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KIVONAT
Halainkat karosito egyes nyalkasporas parazitak és virusok vizsgalata

Dolgozatom két teriilet kutatdsi eredményeibdl irédott. PhD munkam soran, egyrészt
egy igen fajgazdag, komoly gazdasagi karokat is okozni képes parazitacsoporttal a
nyalkasporasokkal foglalkoztam, masrészt a témacsoportban eldszér, a halak viralis
fertdzéseit is vizsgaltam. 2014-2016 kozott a Balatonbol, Kis-Balatonbdl, és a Duna tobb
pontjardl gyljtottiink mintakat és a detektalt nyalkaspords parazitdkat morfologiai és
molekularis moddszerekkel faj szinten azonositottuk. Ennek eredményeképpen a bodorka
szaruhartyajabol kimutattuk a Myxobolus fundamentalis-t, melyet eddig, kizarélagosan
kopoltyt parazitdnak ismertlink. Tovabba, harom ) Myxobolus fajt sikeriilt azonositanunk
Myxobolus szentendrensis), egy pedig az uszo6holyag faldban (Myxobolus paksensis) fejlodott.
A 2014 nyaran lezajlott nagyaranyt balatoni gardapusztulast kovetden két i) nyalkasporas fajt
sikeriilt detektalnunk, egyiket a kopoltytlemezkékben (Myxobolus peleci), a masikat a szem
retina rétegében (Myxobolus cultrati). Tovabbi balatoni mintavételeink soran gytijtott
stigerekbdl egy W) Henneguya fajt sikeriilt azonositanunk a halak szdjpadlasin fejlodo
plazmodiumbol, melyet Henneguya jaczoi-nak neveztiink el. A mintavételezések alkalmaval
tapasztalt egyéb Henneguya fertdzottségek alapjan a Henneguya texta és H. psorospermica
revizigjat javasoltuk. A  Kis-Balatonbdl gyiijtétt szdmos  Branchiura sowerbyi
oligochaetanyalkasporas  fertozottségeinek ~ vizsgalata ~ sordn  aurantiactinomyxon,
neoactinomyxum ¢€s raabeia tipust spordkat azonositottunk. Egy sikeres ponty fert6zési
kisérletet, és a 18S rDNS szekvencidk meghatarozasat kovetden, egyezést talaltunk tobb
génbanki mintaval, koztilkk a Thelohanellus kitauei magyar izolatumaval, illetve korabbi
gyljtésekbol szarmazd spora mintakkal. Igazoltuk, hogy a Thelohanellus nikolskii tehetd
feleldss¢é mind a fiatal pontyok uszonyan, mind a kifejlett halak pikkelyén tavasszal
megfigyelhetd cisztdk kialakitasaért. Az egyezések mellett olyan 1j szekvenciakat is
kimutattunk, melyek alapjai lehetnek hdrom 0j Thelohanellus faj leiradsanak is.

A PhD munkam masik teriiletén az elhullassal is jaro, kozelmultban kimutatott hal
circovirusok (CV) egyre szélesebb korii megjelenése kapcsan felmérést végeztiink a balatoni
halallomany CV fert6zottségét illetéen. A 2014-2015 sordn gyiijtétt angolnakbol
nagyaranyban tudtuk kimutatni a kordbban mar leirt angolna CV (EeCV) genomot. Els6ként
hataroztuk meg a virus cap génje alapjan nyolc angolna szerveinek CV tartalmat kvantitativ
PCR modszerrel. Egy angolna és egy garda mintabol kimutattunk egy uj CV genomot (EeCV-
2). Az EeCV-2-bOél meghatdroztunk egy angolna genom eredeti fragmentet is, mely
egyediilallo az eddig meghatarozott hal CV kozott, akarcsak két tavolrokon halfajbol torténd
egyazon CV genom kimutatasa. Azonositottunk tovabba a garddbol €s harom angolnabdl egy
CV-szerli szekvenciat is, mely csak cap gént tartalmazott, a rep gén nem volt jelen a
genomban.

2014 6szén, a Dunabol fogott, papillomas elvaltozdsokat mutatd ivarérett marnakbol
meghataroztuk a ponty himlé (Cyprinid herpesvirus 1) részleges polimeraz, termindz és
helikdaz génjeinek egy-egy szakaszat. A herpeszvirus jelenléte mellett, a mar ismert marna
irtak mar le mas cyprinida halakb6l, marnabdl is, de tudomasunk szerint ez az els eset, hogy
a magas gazdaspecifikussagot mutatd ponty himld jelenlétét molekularis modszerekkel mas
halfajbdl is igazolni tudtak.



ABSTRACT

Investigations of some Myxozoan parasites and viral infections of freshwater fish in
Hungary

My dissertation was written in two research areas of fish pathology. One part is about
the new results in Myxozoa research, the other part is about viral infections, which is a new
field in our study group. Samples for myxozoa study were collected from different sites of
Lake Balaton, Kis-Balaton Reservoire and River Danube, from Hungary. The parasites were
identified on species level with morphological and molecular biological methods. As a result
of this study, we identified the gill parasite, Myxobolus fundamentalis also from the cornea of
the roach; three new Myxobolus species from the common nase from River Danube, two from
the gill (M. arrabonensis, M. szentendrensis) and one from the wall of the swimmbladder (M.
paksensis). Two new myxozoan species were detected in sichel after a mass mortality event in
2014 in Lake Balaton. One species was identified in the gill lamellae (M. peleci), the other
one was detected in the retina layer of the eyes (M. cultrati). Based on the investigations of
myxozoan infections of pike and percid fish, a new Henneguya species were identified from
the palate of the perch from Lake Balaton (H. jaczoi), and taxonomic revision was proposed
of H. texta and H. psorospermica. Oligochaetes (Branchiura sowerbyi) were also examined
from Kis-Balaton Reservoire, as a result, Aurantiactinomyxon, Neoactinomyxum and Raabeia
spore types were detected and used in infection trials with SPF carp fingerlings. Based on the
18S rDNA sequences of the samples, Thelohanellus kitauei was identified again in Hungary
and three, putatively new Thelohanellus species could be described in the future. Moreover, it
was proved by molecular results, that the spores from the cysts of the fins and the scales of the
carp are representing the same species, 7. nikolskii.

In the other part of my study, a monitoring program was performed, to define the
circovirus (CV) prevalence in different fish species from Lake Balaton. High prevalence of
EeCV-1 was detected among the eels, the number of the virus particles in different organs
were evaluated by qPCR based on the cap gene fragment. New CV genome (EeCV-2) was
identified from one eel and one sichel sample, containing an eel host derived gene fragment.
Moreover, from one sichel and three eel samples, a CV-like monocistronic genome was
detected, containing only the cap gene.

In 2014, two barbels were caught in River Danube showing epidermal hyperplasia
scattered all over the body and papillomatous lesions close to the mouth and fins. Barbel CV
and Cyprinid herpesvirus 1 was detected from the samples. This is the first time, when the
presence of carp pox was proved with molecular methods from a non-carp species.



ABSTRACT

Untersuchung von myxozoischen Parasiten und Virusinfektionen von SiiBwasserfischen
in Ungarn

Meine Dissertation fasst die Ergebnisse von zwei Forschungsbereichen der
Fischpathologie zusammen: einerseits die neuen Resultate der Myxozoa-Forschung,
andererseits die Feststellungen der virologischen Untersuchungen, die das diagnostische
Repertoire unseres Labors erweiterten.

Proben fiir Myxozoa-Untersuchungen wurden in Ungarn, aus dem Plattensee, Kleiner
Plattensee und verschiedene Stellen der Donau gesammelt. Die Parasiten wurden mit
morphologischen und molekularbiologischen Methoden bis auf Artebene identifiziert.

Als Ergebnis dieser Studie wurde der bisher nur als Kiemenparasit gekannte
Myxobolus fundamentalis auch in der Hornhaut dem Rotauge nachgewiesen. Weiterhin
identifizierten wir drei neue Myxobolus-Arten in der Blaunase aus der Donau, von denen sich
zwei in der Kieme (M. arrabonensis, M. szentendrensis) und einer in der Wand der
Schwimmblase (M. paksensis) entwickelte. Nach dem Massensterben der Sichlinge im
Plattensee in 2014 konnten wir zwei neue Myxozoa-Arten entdecken, Myxobolus peleci in
den Kiemenlamellen und Myxobolus cultrati in der Netzhaut des Auges.

Weitere Probenentnahmen aus Plattensee fiihrten zur Identifizierung einer neuen
Henneguya-Arten vom Flussbarsch (Henneguya jaczoi). Basierend auf den beobachteten
Henneguya-Infektionen, schlagen wir eine Revision von Henneguya texta und H.
psorospermica Vor.

Vom Kleinen Plattensee wurden auch Oligochaeten (Branchiura sowerbyi) untersucht.
Als Ergebnis konnten Aurantiactinomyxon-, Neoactinomyxum- und Raabeia-Sporenarten
nachgewiesen und in Infektionsversuchen mit SPF-Karpfenfischen verwendet werden.

Analyse der 18S-rDNS Sequenzen fiihrte zu der erneuten Identifizierung von
Thelohanellus kitauei in Ungarn und zur Entdeckung drei mutmaBlich neue Thelohanellus-
Arten. Dariiber hinaus wurde durch molekulare Ergebnisse bewiesen, dass die Zysten an den
Flossen der jungen und an die Schuppen der ausgewachsenen Karpfen ebenfalls durch T.
nikolskii entstehen.

Im anderen Teil meiner Studie wurde ein Uberwachungsprogramm durchgefiihrt, um
die Circovirus (CV) Privalenz bei verschiedenen Fischarten aus dem Plattensee zu
bestimmen. Eine hohe Prdvalenz von EeCV-1 wurde unter den Aalen nachgewiesen, die
Anzahl der Viruspartikel in verschiedenen Organen wurde aufgrund des cap-Genfragments
durch qPCR bestimmt. Ein neues CV-Genom (EeCV-2) wurde aus eine Aal- und eine
Sichling-Probe identifiziert, das ein Genfragment vom Genom des Aals auch enthielt. Dariiber
hinaus wurde aus eine Sichling- und drei Aalproben ein CV-dhnliches monocistronisches
Genom nachgewiesen, das nur das cap-Gen enthielt.

In 2014 wurden zwei Barben in der Donau mit epidermaler Hyperplasie am ganzen Korper

und papillomatdsen Lasionen in der Ndhe von Mund und Flossen gefangen. Barbel CV und
Cyprinid herpesvirus 1 wurden aus den Proben nachgewiesen. Das ist das erste Mal, dass das
Vorhandensein von Karpfenpocken mit molekularen Methoden von einer anderen Fischart als
Karpfen nachgewiesen wurde.
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BEVEZETES

A halakat az emberiség az 0kortol tenyészti tudatosan. A 19. szdzad kézepéig extenziv
halgazdalkodas folyt, azaz csak a to eltartdé képességének megfeleld halmennyiséget
telepitették. A novekvd népesség eltartdsa, €s a piaci igények kielégitése érdekében
megkezdddott a haltermelés egyre intenzivebbé valdsa. A siirlibb népesités, takarmanyozas,
gyakoribb allatmozgatasok miatt megnétt a betegségek aranya is a gazdasagokban.

A legtobb halgazdasag kapcsolatban all valamilyen természetes viztesttel, vizét onnan
kapja, illetve abba ereszti vissza, igy nagy hangsulyt kell fektetni mindkét rendszerben €16
halallomény kérokozdinak megismerésére. A halak korokozoi virusok, baktériumok, gombak,
¢s parazitak lehetnek.

2013-ban kapcsolédtam be az MTA ATK Allatorvos-tudoméanyi Intézet Halkortan és
parazitologia Témacsoportjanak munkdjaba, ahol a halparazitdk vizsgalata, kiilondsen a
nyalkasporas parazitaké nagy miultra tekint vissza. Korabban az Intézet Uj korokozok
felderitése Témacsoportjaban voltam szakdolgozd, ahol human rotavirus térzsek genetikai
elemzését végeztem, igy ezt a témateriiletet is megtartva PhD munkdm sordn a halak parazitai
mellett néhany virdlis megbetegedéssel is foglalkoztam. Ennek megfeleléen dolgozatom két
részre tagolodik. Az egyik a halak nyalkasporas parazitdival foglalkozik, ahol a morfologiai
modszereket kiegészitd molekularis vizsgalatokkal tobb 1) nyalkasporas fajt is sikertilt
leirnunk. Ez részben az eddig kevéssé kutatott, természetes vizi pontyfélékbdl tortént (paduc,
garda), masrészt a gazdasagilag is fontos siigér, csuka és ponty fajok nyalkasporas parazitait
érintette.

Dolgozatom masik részében a halak gyakoribb DNS virusaival foglalkoztam, Ggymint
az elmult években, hazdnkban egyre tobb halfajbol leirasra keriilé uj viruscsaladdal, a
circovirusokkal, €és a halpatogénként mar régota ismert alloherpeszvirusokkal. A kimutatott
virusok molekularis elemzése mellett a klasszikus sejten torténd izoldlassal is
megismerkedtem.

A. Nyalkasporas parazitak

A nyalkaspérasok (Myxozoa) a halak gyakori ¢loskoddi, magas fajszammal és
gyakran rendkiviili koérokozd képességgel birnak, endoparazita életmodot folytatnak.
Korabban az egysejtiiek (Protista orszag) kozé soroltak Oket, de sejttani és molekularis
genetikai bizonyitékok alapjan (Kent et al. 1994, Siddall et al. 1995) mara bizonyossa valt,
hogy a csalanozok (Cnidaria) egy koran elkiiloniilt csoportjaba tartoznak.

Valoészintsithetoen a torzsfejlodés egy korai szakaszaban kivalt egy csoport a
szabadon €10 6si csalanozok koziil, €s parazita életmodra valtott. A folyamat soran csokkent a
méret, testszervezddésiik egyszerlisodott, és kialakult a ma ismert, Osszetett életciklusuk.
Kétgazdas fejlodésmenet jellemzo rajuk, ahol az egyik gazdaszervezet a gerinctelen, a masik
a gerinces allatok, leggyakrabban halak koz¢ tartozik (Wolf & Markiw 1984).

Két nagy csoportra oszthatok a nyalkasporasok, Malacosporea-ra €s Myxosporea-ra. A
Malacosporea egy meglehetosen kevés tagot szamlald csoport, itt a gerinces gazdabol
kiszabadulé sporak mohadllatokat (Bryozoa) fertéznek, majd az ebbdl kikeriild sporak
fertdzik vissza a gerinces gazdat. A joval fajgazdagabb Myxosporea csoportban a fertézott
halbol  iiriil6 myxosporak gytrisférgeket (Annelida) fertdznek, majd az ezekbdl
iiriil6 aktinosporak képesek ujra a halakat megfertézni. Mindkét spodratipusban talalhatoak
csalansejtek. A gazda testével érintkezve a csalansejtekbdl kicsapddo fonal rogziti a sporat, a
kiszabadulé amdboid sejt bejut a szervezetbe, vandorol, majd a szdmara megfeleld szervekben
¢s szovetekben megtelepedve szaporodik. A gerinctelen gazdakban lezajlé meiotikus osztodas
miatt tekintjiik a gylrisférgeket és a mohadllatkdkat a végsd gazdanak, mig a gerinces
gazdaban foleg halakban torténd ivartalan szaporodéds miatt ezeket tekintjilk koztigazdanak
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(El-Matbouli & Hoffmann 1998; Lom & Dykova 1997; Canning et al. 2000, 2002, 2007;
Tops et al. 2005).

Halakban az osztodod nyalkaspoérds parazitdk akar tobb centiméternyi kindvéseket,
cisztakat is képezhetnek, melyek sok esetben gazdasdgi karokat is képesek eldidézni a
fertdzott allomanyokban, akar a kozvetlen fertdzottség altal kivaltott korképekkel, vagy
kozvetve, bakteridlis feliilfertdzodés utjan, legyengitve a halat és megnyitva a kaput a tobbi
korokozo elott.

A kiilonb6z6 nyalkasporas fajok leirdsa és azonositasa kezdetben csak morfologiai
alapon tortént, sokszor szubjektiv szempontok szerint, melyek nem minden esetben voltak
alkalmasak tovabbi fajokkal vald Osszehasonlitasra. A myxosporak pontos leirasahoz
sziikséges jellegzetes bélyegeket tobb szerzé nyoman (Shulman 1966, 1984; Lom 1969; Lom
& Vavra 1961) végiill Lom & Arthur (1989) foglalta 0ssze. Az aktinosporak leirasdhoz
sziikséges képleteket, fejlodési stadiumokat és azok egységes nevezéktanat Lom és
munkatarsai foglaltak 6ssze 1997-ben.

A teljes nyalkasporas é€letciklushoz tartozé eltérd sporaformak azonositasa ekkor még
csak fertdzési kisérletek révén volt megvaldsithatd. A molekularis technikék elterjedése ezt
nagymértékben megkonnyitette, a riboszoma kis alegységében 1évo, a 18S rRNS-t kodold
génszakasz segitségével konnyebben bizonyithatova valt a kimutatott myxosporak ¢és
aktinosporak egyazon fajhoz tartozésa, illetve rendszertani besoroldsa (Smothers et al 1994,
Kent et al 2001, Fiala 20006).

