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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kullancsokra ¢és az altaluk terjesztett korokozokra egyre ndovekvd figyelem
iranyul mind a médiaban, mind a tudomanyban. A leggyakoribb ¢és legismertebb
korokozok koziil az ember €s a haziadllatok Lyme borreliosisat okozo kiilonbozd faju
Borrelia spirochéta baktériumok a legjelentdsebbek. Sok szempont alapjan egy jol kutatott
korokozorol van sz6, azonban a hazai kullancspopulaciok Borrelia-fertézottségének
mértéke kevéssé feltérképezett. Ez a hidnyossdg még hangstlyosabban vonatkozik a
Borrelia miyamotoi-ra. Ez a kdzelmultban leirt human patogén spirochéta a Lyme-kortol
eltérd, visszatérd lazat okoz, terjedése azonban szintén kullancs vektorhoz kothetd. A TDK
munkam a Borrelia miyamotoi jarvanytananak és okologidjanak megértésére vonatkozik.
Vizsgalataink elsdsorban a korokozo f6 vektorara, az Ixodes ricinus kullancsfajra
Osszpontosulnak, arra, hogy egy adott év kiilonboz6 évszakaiban gyiijtott egyedek szama,
illetve Borrelia miyamotoi fert6zottsége mutat-e szignifikans kiilonbségeket. Az esetleges
eltéréseket az évek kozott is vizsgaljuk majd. Emellett hasonld szempontok szerint
vizsgalunk két azonos él6helyen eléforduld, Haemaphysalis nembe tartozo kullancsfajt is.
Ezeknek a kullancsoknak a szezonalitasarol és vektor szerepérél Gsszességében kevés az

irodalomban fellelhetd informéacio.

Kérdéseim:

- Milyen szezonalitast mutat az I. ricinus harom fejlodési alakja?

- Ehhez képest a B. miyamotoi fertdzottsége mutat-e szezonalis valtozatossagot?

- Hogyan alakul a gytijtési helyen el6forduld masik két kullancsfaj szezonalitasa?

- Jelen van a B. miyamotoi az ismert vektoron kiviili kullancsfajokban?

- Vannak-e jelentés évek kozotti kiilonbségek a kullancsfajok és a korokozok

szezonalitasaban?



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Kullancsok

A kullancsfélék csaladja (Ixodidae) taxondmiailag az izeltldbuak torzsén
(Arthropoda) beliil a pokszabastiak osztalyan (Arachnidae) at az atkak alosztalyaban
(Acari) talalhato. A kullancsfélék csaladjat az angol nyelvben “hard ticks”-nek, azaz
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»kemény kullancsoknak™ nevezik, a csalad testvércsoportja az dvantagok (Argasidae),
melyeket az utdtestet fedd kemény pajzs (scutum) hianya miatt “soft ticks”-nek, azaz
,puha kullancsoknak” neveznek. A kullancsfélék szarazfoldi gerincesek kiils6 parazitai,
vérrel taplalkoznak, a vilagon tobb mint 700 fajuk ismert, ebb6él hazankban kb. 20 faj van
jelen. Eletiik soran harom fejlédési stadiumon esnek at. A petékbél larvak kelnek ki,
melyek nimfakka, majd adult kullancsokka vedlenek (1. abra). Minden vedléshez, a
szaporodashoz és peterakashoz is taplalkozasra van sziikség (Hillyard, 1996). A kullancsok
¢letmddja alapjan két csoportba oszthatok. Az exofil fajok azok, melyek maguk keresik fel
a gazdat. Ez ugy értendd, hogy az egyedek az aljnovényzeten varjak a gazda kozeledtét,
melyet specialis érzékszerveikkel (pl. Haller szerv) érzékelnek és kellé pillanatban
felkapaszkodnak ra. Az endofil kullancsok ezzel ellentétben a gazda kozvetlen kozelében,
a fészkében élnek, igy az uj kullancsgeneracio az 0ij gazdageneracioval egyiitt nevelkedik
fel. Ez a két stratégia sokszor egy faj stddiumai kozott is valtozhat. Példaul bizonyos
Hyalomma, Rhipicephalus és Dermacentor fajok csak adult stadiumban élnek exofil
modon, juvenilis stddiumokban endofilok. A gazddk szama alapjan is elkiilonitheték a
kullancsok, haromgazdas, kétgazdas és egygazdas fajokra. A haromgazdas kullancsok
taplalkozas utan mindig leesnek a gazdardl és atvedlenek a kovetkezd stadiumba, az
egygazdasok egész ¢€letilkben képesek ugyanarrol az allatrdl taplalkozni. A kétgazdasok a
harom stadiumbol kettdt toltenek ugyanazon a gazdan. Adult allapotban a kullancsok ivari
dimorfizmust mutatnak, amely legszembed&tldbben a pajzson (scutum) mutatkozik meg (1.
abra; 3-4. abra). A ndstények pajzsa koriilbeliil a test egyharmadat fedi, mig a himeké

majdhogynem az egészet (Bowmann és Nuttall, 2008).

2.2. Altalunk vizsgalt kullancsfajok és szezonalis el6fordulasuk

A kozonséges kullancs (Ixodes ricinus) Europa legelterjedtebb kullancsfaja.
Minden stddiuméaban exofil kullancsfaj, tobb mint 300 szarazfoldi gerinces gazdafaja
ismert. A fajt mar a 18. szazadban leirtdk, azonban mélyebb kutatasok csak a 20.

szazadban iranyultak rd. A hatvanas évek vizsgalatai soran deriilt fény vektorszerepére a



kullancs encephalitis virus kapcsan, majd a nyolcvanas években irtak le beldliik a Lyme
borreliosist okoz6 spirochétakat (Borrelia burgdorferi sensu lato) (Foldvari, 2016). Ezeken
kiviil rengeteg korokozo fajt mutattak ki I. ricinus-bol, ezek koziil a legjelentdsebb
baktériumok az Anaplasma phagocytophilum és valtozatos Rickettsia fajok, protozoonok
kozil a legjelentdsebbek a Babesia fajok (Rizzoli és mtsai., 2014).

