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Bevezetés

A denevérek (Chiroptera) rendje a masodik legfajgazdagabb eml&scsoport a ragcsalok
utan és e mellett a legszélesebb korben elterjedt szarazfoldi emlésdk. Az emberek
megjelenése a denevér él8helyein és a denevérek adaptacioja a varosi terlletekhez ndvelte
az emberek és a denevérek kozotti kapcsolat esélyét. Az elmult néhany évtizedben szamos
zoonozisos betegség természetes gazdaszervezetének is elismerték Oket. Migracios
szokasaik, a nagy populaciés slirlisegik és szallasi preferenciaik azonban szamos fert6zés
atadasat el6segitik és lehetévé teszik a korokozok nagyobb tavra torténd terjedését. A
denevérek fajonként tdbb zoondtikus virust hordoznak, mint a ragcsalok és tdbbségik magas
emberi patogenitast mutat. A korokozok atvitelét az emberekre vagy mas fajokra a denevérek
kdzvetlenul, vagy olyan vektorokon keresztul terjeszthetik, mint a parazitak. A denevérek
ektoparazitainak nagy része gazda-specifikus, de vannak olyan fajok, amelyek embereket és
mas eml&soket is megfertézhetnek.

A denevér kullancsok (Acari: Ixodidae) az egész Ovilagban elterjedtek. Eddig harom
denevérspecifikus kullancsfajt ismertink (Ixodes vespertilionis, |. simplex és |. kopsteini)
azonban az utébbi idében, egy Uj kullancsfajt fedeztek fel, amely szintén a denevéreket
parazitalja. Az |. vespertilionis és I. simplex a legnagyobb foldrajzi elterjedési kullancsfajok
koézé tartozik, amelyek az Ovildg nagy részét lefedik (Eurdpatdl délre Afrikaban és
Ausztralidban, keletre Azsidban, beleértve Japant is). Ennek ellenére azonban még nem
végeztek filogeografiai tanulmanyokat e két kullancsfaj morfolégiai és / vagy genetikai
egységességének vizsgalatara. Vektor szerepukrél is csak kevés irodalmi adat all
rendelkezésunkre.

Az dvantagok kozill, az Argas vespertilionis az Ovilagban a leggyakoribb és
legelterjedtebb, denevérekre specializalédott faj. Jarvanytanilag az egyik legfontosabb
vérszivd parazitdja a denevéreknek, mivel nem csak denevéreket, hanem haziallatokat és
embereket is fert6zhet. A korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy az 6vantagok baktériumokat
(Rickettsia sp., Elrichia / Anaplasma sp. és Bartonella sp.) és piroplasmakat (Babesia fajok) is
hordozhatnak.

A denevéreket tartjadk a veérszivd poloskak (Cimicidae) 6si gazdafajanak, amelyek
kés6bb mas gazdakra specializalodtak (emberek és madarak). Térténelmileg és 6konémiailag
a kbézonséges agyipoloskat (Cimex lectularius) tartjak a legfontosabbnak, mivel vilagszerte
el6fordul és az emberi kdrnyezetet részesiti elényben. A Cimex lectularius legalabb 65

korokozo potencialis vektora lehet, de vektorkompetenciaja még megerésitésre var.



Célkitizéseink
. A denevereken él6skddd kullancsok mitokondridlis gén- és morfologiai

heterogenitasanak, foldrajzi elterjedésének és gazdaspektrumanak feltérképezése az

Ovilagban

. Az Argas (Carios) vespertilionis Ovilagbdl szarmazé mintainak vizsgalata a
kullancsokéhoz hasonlé 6sszefiggésben (morfolégia, génheterogenitas és
gazdaspektrum)

. A denevérpoloskak (Cimicidae) filogenetikajara vonatkozo ismeretek bévitése,
Magyarorszagrol, Romaniabdl (utébbi a Balkant képviseli) és tovabbi két orszagbal

(Dél-Afrika és Vietnam) szarmazoé mintak vizsgalataval

. A denevérkullancsok és ovantagok altal hordozott piroplasmak (Apicomplexa:

Piroplasmida) és vector-borne baktériumok vizsgalata

Kullancsok, 6évantagok és poloskak vizsgalata kinetoplastida (Euglenozoa:
Kinetoplastida) DNS-re

. A denevérek Uurllékének szirése piroplasmakra (Apicomplexa: Piroplasmida) és

baktériumokra



Anyag és modszer
Parazitak és uriilékek gyiijtése és azonositasa

1890 és 2016 kozott ektoparazitakat (Kullancsok: Ixodes vespertilionis, . ariadnae, I.
simplex; évantag: Argas vespertilionis és denevérpoloskak: Cimex sp. and Cacodmus sp.)
gydjtéttink Eurépabol, Azsiabdl és Afrikabdl, 6sszesen 17 orszagbdl (Magyarorszag,
Romania, Németorszag, Szerbia, Montenegré, Bosznia- Hercegovina, Cseh Koéztarsasag,
Olaszorszag, Franciaorszag, Spanyolorszag, Oroszorszag, Vietnam, India, Japan, Kina,
Kenya és Dél - Afrika).