A/1. Irodalmi attekintés
A/1.1. Mérfoldkovek a Myxozoa kutatasban

A nyélkasporas parazitdk kutatdsa a 19. szazad elejéig nytlik vissza. Elséként Jurine
(1825) figyelt meg nyalkasporasok altal képzett cisztdkat a mara mar kihalt fehér maréna
(Coregonus fera) izomzatdban. Az 1840-es években Miiller kozolt részletes leirdst a
nyalkasporas spora szerkezetrdl, ,,psorospermis’-nek nevezve Oket. Dujardin (1845)
megallapitotta, hogy a sporak (,,psorospermisek”) a plazmoédiumon beliil alakulnak ki a
halgazddban. Lieberkiihn leirta (1854, 1855), hogyan szabadul ki a sporoplazma az
(aktino)sporabol és jellemezte a plazmodium fejlédés menetét. Balbiani figyelte meg az 1860-
as években a csucsi kapszula jelenlétét és a polaris filamentum miikodését. Az 1880-as
¢vekben Biitschli (1882) részletesen tanulmanyozta a plazmddium kialakuldsanak kiilonb6zo
stadiumait, a sokmagva pansporoblasztokat és a sporafejlodés folyamatat, illetve a sporak
szerepét a fertdzés tovabbitasdban, tovabba Biitschli nevezte el a csoportot Myxosporidianak
(Biitschli, 1881). Thélohan (1892) kezdte meg a csoport spora morfologian alapulod
rendszerezését, tObb genus elsd meghatarozasa is hozza kothetd. Tovabba tanulményozta a
sporak szerepét a fertdzés atvitelében, a halgazdan beliili fejlodési stadiumokat, a csucsi
filamentum kialakulasat és altala nyert megéllapitast, hogy a spdrak tobb sejtbdl allnak.

Az els6é monografiat 1910-ben Auerbach publikalta errdl a parazitacsoportrol, tobb 1j
fajt irt le, és fertézési kisérleteket is végzett. A kovetkezO monografiat 1919-ben Kudo
készitette az osszes addig ismert fajrol. A sporak tobbseijtii természete miatt tobb kutatd (Stole
1899; Emery 1909; lkeda 1912) mar ekkor felvetette a nyalkasporasok atsoroldsat az
egysejtiiektdl (Protozoa) a tobbsejtiickhez (Metazoa). 1938-ban Weill ramutatott a csucsi
kapszula €s a csalanozok nematocystdjanak hasonlosagara.

Az elektronmikroszkopos (EM) vizsgalatok megjelenésének koszonhetéen jobban
tanulméanyozhatdva valt a spora szerkezet, a cslicsi kapszula és csucsi filamentum illetve a
sporogdnids szakasz €s a csucsi kapszula kialakulasanak folyamata (Lom 1969, Lom & de
Puytorac 1965, Lom & Vavra 1965) Tovabbi EM vizsgalatokkal tanulményoztak a kiilonb6z6
fejlodési stadiumokat és a plazmodium kiilonbozd sejtalkotdinak tulajdonsagait (Lom &
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Dykové, 1992, 1997). Ezzel parhuzamosan egyre tobb kdzlemény jelent meg a nyalkaspdras
parazitdk halakban okozott patologias elvaltozasirél (Molnar 1982), illetve fert6zési
kisérletekrdl, mely sordan tanulmanyoztdk a patogenitds mértékét és fert6zés atadasanak
modjat (Feist & Longshow 2006).

A nyalkasporasok gytriisférgekben fejlodd alakjait, az actinosporedkat, 1899-ben
Stolc irta le el6szor, mint a Myxosporea osztaly testvércsoportjat. Késébb Janiszewszka
(1955, 1957) és Marques (1984) bdvitette az aktinospdrakrol szold ismereteket tovabbi
morfologiai, rendszertani és fejlédéstani vizsgalatokkal.

Az elmult 35 évben attorést jelentd eredmények sziilettek a nyalkasporasok
fedezte fel, hogy a nyalkasporéas parazitdk komplex fejlédésmenettel rendelkeznek, melyben
az aktinospérak és myxosporak nem kiilonallo fajokat képviselnek, hanem ugyanannak a
fajnak két kiilonb6z6 fejlédési szakaszban megjelend formdjat alkotjak (Markiw & Wolf
1983, Wolf & Markiw 1984.)

Az 1990-es években felfedezték az elsé malacosporeat, egy furcsa, zsak alaku,
nyalkasporas parazitat, amint szabadon szik egy mohaallatka testiiregeiben (Canning et al.
1996, Okamura 1996). Par évvel késébb felfedezték, hogy ennek egy kozeli rokona felelds a
lazacok proliferativ vesebetegségének kivaltasaért (Anderson et al. 1999, Feist et al. 2001),
ezzel egyszersmind bizonyitottdk, hogy a malacosporedk is Osszetett ¢életciklussal
rendelkeznek, csak ott a hal mellett, a masik koztigazda mohaallatka (Bryozoa).

A nyalkaspoéras fejlodési ciklus tovabbi vizsgalata soran az is nyilvanvalova valt, hogy
az aktinospora €s malacospodra fejlédési szakaszban megtorténd meiotikus osztodas miatt a
gytrisférgek (Marqués 1987, El-Matbouli & Hoffman 1998), és bryozodk (Canning et al.
2002) tekinthetok a végleges gazdédnak, annak ellenére, hogy taxondémiailag is magasabb
rendii halakban joval konnyebben észlelhetd, nagyobb gazdasagi karral jaro korképeket
okozhatnak ezek a parazitak.

Ujabb elektronmikroszképos és molekuléris bioldgiai vizsgélatok is megerdsitették a
nyalkasporasok rendszertani helyét a Metazodk, tobbsejtii él6lények kozott (Desser et al.
1983, Smothers et al. 1994). Sokaig kérdésesnek tiint, hogy a csaldnozok, vagy a laposférgek
tekinthetoek-e a nyalkasporasok legkozelebbi rokonainak, de morfoldgiai és tobb génen
alapulo filogenetikai elemzések alapjan bizonyitottnak latszik, a myxozodk a csalanozok
torzsébe tartoznak (Siddall 1995, Holland et al. 2011, Shpirer & Chang 2014).

A/1.2. Fejlodési ciklus és gazdan beliili fertdzésmenet

Wolf és Markiw (1984) korszakalkoto felfedezése soran, a Myxobolus cerebralis
kapcsan deriilt fény a nyakasporasok két-gazdas fejlodési ciklusara, ahol egy gerinctelen
gazda (7. tubifex gylrtsféreg) és egy gerinces gazda (pisztrang) kozott véltakozott a
fejlodésmenet. Ez a felfedezés adott 16kést a tovabbi fejlédési ciklus vizsgalatoknak
vilagszerte, melyek Eszterbauer ¢és munkatarsai (2015) konyvrészletében kertiltek
Osszefoglalasra.
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1. abra: Nyalkasporasok é¢letciklusdnak sematikus abraja, a hal és a gylrtisféreg/ mohaallatka
kozti gazdavaltast bemutatva (Atkinson et al. 2015, Eszterbauer et al. 2015).

Az aktinosporak a gerinctelen gazdaban alakulnak ki, melyet definicid szerint a végsé
gazdanak tekintiink (itt torténik meg a meiozis a gametocitdkon beliill) A myxosporak a
gerinces (kozti) gazdaban alakulnak ki (1. abra).

A Myxosporedk gerinctelen gazdai Aaltalaban gylrisférgek: az édesvizieknek
kevéssertéjii (oligochaetak), a tengerieknek soksertéjii (polychaetak) gytrisférgek, vagy
ritkdn fecskenddférgek (Sipunculida) (Ikeda 1912). A Malacosporedk gerinctelen gazdaja a
Phylactolaemata osztdlyba tartozd édesvizi mohadllatkdk (Bryozoa) csoportjabol keriil ki,
gerinces gazdajuk szintén a hal.

A Myxosporeak gerinces gazdai altalaban porcos vagy csontos halak (Dykova & Lom
1982), de kétéltiiekbdl, hiillokbol, madarakbol és emldsokbdl (emberbdl is) irtak mar le
nyalkasporasokat (Eiras 2005; Jirkt et al. 2007; Prunescu et al. 2007; Bartholomew et al.
2008; Kawai et al. 2012; Ohnishi et al. 2013; Székely et al. 2015, Hartigan et al. 2016), sot
kivételes esetekben néhany Monogenea, illetve Cephalopoda osztdlyba tartozd gerinctelen
allatban is talaltak myxosporakat (Yokoyama & Masuda 2001; Freeman & Shinn 2011).

Ezidaig 53 nyalkasporas életciklus ismert, amelybdl 38 mindkét gazdabol szarmazé
molekularis adatokkal is bizonyitott. Az 53 ismert ciklusbol 42-nél taldlhatdo meg oligochaeta
végsd gazda, 8-nal polychaeta, és 3-nal bryozoa. Az még ismeretlen, hogy szarazfoldi
gerincesekben hogyan zajlik a nyalkasporasok fejlédése (Eiras 2005), de a fert6zddés
feltehetodleg fertdzott oligochaetak (foldigilisztak) (Dykova et al. 2011) vagy pokok (Hallett et
al. 2015) elfogyasztasaval jon létre.

A nyalkasporasok a legszélséségesebb példai az endoparazitizmussal jaro morfologiai
egyszerisodésnek és a testszervezddés néhany sejtre redukalodasanak a teljes életcikluson
keresztiil. A sporak hordozzak a legkarakterisztikusabb vonasokat. Az aktinospérak altalaban
nagyobbak, vékony héjuak, 3 sugaras szimmetriaval, 3 cstcsi tokot tartalmaznak, 3 héjsejtbol
allnak és egy tobbmagvu sporoplazmat tartalmaznak (Kent et al. 2001; Lom & Dykova 2006;
Morris 2010; 2012). A héjsejtek gyakran hosszu kindvéseket képeznek a lebegés eldsegitése
érdekében. A myxospoérak altalaban 1-4 tokot képz0 sejtet tartalmaznak, 2-4 héjképzo sejtet,
és 2-12 egymagvu sporoplazmat (Lom & Noble 1984; Sitja-Bobadilla & Alvarez-Pellitero
1995; Bartosova et al. 2013) vagy egy kétmagvu sporoplazmat (Lom & Dykova 1992; Sitja-
Bobadilla & Alvarez-Pellitero 1994). A tokot képzd sejtekbdl fognak kialakulnak a sarki
tokok, magukban foglalva a feltekeredett sarki filamentumot.
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A Malacosporea sejtes dsszetétele nagymértékben eltér a Myxosporedhoz képest. A
mohadllatka testliregében talalhatdé Malacosporaknak 8 héjsejtje van, 4 sarki tokja, és 2
sporoplazmaja masodlagos sejtekkel (Canning & Okamura 2004; Feist et al. 2015). A halban
fejlodé malacosporaknak 2 vagy 4 héjsejtie van, 2 sarki tokja, és egy egymagvu
sporoplazmaja, melyben nem talalhatoak masodlagos sejtek (Kent & Hedrick 1986; Kent et
al. 2000; Hedrick et al. 2004; Morris & Adams 2008; Feist et al. 2015).

A nyaélkasporasok gazdafelismerése a hal nyalkajaban 1évé inozin molekulan alapul
(Kallert et al. 2005, 2011). Az aktinospérak kilovik a sarki filamentumaikat és ezt kovetden a
sporahéj a varrat mentén felnyilik, kiliritve a sporoplazmat a hal nyélka-, vagy epitelidlis
sejtjeibe (EI-Matbouli et al. 1999; Kallert et al. 2011). Miutan a sporoplazma bejut a halba,
ivartalan osztddasok soran esik at (presporogén stadiumok), ezalatt eljut a cél szervhez, ahol a
sporogdnia megtorténik. A nyalkaporasok egyediilallo sejt a sejtben fejlédési modon
fejlédnek ki, ahol az elsddleges sejt tartalmaz egy vagy tobb masodlagos, késébb harmadlagos
sejtet. Az elsOdleges sejt felszakad, és kiszabadulnak a masodlagos-harmadlagos sejt kettdsok,
melyek folytatjak a proliferaciot (2. dbra).

Kevés informaci6 4all rendelkezésre a nyalkasporasok teljes halon beliili
fejlodésmenetérdl (E1-Matbouli et al. 1995a; Holzer et al. 2003; Morris & Adams 2008; Bjork
& Bartholomew 2010). Vérben osztddo formakrol csak a Sphaerospora fajok esetében tudunk
(Baska & Molnar 1988; Lom et al. 1985; Molnar 1994; Holzer et al. 2003). Mas myxosporea
fajoknal valoszinlibb, hogy a vér csak a sporak szallitasdban vesz részt a célszovethez, a
sporogenezis helyéhez, de a vérben osztédas nem torténik (Kent & Hedrick 1985; Moran et
al. 1999a, b; Bjork & Bartholomew 2010; Holzer et al. 2013; Holzer et al. 2014). A
Myxobolus cerebralis (Hofer, 1903) spérdi az agy és a gerincveld porcos részéhez az
idegrostok mentén jutnak el, hogy kikeriiljék a gazda immunvélaszat (EI-Matbouli et al.
1995a).

Altalanossagban elmondhatd, hogy a nyalkasporas sporogénia a célszovetben a
plazmodiumon beliil indul meg. Ezek a kovetkezOképpen csoportosithatoak: nagy
plazmodium (tobb vegetativ sejtmag, szamos spora) vagy pszeudoplazmodia (egy vegetativ
sejtmag, 1-2 spéra) (Kent et al. 2001; Canning & Okamura 2004) és lehet hisztozoikus
(szoveten beliil fejlodd, pl izomban, kopoltytiban, majban, bérben, vesében, herékben) vagy
lehet colozoikus (testiiregen/ szervek {iiregein beliill fejlédé, pl vesetubulusokban,
hugyvezetdben, epehohyagban, és epevezetékben). A sporogdnids sejtek a plazmodiumon
beliil tovabb osztddnak kiilonbozd sporaképzd sejt tipusokkad: sarki tokot kialakitd sejtek, a
héjat kialakitd sejtek és a sporoplazmat képzd sejtek). A teljesen kifejlodott, érett sporak
kiszabadulnak a gerinces gazdabol és leiilepednek a vizi élettér aljzatara, amig fel nem veszi
Oket egy gerinctelen gazda.

Amint a gerinctelen gazda elfogyasztja a myxosporat a polaris fonalak kicsapodnak,
hogy rogzitsék a spoérat a gazda feliiletéhez, a héjsejtek a varrat mentén felnyilnak, a
sporoplazma kiszabadul és megkezdddik a sejtek proliferacioja, hasonléan, mint a gerinces
gazddban. A proliferdci6 utan a haploid sporoplazma osztodik, majd késobb
megtermékenyitddik — pansporocisztdk termelddnek benne, amelyek haploid o szomatikus
sejt és P ivarsejt egyesiilnek, hogy 4 vagy gyakran 8 diploid zigotat képezzenek (Morris
2012). Tovabbi osztddasok soran kialakulnak a sarki tok-, héj-, és sporoplazma képzé sejtek.
A sejtosztddas végén 4 vagy 8 aktinospora alakul ki egy pansporocisztan beliil (Kent et al.
2001; Lom & Dykova 2006). A gazda testében kiilonb6zd helyeken képzddhetnek
aktinosporak (testfal, Bartholomew et al. 1997, emészt6 epithélium, El-Matbouli & Hoffmann
1998, testiiregben Rangel et al. 2009). A myxosporedkkal ellentétben, a malacosporeak
fejlodése az édesvizi mohaallatkak testiiregében megy végbe. A spora-képzd stadiumok
relativ nagyok és 3 tipusuk van: 1. gdmbdlyli/ majdnem gombdlyl zsak, 2. hosszukas mozgd
allapot ¢és 3. lebeny —alaku stadium (Hartikainen et al. 2014).
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2. adbra: A nyalkasporasok fejlodési ciklusa a M. cerebralis alapjan (Kent et al. 2001): 1-16: A
myxospora kifejlddése a hal gazddban. 17-30: Az aktinospoéra kialakulasa a gylirtisféreg
gazdaban. 1: Az aktinospdra hozzatapad a halhoz, és kibocsatja a sporoplazmajat. 2: A
sporoplazma bels6 sejtjei endogén uton osztodnak. 3-13: Presporogén vagy extrasporogén
vegetativ osztodas. 14-16: Sporulacio: a plazmodiumon beliil tobbsejtii sporak alakulnak ki.
17: A kifejlodott myxosporak kiiiriilnek a hal-gazdabol, az annelid gazdak felveszik oket. 18-
20: A gytrisféreg bél falaban lezajlik a skizogdnia (gyors egymas utani mitotikus osztddas),
amely kétmagv sejteket eredményez. Az a és  sejtmagvakbol fognak kialakulni a gamétak a
gametogonia végére. 21-26: Gametogonia. A pansporociszta belsé sejtjei 3 mitotikus és 1
meiotikus osztddason mennek at. 24-25: A kialakult gamétak fuzionalnak 8 zigotava, igy
alkotva a pansporocisztat. 27-29: Sporogonia. Tobbsejtli sporak alakulnak ki, 3 héjjal, 3
cstcesi tokkal, és a sporoplazméval. 29: A kinyilt sporak tdvoznak a gytirisférgek tirtilékével,
lebegnek a vizben és életciklusukat folytatva, hozzakapcsoldodnak a kdvetkezd hal-gazdahoz.

