatokhoz hozzaférni. A ketrec aljara
racspadozatot alakitottunk ki, mely ald egy ugyanekkora méretli, pontosan illeszkedd
rozsdamentes fém talcat helyeztiink el, melyet félig vizzel feltoltottiink. A vizsgalat ideje alatt
naponta egyszer szaraz macskaeledellel, és lisztkukaccal (Tenebrio molitor larvaval) etettiik

meg a kisérletben részt vevo allatokat, ivoviz pedig ad libitum allt rendelkezésre.

A keleti slin rezervoar szerepének megallapitdsara az egyetlen lehetséges modszert, a
xenodiagnozist valasztottuk. Ennek céljabol Németorszagbol szarmazo, igazoltan Borrelia-
mentes Specific Pathogen Free (SPF) Ixodes ricinus kullancslarvakat hasznaltunk, melyeket
Dr. Hans Dautel laboratoriumabol rendeltink meg (IS Insect Services GmbH, Berlin,
Németorszag). Ezekbdl a larvakbol 100-100 darabot helyeztiink el egyesével a siin6kon. A
felhelyezést kovetéen minden nap gondoztuk a siindket, és minden délutan ugyanabban az
idépontban a slindk alatt 1évo talcat atvizsgaltuk. Fejlampaval pasztaztuk at az egész teriiletet,

torekedve arra, hogy minden egyes lehullo larvat megtalaljunk és begytjtsiink. Ezt kovetden a

12



talcakat fert6tlenitd szeres vizzel elmostuk, €s friss vizzel feltoltottiik, majd Gjra a siindk ald
helyeztiik. Minden ilyen alkalommal a ketrecek alatti feliiletet is atvizsgaltuk annak
érdekében, hogy azokat a larvakat is Osszegyiijtsiik, amelyek a koztes idoben estek le (5.

abra).

Az Osszegyiijtott kullancslarvakat datummal ellatott tivegekbe helyeztiik, melyeken azt is
feltiintettiik, hogy melyik allatrél estek le. Annak érdekében, hogy a gombds fertdézéseket
elkertiljiik, az tivegcsékbe nystatinnal atitatott vattacsomokat helyeztiink, és azoknak a szajat
szorosan lezartuk megnedvesitett vattaval. Utobbira azért volt sziikség, hogy a termosztatba
téve elérjik a megfeleld paratartalmat, mely sziikséges a kullancslarvak vedléséhez.
Napkozben a zart inkubacidés kamrdba fényforrdst is helyeztliink, hogy a megvilagitas
idétartama hasonld legyen a természetes koriilményekhez. Az iivegek tartalmat naponta
megvizsgaltuk és szelldztettiik a tapasztalhatd tul nagy nedvesség miatt (6. abra). Ezt addig
ismételtiik, amig meg nem tortént a vedlés, és az inkubalt larvdk nimfava nem alakultak. A
nimfakat (7. dbra) ezutan egyedileg helyeztiik el ujabb tiveg edényekben, melyen feltlintettiik

a vedlés idépontjat, és, hogy melyik kisérleti siinb6l szarmaztak.

5. abra. Megszivott larvak gytjtése

Foto: Szekeres Sandor
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6. abra. Az inkubatorban tartott kullancslarvak szellGztetése

Fotd: Szekeres Sandor

7. abra. A kisérletbdl szarmazo SPF (Specific Pathogen Free) kullancs nimfa kozvetlentil
vedlés utan

Fotd: Szekeres Sandor
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3.3. Molekuléaris laboratoriumi vizsgalatok
3.3.1. DNS-kivonas

A megbizhatobb eredmények érdekében kiilon helyiségben végeztiik a DNS kivonast, a
PCR (polymerase chain reaction) Osszemérését és a gél-elektroforézist. A kontaminécio
elkeriilésének céljabol rendszeresen cseréltiik a pipettahegyeket, kesztytiket, valamint negativ
kontrollt (PCR viz) és templat DNS-t nem tartalmazo kontrollt (NTC) is alkalmaztunk.

Pozitiv kontrollként egy Gemencrdl szarmazo6 Borrelia lusitaniae mintat hasznaltunk.