1. abra: Az I. ricinus kiilonb6z6 stadiumai méretének szemléltetése. Nostény (bal feliil),
him (bal alul), nimfa (jobb feliil) és larva (jobb alul).
(Van Duijvendijk és mtsai., 2016)

Az Ixodes ricinus (2. abra) szezonalis populaciodinamikaja a széles elterjedése és
gyakori eléforduldsa miatt mara mar jol feltérképezett. Az adult és nimfa stddiumban 1évo
kullancsok nagyobb denzitasban fordulnak elé koratavasszal és 6sszel (Hillyard, 1996). A
kiilonbozd évszakokban aktiv kullancsok abundancidjanak €s a benniik 1€vé zsirszovet
mennyiségének Osszevetésébdl kidertiilt, hogy a koratavasszal aktiv kullancsok kevesebb
zsirtartalékkal rendelkeznek, mint az &sszel aktivak. Ennek magyarazata lehet, hogy a
tavasszal sikeresen taplalkoz6 egyedek koziil az adult ndstények petét raknak, a nimfak
egy rovidebb pihenési id6szak (diapauza) mellett atvedlenek és még ugyanazon év dszében
ujra gazdat keresnek, immar a taplalkozasbol szarmazé tartalék zsirszovettel. Azok a
kullancsok, amelyek tavasztol aktivak, de nem talalnak gazdat, tartalékaik kimeriilésével
elpusztulnak. Az 6sszel aktiv kullancsok sikeres taplalkozéasa esetén egy hosszu, egy éves

diapauzat tartanak és kovetkezd Osszel lesznek ismét aktivak, sok zsirszovettel, amely



egyedek viszont nem tudnak taplalkozni, csak egy telet atvészeld diapauzat tartanak, és
koratavasszal probalnak ismét gazdat taldlni, zsirtartalékaik teljes kimeriilése el6tt

(Randolph és mtsai., 2002).

’

2. abra: Az |. ricinus adult stadiuma, ndstény (bal) és him (jobb).
(http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/key-to-genera/ixodes/ixodes-ricinus/
oldal alapjan modositva, 2016. 10. 24.)

A Haemaphysalis concinna (3. abra) Eurazsia mérsékeltovi lombhullatd erdeiben
szélesen elterjedt, minden stadiumban exofil kullancsfaj. A juvenilis stadiumok gazdakore
foleg a kis- és kozepes emlésokre és énekesmadarakra terjed ki, az adult stadium
elsdsorban a parosujju patadsokon taplalkoznak, de ragadozokon, siinokon és nyulakon is
el6fordulnak. Teljes kifejlodésiik a természetben gyakran harom éven beliil végbemegy,
laborkoriilmények kozott (20-24°C, 90-95%-os paratartalom) ez a fejlodésmenet 200-250
nap alatt bekovetkezik. Kozép-Eurobaban az adultok aprilis €s augusztus kozott, a nimfak
aprilis és oktober kozott, a larvak majus és oktober kozott aktivak (Nosek, 1971). Egy
magyarorszagi megfigyelés alapjan a legnagyobb egyedszamban a H. concinna adultjai
aprilisi és majusi honapban fordultak elé (Hornok, 2009). A kullancs encephalitis virusnak
és a Rickettsia sibirica-nak bizonyitott vektora a H. concinna (Balashov, 1967). Néhany
éve sikeriilt el6szor kimutatni a fajbol Lyme borreliosis spirochétat (Rigéd és mtsai., 2011),

a korokozo terjesztésében betoltott szerepe azonban még nem feltérképezett.



3. abra: A H. concinna adult stadiuma, ndstény (bal) és him (jobb).
(http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/key-to-genera’/haemaphysalis/haemaphysalis-
concinna/Photograph oldal alapjan modositva, szerzdi jog a Londoni Természettudomanyi
Muzeumot illeti)

A Haemaphysalis inermis (4. abra) Eurdpa erdés és mediterran teriiletein, valamint
Dél-Azsidban jellemz6 faj. Gazdakore meglehetdsen hasonld a H. concinna-éhoz. Az adult
kullancsok, legtobb fajtol eltéréen a téli honapokban, oktober és majus kozott aktivak,
leszamitva a kemény fagyokat. Innen szarmazik a ,,winter tick” angol elnevezése a fajnak
(Hillyard, 1996). A larvak majustdl augusztusig, a nimfak aprilis és junius kozott, majd
augusztus és oktober kozott aktivak. A juvenilis stadiumok aljndvényzeten vald
tartozkodasa nagyon ritka, valamint a gazdan is csak par oran at tartozkodnak (Balashov,
1967; Santos-Silva és mtsai., 2011). Azonban ezzel a kijelentéssel ellentmondésos
irodalmat is kozoltek, ahol a larvak és nimfak is jelentés mennyiségben keriiltek
begylijtésre a novényzetr6l (Dantas-Torres és mitsai., 2013). Teljes életciklusuk a
természetben legtobbszor két év alatt lezajlik, ez azonban kitolodhat 3 évre is, attol
figgden, hogy az adult stadium mikor taldl gazdara. Laboratériumi koriilmények kozott
(20-24°C) a teljes fejlodési ciklus 165 nap alatt végbemegy (Nosek és mtsai., 1967).
Magyarorszagon novemberben és decemberben figyeltek meg magasabb egyedsiiriiséget
(Hornok, 2009). A 18S és 28S riboszomalis RNS géneken alapulé filogenetikai vizsgalat
szerint a H. inermis a Haemaphysalis parva-val kiilon csoportot alkot a Haemaphysalis
nemen beliil (Burger és mtsai., 2013). Vektor szerepe eddig kevéssé felderitett, azonban
szerepe lehet a kullancs-encephalitis virus (Nosek és mtsai., 1986), Rickettsia helvetica
(Hornok és mtsai., 2010), Rickettsia aeschlimannii (Portillo és mtsai., 2008), Rickettsia



raoultii és Anaplasma phagocytophilum (Boldis és mtsai., 2008) terjesztésében. Ezekhez a

koérokozokhoz komoly emberi betegségek rendelhetok.

4. abra: A H. inermis adult stadiuma, ndstény (bal) és him (jobb).
(http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/key-to-genera’haemaphysalis/haemaphysalis-inermis/
oldal alapjan modositva, 2016. 10. 24.)