A/1.3. Kortan és gazda-parazita kapcsolat

Neéhany nyalkasporas parazita stilyos bantalmakat, illetve elhullasokat képes okozni a
tengeri és édesvizi halak kozt vildgszerte. A leginkébb tanulmanyozott nyalkasporas parazita
a Myxobolus cerebralis, ami a lazacok kergekoérjat okozza, a koponya porcos alloméanyat
karositja, ennek kovetkeztében megnovekszik a nyomas a kozponti idegrendszerben, és ez
vezet végiil a rendellenes uszomozgashoz. A betegség az ivadékban jelentkezik a csontosodas
elétt és magas mortalitast okoz (> 90% a ketreces tartdsban nevelt ivadéknak) (Shinn et al.
2015). Masik fontos halpatogén a Tetracapsuloides bryosalmonae, amely a proliferativ
vesebetegséget (PKD, proliferative kidney disease) okozza a lazacfélékben (Hedrick et al.
1993), és ez a fertdzott halak 85%-nak az elhullasaval jarhat (Sterud et al. 2007). Az
emésztorendszert megtamadd Enteromyxum leei, és Ceratonova shasta (syn. Ceratomyxa
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shasta, Noble 1950) képes 100%-ban elpusztitani a fertozott allomanyt (Wales & Wolf 1955;
Ching & Munday 1984). A hal heréit megtamadd nyalkasporasok, képesek
szaporodasképtelenséget 1is okozni, pl Sphaerospora testicularis a farkassiigérben
Dicentrarchus labrax (Sitja-Bobadilla & Alvarez-Pellitero 1990; Toledo-Guedes et al. 2012),
a Henneguya testicularis a Moenkhausia oligolepis-ben (Azevedo et al. 1997). A ponty jol
ismert koérokozoi a Sphaerospora dykovae és a Sphaerospora molnari, melyek
uszoholyaggyulladast és kopoltyqd, illetve bdr sphaerospordzist képesek okozni (Kovacs-
Gayer 1983, Lom et al. 1983), tovabba a Thelohanellus kitauei, ami Orids cisztas betegséget
okoz a pontyok belében, egyeldre csak a Tavol-Keleten (Egusa & Nakajima 1981) fordul eld,
olykor a fertdzott halak 40%-a is elpusztul. A Henneguya ictaluri a kopoltyu proliferativ
betegségét okozza csatornaharcsdban (Ictalurus punctatus) és kék harcsaban (Ictalurus
furcatus) (Pote et al. 2000). Eddig egy esetben jeloltek meg nydkasporas parazitat human
korokozoként: Kudoa septempunctata amelyet nyers hal (Paralichthys olivaceus) fogyasztasa
utdn gasztroenteritiszes tiineteket mutatd betegbdl izolaltak Japanban (Kawai et al. 2012;
Ohnishi et al. 2013; Yahata et al. 2015).

A/1.4. Rendszertan és filogenetika

Amiota felfedezték a nyalkaspérdsok Osszetett fejlddésmenetét, a myxosporakat és
aktinosporakat (korabban kiilonalld rendszertani csoportok) egymast kiegészitd paroknak
ismerik el, melyek az €letciklus két kiilonalléd fazisat képviselik (Wolf & Markiw, 1984; Kent
et al. 1994; Wolf et al. 1986). A Myxozoa torzson beliil a Myxosporea csoportnév maradt
meg, mig az Actinosporeat ,,gylijtdcsoporttd” mindsitették (Kent et al. 1994).

Jelenleg a spora morfologia és a gerinctelen gazda tipusa alapjan a Myxozodkat két
osztalyba soroljak (Kent et al. 2001), a Myxosporea, Biitschli 1881, kemény spora héjjal, és
annelid, gytirisféreg végsd gazdaval; és a Malacosporea, Canning, Curry, Feist, Longshaw ¢és
Okamura, 2000; puha spoérahéjjal €s bryozoa (mohadllatka) végsé gazdaval. Mindkét
nyalkasporas osztalyban a gerinctelen, végsd gazddban és a gerinces koztigazdaban 1€vo
sporaforma nagyban kiilonbozik egymastol.

A Myxosporeak életciklusuk soran kétféle spora tipust képeznek, myxosporakat a
gerinces kozti gazddban és aktinospordkat a gerinctelen végleges gazdaban. A
Malacosporedknal csekély szamu leirds létezik a halgazddban megtaldlhatd puha fala
sporakrol, mivel ezeket ritkabban detektaltak (Kent & Hedrick 1986; Kent et al. 2000;
Hedrick et al. 2004; Morris & Adams 2008; Bartosova-Sojkova et al. 2014). Emiatt a
malacosporedk rendszerezése a myxosporeakkal ellentétben féleg a mohaallatkakbol

A Myxozoa csoport jelenleg 19 csalad 67 nemzetségét tartalmazza (Lom & Dykova
2006; Fiala et al. 2015a; Freeman & Kristmundsson 2015, Yang et al. 2017), amelybdl csak
egy csalad, két genusza tartozik a Malacosporeakhoz (3-4. dbra).
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Phylum Cnidaria

Besorolatlan- M |

subphylum y’ﬁozoa l

Class Myxoéporea Malacosporea

""""""""""" (kemenyehb spara hléjak, annelid gazda) {lagyabh spora hej, bryozoa gazda)

I
Order BivalLulida Multival‘vulida Malacovalvulida
(2 sp?ra hej) [ 3-7 spora hej)
f ]

Suborder Variisporina Platysporina
(=arkitokok a varrat sikjaval (awvarrat sikjaban egy

merdlegesek, fileg cslcsi tak latszik, foleg
colozoikusak) hisztozoikusak)

Family  Alatosporidae Myxobolitljae Kudoidae Saccosporidae
(Alatospora, (Myxobolus, Spirosuturia, (Kudoa) (Buddenbrockia,
Pseudoalatospora, Renispora) Unicauda, Dicauda, Spinavaculidae Tetracapsuloides)
Ceratomyxidae Phlogospora, Laterocaudata,  (Octospina)

(Ceratomyxa, Ceratonova, Henneguya, Hennegoides, Trilosporidae
Ellipsomyxa, Meglitschia, Tetrauronema, Thelohanellus, (Trilospora, Unicapsula)
Unicapsulocaudum) Neothelohanellus,

Chloromyxidae Neohenneguya, Trigonosporus)

(Chloromyxum,

Caudomyxum, Agarella) Incertae sedis
Coccomyxidae (Coccomyxa, Auerbachia, Globospora) In Multivalvulida: Trilosporoides
Gastromyxidae (Gastromyxum)

Fabesporidae (Fabespora)

Monomyxidae (Monomyxum)

Myxobilatidae® (Myxobilatus, Acauda, Hoferellus)

Myxidiidae (Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Sigmomyxa, Soricimyxum, Cystodiscus)
Ortholineidae® (Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula, Kentmoseria)
Parvicapsulidae (Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa)

Sinuolineidae (Sinuolinea, Myxodavisia, Myxoproteus, Bipteria, Paramyxoproteus,
Neobipteria, Schulmania, Noblea, Latyspora)

Sphaeromyxidae (Sphaeromyxa)

Sphaerosporidae (Sphaerospora, Wardia, Palliatus)

3. dbra: Myxozoa rendszertan sematikus abraja (Lom & Dykova 2006; Fiala et al. 2015a)
alapjan, #: Karlsbakk és munkatarsai (2017) altal javasolt rendszertani valtoztatasok nélkiil

4. dbra: A fobb nyalkasporas nemzetségek myxospora tipusai. a, Myxobolus, b, Henneguya, c,
Ceratomyxa, d, Myxidium, e, Thelohanellus, f, Kudoa (4 spora héj), g, Kudoa (6 spora héj), h,
Chloromyxum, i, Sphaerospora, j, Sphaeromyxa, k, Zschokkella (Fiala 2015 alapjan)
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Kudo (1933) és Tripathi (1948) javasolta az els0 hatarozo kulcsot a Myxosporeak
rendszerezéséhez. A legjelentdsebb rendszertani 0sszefoglalast Shulman (1966) kozolte, ami
széleskorben elterjedt a mai napig. Lom és Arthur (1989) publikélta az elsd hatirozasi
utmutatot a halakbol szarmazdé myxosporedk leirasahoz kivalasztva azokat a fontos
morfologiai tulajdonsagokat (5-6. abra ) melyek sziikségesek egy uj faj leirasahoz: a spora
alakja, mérete, a héjak és a sporoplazma szadma, a varrat helyzete és alakja, felszini
kitiiremkedések, nyulvanyok, szegélyek farki fliggelékek és a nyalkaburok megléte vagy
hidnya, a sarki tokok szama, alakja, mérete, és elhelyezkedése, a sarki fonal csavarodéasainak
széma a sarki tokon beliil, a sporaképzé plazmddium tulajdonsagai, illetve a fertdzés végso
helye.

B T

5. abra: A bivalvulid (A — szembdl nézeti kép, B - oldalnézet) és multivalvulid (C és E —
feltilnézeti kép, D — oldalnézet) myxospora tipusok sematikus rajza. PC: sarki tok, SP:
sporoplazma, SV: spora héj, SL: varrat, L: spora hossz, W: spora szélesség, T: spora
vastagsag, PCL: sarki tok hossza, PCW: sarki tok szélesség (Yokoyama et al. 2012 nyoman)

LSCP

D

—WCP—

E F G
P O & O

~——LSCP—

6. abra: Az aktinospora tipusok sematikus rajza. A: Triactinomyxon, B-C:
Aurantiactinomyxon, D-E: Neoactinomyxum, F-G: Tetractinomyxon. B, D, F: feliilnézet, C,
E, G: oldalnézet. SB: spora test, LSB: spora test hossza, WSB: spora test szélessége, S: spora

nyél, LS: ny¢€l hossza, WS: ny¢l szélessége, CP: nyulvany, LCP: nyalvany hossza, LSCP:
nyulvanyok legnagyobb tavolsaga, PC: sarki tok, DSB: spéra test &tmérdje (Yokoyama et al.
2012 nyoman)

A morfologiai tulajdonsagok mellett, ma mar egy 0j faj leirasahoz elengedhetetlen a
riboszoma kis alegységének részét képezo, 18S rRNS-t kodold konzervativ szekvenciat (18S
rDNS) is megadni. Amikor az elsé nyalkasporas 18S rDNS szekvenciat publikaltdk az 1990-
es években (Smothers et al. 1994), nyilvanvalova valt, hogy a filogenetikai leszarmazas nem
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egyezik meg a hagyomanyos nyalkasporas rendszertannal (Holzer et al. 2004, Fiala 2006,
Bartosova & Fiala 2011, Rocha et al. 2013, Karslbakk et al. 2017). Jelenleg kb 770 fajt irtak
le a 18S rDNS szekvenciaja alapjan, ami a nyalkasporasok leggyakrabban hasznalt
molekuléris azonositdja lett. A legujabb filogenetikai eredmények alapjan 15 nemzetség
bizonyult para-/polyphiletikusnak, habar szamos genusz molekularisan alulreprezentalt; vagy
a molekularis eredmények hidnya miatt, vagy azért, mert csak 1-1 képviseldjiikrol all
rendelkezésre szekvencia adat. Ugyanakkor, az eddig morfoldgiai alapon megkiilonboztetett,
szamos taggal rendelkez0 Myxobolus és Henneguya nemzetségek is polifiletikus eredetet
mutattak a leszarmazastani vizsgalatok soran. gy felmeriilt, hogy a morfologiai tulajdonsagok
helyett mas tényezOk lehetnek a felelések a nyalkasporasok rokonsagi viszonyainak
alakitasaért. Néhany bioldgiai tulajdonsag megfelel a filogenetikai csoportositasnak bizonyos
fokon:

1. A gazdaszoveten beliili lokalizacié (Holzer et al. 2004; Fiala 2006; Molnar et al. 2010; Shin
etal. 2014)

2. A vizi kornyezet tipusa: tenger/ édesviz/ brakkviz (Fiala 2006; BartoSova et al. 2013;
Aguiar et al. 2017)

3. A gerinctelen gazda tipusa: mohaallatka/ soksertéjii gytirtisféreg/ kevéssertéji gytiriisféreg
(Holzer et al. 2007, Fiala et al. 2015a)

4. A halgazda rendszertani helye (Gunter et al. 2009; Alama-Bermejo et al. 2011; Molnar et
al. 2011; Carriero et al. 2013)

5. Sporogenezis (Morris & Adams, 2008)

6. Foldrajzi lokacio (Whipps et al. 2003; Henderson & Okamura 2004; Whipps & Kent 2006;
Liu et al. 2016).

A 18S rDNS —en alapul6 filogenetikai vizsgalatok szerint a myxozoak négy nagy
kladba oszthatok, a bazalis malacosporea klddra és 3 myxosporea kladra (Sphaerospora klad,
tengeri klad, édesvizi klad, 7. abra) (Fiala 2006, Fiala et al. 2015a).

A 18S rDNS variabilis régioinak nagy valtozékonysaga jelzi a nyalkasporasok gyors
okozhat problémat a hasonl6 szekvencidk dsszehasonlitdsanal, igy potencialis hibat jelenthet a
filogenetikai elemzésben. Mas molekularis markerek, mint a riboszéma nagy alegysége (28S
rDNS) ¢és az elongécids faktor 2 (EF2) szekvencidja szintén tdmogatja a 18S rDNS-en alapuld
filogenetikai rendszerezést (BartoSova et al. 2009; Fiala & BartoSova 2010; Hartikainen et al.
2014; Atkinson et al. 2015). A meglehetosen valtozékony ITS régié 1 (belsd atirodod
elvalaszté szakasz) megfeleld marker ahhoz, hogy faj alatti szinteken meghatarozzuk a
nyalkasporasok rokonsagi viszonyait, pl. kiilonb6z6 foldrajzi elterjedésii fajok filogenetikai
jellemzésénél (Henderson & Okamura 2004; Whipps & Kent 2006). A 18S rDNS-nél sokkal
konzervativabb a hdsokk fehérje 70-t kodold gén nukleotidszekvenciaja, ami megfeleld lenne
fajok feletti szervezddési szintek rokonsagi viszonyainak feltérképezésére (Andree et al. 1999;
Whipps et al. 2004). Sok parafiletikus csoport leszarmazasi kapcsolatainak tisztdzasa azonban
még mindig varat magéra, sziikkség lenne egy olyan komplex filogenetikai rendszer
kidolgozésara, ami nem csak spdra morfoldgian vagy egy gén nukleotidsorrendjén alapul.
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7. abra: A nyalkasporasok tobb tanulmany alapjan feltételezett leszarmazasi kapcsolatai (Fiala
et al. 2015b). Az 4gak szine jelzi az egyes parazitak, parazita csoportok szdmara sziikséges
¢letteret: kék agak - édesviz, pirosak — tenger, sarga — szarazfold)

A/2. Témafelvetés

PhD munkém soran torténd fajleirasoknal, a faj feletti szervezddési szinteken kovettiik
a morfoldgiai alapon létrehozott rendszertani besorolasokat (pl. Henneguya, Myxobolus).
Fajok kozti elkiilonitésre viszont a morfologiai adatok rogzitése mellett a részleges 18S rDNS
szekvenciat (~ 1600 bp) vettiikk alapul. Az altalam vizsgalt fajok a Myxosporea osztaly,
Bivalvulida rend, Platisporina alrend, Myxobolidae csalddjaba tartoztak, azon beliil is a
harom leggyakrabban el6forduld nemzetségbe: Myxobolus, Henneguya, Thelohanellus. Ezek
morfoldgiai jellemzése a kovetkezo:

Bivalvulida rend (Shulman, 1959): A spora kiils6 burka két héjbol all, melyeket egy varrat
kapcsol Ossze a spora koriil. Altaldban 2, néha 4, legritkdbban csak egy sarki tokkal
rendelkezik.

Platisporina alrend (Kudo, 1919): A sarki tokok (altaldban kettd, ritkan 1) a kétoldali
szimmetriat mutatd spora, varrat feldli sikjaban szigortian a spéra csucsaban helyezkednek el.
Edesvizi halakat karosito, hisztozoikus (szoveteket megtadmadd) parazitak tartoznak ide.