A B. burgdorferi s.1. jelenlétét fiilbioptatumokban vizsgaltuk. Osszesen nyolc keleti
stinbdl szarmazd mintabdl tortént DNS kivonas. A szdvetmintdkat egyesével dolgoztuk fel.
Bel6lik QiAamp DNA mini kit-tel (QIAGEN Gmbh, Hilden, Németorszag) vér és
szovetminta protokollja segitségével nyertilk ki a DNS-t. A szdvetmintdkat 1,5 ml-es
eppendorf csdovekbe helyeztiik, és hozzaadtunk 180 pl ATL lizispuffert, majd 20 pl proteinaz-
K enzimet. Az elegyet razogéppel Osszerazattuk, majd a thermo blokkban 56 °C-on a
lagyszovetek teljes oldodasaig egy ¢éjszakas emésztés kovetkezett. Masnap rovid
centrifugalast végeztiink, hogy a csé oldalan maradt folyadékcseppek a cs6 aljara keriiljenek,
majd 200 ul ATL lizispuffert hozzaadva 15 mp-ig razoégéppel Gsszerazattuk. Ezt kovetéen 70
°C-on 10 percig inkubaltuk. Rovid centrifugilas utdn 200 pl 96%-0s etanolt mértiink az
elegyhez, és 15 mp razogép hasznélat utan Gjbol lecentrifugaltuk. Ovatosan rahelyeztiik a
precipitatumot tartalmazé elegyet a QIAamp Spin Coloumn-ra, anélkiil hogy a széléhez ért
volna a minta, mely egy 2 ml-es gylijtécsében talalhato. Ezt kdvetden a gyiijtécséd tetejét
lezartuk, majd 6000 g-n (8000 fordulat/perc) 1 percig centrifugaltuk. A centrifugabodl
kivettiik, a régi gylijtdcsovet eldobtuk és egy ujba helyeztiik. Felnyitottuk a QlAamp Spin
Coloumn-ot és 500 ul AW1-es puffert ramértiink a mintara, majd ujbol 6000 g-n (8000
fordulat/perc) centrifugaltuk. Ujra tiszta gyiijtécsbe helyeztiik az elegyet, és 500 ul AW2-es
puffert ramérve 20000 g-n (14000 fordulat/perc) 3 percig centrifugaltuk. Az AW2-es puffer
kiontése utdn Ujra lecentrifugaltuk a terméket maximalis fordulatszamon (14600
fordulat/perc) 1 percig, hogy az 6sszes mosopuffer tavozzon, a sziirletet és a gyijtécsovet
pedig eldobtuk. A QIAamp Spin Coloumn-ot tiszta, 1,5 ml-es eppendorf csébe helyeztiik, és
200 pl AE-puffert (eluald-puffert) mértiink ra, melynek funkcioja az volt, hogy a DNS-t
leoldja a membranrol. Ezt 1 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 6000 g-n (8000
fordulat/perc) 1 percig centrifugaltuk. Az eludl6é pufferben oldott DNS mintdkat ezutdn -20

°C-os fagyasztoban taroltuk.
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8. abra. DNS kivonas alkalikus hidrolizissel

Fotd: Szekeres Sandor

A DNS kivonasa a kullancs nimfakbol alkalikus hidrolizissel tortént (Guy & Stanek,
1991). A kullancsokat sziirdpapirra helyeztiik, hogy elparologjon bel6liik az alkohol, ezutan a
testilket kettévagtuk. A mintakat 1,25% ammonium-hidroxid oldatot tartalmazo
mikrocentrifuga csdbe helyeztiik. Az igy el6készitett csoveket fél ordig zart feddvel forraltuk,
hogy a mintaban talalhat6 DNS oldatba keriiljon (8. dbra). Ezutan egy fél 6ras nyitott fedeles
forralas kovetkezett, ami soran az ammonium-hidroxid elparolgott az elegybdl. Az igy feltart

DNS-t ezutan fagyasztva taroltuk (-20 °C) a molekuldris vizsgalatok megkezdéséig.
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3.3.2. PCR-vizsgalat