Morfologiai 6sszehasonlitasokat végeztink a kullancsokon a tapogatok hossza/alakja,
a scutum alakja és indexe (hosszusag/szélesség), az alloscutum sertéinek slirlisége és a
coxalis serték elhelyezkedéseinek alapjan. Az 6vantag larvak (Argas vespertilionis) morfologiai
azonositasa Hoogstraal (1957 és 1958) leirasa, a poloskaké pedig a protonum, paragenitalis
sinus (Cimex sp.) vagy a parzétovis (Cacodmus sp.) alapjan tortént. Az egyes orszagok
reprezentativ mintainak azonositasat Jenaval fénymikroszképpal végeztik a tejsavval végzett
tisztitas utan.

2014-ben, majus és szeptember kozott, denevér Urllékmintakat gyUjtéttink
Magyarorszagon és Hollandiaban. A standard mintaméret minden denevér esetében harom-
Ot székletminta volt. Az egyes mintakat szamozott, csavaros kupakkal ellatott mianyag

csovekbe helyeztik és fagyasztva —20 ° C-on taroltuk az értékelésig.

Az ektoparazitak és liriilékek DNS kivonasa

A kullancsok (Ixodes ariadnae, |. vespertilionis, I. simplex) és poloskak (Cimex spp. és
Cacodmus spp.) esetében a DNS kivonast egyedenként vagy a hatsé labbdl, az Argas
vespertilionis larvakét pedig egyedenként vagy kis pool-okban végeztik QlAamp DNS Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) segitségével, a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kullancsokat
szaritottuk, majd haromszor mostuk (detergenst tartalmazoé vizben, csapvizben és desztillalt
vizben), majd olléval daraboltuk.

A DNS-t a denevérlrilékbél a gyartd utasitasainak megfeleléen a QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag) extrahaltuk. Az 6sszes mintat a
DNS-tartalom mennyiségére és mindségére a 18S rRNS génre specifikus TagMan valos ideji

PCR-rel vizsgaltuk (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finnorszag).

A denevér ektoparazitak filogenetikai vizsgalata

PCR vizsgalatot végeztunk a kullancsok 16S rRNS génjének egy kb. 460 bazisparnyi
és a 125 RNS génjének kb. 420 bazisparnyi fragmentumanak amplifikalasara. A Japan mintak

esetében COIl PCR-t alkalmaztunk, amely a gén legfeljebb 710 bp hosszisagu fragmentumat



amplifikalja. A Németorszagban gy(jtott kullancsokat 6sszehasonlitottuk mas, a GenBank-ban
rendelkezésre allé kullancs izolatumok szekvenciaival. Argas vespertilionis esetében két
mitokondrialis markert amplifikaltunk: a cox1 gén 710 bp hosszisagu fragmentumat és a 16S
rRNS gén kb. 460 bp részét. A citokrém c oxidaz 1 (cox1) gént valasztottuk elsédleges génként
a denevérpoloskak molekularis elemzéséhez. A PCR a kiilénbdzé rovarrend(i cox1 gén 658
bp hosszusagu, ezen kivil a viethami mintabdl szarmazé cox1 gén hasonlé hosszusagu
fragmentumat amplifikaltuk. Az eredmények kiegészitéseként 16 mintat, amelyek kilénb6z6
cox1 haplotipust mutattak orszagon belil, internal transcribed spacer 2 (ITS2) nuklearis
markerre is letesztelttk. Ez a PCR a Hemiptera ITS2 ~ 1027 bp méretli fragmentumat
amplifikalja. A PCR termékeket 1,5% agar6z gélben tettik lathatova. A tisztitast és a
szekvenalast (mintanként kétszer) a Biomi Inc. (G6dollé, Magyarorszag) végezte. A kapott
szekvenciakat manualisan, a BLASTN programmal szerkesztettik, majd igazitottuk és
Osszehasonlitottuk a GenBank-ban elérhetd referencia szekvenciakkal. A reprezentativ
szekvenciakat benyujtottuk a GenBank-hoz.

A filogenetikai elemzéseket a Tamura-Nei modell és a Maximum Composit Likelihood
modszer szerint végeztik, a MEGA program segitségével. A filogenetikai fakat az R

programmal hasonlitottuk dssze.

Kérokozék kimutatasa ektoparazitakban és denevérirulékekben

A DNS mintdk molekularis vizsgalatat konvencionalis PCR-rel végeztik, amely a

piroplasmak (Babesia/Theileria spp.) 18S rRNS gén kb. 500 bp hosszu részét amplifikalja. Ez
a moédszer mas apicomplexa nemzetség, beleértve vector-borne haemogregarinakat és
citogén coccidiumokat is detektal. Trypanosoma és rokon kinetoplastida esetében a 18S rRNS
gén kb. 900 bp hosszu fragmentumat amplifikaltuk. Argas vespertilionis tovabbi négy mintajat
tovabb teszteltuk Piroplasmida cox1 génjére.
Kullancsok jelenlétét az Urtlék mintakban Ixodidae csalad 16S rRNS génje alapjan vizsgaltuk.
A székletmintakban az Anaplasma phagocytophilum, Neorickettsia risticii, Rickettsia spp.,
Francisella tularensis, Coxiela burnetii és Chlamydiales DNS-ének jelenlétét is kerestuk. Ezen
felil a DNS-kivonatokat haemoplasmak szempontjabdl is elemeztik.