Mpyxobolidae csalad (Thélohan, 1892): A spérak a varrattal parhuzamosan lapitottak, a varrat
kiemelkedd gerincet alkot és nyulvanyok is képezhet. A két sarki tokbol az egyik kisebb lehet,
mint a masik, sot az egyik tok két genusban el is tiinik. A legtobb fajban megtalalhaté a
jodofil (joddal fest6dd) vakuolum. Tobb spoéraval egyiitt nagyméretli szoveti trofozoitokat,
,cisztakat” képez, legtobbszor édesvizi halakban fordul eld.
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Myxobolus genusz (Biitschli, 1882): A spordk héj feldli nézetben ellipszoid, tojas, vagy
koralaktak, varrat fel6li nézetben bikonvexek. A héjak feliilete sima. Benniik két csepp alaku
sarkitok, és egy két magvl sporoplasma (esetenkét két egymagvil) helyezkedik el. A spora
atlagos hosszanti mérete 8-16um. Edesvizi halak, néha tengeriek, ritkan kétéltiiek szoveteit
tamadjak meg (Landsberg & Lom, 1991)

Henneguya genusz (Thélohan, 1892): Spora alakjuk lehet a Myxobolus genusz tagjaihoz
hasonld, azonban az ismert fajok tobbsége orsd-alaku; a varrat felél nézve szintén bikonvex.
Mindkét héj farki kinovésben folytatodik, ezek néha Ossze is simulhatnak, €s gyakran a spoéra
hosszanak két-haromszorosat is elérik. A héjak felszine sima. A spordban ugyancsak két
sarkitok és egy vagy két sporoplasma taldlhato, a tokok gyakran megnyult alakuak. Kétmagva
sporoplazmajuk szélén gyakran poliszacharid befiiz0dések talalhatéak. Szoveti parazitdi az
¢desvizi, ritkén tengeri halaknak (Minchew 1977).

Thelohanellus genusz (Kudo, 1933): Féleg hisztozoikus, szdvetekben ¢€16skddd parazitak,
ritkabban colozoikus, testliregeket fertdzo fajok tartoznak ide. Sporajuk altaldban csepp-, vagy
korte alakd, hasonlit a Myxobolus spoéra tipusra, de a Thelohanellus tajok myxosporajaban
csak egy sarki tok talalhatd. A tok alakja szintén csepp vagy korte alak(, benne egy sarki
filamentum helyezkedik el. A myxosporat burok veszi koriil. Az aktinospodra alakja Auranti-
vagy Neoaktinomyxum tipust (Lom & Dykova 2006).

A/2.1. A bodorka szem Myxobolus fertézottsége

A bodorka (Rutilus rutilus) Magyarorszag természetes vizeinek egyik leggyakoribb
halfaja. Nyalkasporasokkal valo fert6zottsége jol tanulmanyozott, és 14 leirt Myxobolus
fajabol 11-nek ismert a részleges 18S rDNS szekvenciaja (1. tablazat). A legtobbjiik a
bodorka specifikus parazitdja, és szerv illetve szdvetspecifikussag jellemzd rajuk (Molnar et
al. 2010, Molnar & Eszterbauer, 2015). A szamos ismert nyalkasporas faj ellenére keveset
tudunk a szem fert6zottségérol. A legismertebb nyalkaspords szem-parazita a Thelohanellus
oculeucisci, ami a bodorka szem iivegtestjében fejlodik (Trojan 1909, Lom et al. 1987).
Ismertek Myxobolus fajok is, melyek szamos ponty- és siigérféle szaruhartyajat €s inhartyajat
képesek megfertdzni, pl M. corneus (kékkopoltyus naphal, Lepomis macrochirus, Cone et al.,
1990), M. magnus (vagodurbincs, Gymnocephalus cernua, Awerinzev, 1913), M. volgensis
(fogassiillo, Sander lucioperca Reuss, 1906). Tovabba El-Mansy Egyiptomban (2005), harom
tilapia faj (Oreochromis aureus, O. niloticus, Tilapia zillii) szaruhartydjabol mutatott ki
Myxobolus fertdzottséget (M. heterosporus Baker, 1963).

Parazitologiai felméréseink soran a bodorka kopoltyujarol, uszonyarol és izomzatabol
kimutatott Myxobolus fajok mellett igen ritkdn a szem szaruhartydjdn is megfigyeltiink
fertdzottséget, és kérdésként meriilt fel, hogy azt vajon egy wjabb, ismeretlen faj okozza-e,
vagy pedig egy kiilonds lokacidban fejlédo ismert fajrol van szo.

1. tablazat: A bodorkat fert6z6 eddig ismert nyalkasporas parazitak
*Nem talalhato irodalmi adat a pontosabb kopoltyun beliili lokaciorél

Faj név Elso leirés Lokéacid Génbanki referencia

Myxobolus alievi ?;;E)magomedov, Izom nincs adat

M. chernovae If;g;lsberg & Lom, Kopoltya* nincs adat

M. diversicapsularis | Slukhai, 1984 Kopoltyu lemezkék | GU968199 (1891 bp)
M. dujardini Thélohan, 1892 Kopoltyt lemez DQ439804 (1526 bp)
M. elegans Kashkovski, 1966 Kopoltyt lemez JN252485 (1642 bp)
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M. feisti Molnér et al. 2008 i"g‘;‘;;ty“ POTCOS | 117598804 (1331 bp)
M. fundamentalis Molnar et al. 2010 Kopoltyu iv GU968200 (1357 bp)
M. intimus Zaika, 1984 Kopoltyu lemezkék | AY325285 (1583 bp)
M. marginatus Kulemina, 1969 Koponya csontok nincs adat

M. mucosus Liu et al. 2016 ig’gj‘;“yu lemez | ¥ 751909 (1735 bp)
M. pseudodispar Gorbunova, 1936 Izom AF380145 (1554 bp)

e Donec & ,

M. rutili Tozyyakova, 1984 Kopoltyu lemez GU968201 (1326 bp)
M. sommervillae Molnér et al. 2010 Kopoltyu lemez GU968202 (1321 bp)
M. wootteni Molnar et al. 2010 Uszony DQ231157 (1599 bp)

A/2.2. Paduc (Chondrostoma nasus) nyalkasporas fertdzottsége

A paduc Eurdpa és Anatolia folydvizeiben honos, cyprinida halfaj, a Leuciscinae
alcsalad tagja. A magyarorszagi gyors sodrasu vizek egyik leggyakoribb hala. Gyakorisdga
ellenére nyalkasporasokkal vald fertézottsége kevéssé tanulméanyozott. Eddig csak egy
izomparazitat irtak le kizarolag errdl a halfajrol M. chondrostomi Donec, 1962 néven (Eiras et
al 2005). Morfologiai alapon Donec és Shulman (1984) tovabbi 14 olyan nyalkasporas faj
eléfordulasat is leirja paducrol, melyeket kordbban mas cyprinida halakrol mutattak ki,
ugymint M. albovae Krasilnikova, 1966; M. bliccae Donec & Toziyakova, 1984; M. bramae
Reuss, 1906; M. carassii Klokacewa, 1914; M. caudatus Gogebashvili, 1966; M. circulus
Akhmerov, 1960; M. cyprini Doflein, 1898; M. dispar The’lohan, 1895; M. donecae
Kashkovsky 1969; M. ellipsoides Thelohan, 1892; M. exiguus The’lohan, 1895; M. lobatus
Dogiel & Bychowsky, 1934; M. macrocapsularis Reuss, 1906; és M. musculi Keysselitz,
1908.

A nyalkasporasokra jellemz6 szigort faj-, szerv- és szovetspecifikussag miatt (Molnar
et al 2004) azonban valosziniisithetd hogy a csak morfoldgiai alapon, més cyprinida halak
parazitaiként azonositott nyalkasporasok, eddig még le nem irt, 01j fajokat képviselnek.

A/2.3. Garda (Pelecus cultratus) nyalkasporas fert0zottsége

A paduchoz hasonloan szintén a Leuciscinae alcsalad tagja, gyakori pontyfélénk. A
paduccal ellentétben, az all6 €s lassu folyast vizek lakdja; szivesen tanyazik brakkvizben is.
Ko6zép-Europatdl a Kaszpi-tengerig megtalalhaté; az Aral-téban is van 4llomanya.
Magyarorszagon a nagyobb folydkban €s a Balatonban €I, ahol régebben akar 50-300 tonnat
is fogtak évente. Mindezek ellenére, nyalkaspordsokkal valo fert6zottsége kevéssé
tanulmanyozott, csupan egyetlen faj, a Myxobolus ladogensis-t (Rumyantsev & Shulman,
1997) irtak le eddig errdl a halfajrol.

2014 jiniusaban, a Balatonban egy nagymértékii gardaelhullas tortént, melynek okat
virologiai, bakteriologiai és parazitologiai modszerekkel vizsgilta a NEBIH Allat-
egészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosiga (NEBIH ADI). A teljeskorii parazitologiai
vizsgalatot sordn nyalkasporas fert6zottséget allapitottak meg a kopoltylin és a szemen. A
tovabbi vizsgalatokat, a nyalkasporasok faji szintli azonositasat témacsoportunk végezte 15
moribund egyed, majd a késObbiekben szamos tovabbi garda vizsgalata alapjan.

A/2.4. Henneguya fajok vizsgalata

A Henneguya fajok a csuka (Esox [lucius, L.) és a sligérfélék leggyakoribb
nyalkasporas parazitdi (Tablazat 9.). A csoport tipusfajat, a Henneguya psorospermica-t
Thélohan irta le 1895-ben a csuka és a siigér (Perca fluviatilis, L.) kopoltyjabol. Tovabbi
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csuka parazita Henneguya fajokat irtak le a kopoltyardl (H. lobosa Cohn, 1895), a
petefészekbdl (H. oviperda Cohn, 1895), az epidermiszbdl (H. schizura Gurley, 1893) és a
belbdl (H. periintestinalis Cépéde, 1906). Siigér kopoltyjabol irta le Cohn 1895-ben a H.
texta-t és a H. minuta-t. A pikkelyek alatti epidermiszbdl irta le Romuk-Wodoracki (1990) a
H. wolinensis-t. A H. lobosa és H. creplini (Gurley, 1894) jelenlétét is leirtdk mar siigérbdl,
bar az elsddleges gazddjuk nem ez a halfaj, hanem a csuka, illetve a vagddurbincs
(Gymnocephalus cernua L.). A H. creplini-t, csakugy mint a H. acerinae-t (Schroder, 1906),
eldszor vagodurbines kopoltytjan figyelték meg, a H. tenuis-t (Vaney és Conte, 1901) pedig a
bélbdl. A siilld és a kosiilld kopoltyujarol a H. gigantea-t (Nemeczek, 1911) és H. nemeczeki-t
(Tripathi, 1952) irtak le, de a H. creplini jelenlétét is feljegyezték. Az eurdpai fajok mellett
Fantham ¢és munkatéarsai (1939) Kanadaban, a sarga siigérbdl (Perca flavescens, Mitchill)
irtak le a H. percae-t, a H. dogieli-t Akhmerov (1960) fedezte fel egy tavol keleti
siigérfélében, a Siniperca chuatsi-ban (Basilewsky).

Magyarorszadgon Jacz6 (1940) tanulmanyozta eldszor a Balaton halainak nyalkasporas
fertdzottségét. Myxobolus és Chloromyxum fajok mellett felfedezett egy Henneguya fajt is a
stigér szajpadlasan, de a faj leirast nem végezte el. Feltehetdleg vizsgalataink soran ugyanezt a
nyalkasporast talaltuk meg. Morfologiai adatokat, a specifikus lokaciot, és szoveti
eléfordulast alapul véve és kiegészitve molekularis biologiai eredményekkel, a siigérbdl egy
uj fajt, a Henneguya jaczoi-t szeretnénk leirni, tovabba a sligérbdl szarmazd H. texta és a
csukaban el6forduld H. psorospermica Gjra-leirasat szeretnénk megtenni.

A/2.5. Ponty parazita Thelohanellus fajok molekuléris vizsgalata

Elészor Achmerov (1955, 1960) irt le ponty parazita Thelohanellus fajokat az amuri
topontyrdl (Cyprinus carpio haematoterus), a T. nikolskii-t az uszokrol, a T. amurensis-t a
majbol, a T. dogieli-t a borbdl és a T. hovorkai-t a hastiregbdl. Hoshina & Hosoda (1957) és
Egusa & Nakajima (1981) tovabbi két 0j fajt irt le, a 7. cyprini-t és a T. kitauei-t tenyésztett
pontyok uszdjarol, és a bélfalbol. Ky (1971) Vietnambol a T. callisporis-t €s a T. acuminatus-t
azonositotta. A kizarolag pontyokat megbetegité fajok mellett, mas fajokbol is leirtak
Thelohanellus fertdzést, melyre a ponty tgyszintén fogékonynak bizonyult (7. fuhrmanni, T.
oculeucisci, T. pyriformis; Bauer 1948, Petrushevsky & Bauer 1948, Donec & Shulman 1984,
Iskov 1989, Moshu 1993). A spérdk és a sarki tokok nagyfoki méret- és alakbeli
valtozatossaga alapjan Shulman (1962, 1966) és Donec & Shulman (1984) szerint a T.
nikolskii, T. hovorkai, T. amurensis és T. cyprini a T. dogieli-vel megegyez6 fajok, tovabba a
T. acuminatus-t és a T. fuhrmanni egy fajja torténd 0sszevondsat is javasoltak. A 20. szdzad
végéig ezek a fajok csak a Tavol-Keleten voltak ismertek. 1979-ben Jeney tapasztalt el6szor
uszokon megjelend Thelohanellus fertézést hazankban ponty ivadékon, egyes tiszantuli
teriileteken (Szarvas, Biharugra), melyet el0szor 7. dogieli-nek azonositott, és feltételezte,
hogy az amuri tponty betelepitésével keriilt Magyarorszagba. Kés6bb Molnar & Kovacs-
Gayer (1981-1982) a fajt mar 7. nikolskii-ként hataroztdk meg, tovabba a ponty
kotészovetébdl leirtak a 7. hovorkai fertézés megjelenését is. Napjainkban, a 7. nikolskii
fertzés rendszeresen jelentkezik tavasszal, a szaporodasi id0szakban a halgazdasagokban és
természetes vizekben egyarant. A T. hovorkai fert6z¢s is altalanosan jelen van, de detektalasa
nehézkesebb, mivel a kotdszoveteket tdmadja meg.

Az 1970-es évek végén Japanban mutattdk ki el0szor a 7. kitauei-t (Egusa és
Nakajima, 1981), egy nagy patogenitdssal bird nyalkaspérds parazitdit, mely a pontyok
belében okoz 6rids cisztas megbetegedést és a legiijabb kutatdsok szerint a borben is képes
elvaltozasokat okozni (Zhai et al. 2016). A parazita jelentOs gazdasagi karokat képes eldidézni
a haltelepeken, ahol a fertézés az esetek 40%-ban elhullassal végzdodik. Megbetegedéseket
eddig csak Kelet-Azsiabol (Japan, Korea, Kina) irtak le, Europabol, vagy Amerikabol még
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nem, de a nem megfelelden ellendrzott globalis méretli étkezési- és diszhal-kereskedelem utat
nyithat a parazita elterjedésének a tobbi kontinensen is.

2011-ben, egy hazai monitoring program (Bioklima) soran t¢émacsoportunk kimutatta a
T. kitauei jelenlétét egy Kis-Balatonbol gyljtott kevéssertéjii oligochaetabodl (Branchiura
sowerbyi). A féreg altal kibocsajtott aurantiactinomyxon tipusu aktinospordk 18S rDNS génje
99,4%-0s egyezést mutatott a 7. kitauei azonos génjének nukleotid szekvencidjaval. A
ParaFishControl-Horizon 2020, Eurdpai Uni6 altal tdmogatott projekt keretében célzottan
vizsgaltuk 7. kitauei jelenlétét, gyakorisagat, mind a myxospoéra, mind az aktinospora forma
utan kutatva. Tovabba, molekularis modszerekkel megkiséreltiilk aldtdmasztani Moshu és
Molnar (1997) spora morfologian, illetve faj-, szerv-, és szovetspecificitdson alapulo
rendszerezését. A szerzOk harom kilonadllo Thelohanellus fajt neveztek meg a ponty
parazitdjaként: 7. nikolskii, T. hovorkai és T. kitauei. Kizardlag morfologiai alapon tovabbi
két fajt ismertek el, a 7. acuminatus-t és a T. dogieli-t. A T. cyprini-t, és a T. callisporis-t a T.
nikolskii korai alakjanak azonositottak, megfigyelésiik szerint, a faj fiatal pontyokon az iszon
jelenik meg, kifejlett példanyoknal a pikkelyek csticsan képez cisztat.

A/3. Célkitizések

e Bodorka szem szem nyalkasporas parazitaltsdganak vizsgalata

e A paduc nyalkaspéras parazitadinak felmérése

e A 2014-es balatoni garda elhullas kapcsan vizsgalt nyalkasporas parazitak azonositésa,
¢s eléfordulasi gyakorisaga egy éves felmérés soran.

e A magyarorszagi stigérfélék Henneguya fertdzottségének vizsgalata

e A balatoni, kis-balatoni ¢és halgazdasagokbdl szarmazd pontyok Thelohanellus
fert6zottsége, diverzitas felmérése.

A/4. Kisérleti rész

Minden fejezet elején Osszefoglaltam az adott kisérleti fazisra altalanosan alkalmazott
modszereinket, majd az egyes eltéréseket kiilon-kiilon alfejezetben mutatom be.