A fiilbioptatumokbol szarmazd DNS vizsgalatait BSL (OspA) PCR-rel végeztik. A
kivonast koveto PCR-vizsgalat soran BSL-F (forward) primert
(5-AATAGGTCTAATAATAGCCTTAATAGC-3) és  BSL-R  (reverse)  primert
(5-CTAGTGTTTTGCCATCTTCTTTGAAAA-3) hasznaltunk, ezzel felerdsitve azt a kb. 250
bazisparnyi régiot, ami minden Lyme borreliosist okoz6 spirochaeta baktérium
génallomanyaban megtalalhato, a kiilsé felszini fehérje (outer surface protein A — OSpA)
kodolasaért felelds génszakasz (Demaerschalck et al., 1995; Foldvari et al.,, 2005). A
reakcionak els6 1épéseként egy denaturacios szakasz tortént 94 °C-on 15 percig, majd 39-szer
ismételt ciklusban denaturacios (94 °C, 30s), anellacios (58 °C, 30s) és extenzios (72 °C, 30s)
szakaszok kovették egymast. Egy végsd terminacids (72 °C, 5 perc) szakasz utan 4 °C-ra
hiitottiik a mintakat.

A mastermix dsszetevoinek aranyait az 1. tiblazatban tiintettiik fel.

1. tablazat. Az OspA fehérje génjére iranyuld PCR reagensei

Osszetevd Mennyiség (ul)/minta
PCR viz 17,675

5 x Taq Puffer 5
Tag-polimeraz (5 U/ul) 0,125
dNTP-oldat (10 mmol/l) 0,5
Forward primer (BSL-F) (100 pmol/ml) 0,1
Reverse primer (BSL-R) (100 pmol/ml) 0,1
DNS-templat 15
Végtérfogat 25

A kullancs  nimfakbol szarmaz6  DNS mintaknal ~ hasznalt  forward
(5-GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATTGCC-3") és reverz
(5-TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTTCC-3") primerpar a riboszémalis fehérjéket kodold
régiok kozotti nem-kodold szakasz (intergenikus spacer — 1GS) felszaporitasat végzi (Coipan
et al., 2013). Ennek a reakcionak az elso 1épése egy denaturacios szakasz 94 °C-on 5 percig,
majd 10-szer ismételt ciklusban denaturacios (94 °C, 20s), anellacios (70 °C, 30s) és
extenzios (72 °C, 30s) szakaszok kovették egymast ugy, hogy minden ciklusban 1 °C-kal

csokkent az anellaciés hOmérséklet. Ezutan ismét 40-szer denaturacios (94 °C, 20s),
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anellacios (60 °C, 30s) és extenzios (72 °C, 30s) szakaszok kovették egymast az elongacids
fazisban, majd egy extenzios (72 °C, 7s) szakasz utan 4 °C-ra hitottiik a mintakat.
A PCR termékek azonositdsdhoz pozitiv kontrollként human mintdbdl szarmazo tenyészetbdl

izolalt DNS szolgalt. A mastermix 0sszetevOinek aranya a 2. tablazatban megtalalhato.

2. tablazat. Az intergenikus spacer (IGS) primerekkel végzett PCR reagensei

Osszetevd Mennyiség (ul)/minta
PCR viz S)
HotStarTaq Plus Mastermix 12,5

Coral Load dye 2,5

IGSa (0,1 nmol/ul) 1

IGSb (0,1 nmol/pl) 1

Templat DNS 3
Végtérfogat 25
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3.3.3. Gél-elektroforézis

Az amplikonokat 1,5%-os agar6z gélen futtattuk, aminek az elkészitéséhez TBE (Tris-
Borat-EDTA) puffert hasznaltunk (9. abra). A futtaté kdozeghez etidium-bromidot adtunk, igy

UV sugarzas mellett készitett fényképen lathatova valt a PCR reakci6 eredménye.