2.3. A kullancs, mint vektor

Meglehetdsen sok, taxondmiailag tavol allé korokozé szdmara a kullancsok jelentik
a terjedés kulcsat, kozottiik szamos virus, baktérium és egysejtli protozoon, valamint
fonalféreg is eléfordul. Ezt a sokféleséget a kullancsok egyediilalld vérszivasi
mechanizmusa hozta 1étre. A borfeliileten csapragojuk segitségével ejtenek egy apro sebet,
melybe belemélyesztik szajszerviiket. Szajszervilk koré egy cement-szerli anyagot
valasztanak ki, stabilizalva helyiiket a bérben (5. abra). Ellentétben a szunyogokkal,
melyek egyetlen kapillarist megszurva szivnak vért (solenofagia), a kullancsok
telmofagok, mas néven pool-feeder-ek, azaz tobb ér felsértésével egy apro vérrel telt arkot
hoznak létre a bor alatt. Ha tobb kullancs kdzel helyezkedik el egymashoz a bérben (co-
feeding), a tobb arok egymassal kapcsolatba 1ép, igy a korokozok kdnnyen atjuthatnak
egyik egyedbdl a masikba, akar fertdzési gocokat létrehozva. A kullancsok bélrendszere
egy vakbélrendszer, ami azt jelenti, hogy klasszikus értelemben nem képesek {iriteni, a
nagy mennyiségli felszivott vér tarolasat ¢és feldolgozéasat kutikulajuk folyamatos

szintézisével, a vér besiritésével és a folosleges viz gazdaallatba vald visszajuttatasaval



hajtjak végre. Ilyen mddon a kullancs szervezetében felhalmozodott korokozdk nagy
mennyiségben kerlilhetnek a gazda vérébe. Emésztésiik intracellularis, amely szintén
egyedilallo az izeltlabuak kozott, az emésztés soran keletkezett melléktermékeket a
rektalis zsadkban taroljak el és bizonyos ciklusonként képesek ezt iiriteni. Ezen kivil a
kullancs szapordasa is segit sok korokozét olyan mdédon, hogy transzovarialisan a petékbe
juthatnak, igy az Gjonnan kikeld larvak a kezdetektdl hordozhatjdk a kérokozot. Lényeges
lehet a himek viselkedésében vald kiillonbozOség, az I. ricinus himje fakultativ vérszivo,
azaz a himivarsejtek termeléséhez nincsen feltétleniil sziiksége taplalkozasra, ezzel
szemben a Haemaphysalis genus himjeinek elengedhetetlen a vérszivas (Balashov, 1967;
Bowmann és Nuttall, 2008).

A Basis

Capitulum

Cement
Seb

5. abra: Téplalkoz6 kullancsok a bdrbe furddas két modja szerint.
A: felszini taplalkozas (pl. Dermacentor spp.);
B: mélyen ko6t6do taplalkozas (pl. Amblyomma spp.).
(https://identify.us.com/_Media/tickattack_med-3.png oldal alapjan modostva;
Letoltve 2016. oktober 21.)

2.4. Borrelia-fajok és a Borrelia miyamotoi

A Borrelia nem tagjai gram-negativ, anaerob spirochéta baktériumok, 7-14
periplazmatikus flagellummal rendelkeznek, hosszusaguk 5-25 um, szélességiik 0,2-0,5
um. Neviikhoz két kozegészségligyl szempontbdl jelentds betegség kothetd, a Lyme
borreliosis és a visszatérd laz. Terjedésiik vérszivo izeltlabti vektorokkal, a Lyme
borreliosis a kullancsfélékkel (Ixodidae), a visszatérd laz elsé sorban tetvekkel (Raoult és
mtsai., 1999) és ovantagokkal (Argasidae) torténik, de koztiik is van néhany kullancs altal
terjed6 faj. Gerinces gazdaba jutva a Lyme borreliosis korokozoi, név szerint a Borrelia
burgdorferi sensu lato fajcsoport bizonyos tagjai, a szovetekben elrejtézkodve

gyulladasokat hoznak létre a szervezetben (bor, iziiletek, sziv, kdzponti idegrendszer),
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ezzel szemben a visszatérd lazat okozo spirochétdk az érrendszerben keringve
sokszorozodnak €s membranfehérjéik nagy mutacids ratdjanak koszonhetéen képesek
kijatszani a gazda immunrendszerét (6. dbra). A két csoport filogenetikailag is két, élesen
elkiilontilod csoportot képez (Marconi és Garon, 1992).

A B. miyamotoi egy viszonylag ujnak tekinthetd, 1995-ben leirt faj, melyet
Japanban mutattak ki el@szor 1xodes persulcatus kullancsfajbol. Az 1. persulcatus Japanban
és Azsia legnagyobb teriiletén a B. burgdorferi sensu lato Lyme borreliosis-t okozo
spirochétak 0 terjesztéje. A fertdzott kullancsok kisebb hanyadaban fedezték fel az eltérd
flagellumproteint tartalmazo baktériumot, melynek tovabbi, genetikai vizsgalatabol
kideriilt, hogy egy mindaddig ismeretlen Borrelia-fajrol volt sz6 (Fukunaga és mitsai.,
1995). Nevét Kenji Miyamoto, japan kutatorol kapta, akinek a személyéhez a spirochéta
baktériumok kullancsokbo6l valo izolacioja kothetd. A flagellin génre iranyul6 filogenetikai
vizsgalat alapjan a B. miyamotoi a visszatéré lazat okozo Borrelia-fajok kozé illeszkedik
be (Fukunaga és Koreki, 1995). Erdekes megjegyezni, hogy mig a B. miyamotoi kullancs
vektor altal terjed, a vele rokonitott fajok mind dévantagokkal (Schwan és Piesman, 2002).
Felfedezése ota a B. miyamotoi-t Eurdpa-szerte is kimutattak I. ricinus-bol (Cochez és
mtsai., 2015; Geller és mtsai., 2012; Kiewra és mtsai., 2014; Michelet és mtsai., 2014;
Richter €és mtsai., 2003; Szekeres és mtsai., 2015), valamint Eszak-Amerikaban Ixodes
scapularis-bol (Scoles és mtsai., 2001) és Ixodes pacificus-bol (Mun és mtsai., 2006).
Korokozo mivoltara csak az utobbi években deriilt fény, az elsd 46 human eset 2011-ben
keriilt kozlésre Oroszorszagbol (Platonov ¢s mtsai., 2011). Az esetek nagy részében a
paciensek influenza-szerii tiineteken estek at magas laz mellett, kisebb részében pedig
kivaltodott a visszatérd laz. FEszak-amerikai esetek tiineteit a granulocytas
anaplasmosis¢hoz hasonlitjdk (Chowdri és mtsai., 2015), valamint idds, csokkent
immunitasu betegeknél agyveldgyulladast (meningoencephalitis) véltek felfedezni

(Gugliotta és mtsai., 2013; Hovius és mtsai., 2013).