Az 6sszes PCR-t pozitiv és negativ kontrollokkal végeztuk. Az tesztek soran a pozitiv
kontrollok pozitivitast mutattak, mig a negativ és az extrakcios kontrollok negativak maradtak
(az utdbbi a minta szennyezettségének hianyat jelzi). A PCR-termékek elektroforézisét 1,5%
-0s agaroz gélben végeztuk el, etidium-bromiddal megfestettik és ultraibolya fényben tettik
lathatova. A tisztitast és a szekvenalast (kétszer) az 6sszes PCR-pozitiv mintabdl a Biomi Inc.
(Go6dollé, Magyarorszag) és a Macrogen Europe (Amszterdam, Hollandia) végezte. A
reprezentativ szekvenciakat benyujtottuk a GenBank-hoz. Az evolucids szintl elemzéseket a

MEGA programmal végeztik.



Statisztikai elemzés

,,,,,,

A kullancsfajok asszociaciéjat a denevércsaladokkal, a Fisher-egzakt teszttel
végeztuk. A kullancsfertézés intenzitasat (azaz a deneveér egyedeken Iév kullancsok szamat)
a denevérfajok kozott Mann-Whitney U-teszttel és Kruskal Wallis H-teszttel hasonlitottuk
0ssze. Az elemzésbdl kimaradtak a kis (<5) mintaszamu denevérfajok. A COIN csomagot
hasznaltuk a kapcsolt rangok P- értékeinek korrekcidjara.

Az Argas vespertilionis méréseinek atlagait kétmintas T-probaval vegeztik.

A kulonbséget akkor tekintettik szignifikansnak, ha P <0,05. Bonferroni-Holm-

korrekciéval korrigaltuk a P-értékeket.



Eredmények

A denevér ektoparazitak molekularis taxonémiai vizsgalata foldrajzi
kontextusban

Osszesen 21 denevérkullancsot (16 Ixodes vespertilionis: 6 néstény, két him, 7 nimfa,
egy larva; két Ixodes ariadnae-szerl egyed: egy n6stény és egy larva; harom I. simplex egyed:
egy néstény, egy nimfa és egy larva) gyUjtéttink 10 orszagbdl Eurazsia tertletérél. Nem
talaltunk morfolégiai kildnbséget az I. vespertilionis esetében Eurdpan belll gyijtott egyedek
kozott. Genetikai vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a nyugat- és délnyugat eurépai egyedek,
amelyeket Franciaorszagban (15 nukleotid killénbség, 97,6 % egyezés) és Spanyolorszagban
(34 nukleotid kllbnbség, 94,6 % egyezés) gyujtéttink, elkilénilnek a Kozép-Kelet Eurdpaban
gyUjtott egyedektdl (ezek kdzott maximum 8 nukleotid kulénbség, 97,6%-0s egyezés). Ennek
megfeleléen a 16S rRNS-gén amplifikalt részének alapjan a francia izolatumok (regisztracios
szama: KR902772) a kozépkelet-eurdpai izolatumokkal csoportosultak, de kulén-kilon a
spanyol izolatumoktol (KR902773). A Vietnamban gy(jtétt I. vespertilionis morfolégiailag eltér
az europai egyedektél (konvex vs. konkav scutum). A vietnami kullancs (KR902756) COI
szekvencidja szintén a legmagasabb intraspecifikus genetikai divergenciat mutatta ebben a
tanulmanyban: kilonbdzott a kozépkelt-eurdpai I. vespertilionis genotipusoktol (101 nukleotid
kilonbség, 84,1% azonossag) és tavolabbi csoportba esett a filogenetikai fan. Ennek a
legkdzelebbi hasonld szekvenciaju egyede (88%) egy korabban publikalt Japan genotipus lett.
Egy masik, Viethamban gyijtott larva, morfologiai hasonldsagot mutatott az |. ariadnae fajhoz.
Az egyed COIl szekvencidja a legnagyobb hasonlésagot (89,5%) a kozépkelet-eurdpai |I.
ariadnae genotipussal mutatta. Ezt a megallapitast csak részben erésitette meg a 16S gén
elemzése, mivel a vietnami egyed kulon klaszteralizalodott az eurdpai |. ariadnae egyedtél
(12—14 nukleotid kllénbség, 96—-96,6 % egyezés). Egy Japanban gyiijtott néstény kullancs
szintén morfolégiai hasonlésagot mutatott az |. ariadnae egyeddel. A COI filogenetikai
elemzése soran azt talaltuk, hogy ez a Japan genotipus egyutt klaszteralizalédott a vietnami
egyeddel, kézel a magyarorszagi mintahoz.

Egy Indidban és Japanban gy(jtott nimfa és egy néstény kullancs hasonlé morfologiat
mutatott az I. simplex kullanccsal. A filogenetikai elemzés soran ez a két azsiai |. simplex minta
egyutt csoportosult (25 nukleotid kulonbség, 96% -os azonossag a), de kulon-kulén a két
europai (francia és magyar) genotipustol.