A/4.1. Anyag és modszer
A/4.1.1. Mintagytijtés

Egy-egy halfaj nyalkasporas fertdzottségének felmérésekor, altalanosan jellemzo volt,
hogy a kifogott halakat, még €16 allapotban, oxigénnel dusitott vizben szallitottuk a
laboratoriumba. A halak kiméletes el6lése utan (talaltatds MS 222-vel vagy szegfiiszegolajjal
¢és a nyaki gerincveld atvagasaval tortént), a boncolds soran teljes parazitologiai vizsgalatot
végeztlink, eldszor makroszkoposan, majd mikroszkoppal részletesen megvizsgalva az egyes
szerveket, koros eltérések, cisztak, plazmodiumok jelenléte utan kutatva. Ahol plazmoédiumot,
vagy myxosporat talaltunk, nativan felvettiik ezek méreteit, majd a sporak egy részét 70 %-os
alkoholban tettiik el a tovabbi molekularis vizsgalatokhoz, egy masik résziiket glicerin-
zselatinos fixalo oldatba helyeztilk. A késobbi szOvettani vizsgalatokhoz a plazmddiumot
illetve sporakat tartalmazo szévetrészletet Bouin oldatban rogzitettiik.

A/4.1.1.1. A bodorka szem Myxobolus fertdzottsége

Két mintavételi periodusban zajlott a vizsgalat. Az els6ben, 2012-ben és 2013-ban,
tavasztol Oszig a Balaton harom kiilonbdz6 pontjardl [Tihany (46°54'51.5"N 17°53'34.6"E),
Keszthely (46°45'15.3"N 17°14'56.5"E) and Balatonszemes (46°48'36.4"N 17°45'55.9"E)],
Osszesen 230 bodorkat (méret: 9-16 cm) gyljtottiink. A masodik mintavétel soran, 2017
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augusztusaban, Osszesen 47 bodorkat vizsgaltunk, melyeket két kiillonb6z6 helyrdl gyiijtottiink
[Balatonberény  (46°42'54.7"N  17°19'12.6"E) and Balatonboglar  (46°46'41.4"N
17°38'37.1"E)]. A bodorkan kiviil, minden évben mas halfajok tobb tucatnyi példanyat is
altalanos parazitologiai vizsgalatnak vetettiik ald, melyek a Balatonban a bodorka mellett
altalanosan megtalalhatoak (Cyprinus carpio, Abramis brama, Blicca bjoerkna, Pelecus
cultratus, Scardinius erythrophthalmus, Alburnus alburnus, Aspius aspius, Esox lucius,
Sander lucioperca, Anguilla anguilla).

A halak kifogasakor, még ¢l6 allapotban, ellendriztiik a halak szaruhartyajat, és csak a
fert6zott egyedeket szallitottuk a laboratériumba. A 2017-ben gyijttt bodorkak szemébdl
eltavolitottuk a plazmodiumokat és elemeztiik a benniik 1év6 sporakat.

A/4.1.1.2. Paduc nyalkasporas parazitai

Vizsgéalatainkhoz a Duna tobb szakaszarol gyiijtottiink mintakat (Gydr, Surany,
Szentendre, Ercsi, Paks). Osszesen 27 egyedet vizsgaltunk meg, ezek kifejlett, 2-4 éves halak
voltak, teljes testhosszuk 18-42 cm kozott valtozott. Gydérbdl 8 db, Szentendrérél 7 db,
Szodligetrdl és Ercsibdl 4-4 db, illetve Suranybdl és Paksrol 2-2 példanyt vizsgaltunk. A
nyalkasporas fertdzottséget laboratériumi vizsgdlat sordan mértiik fel. A halak nagy részét
frissen boncoltunk fel, kisebb résziiket lefagyasztottuk ¢és a késObbi vizsgalatok elott
kiolvasztottuk. A NEBIH munkatérsainak elzetes eredményei alapjan, a felmérés soran
leginkabb a gardak kopoltyll és szem fertdzottségére forditottunk kiilonds figyelmet, de
emellett néhany minta teljeskorii parazitoldgiai vizsgalatat is elvégeztiik.

A/4.1.1.3. Garda nyalkasporas parazitai

A NEBIH Allat-egészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosagatol kapott 15 moribund
garda alapjan, témacsoportiink végezte a NEBIH munkatarsai altal kimutatott nyalkasporas
parazitak faji szintii meghatdrozasat. A Balaton tobb pontjardl a mintavételt ezutan egy éven
at folytattuk, hogy felmérjiik a tapasztalt nyalkasporas fertézottség prevalencidjat a to garda
allomanyaban.

2014 szeptembertdl decemberig 34 garda mintat gylijtottiink (28-33 cm hossza, kb 3-5
éves egyedeket), melyekbdl 20-at még frissen dolgoztunk fel, 14-et fagyasztas utan, egy évvel
késObb vizsgaltunk meg. 2015-ben marciustdl majusig 47, juliustol szeptemberig tovabbi 17
gardat tanulmanyoztunk.

A/4.1.1.4. Henneguya fajok vizsgalata

A gazda halak nagy részét Siofoknal gytijtottilk, a Balaton zsilipjéhez épitett hal
csapdabol, tovabba az elmult években, a té kiilonbozd részeirdl haloval is gyiijtottiink
mintakat. Osszesen 48 siigért (9-20 cm), 17 siilldt, 7 késiilldt, 32 vagodurbincsot és 8 csukat
(33-41 cm) vizsgaltunk meg nyalkasporas fertdzés utan kutatva.

A/4.1.1.5. Thelohanellus fajok vizsgélata

2015-2016 soran Osszesen 250 Kis-Balatonbol szarmazo6, kiilonbozé é€letkoru ponty
belének vizsgalata tortént meg, amelyek a Balatoni Haldszati Nonprofit Zrt. fogasabol
szarmaztak. A lefagyasztott beleket, hosszanti irdnyban felvagva, szabad szemmel ¢&s
tapintdssal ellendriztiik a teljes szakaszt, orids cisztdk utan kutatva. Ahol barmilyen
elvaltozast tapasztaltunk, mikroszkoppal ellendriztiik a kérdéses teriiletet, és az A/4.1.1.
fejezetben mar ismertetett modon mintat vettlink tovabbi szdvettani, illetve molekularis
elemzésekhez. Ezzel parhuzamosan, 2015-2016 kozott 6t alkalommal (Téablazat 10.)
gyljtottiink oligochaeta mintdkat a Kis-Balaton felsé iszaprétegébdl. Kaparohalonkkal a
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gyljtés helyszinén a Branchiura sowerbyi férgeket az iszapbol kimostuk, mely féreg faj sajat
korabbi vizsgalatunk alapjan a 7. kitauei oligochaeta gazdéaja (Zhao et al. 2016), és ezeket
Yokoyama ¢és munkatarsai (1991) altal alkalmazott mddszer szerint egyesével, 6-os plate-eken
helyeztiik el, kevés klormentes csapvizzel (8. abra/A-B). A kigyiijtott férgeket 3-7 napig
szobahOmérsékleten tartottuk (25 °C) és Zeiss Treval 3 inverz mikroszkdppal rendszeresen
ellendriztiik, hogy bocsatottak-e ki aktinosporat a vizbe. A két év alatt Gsszesen 598 B.
sowerbyi-t gyljtottink, ¢s vizsgaltunk meg a fenti modszerrel. Az aktinosporak morfologiai
adatait rogzitettiik Ozer & Wootten (2002), Lom & Dykova (2006) és Yokoyama et al. (2012)
javaslatai alapjan. A spordk egy részét 70%-os etanolban a molekuléris vizsgalatokhoz
hasznaltuk fel, a masik résziikkel fertozési kisérletet allitottunk 6ssze.

8. abra: (A) Iszapmintabol B. sowerbyi valogatas talcan, (B) A kivalogatott oligochaetak
egyesével a 6-os plate-n

A 7 nap eltelével, a nyalkasporas fertdzottséget mutatd oligochaetakat egyesével, 100
ml-es miianyag edényekbe helyeztiik. Az edényekbe 2 cm vastagon sterilizalt iszapot tettiink
¢s klérmentes csapvizzel toltottiik fel (9. dbra). Folyamatos levegdztetés mellett heti kétszer
kereskedelmi forgalomban kaphato, haltdp granulatummal (Perla Larva, Skretting Italia Spa,
Olaszorszag) biztositottuk a tapanyagbevitelt. Az igy Osszedllitott tarolorendszert 18-24°C
kozti homérsékleten tartottuk, €s hetente tovabbra is ellendriztiik a vizet, aktinosporak
jelenlétére.

9. ébra: Branchiura sowerbyi tartbedények, iszappal, levegdztetéssel
A/4.1.2. Morfologiai és szovettani vizsgalatok

A morfologiai és szdvettani vizsgalatokat a Molnar és munkatarsai (2010) altal kozolt
modon végeztilk: A plazmddiumot tartalmazéd fert6zott szoveteket eldszor Bouin-oldatban
(71% telitett pikrinsav-oldat, 24% tomény formalinoldat és 5% jégecet) fixaltuk, alkoholos
mosas (80% etanol), majd paraffinba dgyazas utan 4-5 pm vastagsagl szeleteket vagtunk,
melyeket hematoxilin-eozinnal festettiink meg. A sporak életképességét 0,4%-o0s urea oldattal
ellendriztiik, ha az igy kezelt spordk legaldbb 90%-a kil6tte a poléris fonalait, akkor a
plazmodiumot érettnek tekintettilk. A fixalatlan spordkat Olympus BH2 mikroszkoppal
vizsgaltuk, Nomarski interferencia kontraszt optikaval. A fotékat Olympus DP 20 digitalis
kameraval készitettilk. A morfoldgiai méréseket Lom ¢és Arthur 1989-es cikke alapjan
végeztiik.
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A/4.1.3. Fertozési kisérlet - Thelohanellus

Osszesen 180 db parazita mentes, SPF (Specified pathogen free, meghatirozott
patogéntdl mentes) ponty (Cyprinus carpio) ivadékot (< 1 év) fertdztiink az aktinosporakkal
(Abra 10). Tizennégy kisérleti és egy kontrol csoportot allitottunk dssze, mindegyikben 12-12
ivadékot behelyezve egy folyamatosan levegOztetett, 15 literes akvariumba. A kisérleti
csoportokat kiilonb6z06, Branchiura-k altal kibocsatott aktinosporakkal fertoztiik, a kontrol
csoportot nem fertdztiik. A halakat szoba hémérsékleten tartottuk 7-23 honapon keresztiil, és
naponta egyszer haltappal etettiik (Perla Larva, Skretting Italia Spa, Olaszorszag). Nem
egyenletesen, de atlagosan havonta egy halat vizsgaltunk meg az egyes csoportokbol,
kiméletes el6lés utan felboncoltuk, és mikroszkop segitségével felderitettiik az esetlegesen
jelen 1évo spordkat, plazmdédiumokat. A morfoldgiai adatok rogzitése utan, ezeket 80%-o0s
etanolban molekularis meghatarozashoz tettiik félre.

10. dbra: A B. sowerbyi-k altal eresztett aktinosporakkal végzett fertdzési kisérlet ponty
ivadékon

A/4.1.4. Molekularis vizsgalatok

Az alkoholban fixalt sporakbol a DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével elvégeztiilk a DNS kivonast. A mintédkat 10.000 rpm-en 10 percig
centrifugaltuk, majd eltavolitottuk az alkoholos feliiliszot. A maradék alkohol eltavolitdsahoz
30 percig vakuumcentrifugat hasznaltunk. Ezt kdvetden a szaraz spora-pelletet a gyartd
utasitasai szerint dolgoztuk fel. Lizis pufferral és proteinaz K-val homogenizaltuk, majd a
kiilonbozo 1épéseket kdvetden végiil 100 pl oldatban eluéltuk az oszloprdl a kivont DNS-t. A
18S rRNS gén egy szakaszanak amplifikalasat nested PCR reakcioval végeztiik. Elsé korben
univerzalis eukariota primereket (ERIB1, ERIB10) haszndltunk. A primerek szekvenciai a 2.
tablazatban talalhatdéak. A 25 ul-es reakcidelegy az aldbbiakat tartalmazta: 14,4 pl nukleaz
mentes viz, 2,5 pul 10x DreamTaq Green Buffer (Thermo Scientific, Vilnius, Litvania), 0,1 pl
DreamTaq polimeraz (1U, Thermo Scientific), 0,2 mM dNTP (Thermo Scientific), 0,5 ul az
egyes primerekbdl (32,5 uM) és 2 ul kivont DNS, a reakcio végtérfogata 25 ul. Az alabbi
héprofilt alkalmaztuk a kivant szakasz felerdsitéséhez:

Szakaszok HoOmérséklet Idétartam Ciklusszdm
Kezdeti denaturacio  95°C 3 perc 1x
Denaturacié 95°C 1 perc

Annellacio 55°C 1 perc 40x
Elongacid 72°C 2 perc

Végso elongacio 72°C 7 perc 1x
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Ezt kovette a masodik kor PCR, ahol Myxozoa-specifikus primerekkel (Myx1F, SphR;
Hallett & Diamant, 2001; Eszterbauer & Székely, 2004) erdsitettiik fel az el6z06 reakcio végén
kapott altalanos 18S rDNS szakaszt, kizarva igy az esetleges kontaminaciot a hal, vagy az
oligochaeta genombol. A reakcioelegy 50 ul végtérfogatra vonatkoztatva az alabbiakat
tartalmazta: 31,8 pl nukledz-mentes viz, 5 pl 10x DreamTaq Green Buffer (Thermo
Scientific), 0,2 ul DreamTaq polimeraz (2U, Thermo Scientific), 0,2 mM dNTP (Thermo
Scientific), 1-1 pl a myxozoa specifikus primerekbdl (32,5 uM) és 1 pl az elsé korés PCR
termékbdl. A masodik amplifikacidhoz az alabbi hdprofilt alkalmaztuk:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio  95°C 3 perc 1x
Denaturacié 95°C 50 mésodperc

Annellacio 50°C 50 masodperc 35x%
Elongacié 72°C 1 perc 40 masodperc

Végso elongacio 72°C 7 perc 1x

A masodik koros PCR termékek megjelenitéséhez agardz gélelektroforézist
hasznaltunk. A mintékat 1,0 % -os, 0,24 pg/ml etidium bromidot tartalmazo6 agar6z gélen 1 %
-os TAE pufferben (Tris-acetat-EDTA) 100mV-on futtattuk meg, majd Kodak digitalis
kamera ¢és Kodak Digital Science 1D 3.0.2. program segitségével képet készitettiink a 302 nm
hullamhossztt UV fénnyel atvilagitott gélrél. Molekulasuly markerként a GeneRuler 100 bp
Plus DNS Iétrat (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok)
hasznaltuk. A kivant méretii (~1600 bp) terméket ezutan kiilonb6zo kitek segitségével
kitisztitottuk a PCR elegybdl az EZ-10 Spin ColumnPCR Products Purification Kit (Bio Basic
INC., Kanada) segitségével vagy az agaroz gélbol a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(Geneaid, New Taipei City, Taiwan) segitségével, ha aspecifikus fragmentek is jelen voltak.
A tisztitott termék DNS koncentracidjat NanoDrop 2000 spektrofotométer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével megmértiik, majd a BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Amerikai
Egyesiilt Allamok) segitségével osszeallitottuk a szekvenalasi reakciét: 1 pl BigDye enzim, 2
ul BigDye 3.1 Buffer, 1 ul primer (32,5 uM), viz ¢és a tisztitott PCR termék. A reakciot ugy
allitottuk be, hogy a tisztitott termék DNS tartalma 50-100 ng/pl kozott legyen, illetve a
reakcid végtérfogatat 10 upl legyen. A gyarté utasitisai alapjan az alabbi hdprofilt
alkalmaztuk:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio  96°C 1 perc 1x
Denaturacié 96°C 10 mésodperc

Annellacio 50°C 5 masodperc 25x%
Elongacid 60°C 4 perc

A terméket ezutan Na-acetdtos-etanolos kicsapassal tisztitottuk, majd Szegeden az
MTA SZBK Szekvenalo Platformnal, ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végezték el a mintak
szekvencia sorrendjének leolvasasat. A kiértékelést a kapott kromatogrammok alapjan a
BioEdit ¢s MEGA 5.2 programcsomaggal végeztilk. A manualis szekvencia javitas utdn az
atfedé szakaszok poziciondlis illesztésével oOsszedllitottuk a vizsgalt minta 18S rRNS
génjének egy kb. 1600 bp hosszi darabjat. Ezt Osszehasonlitottuk a BLAST program
segitségével, a génbanki adatokkal, majd a CLUSTAL W (Thompson et al 1994) szoftverrel a
megfeleld pozicidkba rendeztiik a szekvencidkat. A paronkénti hasonldosagi értékeket a
MEGA 5.2 szoftver Maximum Composite Likelihood modelljével szamitottuk ki. A

29



filogenetikai értékelést Maximum Likelihood (ML) modszerrel végeztiik. Az adatsor
elemzéséhez az Akaike Information Criteria (AIC) altal meghatarozott, legjobban illeszkedd
nukleotid szubsztiticiés modellt a MEGA 5.2 program segitségével hataroztuk meg. A ML fa

topoldgia tamogatottsagat bootstrap értékekkel ellendriztiik, melyeket 1000 tjra-
mintavételezés alapjan hataroztunk meg.
2. tablazat: A PCR reakciok ¢€s a szekvenalas soran hasznalt primerek szekvenciai
Primer Szekvencia Alkalmazas Referencia
ERIB1 |5- ACCTGGTTGATCCTGCCAG - 3’ PCR 1. kor ]13;‘;"; et al.
ERIB 10 | 5°- CTTCCGCAGGTTCACCTACGG - 3’ PCR 1. kir ]13;‘;"73 et al
Hallett &
Myx1F |5 — GTGAGACTGCGGACGGCTCAG — 3’ PCR2.kér | Diamant,
2001
., | Eszterbauer
SphR | 5~ GTTACCATTGTAGCGCGCGT — 3’ PCR 2. kbr & | ¢ s, ekely,
szekvenalas
2004
Hallett &
ACTIfr |5~ TTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCC -3’ | szekvenalas | Diamant,
2001
MC5 5> - CCTGAGAAACGGCTACCACATCCA —3° | szekvenalds gfozlgf‘)rz ct
5> — GATTAGCCTGACAGATCACTCCACA — 1 Molnar et
MC3 , szekvenalas
3 al. 2002
MB5 |5 — ACCGCTCCTGTTAATCATCACC — 3’ szekvenalds ggg'frba“er’
MB3 5’ - GATGATTAACAGGAGCGGTTGG — 3’ szekvenalas ggg'frba“er’

A/4.1.4.1. Bodorka szem molekuléris vizsgalata

A filogenetikai elemzéshez kiilcsoportnak a Myxobolus cerebralis-t (Hofer, 1903)
valasztottuk. Az ML fa elkészitéséhez a az adatokhoz legjobban illeszkedd szubsztitlicid
model a GTR+G+I (General Time Reversible model + Gamma distribution + Invariant sites)
volt.