6. abra: Giemsa-festett periférias vérkenet a B. miyamotoi LB-2001-el fert6zott SCID
egérbdl. Méretarany: 10 um.
(Wagemakers és mtsai., 2015)

Az Ixodes nembe tartozé kullancsfajok bizonyitott hordozoi a Lyme-borreliaknak,
valamint a B. miyamotoi-nak, azonban a Haemaphysalis genusba tartozo kullancsok és a
Borrelia spirochétak kapcsolatarol hianyosak (Kahl és mtsai., 1992), s6t sokszor
egymasnak ellentmondoak az ismereteink. Haemaphysalis concinna laboratériumban
torténd fert6zése ¢és felnevelése afelé mutatott, hogy a kullancs képes taplalkozas kozben
felvenni a Borrelia garinii spirochétakat, azonban azokat transzstadialisan, azaz a
kovetkezd stadiumba torténd vedlés sordn elvesziti (Sun és Xu, 2003). Ez a megallapitas
nem feltétleniil altalanosithato, ugyanis H. punctata (Télleklint, 1996) és H. concinna
(Rigd és mtsai., 2011) fajok vegetaciordl gyiijtott, azaz adott stadiumban még nem
taplalkozott egyedeibél kimutattak Lyme-borreliakat, azonban a fert6zés prevalenciaja
alacsonyabb volt, mint az 1. ricinus esetében. Utobbi idoben a visszatérd lazat okozd
Borrelia-kat is sikerrel mutattak ki H. punctata fajbol Japanban (Lee és mitsai., 2014) és

Portugaliaban (Nunes és mtsai., 2016) egyarant.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Kullancsok gyiijtése

Gytjtési helyiink a Pest-megyei Pilisszentkereszten talalhatd, a falu Forras utcéja
végén kezdddo erddszakasz, amely egy gyertydnos-tolgyes tarsulas, sdsos aljndvényzettel
(7. abra). A teriiletre minden hoénapban egy alkalommal mentiink ki, ez aldl kivételt
képeztek a hideg téli hoénapok. Gyijtd felszerelésiink gylijtonként egy kb. egy
négyzetméteres, vilagos szinli kordbarsony anyag, egy csipesz és hetven térfogatszazalékos
etilalkoholt tartalmaz6, csavaros tetejii, milanyag csovek. A zaszlozasos kullancsgytijtés a
fémridra, vagy vastagabb fadgra huzott anyaggal tortént. A zészldval a magunk eldtt 1évo
aljnovényzetet simitva haladtunk, néhany Iépésenként pedig ellendriztilk a vasznat. A
kullancsok kiilonboz6é stadiumai mind a lagyszarGakon, vagy kisebb cserjéken varjak
prédajukat, szdmukra a zaszl6 altal keltett mozgéas a gazda mozgéasat imitalé mechanikai
inger, amely hatdsdra az anyagra kapaszkodnak. A zdszl6 vildgos anyagdn konnyen
észrevehetok az allatok, megfeleléen hegyes végli csipesz segitségével még a
larvastadiumban 1évé egyedek is konnyedén leszedegetheték. Ekkor keriiltek a kullancsok
az alkoholos fiolakba, melyben stadiumuktdl és méretiiktdl fiiggéen rovidebb-hosszabb id6
alatt elpusztultak. A gyiijtés alatt szamitasba vettiik a gylijtok szamat, mértiik a gyiijtéssel
telt id6t, valamint a hémérsékletet és paratartalmat. Minden gy(ijté sajat idejét mérte
stopper segitségével, ebbdl a végén atlagot szamoltunk. A stoppert az egyéb személyes
teend6k mellett akkor is megallitottuk, ha a zaszlora egyszerre tl sok kullancs keriilt. A
larvak petecsomobdl torténd kikelésekor az esetek legnagyobb részében egymas kdzelében
1év6 (vagy akar ugyanazokra a) fliszalakra masznak fel, igy néhany suhintassal szaznal
tobb kullancsot is foghatunk. Ezeknek az egyedeknek a leszedegetése pedig annyi idot vett

igénybe, amely mar torzitotta volna a mintavételi id6t.
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7. abra: A pilisszentkereszti gytiijthelylink.
Foto: Dr. Foldvari Gabor

3.2. Kullancsok hatarozasa

Az alkoholos fiolakban tarolt kullancsokat petricsészében szétoszlatva,
sztereomikroszkop alatt hataroztam meg. A hatarozo bélyegeket hatarozokulcsbol
(Hillyard, 1996) sajatitottam el. Az egyedeket fajuk és stadiumuk (larva, nimfa, ndstény,
him) szerint szamléltam és valogattam szét kiilon csovekbe, majd laborfiizetben és
elektronikus tablazatban egyarant rogzitettem az adatokat. A hatdrozasi munkat a 2015.

aprilisi gyujtésétol kezdve végeztem, kozel 2500 kullancs egyedet hataroztam meg.

3.3. Szezonalitas vizsgalata

A teriilet vizsgalata 2011-ben kezdddott, egy Eurdpai Unids palyazat (EDENext
FP7) keretein beliil. Ez a palyazat mar tobb éve véget ért, azonban a teriiletr6l mai napig
folytattak a kullancsok havi szinti begytjtését. Igy a rendelkezésre allo adatsor mar a
hatodik év adatait tartalmazza. A kullancsfajok kiillonb6zé stadiumaiban gyiijtott
egyedeinek szama, a gy(jtési id6 és a gylijté személyek szama alapjan szamoltunk egy
altalanos egyedsiirtiségi értéket (egyed/ora/gyiijtd). Ez az érték tulajdonképpen azt jelenti,
hogy egy ember egy Ora alatt hany kullanccsal talalkozhat az erdében sétalva. Ezek az
értékek megmondjak, hogy az adott alkalomkor (adott honapban) mekkora volt a
kullancsok egyedstiriisége, a tobb éves adatsor adatai alapjan pedig megmondhatjuk, mely
évek voltak kedvezdbbek, vagy kevésbé kedvezok altalaban a kullancsok szdmara, illetve

voltak-e kiilonbségek a fajon beliil, vagy fajok kozott.
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A statisztikai elemzéseket ¢és az abrdk készitését az R statisztikai program

hasznalataval végeztem (R Development Core Team, 2016).