2015 marcius 6-an egy kullancsot talaltunk egy Myotis myotis denevérfajon. Morfoldgiai
vizsgalatunkban ez az egyed hasonlosagot mutatott az |I. ariadnae fajhoz. A kullancs részleges
COl-szekvenciaja (KR093169) is 100%-0s homolégiat mutatott az I. ariadnae-val (KJ490306).

Osszesen 329 dvantag larvat gy(ijtéttiink 17 denevérfajrol, nyolc orszagban. Négy larva

kivételével mindegyiket Argas vespertilionis fajként azonositottunk. A larvak tobbségét (59,1%:



318-bdl 188, Cl: 53,5-64,6%) Pipistrellus fajokrol gyUjtottik. A kivalasztott, diagnosztikai
szempontbdl fontos struktirak mérése nem mutatott szignifikans kilénbséget az Eurépabdl és
Vietnambdl szarmazd mintak kozott, kivéve a hatsd lemez hosszat és szélességét
(Olaszorszag / Romania és Vietnam: egyedek lemezének hossza t = 3,49, df = 13, P = 0,008;
Olaszorszagbhdl / Romaniabdl és Viethambodl szarmazé évantagok lemezének szélessége: t =
3,21, df = 13, P = 0,012). E mellett a serték pillazottsagaban is kiuldénbséget talaltunk. Az A.
vespertilionis cox1 szekvenciai 0—2 nukleotid (0—0,3%) kuldnbséget mutattak (99,7-100%:
650—-652 / 652 bp) a magyar, roman és olasz izolatumok kézott. Az Eurdpabdl szarmazo
haplotipusok 37-38 nukleotid (5,7-5,8%) kilonbséget mutattak a Kenyaban gydjtott A.
vespertilionis larvak kézoétt (94,2—94,3%: 614615 / 652 bp hasonldsag). Nyilvanvalébb volt a
szekvenciaeltérés (46—49 nukleotid (7,1-7,5%) eltérés, 92,5-92,9%: 603-606 / 652 bp
hasonlésag) az A. vespertilionis Eurébabdl és Viethambdl szarmazé egyedek kozott. Az A.
vespertilionis izolatumok klaszteralizalasa az Ornithodorinae két tagjaval mérsékelt (72%)
tamogatast kapott. A 16S rRNS gén alapjan is az eurdpai egyedek elkiléniinek a
vietnami/kenyai egyedektdl (99%). E mellett az A. vespertilionis az Argasidae csaladon kivulre
esett, viszont ez a gén a faj kapcsolatat az Ornitodoridae csaladdal csak gyengén tamogatta.

Osszesen 216 denevérpoloskat (Cimicidae) gydijtottink denevérekrél vagy azok
szallashelyeirdl. A Cimex lectularius-hoz hasonlité egyedeket mind a denevéreken (Pipistrellus
pipistrellus, Myotis bechsteinii és Hypsugo pulveratus), mind pedig azok szallashelyein is
megtalaltuk. A Ci. pipistrelli csak a denevérek szallashelyen fordultak elé. A Ci. lectularius
egyedek hasonl6é altalanos morfoldgiai tulajdonsagokat mutattak, azonban a magyar és
viethami egyedek esetében a viethami ndstény paragitalis sinusa kerekitett volt. A
Magyarorszagon talalt Ci. lectularius-hoz hasonlité egyedek csupan 5 nukleotid kilénbséget
mutattak (99.2-100% hasonlosag). Egy Magyarorszagon gydjtott Cimex sp. viszont 46
nukleotid kulonbséget (92.7% hasonlésagot) mutatott a Ci. lectularius referencia
szekvenciaitél. Egy masik vietnami Cimex sp. esetében pedig ennél joval nagyobb
kildnbséget talaltunk (82.7% hasonlésag). Cimex pipistrelli-ként azonositott poloskak k6zott
csupan 6 nukleotid kilénbség volt (99—100% hasonldsag). A dél-afrikai Cacodmus ignotus két
cox1 haplotipussal rendelkezik, egy nukleotid kilénbséggel (99,8-100% hasonldsag).
Varatlan eredmény a Ca. ignotus és Ca. sparsilis esetében az ITS2 hasonlésag, amelyek csak

93,2% cox1 szekvencia hasonldésagot mutattak.