A/4.1.4.2. Paduc nyalkasporas parazitai

A filogenetikai értékelést Maximum Likelihood (ML) és Bayesian Inference (BI)
madszerrel is elvégeztiik, a pontosabb eredmény érdekében, kiilcsoportnak mindkét esetben a
Ceratonova shasta-t (Noble, 1950) valasztottuk. Az adatsor elemzéséhez az Akaike
Information Criteria (AIC) altal meghatarozott, legjobban illeszkedd nukleotid szubsztitiicios
model a GTR+G+I volt. A Bayesian Inference szamitasokat a Topali 2.5 szoftverrel (Milne et
al 2004) végeztiik MrBayes algoritmussal (Ronquist é¢s Huelsenbeck, 2001). A program itt is
meghatarozta a legjobban illeszkedd szubsztiticios modellt, ami szintén a GTR+G+I-nek
adodott. A Bayesian fa készitéséhez és a posterior probability (pp) érték becsléséhez
MCMCMC (Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo) analizist futtatunk 1000000
generacion keresztiil, a mintavételi stiriség 100 volt, a ,,burn in”-t 25 %-ra allitottuk, 2
fliggetlen futtatast végeztiink.
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A/4.1.4.3. Garda nyalkasporas parazitai

A szekvendlds sordan nem minden primer adott kielégité eredményt, igy tovabbiakat is
felhasznaltunk, melyeket a 3. tdblazatban ismertetek:

3. tablazat: Kiegészit0 primerek a szekvenalashoz

Primer Szekvencia (5'- 3') Alkalmazas Referencia

CR1R GAT YAG ATACCGTCSTAGT  szekvenalas Székely et al. (2015)
CGA AGA CGA TCA GAT ACC (1 .

CRIF GTC CTA szekvenalas Székely et al. (2015)

NSF573/19  CGC GGT AAT TCC AGC TCC A szekvenalas Liet al. (2013)

Dykova et al. (2008)

1700 Rv GGC ATC ACW GACCTG YTAT szekvenalas S
alapjan

A kapott szekvencidkbol az A/4.1.4. fejezetben ismertetett modon készitettiik el a
konszenzus 18S rDNS szekvenciat, és végeztiik el a hasonlosdgkeresést. A filogenetikai
elemzést Maximum Likelihhod (ML) és Bayesian inference (BI) modellek alapjan készitettiik
el, a Ceratonova shasta-t (Noble, 1950) vélasztva kiilcsoportként. Az Akaike Information
Criterion (AIC) alapjan a leginkdbb megfelelé nukleotid szubsztituciés model a GTR+G+I
volt. A Bayesian Inference szamitdsokhoz a legjobban illeszkedd6 model a GTR+G volt, az
egyeb bedllitdsok megegyeztek az A/4.1.4.2 fejezetben ismertetett értékekkel.

A/4.1.4.4. Henneguya fajok vizsgalata

A filogenetikai analizist a Maximum Likelithood modellel készitettiik el, ahol a
Ceratonova shasta-t (Noble 1950) valasztottuk kiilcsoportnak. Az Akaike Information
Criterion (AIC) altal legmegfelelébb model a GTR+G+I volt.

A/4.1.4.5. Thelohanellus fajok vizsgélata

Az aktinosporakbol és a myxosporakbol is meghataroztuk a 18S rDNS szekvencidkat.
A filogenetikai elemzéshez a Thelohanellus nikolskii-t (Achmerov 1955) valasztottuk
kiilcsoportnak. Maximum Likelihood elemzéshez, (Akaike Information Criterion) AIC
alapjan a legjobban illeszkedd filogenetikai modelt a K2+G+I volt.

A/4.2. Eredmények
A/4.2.1. Bodorka szem vizsgalata

A tobb halfaj bevonasaval végzett felmérés soran szemet €rintd parazitas fertdzottséget
csak a bodorkdk esetében taldltunk. Az elsé mintavételi periddusban a vizsgalt 230
bodorkabol, csak 3 volt fertdzott (1,3 %), melyekbdl 6sszesen 5 plazmodiumot mutattunk ki.
A fertozott egyedeket kiilonb6zé honapokban (4prilis, szeptember, november), a Balaton
eltérd részeirdl gyljtottikk. A 2017. augusztusi mintavétel soran joval nagyobb fert6zottséget
talaltunk. A vizsgalt 47 bodorkabol dsszesen 9 hal szeme volt fert6zott 1-7 plazmodiummal
(19,1 %). A fert6zott halak megoszlasa hasonlo6 volt a két mintavételi helyen (Balatonberény:
3/20, 15%; Balatonboglar: 6/27, 22%). Fert6zott halakat egyarant talaltunk a fiatalabb (9-12
cm, 1+ éves) és idésebb (14-16 cm, 2+ és 3+ éves) korosztalyban is. A plazmddiumok

« sy
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megfigyelhetd volt (11. abra/A, B). A lencse alaku cisztak latszolag a szaruhartya felszini
valt, hogy a plazmodiumok gomb alaktiak, atméréjik 150-500 pm, és mélyebben, a
szaruhartya tobbrétegli, tomottrostos kotdszovetében helyezkednek el (11. abra/C). A
plazmodiumok mindegyike érett sporat tartalmazott (11. abra/D). A plazmodiumokbol
gyljtott sporak alakja és mérete megegyezett a M. fundamentalis-szal (Molnér et al. 2010).

g\ > :

11. abra: M. fundamentalis plazmddiumaival fertézott bodorka szem (A-B). (A) Dr. Csaba
Gyorgy felvétele, a plazmddiumok nyilakkal jelolve, méretarany: 1,5 cm. (B) Nativ,
sztereomikroszkdpos felvétel, a plazmodiumok nyilakkal jeldlve, méretarany: 1 mm. (C)
Plazmodium a szaruhartya tomott rostos kdtdszovetében (*). A sériilt epitélium mar tobb
helyen lehamlott. Hematoxilin-eozin festés, méretarany: 50 um. (D) A kiszabaditott M.
fundamentalis sporak a szaruhartya plazmodiumabol. Nativ felvétel, méretarany: 10 um.

Két plazmdodiumbol gyiijtétt spéra minta molekularis elemzése soran, egy tobb mint
1625 bp hosszu szakaszt sikeriilt felszaporitani fészkes (nested) PCR-el a 18S rDNS génbdl.
A két minta egymassal 100%-o0s azonossagot mutatott, és 99,9%-ban egyezett meg a fent
emlitett M. fundamentalis-szal, amit kordbban a bodorka kopoltytivének kotdszovetes
allomanyabol irtak le és toltotték fel a szekvencidt a Génbankba (Molnar et al. 2010;
GU968200). Tovabba, szintén 99,9%-0s egyezést mutatott a Triactinomyxon 1-es tipusu
aktinospora 18S rDNS szekvenciajaval, amit az Isochaetides michaelseni oligochaetabol
gyljtottek (Székely et al. 2014) (12. abra).

32



:w LTrmctulolnyxon type 1l (Isochaetides michaelseni) KF515725
B Anxobol is fimdamentalis, Kopoltyuiv (Rutilus rutifus) GU968200
Myxobolus fundmnentalis (Rutilus rutilus) cornea 1
Myxobolus fundamentalis (Rutilus rutilus) cornea 2
Myxobolus cveloides (Leuciscus cephalus) DQ439810

Maxobolus bjoerknae (Blicca bjoerkna) KF314823

M sl Aaxobolus gaverae (Leuciscus cephalus) DQ439809

Mvxobolus paksensis (Chondrostoma nasus) KP025687
AMh~obolus ervthrophthali (Scardinius ervilrophthalins ) EUS67311
[ Maxobolus diversicapsularis (Rutilus rufilus) GU968199
100 Triactinomyxon sp. type 3 (Zubifex tubifex) AY495706
Anxobolus cerebralis (Oncorlvnchus nvkiss) EF370481

0.05

12. ébra: A bodorka (Rutilus rutilus) szembdl izolalt spora filogenetikai helyzete a 18S rDNS
alapjan, Maximum Likelihood, GTR+G+I modellel készitve. Kiilcsoportnak a M. cerebralis-t
hasznaltuk, a bootstrap értékeket az elagazasoknal tiintettiik fel. A méretarany az egy
nukleotidra jut6 szubsztitucidk becsiilt szadma

A/4.2.2. Paduc nyalkasporas parazitai

A boncolas soran 27-bdl 12 hal volt fertézott valamely Myxobolus fajjal. A vizsgalt
paducokbdl harom eltérd lokéacioban fejlodé plazmodiumot mutattunk ki. A tovabbi spora
morfologiai €s molekularis vizsgéalatok megerdsitették a kezdeti feltételezést, miszerint Uj
fajokkal allunk szemben. A részletes morfologiai eredmények és szekvenciak elérési helyét
ad6 génbanki referenciak a 4. tablazatban talalhatoak.

A hérom kiilonb6z0 lokéacioban eléforduld plazmodiumokbol Gsszesen tiz spora mintat
elemeztiink az ismertetett molekularis modszerekkel. Mindegyik esetében sikeriilt a 18S
rDNS gén 1600-1700 bp koriili szakaszat meghataroznunk. A tiz minta szekvencia eredménye
alatdmasztotta a morfologiai adatokat, miszerint 3 kiilonboz6é Myxobolus fajt sikertilt
azonositanunk a 27 vizsgalt halbol. Az ML ¢és BI elemzések kdzel azonos filogenetikai
topoldgiat adtak eredményiil. Egyediil a M. sitjae Cech et al. 2012 elhelyezkedése volt
vitatott, de a harom Uj faj filogenetikai helyzete mindkét fan megegyezett. Mindharom spoéra
tipus morfoldgiailag €és molekularisan is kiilonbozott a kozel rokon halfajok hasonld
parazitaitol, igy ezek a paduc eddig le nem irt, Uj parazitdinak tekinthetéek. Sajnos az
Osszehasonlitashoz nem 4llt rendelkezésre szekvencia adat a szintén paduc parazita M.
chondrostomi-bol. Donec és Shulman (1984) néhéany, elsédlegesen mas halfajokbdl leirt
nyalkasporasok (M. bliccae, M. bramae, M. dispar és M. macrocapsularis) eléfordulasarol
emlitést tett paducon is, ezeket szintén feltiintettik a filogenetikai fan, de a szamitott
hasonlosagi %-ok alapjan egyikiik szekvencidja sem egyezik meg a jelen tanulményban
vizsgalt harom uj fajéval.
plazmodiumot, melyben kisméretli, ellipszoid sporakat talaltunk (13., 16. abra). Négy hal
kopoltyll lemezébdl gylijtott spordk szekvencidi egymassal 100%-os egyezést mutattak. A
hozzajuk leghasonlobb nyalkasporas parazitdk a M. sommervillae (GU968202, 98.5%), M.
bramae (AF507968, 98,4%), M. muelleri (DQ439806, 98,4%) és M. bliccae (HM138771,
98,1%) voltak. A koztiik 1évé 1,5-1,9%-0s 18S rDNS szekvencia kiilonbség indokolja, hogy a
M. arrabonensis-t 0j fajnak tekintsiik (17. abra).
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13. abra: (A) M. arrabonensis nagyméretii plazmddiuma (p) a kopoltyt filamentumban (). A
feltlintetett méretarany 100 pm-nek felel meg. (B) A plazmoédiumbdl kiszabaditott
myxosporak

A Myxobolus szentendrensis n.sp. plazmodiumat a kopoltytilemezkén beliil képzett
kisméretli plazmddiumot, a kiszabaditott spoérak morfoldgiailag a bodorka parazita M. intimus
sporaformajara hasonlitottak (14., 16. abra).

feltiintetett méretarany 60 pm. (B) A plazmodiumbol kiszabaditott sporak (=)

Hérom kiilonb6z6, M. szentendrensis-nek azonositott spora, nukleotid szekvenciajat
tekintve is azonosnak bizonyult. A génbanki adatok alapjan a hozza leghasonlobb
nyalkaspords a Myxobolus sp. Hungary EE-2003 (AY325283) volt, 96,6 %-0s egyezést
mutatva. Tovabbi hasonl6é parazitdk voltak még a M. intimus (96,3%; AY325285 ¢s
FJ716098), M. eirasianus (96,2%; JF311900) és M. obesus (96,4% AY325286). A
morfoldgiai hasonlosag ellenére, a tobb, mint 3%-o0s nukleotid szekvencia kiilonbség miatt, a
M. szentendrensis 0j fajnak tekinthet6 (17. abra).

A Myxobolus paksensis n. sp. nagyméretli ellipszoid alaka spérai kor alaku plazmddiumot
képeztek a paduc tiszoholyagjanak felszinén (15., 16. abra).
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L5 - SR

15. abra: (A) Fekete nyillal jelolve a M. paksensis éltal képzett plazmddium a paduc

uszoholyagjan. A feltiintetett méretarany 5 cm-nek felel meg. (B) A plazmodiumbol
kiszabaditott sporak (=)

Héarom kiilonb6zé hal szoholyagjarol gylijtott spéraminta 18S rDNS szekvencia
alapjan 100%-oa egyezést muatott. Hozzajuk leghasonldébbak a génbanki adatok alapjan a M.
cycloides (DQ439810, 96,8%), M. gayerae (DQ439809, 96,7%) és M. fundamentalis
(GU968200, 95.5%). Ebben az esetben is, a szekvencia kiillonbség mérteke igazolta, hogy a
vizsgalt sporak 0j fajhoz tartoznak (17. dbra).
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4. tdblazat: A paducbdl kimutatott harom 1) faj morfologiai adatai, és a részleges 18S rDNS szekvenciakat tartalmazo génbanki azonositd szamok

Faj név Lokéacio Prevale | Spora hossz Spoéra Spoéra Sarki | Sarki tok Sarki tok | Sarki tok | Génbanki

ncia (um) szélesség vastagsadg | tokok | alakja hossza szélessége | referencia

(um) (um) szama (um) (um) szam
M. arrabonensis kopoltyt 15% 8,7+0,61 7,8 +0,34 5,4-5,6 2 csepp alaku, | 4,8+0,44 | 2,9+0,12 | KP025680-
(Gyor, Szentendre, lemez artéria | (4/27) | (50 minta) (50 minta) | (5,5) kozel azonos | (50 (50 minta) | 83
Surany, Szdédliget) (12 minta) méretli minta)
M. szentendrensis kopoltyu- 18 % 9,2+0,34 7,9 +0,74 6,4-17,1 2 csepp alaka, | 5,3+0,29 |3,0+0,17 | KP025684-
(Szentendre, lemezkén (5/27) | (50 minta) (50 minta) | (6,7) azonos (50 (50 minta) | 86
Surany, Gyor) beliil (11 minta) méretll minta)
M. paksensis (Paks, | uszoholyag 11 % 14,8 £ 0,62 11,0+ 0,68 | 8,4—-9,2 2 csepp alaku, | 7,0+0,39 | 4,3+0,21 | KP025687-
Gyor, Szentendre) felszine (3727) | (50 minta) (50 minta) | (8,7) azonos (50 (50 minta) | 89
(14 minta) méretil minta)

. '
/

16. abra: A paducbol kimutatott harom nyalkasporas faj mikroszkdpos képe, eldl- és oldalnézetbdl. A-B: M. arrabonensis, C-D: M.
szentendrensis, E-F: M. paksensis. A feltiintetett méretarany 10 pm-nek felel meg
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72, PC19 Myxobolus amradenensis n. sp. KPOZIEED
| PERZ Myxabolua amabonensia . 3p, KIOZECE1
A PC26 Myxobolus amrabonensis n. sp. KPO22682

83 PC22 Myxcbolus arrabonensis n. sp. KPO25681

100 PC19 Myxcbolus arrsbonensis n. sp. KPO25€80
o PC2T Myxaboles arrabonensis n. sp. KPO25603
PC2T Myxotiolus amabonensis n. sp. KPO28633 0| | PCIE Myrabalis arrabonensis n. sp KPO2SER?
Myxobelus bramae AFS0T 963
1% 11 Myxodeius sommern itiae GUSGEI0Z

— Mywesbialy e allan DOAIAROA
Myvobolus ticces HN133771
Myxobolus macrocapsilans AFS0T89
hamnaguya culansa AYETE480
Myxadeelus saviveain HNIO1184
Miwobolus dispar AFSOTETL
Myrobolus cypnnicol DO438805
Myxcboles leveiscin D04 3581

Myrobohug abur EUSETIY

[0 Mywobolrs rofundus F 881449
100 {-‘__ Myxabolss muelenows DO43EE08
Myxobolusdiversicapsulans GUEGS 150
Myproboluswootien DOX31157
Alywobelus kdementalls GUBGHE00
Mypwrhnlue gayerss DOAARANG
Myxobolus cyciondes DO4 30810
PC22 Myxobolos paksensis n. sp. KPO2S6ES
FLTE MyXoDoms paKsensis n. 3p. KEULISET
1001 peag Mywobolos paksensie n. sp. KPOISEED
10 Myxobalss lorgissons AYIE465T
Myxobdodes kod FRB1BET

[

bolis JXI2BZ38
10p Myrobous sijseJF 311558
Myeabolus dyaraini TO4Z0804
-y Myxoboaivs alvarerse =J7' 6097
106 My=obo'us inhimos AYI25285
Wyxobohus irtimus FJT 16008
Mywobolus a0, | ngery-CC-2003 AY325283
Myxobolus obesss AY32326E
Myxobolus eirasanus JF311400
PC18 Myxaobolus szentendrensis n. sp, KPI25584
PCZ0 MyXoOoNS SZeMEnarensis n. sp. KPI2Z5485
99| peas Uyxahalss szontonarensis n. ep, KPDZ5686

17.