3.4. Kérokozok molekularis vizsgalata

3.4.1. DNS-kivonas

Az kullancsokbol alkalikus hidrolizissel (Barbour ¢s mtsai., 2009; Guy ¢és Stanek,
1991) vontuk ki a DNS-t. Az adott alkalom gytijtési sikerességétdl fliggden dontottiink a
kullancsok szamarol, melyek DNS-¢ét kinyertiik. Ez a szam (ha rendelkezésre allt annyi) az
Ixodes ricinus-nal 25 adult (13 ndstény, 12 him), 25 nimfa és 100 larva volt minden
gyiijtésbol (honapbol). A két Haemaphysalis fajnal kevesebb, 15 adult (8 néstény, 7 him),
15 nimfa és 100 larva volt. A kullancsokat az alkoholos fiolakbol kivéve hagytam
kiszaradni, mivel az etilalkohol gatolja a PCR-t. Az alkoholtél mentes adult és nimfa
egyedeket egyesével, a larvakat tizesével helyeztem a csdovekbe. Ezutan csovenként 500 ul
1,25%-0s ammoénium-hidroxid oldattal 90°C-on, 30 percen at foztiik az egyedeket. A
kovetkez6 30 percben szintén 90°C-on maradtak a mintdk, azonban a csdvek nyitott
allapotban alltak a melegitdben. Ez a 1épés az oldatban 1évé ammonia elparolgésdhoz
vezetett, a visszamaradt folyadékban a DNS mar oldott formaban volt jelen. A DNS-
1zolalas ellendrzéseként a DNS koncentraciot minden oOtvenedik mintdban megmértiik
Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével. TDK munkédmban 6sszesen 1922
kullancs egyed kivont DNS-ét dolgoztuk fel molekularis modszerekkel, de dsszesen 4495
(2012 marciusatol 2016 decemberéig gyhjtott) kullancsbol vontunk ki DNS-t.

3.4.2. Real-time PCR

A Borrelia miyamotoi baktérium DNS-ét a flagellin-B (flaB) génjére célozva
multiplex kvantitativ real-time polimeraz lancreakcié (qPCR) segitségével mutattuk ki
(Hovius és mtsai, 2013). A forward primer a FlabBm.motoiF (5
AGAAGGTGCTCAAGCAG 3), a reverz primer a FlabB.m.motoiR (5
TCGATCTTTGAAAGTGACATAT 3') volt. Emellett a qPRC-hez sziikséges egy olyan
probaszekvencia, melynek oligonukleotidjaihoz fluoreszcens riporter van kapcsolva. Ha ez
a szakasz hibridizal, akkor a 1étrejovo fény mennyiségét érzékelni tudja a gép és kaphatunk
egy szadmadatot a korokoz6 DNS-ének mennyiségérdl. Ez a fluoreszcens proba a
FlabBm.motoiPro (5' HEX AGCACAACAGGAGGGAGTTCAAGC BHQ-1 3') volt. A

reakcidelegybe ezen kiviil sziikséges volt egy normalizald riportert is adagolni, amely a
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Rox volt (8. abra). Ez egy olyan passziv fluoreszcens molekula, amely viszonyitasi
alapként szolgdl a qPCR gép fényreakcio detektalasanal. Minden reakcidsorhoz pozitiv
kontrollt és templatmentes kontrollt (non-template controll = NTC) is helyeztiink a reakcio
helyes kimenetele, illetve a lehetséges kontaminacio ellenérzésére. Eredményképp minden
feler6sodott mintahoz tartozott egy CP-érték, amely azt a ciklust jelenti, ahol a mintdk
fluoreszcencidja atlépte a hattérfluoreszcenciat, azaz a célszekvencia érzékelhetden
felsokszorozodott. A 40-et meghaladd CP-értéket mar nem szokas elfogadni, mivel a
keresett DNS ebben az esetben annyira alacsony koncentracioban volt jelen a mintaban
(Szekeres és mtsai., 2015). A gPCR elegyek pontos Osszetételét az 1. tablazat, a
hémérséklet-idé paramétereket pedig a 2. tablazat mutatja. Pozitiv kontrollként a Borrelia
miyamotoi HT31 torzsébol (Fukunaga és mtsai., 1995) kivont DNS-t hasznaltuk (hollandiai

tenyészetbol).

1. tablazat: A vizsgalatok sordn hasznalt qPCR elegyek 0sszetétele.

Nukledz-mentes viz 1,0113 pl
Forward primer (10 pmol/ul) 0,2629 ul
Reverz primer (10 pmol/ul) 0,2629 ul
Proba (10 pmol/ul) 0,2629 pl
Rox (50x) 0,2 ul
2x Perfecta Multiplex SuperMix 5 ul
DNS templat 3ul
VEGTERFOGAT 10 pl

2. tablazat: A qPCR homérséklet-idé paraméterei.

°C | Ido6 (sec)
Kezdeti denaturacié | 95 120

aN
Denaturacio 95 10 gl
Primer bekotodés, §
lanchosszabbitas 60 35 @

3.4.3. Konvencionalis PCR

Azokbdol a mintakbol, amelyek a gPCR soran pozitivnak bizonyultak,
meger6sitésképp konvencionalis, touchdown PCR segitségével is megprobaltuk kimutatni
(Hovius ¢és mtsai., 2013) a korokozot. Ezt a B. miyamotoi glicerofoszfodiészter-
foszfodiészteraz génjére (g1pQ) specifikus primerek
(forward: 5ATGGGTTCAAACAAAAAGTCACCS, reverz:
5'CCAGGGTCCAATTCCATCAGAATATTGTGCAACSI') hasznalataval hajtottuk végre.
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A touchdown PCR sajatossaga, hogy a nem-specifikus szekvencidk felerdsitésének
kikertilése érdekében egy kezdeti ciklussorozatot iktat be. Ez esetben ez tiz ciklusbol all,
melyeknél minden ciklus végén 1 C°-kal csokkenti a primer bekotodésének homérsékleti
értékét. A konvencionalis PCR elegyek pontos Osszetételét az 3. tablazat, a hémérséklet-
id6 paramétereket pedig a 4. tdblazat mutatja. A PCR értékei némileg eltérnek a
referenciatél (Hovius és mtsai., 2013), mivel azokat az altalunk hasznalt gépekhez és
konnyebben beszerezhetd, azonban funkcioban azonos reagensekhez kellett igazitani. A
pozitiv kontroll megegyezik a real-time PCR-nél leirttal. A reakciok termékeit horizontalis
gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk. Ehhez 1,5 %-os agaroz gélen, 1X TBE pufferben
110 V fesziiltség mellett futtattuk a PCR termékek 5-5 ul-jét.

3. tablazat: A konvencionalis PCR elegyek Osszetétele.

Nukledz-mentes viz 6 pul
Forward primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
Reverz primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
HotStarTaq Plus Master Mix (2X) 12,5 ul
Coral Load Dye (festék) 2,5 ul
DNS 3 ul
VEGTERFOGAT 25 ul

4. tablazat: A konvencionalis PCR hdmérséklet és id0 paraméterei.