Piroplasmak és szabadon é16 Bodonidak kimutatasa ektoparazitakban

Osszesen 308 denevér kullancsot (I. vespertilionis: 124, 1. ariadnae 45 és |. simplex
139 egyed) gyUjtéttink Romania és Magyarorszag teruletérél 2008 és 2015 kozott, 17
denevérfajrol. Kérokozd szempontjabdl az I. simplex (Babesia és Theileria sp.) mutatta a

legnagyobb diverzitast (138 egyedbdl 13) az |. vespertilionis fajhoz képest (P=0,02). Az I.



ariadnae kullancsban csak a Ba. vesperuginis DNS szekvenciaja (azonossag: 448/448 bp =
100%) volt jelen. Az 1. vespertilionis larvakban a Ba. vesperuginis (azonossag: 448/448 bp =
100%) és a Ba. crassa (azonossag: 404/410 bp = 98,5%) szekvenciait azonositottuk. I.
simplex-ben a Ba. crassa egy masik genotipusanak szekvenciait (azonossag: 403/410 =
98,3%), egy zoondtikus Ba. venatorum rovidebb szekvenciait és Ba. canis két szekvenciajat
(mindkét identitas: 420/420 bp = 100) %) izolaltuk. A szekvenalas eredményei Theileria sp.
fajok DNS-ének jelenlétét kizardlag |. simplex-ben mutatta (T. capreoli (egyezés: 423/425 bp
= 99.5%); T. orientalis (egyezés: 432/432 bp = 100%); Theileria sp. OT3 (egyezés: 432/432
bp = 100%)).

Osszesen 321 ovantag larvat gydjtottink 17 denevérfajrél, nyolc orszagbal
(Magyarorszag, Romania, Olaszorszag, Kenya, Vietham, Kina). A 18S rRNS gén alapjan 12
minta tartalmazta piroplasma DNS-ét. Mind a 12 minta esetében csak Ba. vesperuginis DNS-
t taldltunk, amelyek 100%-ban azonosak voltak a kinai és magyar mintakban. Az
Osszekapcsolt cox1 és 18S rRNS génszekvenciakkal végzett filogenetikai elemzésekkel
kapcsolatban mindkét alkalmazott modell hasonlé altalanos topolégiaju fakat eredményezett.
A Ba. vesperuginis (KY657243) cox1 szekvencidja a legnagyobb hasonlésagot a Cytauxzoon
felis (KC207821) szekvencigjaval (79,1%, 709/896 bp) mutatta, és kevésbé hasonlitott a
Babesia spp. (azaz 74,9-77,6%) és Theileria spp. fajok szekvencidihoz. A 18S rRNS
szekvencia 90% -nal kevesebb egyezést mutatott a Babesia és Theileria spp. sensu stricto
csoporttal.

A 307 denevérkullancs (I. vespertilionis, |. ariadnae és . simplex), 299 Argas
vespertilionis larva és 207 denevérpoloska (Ci. lectularius és Ci. pipistrelli) mintabol harom volt
PCR-pozitiv kinetoplastida DNS-re. Egy |. simplex larvaban Bodo saltans DNS-ét (99.7%
(754/756 bp) azonossag a referencia szekvenciaval: AY490224) talaltuk meg. Egy A.
vespertilionis larvaban és egy Ci. pipistrelli nimfaban pedig Bodonidae fajok DNS-ét izolaltuk
(100%: 776/776 bp egyezés a Bodonidae sp. Pan-2 (AY753625) szekvenciaival). Mindegyik

mintank negativ lett Trypanosoma DNS-re.

Piroplasmak és vector-borne baktériumok kimutatasa denevérirulékben

Osszesen 196 egyedi és 25 pool-ozott denevér Uriilék mintat gydijtottink Magyarorszag
és Hollandia teruletén. Babesia canis DNS-ét talaltuk meg 6t magyar egyedi mintaban
(prevalencia 2.7 %, Cl: 0.9-6.2 %). Ezek a denevérekbdl szarmazo Babesia izolatumok 100%-
ban megegyeznek Horvatorszagban, kutyakbdl kimutatott Ba. canis DNS-ével. Mind az 6t
pozitiv minta olyan terlletrél szarmazik, amelymel 50 km-es korzetében, ahol korabban a
legtdbb szeropozitiv kutyakat talaltak, egy el6zetes orszagos felmérés soran. Holland, Myotis
dasycneme koloniaibdl szarmazé dsszesitett mintakban egy masik korokozé szekvenciait is

megtalaltuk, amely 99%-o0s homologiat mutatott a Besnoitia besnoiti fajjal.



A denevérurilékek kdzll 13 minta volt pozitiv Rickettsia DNS-re, Harom mintaban
Rickettsia Uj genotipusat talaltunk, mely 97,7%-ban ((333/ 341 bp) hasonlitott egy olyan
genotipusra, melyet ragcsalokbél (Apodemus flavicollis) mutattak ki Lengyelorszagban
(KY488187), de viszonylag szorosan kapcsolodott a Rickettsia felis-hez (332/341 bp, azaz
97,4% -os azonossaggal) is. Ezenkivil az R. helvetica DNS-ét is megtalaltuk Magyarorszagon
gy(lijtoétt mintaban. Négy holland mintabdl, melyeket Myotis dasycneme fajokrél gydjtottek,
Neorickettsia risticii DNS-ét izolaltuk. A 16S rRNS gén alapjan az itt talalt N. risticii szekvenciai
100%-ban megegyeznek (273/273 bp) lovakbdl kimutatott N. risticii szekvenciaival (e.g.,
AF380258) és kozeli rokonsagban levé mas Neorickettsia genotipusokkal. A mintak kézul
harom tartalmazott még Mycoplasma DNS-t is, melynek fajszintli azonositasat nem lehetett

elvégezni.