Caratonava shasa AS001578

Myrobolus muelier DRQ429806
Myxobalus sormmeniae GLSBBZ02
Myxpbolus bramae AFS0T26E
Myxobelus bliccae FM13B771
Henneguya cutanea AYETE4E0
47 —— Myxobolus macrccapsulans AFS0T969
il:Myxc\Doms lewciscin D3438811
Myxoboius albery CUSETI13
Myrechnolis mualancus 30430308
Myxobolus rotundus FJ351445
Myxobolusdiversizapsularns GLUY68199
— MyrobofusiundamenialisGUSGEZ00
Ed_ Mpxobolus gayerse DOA30309

3
1041

103

Myxobolus cyclodesDQ439810

PC16 Myxoboius paksensis n. sp. KP025687

PCI3 Myxoboius paksensis n. sp. KPOZ5688
10 Lpe2d Myxobolus paksensis n, sp. KP025589
Myrobeluswootteni DR2I1157
———— Myxcbolus cyprinicola DQ439805
— Myrobclusdispar AFSOTET2
Myxobowrs paviovsiin HMSS 1164
100 Myxobelus longisporus AY382637

Myxobolus kot FJB418E7

al

Myxobolus tambreides JX02E263
Myxobolusduyarding LLIG:0804
Myxobols alvaceras FIT1E0D7
» 100 - Myxobolus intimus AY325285
Myaobolusintimus FJT 16098
1 Myrobolus obesus AY325286
Myxobolus sp. Mungary-EE-2003 AY325283
Myxabalis srasanis JFI11A00
Myxcbolus sitjae JF311398
PCT8 Myxobolus szentendrensis n. sp. KPO28684
FL20 Myxobolus szenfendrensis n. sp. KPU2L6ss
100] peas Myxeobolus szentendrensis n. ep. KFO25686

Cera'onova shasta AFCD1579

abra: Paducbdl kimutatott ) Myxobolus fajok filogenetikai helyzete a 18S rDNS szekvencia alapjan Maximum Likelihood (A) €s Bayesian

Inference (B) algoritmusokkal vizsgalva. Kiilcsoportnak mindkét esetben a Ceratonova shasta-t valasztottuk. A bootstrap (A, 70 % folott) és a
posterior probability (B, >0,7) értékeket az elagazasoknal tiintettiik fel. A méretarany az egy nukleotidra jutd szubsztiticiok becsiilt szamat jeloli
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A/4.2.3. Garda nyalkasporas parazitai

A 2014 nyarén tortént gardaelhullds soran a moribund garddk és friss tetemek
legszembetlinObb kiilso tiinete az exopthalmia (kidiilledd szemek) és a szem bevérzése volt. A
laboratoriumi vizsgélat a kopoltytk duzzanatat és vérbdségét mutatta ki, emellett ezeken
vastag nyalkaréteg is megtalalhatéd volt. Az iires bélben 1évo epitél sejtekre szintén vérbdség
volt jellemzé. A szemben az irisz megnagyobbodott, és szabad vordsvérsejtek voltak
kimutathat6ak az tivegtestben. Tizen6t moribund garda parazitologiai vizsgalata soran két uj
Mpyxobolus fajt mutattunk ki. Négy egyedben a kopoltyureddk ereiben kerekded sporakat
detektaltunk, melyek a porcos kopoltyaivben futé arteria afferensben megtalalt
plazmodiumbdl juthattak az érhalozatba (18. dbra).

18. abra: (A-B): gardabol kimutatott M. peleci sporak a kopoltytireddk ereiben (=), a
méretarany 10 pm. (C): A kopoltytiv artéria afferensében (aa) detektalt plazméodium (p). A
méretarany itt 100 pm-nek felel meg

Két egyed esetében elliptikus sporakat fedeztiink fel a szem retinarétegében, de ez
esetben plazmodiumokat nem sikeriilt kimutatni. Ezek a megnyult, elliptikus sporak, melyeket
M. cultrati-ként irtunk le, a retina réteg pigmentalt sejtjei kdzt nagy csomodkban helyezkedtek
el (19. abra). Més szervekbdl nem mutattunk ki nyalkasporas fertdézottséget.
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19. abra: A garda retina rétegébdl kimutatott M. cultrati elliptikus sporai (=2). A feltiintetett
méretarany 10 um-nek felel meg

Az elhulldst kovetden, 2014 Oszén vizsgalt 20 gardabol 10-ben mutattunk ki
szorvanyosan jelenlévd M. peleci sporakat a kopoltyl lemezkékben, M. cultrati sporakat nem
detektaltunk. A 2015 marciusdban vizsgalt 28 gardabol kettében tudtunk szintén
szorvanyosan eléforduld sporakat kimutatni a kopoltyu lemezkékbdl. Ugyanakkor méjusban,
a 19 vizsgalt gardabol 15 volt fertdzott M. peleci sporakkal a kopoltya lemezkékben és a
kopoltyuiv artéria afferensében, ahonnan harom esetben az érett M. peleci sporakat tartalmazéd
plazmodiumot is ki tudtuk mutatni. A plazmddiumok az artéria afferens falaban a laza rostos
kotészovetben helyezkedtek el, kozel a kopoltytlemez alapjahoz (18. abra/C). A 2014-es
szOvettani metszetek Ujra-atnézésekor két esetben ott is hasonld plazmodiumot sikertilt
megfigyelni. 2015-ben a késo nyari honapokban a 17 vizsgalt gardabol 12-ben jra ki tudtuk
mutatni a M. peleci sporakat a kopoltyt lemezkékbdl, és a kopoltytivben futd artériakbol.
Ezekben az egyedekben plazmodiumot nem talaltunk, de két halban a kopoltyt artériak koriil
eloregedett sporak konglomeratumait, in. pszeudocisztakat figyeltiink meg.

A 2014-ben lefagyasztott 14 garda mintat kiolvasztottuk, hogy a plazmodium fejlodést
jobban tanulmanyozhassuk. Nyolc halban taldltunk szétszortan sporakat a kopoltya
lemezkékben, és mindegyikben megtalalhatdéak voltak szabad spordk az artéria afferensben.
Tovabba M. peleci eloregedett sporait taldltuk meg pszeudocisztdkban a kopoltytivben. M.
cultrati sporak csak egy esetben voltak jelen. Sem az izombdl, sem a majbol nem tudtunk
Myxobolus sporakat kimutatni, habar a vesében, a melanomakrofag centrumokban néhany
sériilt sporat fedeztiink fel, melyek mérete és alakja megegyezett a kopoltyuban talalt M.
peleci sporakkal. A mintavételi eredmények Osszefoglaldsa az 5. tablazatban talalhato.
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5. tablazat: A 2014 juniusaban elhullott vagy moribund gardak nyalkaspora fertdzottsége
(félkoveér bethtipus) és a tovabbi egy évben, célzottan vizsgalt gardakon eléfordulo
fertdzottség gyakorisaga, és az eredmények Osszesitése

Ev Hoénap Vizsgalt M. pelecin. M. peleci Kiszabadult M. cultrati n.
garda sp. —vel n. sp. M. peleci n. sp. sporaval
egyedek fertézottek  fertézéskor  sp. spérak a fertézott
szama szama plazmodiu  kopoltyuivbe garda
mot n egyedek
tartalmazo szama
egyedek
szama
2014 Junius 15 4 2 2
Szeptember— 20 10
December
Szeptember— 14 8 8 1
December
(fagyasztott
mintak)
2015 Marcius 28 2
Majus 19 15 6
Julius— 17 12 2
Szeptember
Osszesen 113 51 8 10 3

A morfolégiai és molekuléris bioldgiai eredmények alapjan, a kopoltyaban és a
szemben talalt Myxobolus fajok, eddig le nem irt, 0j fajnak tekinthetéek. Morfologiai
méréseken ¢és szovettani eredményeken alapuld adataikat a 6. tablazat foglalja O0ssze. A
részleges 18S rDNS szekvencidk a megadott génbanki azonositokon elérhetéek. A két faj
rokonségi viszonyait a Maximum Likelihood és Bayesian Inference algoritmusok alapjan az
20. abra/A-B-n éabrazoltam. A M. peleci (KU170934) legnagyobb hasonldsagot (96,5%) a
sz¢lhajté kiisz egyik nyalkaspérds parazitajaval, a M. alburni-val mutatta, mely az
uszosugarak kotészovetét fertdzi. A M. cultrati (KU170935) 18S rDNS szekvenciaja nem
mutatott hasonldsdgot egyik magyar cyprinida halat fert6z0 Myxobolus fajjal sem,
legkozelebbi kapcsolatot egy tavol-keleti pontyparazitaval, a M. cultus aktinospdra
szekvenciajaval mutatta (AB121146, 97,4%), illetve a M. lentisuturalis-al, az eziistkarasz és
az aranyhal parazitdjahoz hasonlitott (Dykova et al. 2002, AY278563, AY 119688, 96,1%).
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6. tablazat: A gardabol kimutatott két Gj nyalkasporas faj morfoldgiai adatai, és a 18S rDNS szekvencidkat tartalmazé génbanki azonositd

szamok
Faj név | Lokacid Prevalencia | Spéra | Spora Spoéra Sarki | Sarki tok Sarki | Sarki tok | Sarki Génbanki
hossz | szélesség | vastagsag | tokok | alakja tok szélessége | filamentum | referencia
(um) | (um) (um) szama hossza | (um) szam
(um)
M. kopoltyuiv | 45 % 12,1+ | 114+ 58+0,2 |2 csepp alaka, |55+ |3,2+021 |4-5 KU170934
peleci | afferens (51/113) 0,55 1,00 (11 azonos 0,28 (50 minta) | tekercsben
artéria (50 (50 minta) méretl, (50 lazan
minta) | minta) enyhén minta) feltekeredve
0sszehajlo
M. szem 2,7 % 98+ |64+ n.a 2 megnyult 4,5+ 2,3+0,18 | tekercsek KU170935
cultrati | retina (3/113) 0,18 0,51 alaku, azonos | 0,35 (50 minta) | nem
rétege (50 (50 méreti, (50 latszodtak
minta) | minta) egymassal minta)
parhuzamos
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20. abra: Gardabol kimutatott 1j Myxobolus fajok filogenetikai helyzete a 18S rDNS szekvencia alapjan Maximum Likelihood (A) és Bayesian
Inference (B) algoritmusokkal vizsgalva. Kiilcsoportnak mindkét esetben a Ceratonova shasta-t valasztottuk. A bootstrap (A) és a posterior
probability (B) értékeket az eldgazasoknal tiintettiik fel. A méretarany az egy nukleotidra jutd szubsztiticiok becsiilt szamat jeloli
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A/4.2.4. Henneguya fajok vizsgélata

A vizsgalt 48 stigérbol 12-ben (13-16 cm testhossz) 1-2 mm nagysagu kerek cisztat
mutattunk ki a szdjpadldson és a kopoltyuivben. A cisztdk érett Henneguya sporakat
tartalmaztak. Fert6zottséget sem a nagyobb sem a kisebb méretli halakon nem tapasztaltunk.
Plazmodiumokat mutattunk ki a szdjiireg dorso-caudalis részében, a szajpadlas specialis
része, melyet tobbrétegli epitélium borit, mely nyalkatermeld kehelysejteket és csontos kis
tiiskéket tartalmaz (21. abra/A). Az epitéliumot a tomott rostos kotdszovet tdmasztja, mely
alatt a laza rostos kotdszovet és az izom réteg helyezkedik el. A szdjpadlas ezen specialis
része magaban foglalja a porcos kopoltytiv dorzalis végét is (21. abra/B). Két kiilonb6z6
nagysagu plazmédiumot mutattunk ki a szajiireg kaudalis részébdl. Az egyik tipus nagy, 1-2
mm atmérdji kor alaka ciszta volt a tomott- és laza rostos kotoszovet hataran (21. abra/A). A
masik, szabalytalan alakil plazmodiumot a kopoltyuivek végén mutattuk ki, ahol az az
izomhoz csatlakozott (21. abra/B).

21. ébra: (A) H. jaczoi-val fertdzott siigér szajpadlasa, a: epitél sejtek és kehelysejtek rétege,
b: tomott rostos kdtdszovet, p: H. jaczoi kor alakll plazmddiuma, t: szalka 1: laza rostos
kotészovet, nyilak: vérerek. (B) Szajpadlas teriilete, a porcos kopoltytiv hatsé oldalan; a: a
porcos kopoltyuiv, b: a kopoltyuivet fedd tomott rostos kdtdszovet, m: kopoltyuivhez tapado
izomsejtek, p: H. jaczoi szabélytalan alaka plazmodiuma. Szovettani metszet, hematoxilin-
eozin festés, méretarany: 100 um.

B

22. abra: A plazmddiumbdl kiszabaditott H.jaczoi myxospordjanak nativ (A) és sematikus
rajza (B), eldl (1.) és oldalnézetbdl (II.). Méretarany: 10 um
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A molekularis vizsgalatok soran a fertdzott stigerekbdl négy, morfolédgiailag H. jaczoi-
nak azonositott mintdbol (22. abra/A-B, 7. tablazat) végeztik el a részleges 18S rDNS
felszaporitasat és szekvenalasat. A négy mintabdl kettd (HG4 és HGS) teljesen megegyezett
(KY'172847), a HG6 (KY172848) és a HG9 (KY172849) ezektdl 2 nukleotidban, azaz 0,1%-
ban tért el, igy azonos nyélkasporas fajnak tekinthetéek. A meghatarozott 1674 bp hosszu
részleges 18S rDNS gén 94,5% -os hasonlésagot mutatott a H. fexta-hoz és egy masik
génbanki Henneguya fajhoz (Henneguya sp. ex Perca fluviatilis, EU732599), melyeket
szintén csaposiigér kopoltyjabol izolaltak. Hasonlo ardnyu egyezést (94,7%) mutattak a H.
Jaczoi sporak a jelen vizsgalataink soran siillokbol kimutatott H. creplini-szerli sporakkal, és a
Génbankba H. creplini-ként feltoltott szekvencidkkal (EU732597-98). Ugyanakkor jelen
tanulmany sordn meghatéarozott H. jaczoi szekvenciak (KY172847-49) meglehetdsen alacsony
egyezést mutattak a csukabol izolalt H. psorospermica fajjal (EU732602) (25. abra). Hasonlo
fert6zottséget egyik masik siigérfélébdl sem tudtunk kimutatni. A spordk morfologiai adatai, a
plazmodiumok specialis lokéacidja és a sporak 18S rDNS szekvenciaja alapjan a parazita még
le nem irt fajnak bizonyult, mely Henneguya jaczoi néven publikalas alatt van.

Stigerekben, a szajpadlas fertézottsége mellett, kisméretli, Henneguya sporakat
tartalmazé plazmodiumot talatunk, 4 haloval fogott stigér kopoltyll lemezkéiben (23. abra/A-
C). A sporak méretiiket, és alakjukat tekintve is eltértek a H. jaczoi sporaitol, és
morfologiailag a korabban mar leirt H. texta sporakra hasonlitottak (7. tablazat).