°C Id6 (sec)

Kezdeti denaturacid 94°C 300
Denaturacié 94°C 30 N § B
Primer bekotddés 62°c | 30 |g5%
Lanchosszabbitas 72°C 60 3 &i 7
Denaturacid 94°C 30 3
Primer bekotddés 53°C 30 2.
Lanchosszabbitas 72°C 60 3
Végsé lanchosszabbitas | 72°C 600

15



8. abra: A qPCR elegyek 6sszemérése és ehhez hasznalt miszerek.
Fot6: Dr. Foldvari Gabor

3.4.4. Szekvenalas

A konvencionalis PCR  altal felerdsitett génszakasz  szekvencidinak
meghatarozasahoz az elsd 1épés a PCR termék tisztitdsa volt, azaz az oldatban 1évé DNS
elvalasztasa a hasznalt reagensektdl. Mivel a PCR elektroforetikus gélképén (14. abra)
minden esetben egyetlen specifikus szakasz feler6sdodése volt lathatd, ezért a célzott
szekvenciat nem volt sziikséges mas felerdsitett szekvenciatdl elvalasztani. A tisztitott
terméket a forward primer hozzdadasaval (egyirdny(l szekvendlds) kiildtik el

szekvenaltatni az LGC Genomics GmbH, (Berlin, Németorszag) céghez.
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4, EREDMENYEK

4.1. Kullancsok szezonalis el6fordulasa

A teriileten 1év6 fajok koziil az év nagyobb hanyadaban (9-12. abra) a kdzonséges
kullancs (Ixodes ricinus) volt a legelterjedtebb. Osszességében kisebb, azonban bizonyos
honapokban az I. ricinus-ét meghaladé egyedstirtiségben jelen 1év6 fajok a Haemaphysalis
concinna ¢és Haemaphyslis inermis. A H. inermis faj egyedei kizardlag adult stadiumban
voltak megtalalhatok (9-10. abra). Ezeken kiviil az el6z6 évek adatai alapjan fel-felbukkan
a Dermacentor marginatus néhany egyede is a gytjtésben, ez a faj azonban nem jellemz6
az ¢él6helyre, igy a tovabbi vizsgalatokba nem kertiilt bele.

A honapok és az egyes évek kozti Osszehasonlitasokat statisztikai tesztek
segitségével nem sikeriilt megvizsgalni. Ennek oka, hogy egy honaphoz az adott faj
stadiuméhoz Gsszesen 4-5 érték tartozik, ami nagyon alacsony mintaelemszamnak bizonyul
egy megbizhaté eredményeket biztositd statisztikai probahoz. Az éabrakon lathato
atlagértékekhez tartozo szoras értékek is a kevés minta miatt nem reprezentativak. Az
Osszehasonlitasba egy februari és egy decemberi gytlijtés is dbrazoldsra keriilt, egyediili

értékként ezeket is fenntartassal kell kezelni.
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9. abra: A 2012-t61 2016 novemberéig gylijtott adult ndstény kullancsok szezonalis
eloszlasa az évekre atlagolt denzitési értékekkel (kullancs/ora/gyiijto).

17



Denzitas (atlag +/- SE)
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10. abra: A 2012-t61 2016 novemberéig gylijtott adult him kullancsok szezonalis eloszlasa

Denzitas (atlag +/- SE)

az évekre atlagolt denzitasi értékekkel (kullancs/ora/gyijto).
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11. abra: A 2012-t61 2016 novemberéig gyiijtott nimfa stddium kullancsok szezonalis
eloszlasa az évekre atlagolt denzitasi értékekkel (kullancs/6ra/gyiijto).
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12. abra: A 2012-t61 2016 novemberéig gyljtott larva stadiumu kullancsok szezonalis
eloszlasa az évekre atlagolt denzitasi értékekkel (kullancs/6ra/gyiijto).

4.2. Borrelia miyamotoi

Osszesen 1051 1. ricinus, 770 H. concinna és 101 H. inermis kullancsbol szarmazé
DNS-t vizsgaltunk, ezek a 2012 marciusatdl 2013 novemberéig gylijtott egyedek voltak. A
gPCR alapjan az Gsszesen 741 DNS mintabol 10 darab bizonyult pozitivnak Borrelia
miyamotoi-ra (13. abra, 5. tablazat). Ezen mintak mindegyike I. ricinus-bol szarmazott, hat
larva pool-bdl, ketté nimfabol, egy himbdl és egy nésténybdl. A pozitiv mintak adatait az
5. tablazat tartalmazza.

fgy az osszesen 456 I. ricinus mintanak 2,19%-aban volt kimutathat6 a B.
miyamotoi. Egyedre leszamolva, feltételezve, hogy a larva poolok csak 1-1 darab fertdzott
kullancsot tartalmaztak, 1051 I. ricinus egyed 0,95%-a volt fert6zott.

A konvencionalis PCR ebbdl a tiz mintabol hetet sikeresen felerdsitett (14. abra), a
harom negativ mind a larva-poolok kozil keriilt ki. Ezen mintak kertiltek szekvenalasra,
majd szekvenciaik az NCBI génbankjaba is feltoltésre keriiltek. Génbanki kodjaik a 13.
tablazatban lathatok.
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13. abra: A Borrelia miyamotoi specifikus real-time PCR egyik amplifikacios plotja.
Balrol az elsé gorbe a pozitiv kontrolltdl szarmazott, majd sorban a GT298, GT292,
GT299 és GT293 azonositdji mintak.

5. tablazat: A qPCR pozitiv mintak adatai és a génbankba felkeriilt szekvencidk azonosito

kodjai.

Minta}- , Gy,l'ijtési Faj Stadium Egyed’ ’CFi- Génban,lfi
azonosito datum darabszam | érték azonosio
GT279 2012.09.21 | Ixodes ricinus Nimfa 1 30,06 KY986522
GT292 2012.09.21 | Ixodes ricinus Larva 10 35,59 -
GT293 2012.09.21 | Ixodes ricinus Larva 10 37,68 -
GT298 2012.09.21 | Ixodes ricinus Larva 10 29,69 KY986523
GT299 2012.09.21 | Ixodes ricinus Larva 10 36,74 -
GT431 2013.05.23 | Ixodes ricinus Him 1 26,90 KY986524
GT566 2013.07.02 | Ixodes ricinus | Noéstény 1 24,13 KY986525
GT593 2013.07.02 | Ixodes ricinus Larva 10 28,29 KY986526
GT631 2013.08.29 | Ixodes ricinus Nimfa 1 31,71 KY986527
GT648 2013.08.29 | Ixodes ricinus Larva 10 30,85 KY986528
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14. abra: A real-time PCR pozitiv mintak konvencionalis PCR-ének gélfotdja.
M: molekulatdmeg marker; pos+: pozitiv kontroll; neg-: negativ kontroll.
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5. MEGBESZELES
5.1. Kullancsok szezonalis elofordulasa