Diszkusszio

A denevér ektoparazitak molekularis taxonémiai vizsgalata foldrajzi
kontextusban

A denevérkullancsok kifejezett genetikai kilonbségeket mutatnak és filogenetikailag
hasonléan csoportosulnak a denevérgazda fajokkal. Ebben az &sszefliggésben a
denevérfajok foldrajzi elterjedése, a fdldrajzi akadalyok és a jégkori periédusok utani
rekolonizacié (amelyek izolalhatjak a denevérpopulacidkat) kilondésen fontosak lehetnek a
szelekciéban. Kimutattuk, hogy a Spanyolorszagban gytjtétt mintak jelentésen kilonbdznek
(és filogenetikailag csoportosulnak) a tébbi vizsgalt genotipustél. Ennek a jelenségnek az lehet
az oka, hogy az itt él6 denevérfajok izolalt populaciot képviselnek az Ibériai-félszigeten. A
Pireneusok barriert képezhetnek, ami megakadalyozza a populacidkat a keveredésben.
Europabdl szarmazoé I. vespertilionis (KR902757-66), a Vietnambol szarmazo nagy (16%)
genetikai divergenciaju |. vespertilionis (KR902756) és a hasonlé genotipusu Japan egyed
(AB231667) jol elvalasztott és tavoli filogenetikai pozicidja arra utalhat, hogy ezek valészinileg
kulonallé kullancsfajokat képviselnek. A vietnami egyedek Rhinolophus affinis, a japan pedig
R. cornutus denevérfajrol szarmazik. A mitokondrialis (citokrém b) szekvenciak filogenetikai
elemzése alapjan ez a két denevérfaj kilon-kuldbn csoportosul a nemzetség toébbi
képvisel6jétdl (amelyekrél a jelen vizsgalatban a kullancsok szarmaznak), hasonléan
csoportosul a kullancsok filogenetikai helyzetéhez. Elséként igazoltuk |. ariadnae-szeri
egyedek eléfordulasat Azsia teriiletén, amely eddig csak Eurépabdl volt ismert. Az I. ariadnae
els6dleges gazdafajai a Myotis spp. A Murina leucogaster, amelyrél a Japan genotipus
szarmazik, szintén kozeli rokona a Myotis fajoknak. Az I. ariadnae németorszagi gydijtéhelye
legalabb 250 km-re fekszik a délkeleti orszaghataroktdl, kb. 650 km-re a kullancsfaj ismert
eléhelyétdl Magyarorszagon. Figyelembe véve a denevér migraciés tartomanyat, amely kb.
100-250 km Magyarorszagon és Németorszagban, ez az adat arra utal, hogy az |. ariadnae
autochton lehet Németorszag teruletén. |. simplex egyedeket gydjtoéttink Miniopterus
magnater (India) és Mi. fuliginosus (Japan) denevérekrél, amely lehetbvé teszi a filogenetikai
O0sszehasonlitast az Eurdpabdl Mi. schreibersii -rél gy(ijtott egyedekkel. A filogenetikai elemzés
soran a négy |. simplex genotipus nemcsak a tobbi denevérkullancs izolatumtol kulonul el,
hanem a harom denevér gazdafaj is a tdbbitél, amelyek részt vettek a kutatasunkban.

Az 6vantagok csak a larvainak megtalalasa a denevéreken 6sszhangban van
az A. vespertilionis életciklusaval, azaz a larvak (ellentétben a nimfakkal és felnéttekkel) tébb
hétig szivnak vért denevéreken (14-31 nap), ezért lehet szinte kizardlag larvakat gydjteni. A
jelen tanulmany filogenetikai elemzése azt is tikrdzi, hogy az A. vespertilionis haplotipusai az
Argasinae alcsaladon kivul csoportosulnak és kdzelebb &ll az Ornithodorinae alcsalad

tagjaihoz. Morfometriai paraméterek tdbbsége esetén nem volt szignifikans kilénbség az



Europabdl és Vietnambol szarmazo A. vespertilionis larvak kozott, bar ezek a larvak két
mitokondrialis genetikai marker alapjan elkulonilnek, ami azt sugallhatja, hogy legalabb két
kriptikus faj komplexét (csoport) képezik. A korlatozott genetikai aramlast valdsziniileg a
féldrajzi korlatok (a Himalaja és a Tibeti fennsik) jelenléte okozza, amelyek elvalasztjak ezeket
arégidkat, és megakadalyozzak az A. vespertilionis populacidk keveredését a denevérek altal.
Ugyanebben az dsszefliggésben dsszehasonlitva a Kenyabdl és Eurépabdl szarmazo A.
vespertilionis szekvenciainak eltérései kevésbé volt kifejezett, ami arra utal, hogy a genetikai
aramlas ebbe az iranyba jobban megvaldsul. Denevérkullancsokhoz képest kisebb morfologiai
és genetikai heterogenitas oka lehet az A. vespertilionis szélesebb gazdakore.