9. abra. Gélelektroforézis

Fotd: Szekeres Sandor

3.3.4. Szekvenalas

A konvencionalis PCR reakcié Borrelia burgdorferi s.I. pozitiv mintai koziil a
legerésebb két mintabol kiildtiink kiilfldre szekvenalni (LGC Genomics GmbH, Berlin,
Németorszag). A visszakiildott szekvenciat BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
segitségével Osszehasonlitottuk a nemzetkézi génbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

nukleotid adatbazisaval.
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4, Eredmények
4.1.  Filbiopszias szovetmintak

A menhelyen tartott keleti siinokbdl vett fiilbiopszias szovetmintak B. burgdorferi
kiils6 felszini fehérje (OspA) gén egy szakaszat felerdsité BSL primerparral végeztiik el a
reakciot. Ennek eredménye azt mutatta, hogy nyolcbol harom példany (E5, E6, E8) volt
fert6zott B. burgdorferi s.l. fajcsoportba tartozo baktériumokkal (6. abra). Az E8 jelzésii minta
esetében kis mennyiségli DNS-t amplifikdlt a PCR, ezért csak a két erdsebb pozitivitast

mutatd mintat valasztottuk ki.

_— %t &t t

Pozitiv kontroll NTC Negativ E8
kontroll

6. abra. A nyolc keleti siin fiilbioptatum OspA PCR-vizsgalatanak

gél-elektroforézis eredménye.

Az ES5 megjeldlésii siin 100%-o0s hasonlosagot mutatott a GenBank Borrelia afzelii
szekvenciaihoz, azonban az E6 megjelolésii siinnek a kromatogrammja alapjan kevert
Borrelia-fert6zése volt, ezért nem lehetett egyértelmiien azonositani a szekvencia hasonlosag
alapjan. Az alkalmazott négy pozitiv kontroll minta egyike DNS degradacié miatt nem

eredményezett PCR terméket. A negativ kontroll és NTC esetében sem volt detektalhato

termék.
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4.2.  Vérkenetek
A Giemsa-val festett vérkeneteket 1000 x-es nagyitds mellett vizsgaltuk
fénymikroszkoppal. Koéros elvaltozds vagy korokozd jelenléte nem volt megfigyelhetd

egyikben sem.

4.3. Xenodiagnozis

A xenodiagndzis soran az SPF kullancslarvakat 2014. 4prilis 8-an helyeztiik fel a siinokre.
A rendszeres megfigyelés sordn a 3. tablazatban lathaté napokon taldltunk megszivott

kullancslarvakat a kisérleti allataink alatt elhelyezett vizes talcaban.

3. tablazat. A slinokrol gytjtott kullancslarvak leesésének idOpontja és szama

Datum ES megjeldlésii siin - | E6 megjel6lésti siin
2014. 04. 12. 6 db 32db
2014. 04. 13. 34 db 32db
Osszesen 40 db 64 db

A termosztatba helyezve nem minden kullancslarva vedlett 4t nimfava. Az ES
megjelolésti siinrdl szarmazo 40 larvabol Osszesen csupan 12, az E6 megjeldlésti siinrdl
szarmaz6 64 larvabol pedig 16 nimfa alakult ki, igy 0sszesen 28 atvedlett nimfan tudtuk
elvégezni a DNS-kivonast, majd a PCR-vizsgalatot. Az IGS (nem-kodold szakaszt felerdsit)
PCR nem erdsitett fel semmit a mintdkban. Ezért a masik protokollt, a kiilsé felszini fehérjét
(OspA) feler6sitd PCR-t is elvégeztiik az 0sszes mintan. Ebben az esetben sem volt lathato

termék a gél-elektorforézis végén.
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d. Megbeszélés

Kisérletiink soran a vizsgalt stinokrél szarmazo xenodiagnosztikus kullancslarvakbol
atvedlett nimfakban nem sikeriilt kimutatnunk a B. burgdorferi s.l. jelenlétét. Vizsgalatunk
mégis fontos tapasztalatokkal szolgalhat a tovabbi tudomanyos munkakhoz, mivel a
korabbiakban kevés ilyen jellegli kutatas késziilt a kullancsok altal terjesztett korokozok
felderitésére. A bevezetOben targyalt szempontok alapjan a keleti siin fontos lancszeme a
korokoz6 fenntartasanak. Hogy miért nem sikeriilhetett ezt kisérletiink soran bizonyitanunk,

az alabbiakban diszkutalom roviden.