Az Ixodes ricinus esetében a szezonalis eléfordulasat megjelenité abrakrol
leolvashato, hogy az adult ndéstények aktivitasa egy tavaszi és egy kisebb 6szi csucsot
mutat (9. abra). Ez a mintazat Osszecseng az irodalmi adatokkal (Randolph és mitsai.,
2002). Himeknél az Oszi csucs ezen években nem mutatkozott meg (10. abra), ennek
magyarazata lehet, hogy az dsszel aktiv him kullancsok nagy mennyiségii zsirtartalékuk
miatt (Randolph és mtsai., 2002) elsGsorban nem a taplalkozasra, hanem a ndstények
megtalalasara forditjak energiaikat. Ugyanis az Ixodes nemben bizonyitott, hogy a jo
kondicidoban 1évé himeknek mar az utolsé vedlésiik alatt lezajlik a spermatogenezise
(Balashov, 1956), igy vérszivas nélkill, gazdan kiviil is megtermékenyithetik a
ndstényeket. A nimfak a melegebb honapokban (aprilis-augusztus) (11. abra), a larvak
augusztustol oktoberig mutattak nagyobb denzitast (12. abra), az atlagértékekhez tartozd
nagy standard hiba miatt azonban nem mondhatdk ki konkrét trendek.

A H. concinna faj adultjai nagyon ritkanak bizonyulnak a teriileten (9-10. abra).
Nimfaik mar joval gyakoribbak, julius és augusztus honapokban mutatjdk a legnagyobb
denzitast (11. abra). Ezek az értékek azonban soha nem lépik at az l. ricinus nimfak
denzitasat. A larvak nagyfoku rajzasa megel6zi az |. ricinus-ét, majusban, juniusban és
juliusban magasan meghaladja az I. ricinus larvak denzitasat (12. abra). A legtobb larva
juliusban fordult eld, ekkor az egyedszdm olyan magasnak bizonyult, hogy egy személy
egy Ora séta alatt akar 150-200 H. concinna larvat is felszedhet magara. Augusztusban még
mindig jelentds szamban vannak jelen a larvdk, azonban ekkor mér a dominanciat az I.
ricinus veszi at. Ezek az eredmények megegyeznek az orszagszerte vizsgalt, rokakon
megtalalhato kullancsok szezonalis adataival (Széll és mtsai., 2006).

A H. inermis fajnak a teriileten zaszldozasos modszerrel csak az adult stadiumat
sikeriilt gylijteniink. A faj majus és szeptember kozott alig fellelhetd, azonban oktobertdl
kezdve robbandsszerlien megnd az eléforduldsuk, amely meghaladja mindkét masik
vizsgalt fajét (9-10. abra). Egyetlen decemberi és februari mintavételiinkbdl latszik, hogy a
leghidegebb téli honapokban a legmagasabb az egyedszamuk. A nemek kozott
megfigyelhetdé a ndstény dominancia. Néhany Haemaphysalis-fajrél ismert, hogy a
néstények képesek partenogenetikusan szaporodni, és ez esetben a himek jelenléte sokkal
kisebb a populacioban (Balashov, 1967). A H. inermis esetében nem irtak le a jelenséget,

de lehetséges magyardzatként szolgalhat a megfigyelésre. Annak kideritése, hogy a
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szezondlis elkiilonlilésnek a faj abiotikus igényeibdl, vagy inkabb gazdakore

kiilonbségeibdl adodo eltérés az oka, tovabbi vizsgalatokat igényel.

5.2. Borrelia miyamotoi

Az eddig feldolgozott adatok alapjan az I. ricinus B. miyamotoi fertézottsége
egyedi szinten alacsonynak bizonyult (min. 0,95%). A 10 pozitiv mintabol 5 ugyanarrdl a
gylijtési alkalomrol szarmazott (2012. szeptember), koziiliik 1 nimfa és 4 larva-pool. Mivel
a B. miyamotoi bizonyitottan transzovarialisan is fertdzi a petéket (Scoles és mtsai., 2001),
nagy valoszinliséggel egy fert6zott ndstény altal lerakott petékbdl kikelt larvagdcot sikertilt
begylijteni. Mivel azonban a két év (18 gyljtési alkalom) gyiijtésének molekularis
vizsgalatabol 0sszesen 10 minta lett pozitiv a kérokozdra, amelyek rdadasul osszesen 4
gyljtési alkalomhoz kothetdk, a korokozod szezonalis el6fordulasdra nem Ilehetett
kovetkeztetéseket levonni. Azt azonban érdemes megjegyezni, hogy a tiz mintabdl egy
kivételével mind nyari és 6szi honapokbdl szdrmazott.

Az, hogy a Haemaphysalis fajokban nem mutattuk ki a korokozot még nem zarja ki
annak esetleges vektor szerepét. Az irodalmi adatok szerint az Ixodes fajokhoz képest a
Haemaphysalis-fajok kisebb szazalékban hordozzak a Borrelia-kat (Rig6 és mtsai., 2011;
Télleklint, 1996). Ahogy a teriilet kullancsainak, ugy feltételezhetéen a gerinces
kullancsgazdaknak is alacsony a fert6zottsége, de az is feltehetd, hogy a B. miyamotoi
rezervoar gerincesel ritkdk a teriileten (Szekeres és mtsai.,, 2015). Ez utobbit néhany
elézetes ragcsalocsapdazas mérsekelt sikere is megerdsiti (Foldvari Gabor, személyes
kozlés). Az utdbbi idében H. concinnabol és H. inermisbdl egyarant el@szor mutattak ki
Babesia és Theileria fajokat (Hornok ¢és mtsai.,, 2015), melyeknek Iényeges
allategészségiigyi szerepe van. Az altalunk izolalt Haemaphysalis DNS-ek tovabbi, mas
korokozokra torténd vizsgalata 1) informaciokkal szolgalhat a fajok vektorszerepérol.