Eredményeink molekularis bizonyitékkal szolgalnak a denevérpoloskakrél az Ovilag
harom teruletérél. Az 6sszes Ci. pipistrelli és a Ci. lectularius faj tdbbségét Myotis fajok
szallashelyeirdl gyUijtéttik, ami a f6 gazdafajnak tekintheté. Egy Ci. lectularius (Myotis
bechsteinii-rél), egy Cimex sp. (Magyarorszagrol és Vietnambol) és harom Cacodmus spp.
egyed gazdardl szarmazik, melynek tdbbsége ,pipistrelloid” denevér (beleértve a Hypsugo
(régen Pipistrellus) pulveratus-t). Irodalmi adatok szerint azok a denevérfajok, amelyek szlk
helyeket (sziklas hasadékok vagy faodvak) preferalnak és ezeket a szallashelyeket gyakran
cserélik, nagyobb valdszinlséggel hordoznak poloskat a szarnymembranjukon. Ezt
megerésitik az itt bemutatott adatok. Ebben a tanulmanyban két 0j Cimex genotipust
azonositottuk (amelyek a Ci. lectularius csoporthoz tartoznak, de genetikailag a tébbi tagtdl
nagyon eltérnek). Minkét egyedet ,pipistrelloid” denevérekrél gydijtottik. A Magyarorszagon
talalt egyed morfolégiailag eltér a Ci. emarginatus fajtdl is. A masodik példany Vietnambal
szintén hasonlé volt a Ci. lectularius-hoz, kivéve a ndstények paragenitalis sinusa, amely eltért
a tobbi egyedétél. A Cacodmus spp. esetében az azonos ITS2 szekvencia genetikai

introgresszio vagy hibridizacié kovetkezmeénye lehet.



Piroplasmak és szabadon él6 Bodonidak kimutatasa ektoparazitakban

Ixodes ariadnae és |. vespertilionis mintakban Babesia vesperuginis DNS-ének
jelenlétét azonositottuk. Ez a piroplasma patogén hatasu a denevérek szamara. Korabban mar
mas kdzép és kelet eurdpai orszagokban is kimutattak a babesiat denevérek szivének
szdveteiben. Ba. vesperuginis mellett Ba. canis DNS-ét is izolaltuk I. simplex mintakban.
Szamitasba véve azt, hogy kevés annak a valészinlisége, hogy az I. simplex (amelybdl a
pozitiv mintdk szarmaznak) egy korabbi stadiumaban vagy generaciojaban mas eml&sok
vérebdl fert6zbdhetett meg, igy azt mondhatjuk, hogy a Ba. canis jelen lehetett a denevérek
vérében. Ezt a lehetGséget tamasztja ala a denevérszovetekben a Ba. canis DNS-ének
kézelmultbeli felfedezése. Ezek mellett a denevérek képesek atjuttatni a Babesia canis-t
Uriilékeikbe is. Erdekes moédon, Ba. venatorum egy rovid szekvencidjat is megtalaltuk
ezekben a mintakban. Noha a szekvencia 100% -ban azonos volt a Ba. venatorum-mal, és
kulonbozott a tobbi piroplasmatdél, rovidsége miatt nem lehet teliesen kovetkeztetni az
el6fordulasara denevér kullancsokban. Theileria spp. DNS-ét is megtalaltuk I. simplex
larvakban.

A fenti piroplasmak eredeti vektorai a D. reticulatus, az I. ricinus és a Haemaphysalis
fajok. Ezek ritkan szivnak vért denevéreken, akkor fert6z6dhetnek meg, amikor mas
kiseml6sok fészkeit pl. faodvakat hasznaljak szallashelyként, vagy amikor a névényzethez
kozel repulve keresik a taplalékot. Ezek mellett vérszivo legyek is lehetnek a Babesia és
Theileria fajok potencialis vektorai, amelyeket a denevérek taplalékként elfogyaszthatnak. A
denevérkullancsokrdl nem ismert, hogy kutyakat vagy mas haziallatokat fertézhetnek, ezért
ezekben a kullancsokban kimutatott piroplasmak DNS-szekvenciai valoszinileg a
denevérgazda vérébdl szarmaznak. Ez jelentheti azt, hogy a denevérek a piroplasmak sokkal
szélesebb koérére fogékonyabbak lehetnek, mint azt eddig gondoltuk, vagy legalabbis a
piroplasmak DNS-e felszivodhat a tapcsatornan keresztil a vérbe a potencialis rovar vektorok
elfogyasztasa soran.

Argas vespertilionis larvakban kizarolag Ba. vepseruginis DNS-ét detektaltuk. Az itt
elvégzett 18S rRNS gén szekvenciaanalizis alapjan a B. vesperuginis genetikailag
megegyezik a magyar és kinai mintakban. A Vespertilio murinus denevérfaj (amelyekrdl a kinai
mintak szarmaznak) elterjedési terllete a palearktiszi régié nagy részére kiterjed (Eurépatdl
Szibériaig és a Csendes-6cean partjaig). Relativ genetikai egységességet mutat (ezen belll a
cox1 szekvencia eltérése 1% alatt van) ebben a térségben, és parapatrikus elterjedési a keleti
rokonaval a V. sinensis denevérfajjal. Ezen kivil a V. murinus gyakran megtalalhaté emberi
telepiiléseken Azsia terliletén. Ezek a hattér tényez6k tehat lehetévé teszik a fokozatos

génaramlast (keveredést) az A. vespertilionis tavoli eurépai és kdzép-azsiai populacioi kdzott.