A negativ eredmények tobb okra is visszavezethetdek. Elsé és egyik legfontosabb
magyarazat erre, hogy a kisérletben résztvevo slindk szarmazasa ismeretlen volt, valosziniileg
nem természetes él6helyiikrdl keriiltek kozvetleniil kivalasztasra, mivel a menhelyen nem
kertilt feljegyzésre a befogadott allatok pontos megtalalasi helye. Ez azt jelenti, hogy
szarmazhatnak olyan belvarosi Szubpopulaciobol is, melynek tagjai nem, vagy ritkan
talalkoztak a B. burgdorferi s.1. fajcsoportba tartozé baktériumokkal. Az sem keriilt pontos
regisztralasra, hogy ezek a siindk miota voltak a Févarosi Allat- és Novénykert menhelyén,
igy az sem, miota nem talalkoztak kullancsokkal, melyek a fert6zést terjesztik. Elképzelhetd
azonban az is, hogy taldlkoztak a fertdzéssel, de az altalunk alkalmazott vizsgalati modszer
nem volt elég érzékeny a fertézés kimutatdsidra. A jovoben ezért indokolt lenne egy joval
érzékenyebb kvantitativ valos idejii PCR hasznalata (de Leeuw et al., 2014), mely lehetové
teszi a PCR ciklusok soran keletkezd termék valos idejii megfigyelését és mennyiségének
mérését. Egy ilyen modszer bedllitdsa és optimalizalasa jelenleg zajlik a Parazitologiai és
Allattani Tanszék molekularis biologiai laboratériumaban. A masik lehetéség az tin. nested
PCR alkalmazasa lenne a molekularis laboratoriumi munkalatok soran. A nested PCR
mukodeési elve, hogy az egymasba agyazott primerek segitségével két egymast kovetd
reakciot futtat le. Mivel az elsé eredményét hasznaljuk templatnak egy masik belsé

primerparral, ezért sokkal kisebb mennyiségti DNS-t is ki lehet mutatni vele.

Tovabbi magyarazat lehet, hogy a Németorszagb6l importalt SPF 1. ricinus
kullancslarvék nagyaranya pusztuldsa miatt 200-bol csupan 28 larva vedlett at nimfava, ami
esetleg nem volt elég a B. burgdorferi s.1. kimutatasara a mintabol. A nagyaranya mortalitas
oka lehet, hogy az emlitett kullancslarvak mesterséges, tobb generacio oOta laboratériumban
tartott tenyészetbdl szarmaznak, igy valdszinlileg mar csokkent biologiai fitnesziik, és

kevésbé voltak életképesek, mint a vadonélé kullancspopulacio tagjai.
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Mas xenodiagnosztikai vizsgalatokkal Osszevetve elmondhatjuk, hogy a jovébeni
vizsgalatok soran indokolt lenne nagyobb szamban kullancsokat helyezni a kisérleti siinokre.
Természetes koriilmények kozott eléfordulhat, hogy egy siindn akér tobb szaz kullancsegyed
is megtalalhatoé (Foldvari et al., 2011; Pféffle et al., 2009). Egy korabbi tanulmanyban, a
vizsgalt eurdpai siindok esetében leirtak olyan vadon €16 befogott egyedet is, melyrdl hasonlo
modszerrel dsszesen 189 I. ricinus és 309 |. hexagonus kullancsegyedet gytijtottek ossze. Az
ezt kovetd, Osszesen 13 eurdpai siindn végzett xenodiagnosztikai vizsgédlat soran azt
tapasztaltak, hogy az alkalmazott spirochaeta mentes I. ricinus kullancsok 30%-aban, és az I.
hexagonus kullancsok 33%-aban megtalalhatdé volt a B. burgdorferi baktérium fajcsoport
valamely képvisel6je (Gern et al., 1997). Egy tovabbi kutatds soran, melyben szintén
xenodiagnosztikai moddszert alkalmaztak kiilonféle ragesalok Borrelia-fert6zésének
megallapitasara, egyedenként 200 larvat helyeztek el a kisérleti allatokon (Burri et al., 2014).
Ez szintén arra enged kovetkeztetni, hogy a joval nagyobb testii keleti stinokon akar 300-400

larva felhelyezése is indokolt lehetne a fertézes atvitele és annak igazolasa céljabol.