A pozitiv konvenciondlis PCR eredmény utdn szekvenalds sziikségessége nélkiil
kijelenthetjiik, hogy a kimutatott kérokozo valoban B. miyamotoi volt, hiszen a baktérium
két kiilonb6zd génjének egyes szakaszait erdsitettiik fel specifikus primerek segitségével.
Mivel a qPCR egy sokkal érzékenyebb folyamat, a konvencionalis PCR soran negativnak
bizonyult mintdk még nem cafoljadk meg az el6z6 kisérlet sikerességét. Tobb oka is lehet a
sikertelen kimutatasnak, ezek koziil a legvaldszinlibb a til alacsony koérokozd DNS-
mennyiség. A  megérkezett szekvencidk  analizise  aldtdmasztotta  korabbi
megallapitasunkat, ugyanis 99 %-0s egyezést mutattak az NCBI génbank Borrelia

miyamotoi szekvenciaival.
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Mivel a jelen vizsgalat keretein beliill csupan a 2012-es és 2013-as gytijtést
kullancsok molekularis vizsgalatara keriilt sor, a 2014-es, 2015-6s és 2016-os gyljtésekben
elképzelheté, hogy mas mintazatokat mutathat a Borrelia miyamotoi fertézottsége. A
tovabbi kovetkeztetésekhez és szezonalis trendek megfigyeléséhez a tobbi évben gytijtott
kullancsok hasonld vizsgalatara lesz sziikség, amely azonban meghaladja e dolgozat
kereteit. Emellett a kutatas kibdvitéseként Borrelia burgdorferi sensu lato fert6zottséget is
terveziink vizsgalni. Ezen koérokozok Ixodes ricinus-ban észlelt magas prevalenciaja miatt
alkalmasak lehetnek szezonalitisi vizsgalatokra, Haemaphysalis nembe tartozo

kullancsfajokkal azonban szintén tisztazatlan a kapcsolatuk.
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OSSZEFOGLALO

Eurodpa legismertebb és legelterjedtebb kullancsfajanak, a kozonséges kullancsnak
(Ixodes ricinus) elterjedése, életmddja és vektorszerepe mara mar jol feltérképezett.
Azonban hazankban el6fordulnak egyéb, hasonlo viselkedésli, de sokkal kevésbé kutatott
kullancsfajok is. A pilisi erddkben a kozonséges kullancson kiviil még két, jelentds
szamban el6forduld kullancsfajjal talalkozhatunk, ezek a Haemaphysalis concinna és
Haemaphysalis inermis. A kutatocsoport egy pilisi gy(jtéhelyrél immar hatodik éve
havonta gyijti a kullancsokat; ebbe a folyamatba becsatlakozva vizsgalom a fajok
szezonalitasat és Borrelia miyamotoi fert6zottségét. A Borrelia miyamotoi-ro/ csak néhany
éve bizonyosodott be, hogy egy human patogén spirochéta baktérium, amely a Lyme kort
okoz6 Borrelia-ktol eltéréen visszatérd lazat alakithat ki az emberi és allati szervezetben.

A kullancsok begylijtése az aljndvényzetrdl zaszldozasos modszerrel tortént. A
befogott allatok faj és fejlédési stddium szerint lettek szétvalogatva és alkoholban
konzervalva. Az egyes fajok és stadiumok mennyiségét a heterogén ¢l6hely miatt nem tér,
hanem id6 alapi moédszerrel kvantifikaltuk. Bar a két Haemaphysalis-fajrol elmondhato,
hogy 0Osszességében ritkabbak, bizonyos hdnapokban egyedsiirliségiik meghaladta az
Ixodes ricinus-ét. A teriileten el6forduld kullancsok koziil az Ixodes ricinus nimfak és
adultok eléfordultak minden gytijtési honapban.

A molekuléris vizsgéalatokhoz elsé 1épésben a 2012-bdl és 2013-bol gyljtott
kullancsokbol valogattunk ugy, hogy az dsszes fajt, stadiumot és gytijtési honapot lefed;iik.
A DNS kivonast alkalikus hidrolizissel végeztiikk. A Borrelia miyamotoi jelenlétét valos
ideji (real-time) polimerdz lancreakcioval bizonyitottuk. A 752 mintabol 10 bizonyult
pozitivnak, ezek mindegyike Ixodes ricinus-bol (larva, nimfa, néstény, him) szarmazott.
fgy a vizsgalt Ixodes ricinus egyedek 0,95%-abol volt kimutathato a kérokozo.
Konvencionalis PCR segitségével tizb6l hét esetben igazoltuk a real-time PCR
eredményeinket. A két Haemaphysalis-faj valamennyi stadiumabol vizsgalt egyedek
negativnak bizonyultak.

A korabban hazankban csak Gemencen kimutatott korokozo Pilisben, viszonylag
nagy prevalenciaval vald eléfordulasa azt jelzi, hogy az I. ricinus kullancsok Borrelia
miyamotoi fert6zottsége orszagszerte jelen lehet, amely potencialis veszélyforrast jelenthet

az emberek szamara.

25



SUMMARY

Ecology of three tick species and Borrelia miyamotoi in a forest habitat

Europe’s most studied and most common tick species, the sheep tick (Ixodes
ricinus), has a well-known distribution, life cycle and vector role. However, in Hungary
there are other, less studied tick species with a life cycle similar to I. ricinus. The forests of
the Pilis Mountains give home to two of these less known ticks, Haemaphysalis concinna
and Haemaphysalis inermis. The research group has been collecting monthly data at a
sampling site in Pilis in the past six years. | joined to examine the seasonal activity of the
tick species and the Borrelia miyamotoi infection rate of the area. Borrelia miyamotoi is a
newly recognised human pathogenic spirochete bacterium. Unlike the Borrelia species that
cause Lyme borreliosis, these spirochetes develop a relapsing fever in humans and
vertebrates.

Flagging method was used to collect ticks from the undergrowth. The captured
individuals were sorted by species and stage and preserved in alcohol. Quantification of the
species and stages was based on time, not space. This is because the sampling site was too
heterogeneous. It can be said that the Haemaphysalis species are generally uncommon in
some months, however, they show higher abundance than that of I. ricinus. Ixodes ricinus
adults and nymphs were present in every sampling month.

The molecular analysis included ticks collected from 2012 and 2013. The
individuals were selected so that they cover every species, stage and month. We used
alkaline hydrolysis to extract DNA from the ticks, individually from adults and nymphs
and in pools with up to 10 specimens for larvae. To demonstrate the presence of B.
miyamotoi we used real-time polymerase chain reaction. From 752 samples ten proved to
be positive, from all stages of the I. ricinus. The pathogen was detected in 0.95%
(minimum prevalence) of I. ricinus individuals. Seven out of the ten samples were
confirmed by conventional polymerase chain reaction. Individuals examined from the two
Haemaphysalis species proved to be negative for B. miyamotoi.

The first Hungarian B. miyamotoi detection was in Gemenc. The finding that the
pathogen also occurs in the Pilis Mountains with a relatively high prevalence could be
pointing to an infection throughout the whole country making it a potential threat to

humans.
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