Harom mintaban szabadon él6 bodonidak DNS-ét mutattuk ki. A denevérek ivas
kézben vehetik fel, allati és emberi taplalkozasi vizsgalatok kimutattak, hogy a taplalék DNS-
ének egy része ellenallhat az emésztés folyamatanak, és még a teljes gének is atjuthatnak a
bél gaton. Ugyanakkor varatlan eredmény, hogy a denevér ektoparazitak egyikében sem

talaltunk denevér specifikus Trypanosoma DNS-ét.

Piroplasmak és vector-borne baktériumok kimutatasa denevérurulékben

Babesia canis DNS-ének jelenlétét igazoltuk denevérek Urilékében Magyarorszagon
(prevalencia 2.7 %, Cl: 0.9-6.2 %). Osszességében ez lehet az elsé molekularis bizonyiték
arra, hogy a Ba. canis mindkét f6 eurépai genotipusa (A, B csoport) el6fordul Magyarorszagon.
A Ba. canis vektorardl, a D. reticulatus-rél ismert, hogy ritkan denevérekbdl is taplalkozik. Ezek
mellett vérszivo legyek (Stomoxys spp.) is lehetnek a Babesia fajok potencialis vektorai. A
Stomoxys calcitrans gyakran csipnek meg kutyakat, amelyeket a denevérek elfogyaszthatnak.

Tudomasunk szerint, els6ként mutattunk ki Besnoitia-szerl szekvencidkat nem patas
emldsokbél Eurdpabdl. Denevérek gyakran hasznalhatnak istallokat szallashelyként, ahol
hozzéaférhetnek a Besoitia besnoiti vektorahoz, a vérszivo legyekhez (S. calcitrans, Tabanus
spp.) és szunyogokhoz. A Tabanus fajok és szunyogok vizes terliletek kdzelében, nedves
talajok fejlédnek ki, amely a tavi denevér (Myotis dasycneme) legfébb taplalkozéhelye. Ezért
a B. besnoiti-szerli szekvencia a jelen kutatasban szarmazhat a korabban marhakbdl veért
szivo legyekbdl vagy egy uj Besnoitia genotipus/faj lehet, amely kozeli rokona a B. besnoitia
fajnak.

Baktériumok mellett egysejtl él6skddbdket is kimutattunk a denevérek Urllékében.
A jelen eredmények értelmezéséhez feltételezhetd, hogy a denevér urllékben 1évd vektorok
altal terjesztett baktériumok DNS-e szarmazhat akar a denevérek izeltlabu taplalékabol (amely
athaladt a teljes gyomor-bélrendszerben), akar a denevér endoparazitaibol (példaul mételyek),
vagy magukbdl a denevérekbdl. Kimutattuk, hogy a denevérek atjuttathatjak a rickettsiak és
haemoplasmak DNS-ét Urulékeikbe. Ezek mellett, Neorickettsia risticii DNS-e is megtalalhato
denevérek Urulékében Eurdopaban, ami jelentheti azt, hogy a denevér végsd gazda szerepét

toltheti be olyan mételyek életciklusaban, amely fert6z6tt lehet a korokozéval.



Uj tudomanyos eredményeink

Denevérkullancsok kifejezett genetikai kulonbségeket mutatnak és filogenetikailag
hasonléan csoportosulnak a denevérgazda fajokhoz. Az |. vespertilionis fajkomplexet

képezhet. El6szdr azonositottuk az |. ariadnae fajt Németorszagban.

Argas vespertilionis esetében csak csekély morfologiai kilonbségeket figyeltunk meg
Europabdl és Viethambdl szarmazo mintak kozott, am a filogenetikai elemzések szerint

legalabb két feltételezett kriptikus faj komplexumat képviseli.

Molekularis bizonyiték alapjan a Ci. lecturarius fajkomplex korabban le nem irt fajokat

is magaban foglal. Ca. ignotus elséként mutattuk ki Dél-Afrikaban.

Denevérek a piroplasmak sokkal szélesebb korére fogékonyabbak, mint eddig
gondoltuk, vagy atjut a DNS a tapcsatornan. Babesia vesperuginis Argas vespertilionis-
bol 100%-ban megegyeznek a kinai és magyarorszagi mintdkban, ez az elsé
molekularis bizonyiték Azsiabdl. Babesia vesperuginis kdzelebb all a Theileria,

mintsem a Babesia fajokhoz.

Szabadon él6 bodonidak DNS-e kimutathaté ektoparazitakbadl (Ixodes simplex, Argas
vespertilionis és Cimex pipistrelli). Mindegyik mintank negativ lett Trypanosoma DNS-

re.

Egysejti él6skoddket (Babesia canis canis, Besniotia besnioti- szerll) és részben
zoonotikus baktériumokat (R. helvetica, Neorickettsia risticii, haemoplasma) mutattunk

ki denevérek Urulékébdl.
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