Vizsgalatunk soran a keleti siin kivalé alanynak bizonyult a xenodiagnosztikai
alkalmazhatosag szempontjabdl. Elsé sorban konnyen tarthatd, és nem igényel kiilonleges
banasmodot. Kisérleti allatainkon azt tapasztaltuk, hogy a felhelyezett kullancslarvak nem
voltak megterhel6ek a siindk egészségére nézve. Nem utolsd sorban a kisérlet kivitelezése
szempontjabol igen Iényeges volt, hogy lehet6ségeinkhez mérten koltséghatékonyan tudtuk a
keleti siinokon végrehajtott vizsgalatainkat elvégezni. Fontos megjegyezni, hogy azok a
kullancslarvak, melyeket nem gyiijtottiink 6ssze, nagy valdsziniiséggel elpusztultak, és a vizes
talcaban 0sszegy(lo tartalommal keveredve eltavolitasra keriiltek, igy a kdrnyezetbe biztosan
nem jutottak ki. Az ilyen jellegli kisérleteknél Iényeges Szempont, hogy az elszabadult

kullancsok ne okozzanak emberre vagy allatra nézve fertézésveszélyt.

A dolgozatomban végzett elokisérlet alapjan a keleti siin megfeleld koriiltekintéssel, és
az allatvédelmi szempontokat és eldirasokat figyelembe véve, alkalmas a xenodiagnosztikai
kisérletek kivitelezésére. Az ilyen jellegli vizsgalat nemcsak koltség-, de munkaigényes
folyamat is. Sziikséges egy laboratoriumban tenyésztett, SPF kullancspopulécio, allathaz,
valamint molekuldris biologiai laboratorium is. A jovOben kivanatos lenne, hogy a B.
burgdorferi s.l. mellett mas korokozok jarvanytanaban betoltott szerepét is hasonldé modon
bizonyitani lehessen. Az elmult években szamos Ujonnan felbukkand és/vagy novekvo
jelentdségli korokozot (emerging pathogens) mutattak ki siindkben vagy a roluk leszedett

kullancsokban. A Candidatus Neoehrlichia mikurensis-t és az Anaplasma phagocytophilum-ot
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a Margit-szigeti siindkben is megtalaltak (Foldvari et al. 2014). Ezek a baktériumok
aspecifikus tlineteket okoznak a fert6zott emberekben, és valdszinlileg hazankban is
eléfordulnak megbetegedések, amelyek azonban specifikus diagnosztikai eszkdztar hijan
azonositatlanok maradnak. Tekintve, hogy varosi elterjedésiik révén a gazdakeresd kullancsok
kozvetlen fertézésforrasként szolgalhatnak, el6fordulhat, hogy a siinok jelentds hatassal
vannak a human megbetegedések szamara a varosi kornyezetben (Rizzoli et al. 2014). Ahhoz
azonban, hogy tényleges rezervoar szerepiiket bizonyitsuk, jol tervezett xenodiagosztikai

kisérleteket kell elvégezni ezen korokozok esetében is.

A korabbiakban targyaltak alapjan feltételezziik, hogy a két kisérletbe bevont siin
nagyon kis mennyiségi B. burgdorferi baktériumot, esetleg csak azok DNS maradvanyait
hordoztak, és ezért nem sikeriilt a rajtuk taplalkozo6 kullancsokbol kimutathaté mennyiséget
talalnunk. Meggydzddésiink, hogy a jovében tovabbi kutatdsok keretein beliil igazolhato
lenne a keleti slin rezervoar szerepe, ha a vadon ¢l6 befogott egyedeken kozvetleniil

végezhetnénk el a kisérletet.

A keleti siindk jarvanytani szerepének pontosabb megismerése érdekében tervezziik
elgazolt slinok vizsgalatat is. A hazankban eld siindk enteralis, és mas szerveiben illetve
szoveteiben eléforduld egyéb parazitakrol igy atfogdbb képet kaphatnank. Erre azért van
sziikség, mert a védett keleti siinokbdl csupan csekély fajdalmat okozd moddszerekkel
engedélyezett mintat gytjteni (pl. fiilbiopszia). A siindk tetemeib6l olyan mintakhoz is
hozzajutnank, amelyek mas, emberre is veszélyes korokozok és parazitdk kimutatdsat és

vizsgalatat tennék lehetové.
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6.  Osszefoglalas

A keleti siin (Erinaceus roumanicus) Magyarorszagon 6shonos kisemlds, amely jol
alkalmazkodik a véarosi ¢letmddhoz. Kordbbi kutatasok alapjan felmeriilt a siinok szerepe a
Lyme borreliosis jarvanytanaban, hiszen gyakori kullancsgazdak, és fertdzottek lehetnek a
Borrelia burgdorferi sensu lato spirochaeta baktériumokkal. Vizsgalataink célja az volt, hogy
kisérletesen igazoljuk a keleti slin rezervoar szerepét a B. burgdorferi s.l. baktériumok

fenntartasaban.

Ahhoz, hogy ezt a kérdést megvalaszoljuk, az erre alkalmas egyetlen modszert, a
xenodiagnozist alkalmaztuk. Nyolc menhelyi siin fiilbiopszids szévetmintait vizsgaltuk
molekularis modszerekkel a B. burgdorferi s.l. fertdzottségre. A fert6zott egyedek koziil
kettdt valasztottunk ki a xenodiagnosztikai kisérletekhez. Ezekben polimerdz lancreakciot
(PCR) és szekvenalassal azonositottuk a Borrelia afzelii fertézést. A kisérelt soran
specifikusan patogénmentes tenyészetbdl szarmazo (SPF) kullancs larvékat helyeztiink el a
fertdzott stinokon, majd a vérszivas utan osszegyljtve azokat megvartuk, hogy megtorténjen a

vedlés, és nimfava alakuljanak. A korokozo kimutatasara PCR-t alkalmaztunk.

A Kkisérlet soran az egyik fertdzott siinrél 40, a masikrél pedig 64 vérrel teleszivott
kullancs larvat gytjtottiink ossze. Ezeket megfeleld paratartalmu termosztatba helyeztiink, és
az atvedlett nimfakbdl alkalikus hidrolizissel egyenként DNS-kivondst végeztiink. Az ezt
kovetd PCR vizsgalat egyik esetben sem mutatott ki B. burgdorferi s.l. fertézést a

kullancsokban.

Eldkisérletiink sordn nem tudtuk bizonyitani a keleti slin rezervoar szerepét a B.
burgdorferi s.I. baktériumok jarvanytanaban, igy a jovében tovabbi kutatasok sziikségesek a

jelenség vizsgalatara, €s a kisérlet modszereinek tokéletesitésére.
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1. Summary

The Northern white-breasted hedgehog (Erinaceus roumanicus) is an endemic small
mammal in Hungary, which successfully adapts to urban habitats. Previous studies showed
the potential role of hedgehogs in the epidemiology of Lyme borreliosis, because they often
carry ticks and they can be infected by Borrelia burgdorferi sensu lato spirochetes. The aim
of this study was to verify the role of the Northern white-breasted hedgehog in the

maintenance of B. burgdorferi s.l. bacteria life cycle.

To answer our question we applied xenodiagnosis, the only appropriate method. We
examined the ear biopsy of eight rescued hedgehogs with molecular methods to find the B.
burgdorferi s.I. infection. We selected two infected hedgehogs for the Xxenodiagnostic
experiments. Polymerase chain reaction (PCR) and sequencing confirmed that they were
infected with Borrelia afzelii. During the experiment we put specific pathogen-free (SPF)
larvae from a laboratory colony on the infected hedgehogs. After they engorged, we collected
them and waited for molting in to the nymphal stage. We used PCR to detect B. burgdorferi
s.I. DNA in the molted nymphs.

We collected 40 fully engorged larvae from the first infected hedgehog and 64 from the
other one. The larvae were put into a thermostat with sufficient humidity and after they
molted to nymphal stage we extracted the DNA individually with alkaline hydrolysis. All

samples examined with PCR targeting B. burgdorferi s.l. infection were negative.

In our pilot study, we were not able to prove the reservoir role of the Northern white-
breasted hedgehog in the life cycle of B. burgdorferi s.I. bacteria. Further studies are needed

to test this phenomenon and to specify the experimental method.
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