23. abra: (A) A siigér kopoltyulemezkéit fert6z6 H. texta plazmddiuma (p), a nyilak a
kapillarisokat jelzik. Szovettani metszet, hematoxilin-eozin festéssel, méretarany: 100 um.
(B) A plazmddiumbol kiszabaditott H. fexta sporak, nativ felvétele és sematikus rajza (C)

szembdl (I.) és oldalnézetbdl (I1.). Méretarany: 10 pm

A sporak 18S rDNS szekvenciaja teljesen megegyezett a kordbban szintén siigér
kopoltyubol izolalt nyalkaspordssal, a Henneguya sp. ex Perca fluviatilis (EU732599)-el.
Tovabba hasonlosagot (94,9%) mutatott a sarga siligér (Perca flavescens) kopoltyjabol leirt
Henneguya doori-val és a siillébdl izolalt H. creplini-vel (95,6%) és egy aurantiactinomyxon
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szekvenciaval (AF378356, 94,7%). A H. jaczoi-hoz val6 hasonlosaga 94,5% -nak adodott (25.
abra).

A nyolc vizsgalt csukébdl kettdben szintén sikeriilt Henneguya fertdzést kimutatni a
kopoltya filamentumokbdl (24. abra). A plazmddiumokban talalt spoérdk morfoldgiailag €s a
18S rDNS szekvencia alapjan is megegyeztek a Génbankba feltoltott, csuka kopoltyubol
kimutatott, H. psorospermica fajjal (7. tablazat, EU732602). Hasonlosaguk mas fajokhoz
meglehetdsen csekély, a szintén csuka parazita H. lobosa-hoz (EU732600) 85,9%, egy masik
génbanki Henneguya fajhoz, melyet szintén csukabol izolaltak (EU732601) 85,4% (25. abra).

24. abra: (A) H. psorospermica-val fertdzott csuka kopoltyt (nyillal jelolve a plazmodiumok),
méretarany: 2 cm. A plazmddiumokbol kinyert H. psorospermica sporak, nativ felvétel (B) és
sematikus rajz (C) el6lnézetben (I.) és oldalnézetben (II.), méretarany: 10 pm

A vizsgalat soran 17 siilld és 2 kdsiillo kopoltyll filamentumaiban figyeltiink meg H.
creplini—szerli sporakat tartalmazd, még nem érett cisztakat; de a vagodurbincsokbol nem
tudtunk sem Henneguya, sem Myxobolus fertézést kimutatni, ugyanakkor a
vesecsatornacskak rendszeresen Sphaerospora fajokkal voltak fertdzottek.
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Henneguya adicoss ELI492629
Ceratonova shasta AFD01578

25. abra: A Henneguya jaczoi, H. texta, és H. psorospermica filogenetikai helyzete a 18S
rDNS gén alapjan, Maximum Likelihood algoritmussal szamolva. A bootstrap értékeket az
elagazasoknal tiintettiik fel, kiilcsoportnak a Ceratonova shasta-t valasztottuk. A méretarany

az egy nukleotidra jutd szubsztiticiok becsiilt szamat jeloli.
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7. tdblazat: A tanulmanyban részletesen vizsgalt Henneguya fajok morfologia adatai és génbanki elérhetdségiik

Faj név Lokéciéo | Prevalenc | Spor | Spora Spoéra Sarki | Sarki tok Sarki | Sarki tok | Sarki Farki Génbanki
ia a szélessé | vastagsa | toko | alakja tok széless¢ | filamentum | nyalvan | referencia
hossz | g(um) | g(um) |k hossz | ge (um) y szam
(um) szam a hossza
a (pum) (pum)
Henneguya | siigér, 25 % 141 |62+ 5.1+ 2 hosszukés, | 6.4+ |2+0.23 | 12-13 24+£2.4 | KY17284
Jjaczoi szajpadla | (12/48) +1.1 | 0.64 0.19 (11 azonos v 0.83 | (50 tekercsben, 7-49
S, (50 (50 minta) enyhén (50 minta) a tokra
kopoltyu minta | minta) eltérd minta merdlegese
iv ) méret, ) n, szorosan
hatrafelé feltekeredv
elkeskenye e
do
Henneguya | siigér, 8.3 % 19.7 [83+£1 |8+09 |2 hosszukés, | 9.5+ |2.9+0.4 | 12-13 15+1.4 | KY17285
texta kopoltyu | (4/48) + 1.8 | (50 (11 azonos v 1.4 (50 tekercsben, | (rovideb | 1
lemezké (50 minta) | minta) enyhén (50 minta) a tokra b, mint a
k minta eltérd minta merdlegese | spora
) méret, ) n, szorosan | hossza)
hatrafelé feltekeredv
elkeskenye e
do
Henneguya | csuka, 25 % 124 |63+ 7.7+ 2 hosszukés, |63+ | 1.9+ 12-13 13.8+1 | KY17285
psorospermi | kopoltyu | (2/8) + 0.66 0.08 azonos v 0.74 10.19 tekercsben, 0
ca lemez 1.02 | (50 (11 enyhén (50 (50 a tokra
(50 minta) | minta) eltérd minta | minta) merdlegese
minta meéret, ) n, szorosan
) hatrafelé feltekeredv
elkeskenye e
do
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A/4.2.5. Thelohanellus fajok vizsgalata

A 2015-2016 soran atvizsgalt 250 ponty bél vizsgalata soran nem sikertlt
Thelohanellus cisztat vagy plazmodiumot kimutatnunk (Myxobolus cisztat detektaltunk csak).
Viszont a féreg-gazdat célzd mintavételek eredményeképpen 14 fertézott Branchiura
sowerbyi-t detektaltunk. Az egyes mintavételek részletes eredményeit a 8. tablazatban
foglaltam Gssze. A 14 fert6zott B. sowerbyi koziil egy bocsajtott ki neoactinomyxum tipusu
sporat, egy raabeia tipusut, a fennmaradd 12 aurantiactinomyxon tipust.

8. tablazat: A gylijtott B. sowerbyi mintdk vizsgalati eredményei

Mintavétel Gyljtott B. Fert6zott B. sowerbyi | Aktinospérak kodja
sowerbyi

2015. jalius 21. 128 10 KBO0-4, KB6-7,

KB10-12

2015. oktober 7. 112 1 KBR1

2016. julius 5. 143 0 -

2016. augusztus 3. 110 0 -

2016. szeptember 1. 105 3 KBA 2016/1-3

A fert6zési kisérlet egy csoportban sikeres volt, a KB1-es neoactinomyxum mintaval
fertézott pontyok kozil, a fertézés utan 2-3 honappal, harombol is sikeriilt Thelohanellus
molekuléris elemzés soran teljes egyezést mutatott a KB1-es aktinospora szekvencigjaval. A
tobbi esetben a kisérlet sajnos eredményteleniil zarult, a halakban sem sporak, sem
plazmodium nem jelent meg (9. tablazat).

9. tablazat: A fertdzési kisérlet kivitelezése, €s eredményei

Kisérleti Aktinospora morfologia Kisérlet Kisérlet
csoportok, idétartama eredménye
aktinospora (fertézés datuma — | (sikeresen
kod alapjan utols6 boncolas fertozott
datuma) halak/6sszes)
2015. janius 25.-
KBO Aurantiactinomyxon 2017. november 0/12
10.
. 2015. julius 30. —
KB1 Neoactinomyxum 2016. julius 1. 3/12
o 2015. jalius 30. —
KB2 Aurantiactinomyxon 2016. mércius 1. 0/12
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Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2016. november
22.

0/12

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2016. november
17.

0/12

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2016. november
22.

0/12

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2017. marcius 29.

0/12

KB10

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2016. november
22.

0/12

KB11

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2017. marcius 29.

0/12

KB12

Aurantiactinomyxon

2015. jalius 30. —
2017. februar 28.

0/12

KBRI1

Raabeia

2015. oktdber 7. —
2017. februar 28.

0/12

KBA-2016-1

Aurantiactinomyxon

2016. szeptember
7.-2017.
augusztus 17.

0/12

KBA-2016-2

Aurantiactinomyxon

2016. szeptember
7.—2017.
augusztus 17.

0/12




2016. szeptember
7.-2017. 0/12
augusztus 17.

KBA-2016-3 | Aurantiactinomyxon

2016. szeptember
negativ kontrol - 7.- 2017. 0/12
augusztus 17.

Kontrol
csoport

Az aktinospérak molekularis vizsgalatanak eredményei:

A 14 kiilonb6z6 spéra molekularis vizsgalata soran 10-bdl sikeriilt felszaporitanunk a
18S rDNS egy szakaszat. A filogenetikai vizsgalathoz csak az 1000 bp-on feliilieket vettiik
figyelembe. A jelen kutatasunk és a génbanki adatok mellett, a fan szerepeltettiik relevans
korabbi eredményeinket is (32. dbra), az elkiilonithetd csoportokat, klasztereket kiilonbozo
szinekkel jeloltem, melyek az eredmények bemutatidsanak alapjat is képezik.

A KBIl-es neoactinomyxum ¢és a sikeres fertdzési kisérlet soran a halakbdl izolalt
KB1-1, KB1-2 ¢és KBI-3 nukleotid szekvencidk 99,9%-ban megegyeztek, igy egyazon
Thelohanellus fajnak tekinthetéek (26. abra). A jelenlegi mintdk 3 kordbbi, szintén
Magyarorszagrol gylijtott Branchiura sowerbyi neoactinomyxum szekvenciajaval egyeztek
meg (DQ231151, DQ231152, KJ152183), és egy szintén hazai, myxospora mintaval is
egyezést talaltunk (Thelohanellus sp. MK2-2006,). Az MK2-2006-os mintat 2006-ban
fedezték fel témacsoportuk tagja egy Hortobagyrdl szdrmazd ponty szemiiregében.
Molekularis eredmények hianyaban, morfologiai alapon meghatdrozva, akkor 7. hovorkai
sporaként azonositottdk. A veliik legnagyobb hasonlosagot mutatd (98,3%) nyalkasporas egy
Japanbol szarmazd T. hovorkai minta (Niigata-1997). A 18S rDNS nukeotid szekvencigjaban
tapasztalt, 1%-ot meghalad6 kiilonbség, illetve az eltérd aktinospora forma alapjan ezek a
mintak feltehetden egy 0j Thelohanellus fajt képviselnek (32. abra).

26. abra: A B. sowerbyi-bdl kimutatott KB1 jelii neoactinomyxum (A) és az ezzel végzett
fertdzési kisérlet soran a pontyokbol kimutatott plazmodium a hasiiregben (B), €s az ebbdl
kiszabaditott Thelohanellus tipustt myxosporak (C, D). Nyilakkal jelolve a sporak.

A KBA16-3-as aurantiactinomyxon szekvencidja teljes mértékben megegyezik azzal a
T. kitauei mintaval, amit 2011-ben Magyarorszagon témacsoportunk tagjai mutattak ki (27.
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abra/A-B, Borkhanuddin 2013 és Zhao et al. 2016). Ez az eredmény megerdsiti a 7. kitauei
magyarorszagi jelenlétérdl szold tudositast, és a Branchiura sowerbyi szerepét a parazita
¢letciklusaban.

‘|h

27. abra: A jelen felmérés soran kimutatott 7. kitauei aktinospéra (A) és a 2011-ben detektalt
alak (B)

A KB2, KB6, (KB10) és KBA16-1 aurantiactinomyxon szekvencidk megegyeztek
néhany Génbankban szerepld, magyarorszagi aurantiactinomyxon szekvencidval (DQ231155,
DQ231153, DQ231154), melyeket 7. hovorkai-nak azonositottak kordbban. Tovabba
megegyeztek még néhany korabbi, morfologiailag 7. hovorkai-szeri myxospora 18S rDNS
szekvenciajaval, melyeket hazai halfarmrél szarmazé pontyok hasiiregébdl gytijtdttek 2003-
ban és 2006-ban (MK 1-2006, MK3-2006, MK 14-2003) (28. abra). A génbanki adatok alapjan
a hozzajuk leghasonlobb szekvenciaval a T. kitauei rendelkezik (97,7%), mig az ugyancsak 7.
hovorkai nevet viseld, de tavol-keleti mintakat tartalmazo6 csoporttal, csak 95,7%-0s egyezést
talalunk. Itt felmeriil a kérdés, hogy melyik csoport lehet az Achmerov altal 1960-ban leirt
eredeti 7. hovorkai szekvenciaja, illetve, hogy a foldrajzi tdvolsadg okozhat-e ekkora eltérést
ezen a meglehetdsen konzervalt génszakaszon (32. abra).

2a fﬁ
—@
— N\

A \)

28. abra: (A) KB2 és (B) KBA16/1 jelt aurantiactinomyxonok, (C/2a,b) Aurantiactinomyxon
A2 tipus (Eszterbauer et al. 2006). (D) MK1-2006 és (E) MK3-2006 T. hovorkai-szeri
myxosporak

2014-ben egy, a Balaton Sid-zsilipjénél fogott ponty belében myxosporakat
detektalunk (PO4, 29. abra/A). A 18S rDNS gén megszekvenalasa utan teljes egyezést
talaltunk egy, mar kordbban a Génbankba feltdltott aurantiaktinmyxon szekvenciaval, melyet
Eszterbauer ¢és munkatarsai gytjtottek 2006-ban egy B. sowerbyi-bol, a Tiszabol (29.
abra/B/4a,b). Legnagyobb nukleotid egyezést veliik a T. macrovacuolaris mutatta, 98,6%-al.
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Feltehetoleg itt is egy 0j Thelohanellus faj myxo- és aktinospdra parjat azonositottuk (32.
abra).

29. abra: (A) Ponty bélbél kimutatott PO4 mintaszamt myxosporak (=) és a 18S rDNS
alapjan azonositott aktinospora parjuk, (B/4a,b) Aurantiactinomyxon B2 tipus (Eszterbauer et
al. 2006)

A KB3, (KB7), KB12 aurantiactinomyxonok (30. adbra/A-C) 2015-6s mintavételbol
szarmaznak, 18S rDNS szekvencidjuk teljesen megegyezett egy 2014-ben, szintén egy Kis-
Balatonbol gyljtott B. sowerbyi-bol izolalt aurantiaktinomyxon szekvencidjaval (Bral).
Legnagyobb hasonldsagot (99,2%) a T. macrovacuolaris-al mutattdk, amit Liu és munkatarsai
2016-ban Kindban, egy ponty szajpadlasar6l mutattak ki. A Génbankba feltoltott 7.
macrovacuolaris szekvencia (KU160631) azonban kb 300 bp-al rovidebb, mint az altalunk
meghatdrozott aurantiaktinomyxon szekvencidk, és ez a szakasz tartalmaz egy variabilis
régiodt is, igy a koztiik 1évo rokonsagi kapcsolat még nem teljesen tisztazott (32. abra).

30. abra: A gylijtott B. sowerbyi oligochaetak altal kibocsatott aurantiaktinomyxonok, melyek
a 18S rDNS szekvencia alapjan megegyeznek egymassal: (A) KB3, (B) KB7, (C) KB12

A KB4 aurantiactinomyxont 2015-ben, a TH1 aurantiactinomyxont 2014-ben mutattuk
ki, mindkét esetben Kis-Balatonbdl gytijtott B.sowerbyi oligochaetabdl (31. abra/A-B). A két
minta 18S rDNS szekvencidja egymassal 99,7%-o0s egyezést mutat, viszont barmely mas
génbanki nyalkaspéras szekvenciatdl jelentdésen eltértek (32. 4bra). A legnagyobb
hasonlosagot a 7. wuhanensis-el mutattdk (96,7%-ot), melyet Liu és munkatarsai (2014) egy
eziistkarasz borébol mutattak ki. A kapott adatok alapjan, feltehetdleg ezek az
aurantiactinomyxon szekvenciak is 0j fajt képviselnek.
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31. dbra: A gylijtott B. sowerbyi-k altal kibocsatott aurantiactinomyxonok melyek a 18S rDNS
szekvencia alapjan megegyeznek egymassal: (A) KB4, (B) TH1

|4

f_ s —Neoadinomyxum sp. B2-2 EE-2005 Branchiura sowerbyi DQ23 1152 N
51-Neoacdiinomyxum sp. B2-1 EE-2005 Branchiura sowerbyi DQ23 1151
Neoactinomyxon KB1

Thelohanelius sp KB1-1

Thelohanellus sp KB1-2

Thelohanelius sp KB1-3

eoactinomyxum sp.type 1 MHB-2014 NEO1KJ 152183

/

Thelohanelius hovorkaiNiigata 1997
Thelohanellus hovorkai Carassius carassiusAJ133419
Thelfohanelius sp.N3-2 Branchiura sowerbyi KP642142

= | Thelohanelius kitavei Branchiura sowerby Hungary KU664643

Aurantiactinomyxon KBA16-3

Thelohanellus kitauei China Wuhan

Thelohanellus kitauei China JG690367

3| Thelohanellus kitauei Korea HMB24024

Thelohanellus kifauei Korea GQ396677

( |Thelohanellushovorkaisranchiura sowerbyiDQ231155 \
Thelohanellus sp MK1-2006

Aurantiactinomyxon KB2

Thelohanellus sp MK3-2006

Aurantiactinomyxon KB6

Thelohanellus sp MK14-2003

Aurantiactinomyxon KBA16-1

Aurantiactinomyxon sp. A-1 EE-2005 Branchiura sowerbyi DQ231153

jact g ir3 3 sowerhvi DO 4

u QUACHOOmYXon so s= =7 (1{}

Thelohanellus macrovacucians KU160631

1% Thelohanellus sp PO4
Aurantiactinomyxon sp. B2 EE-2005 Branchiura sowerbyi DQ23 114/

Aurantiactinomyxon Bra1
3| fAurantiactinomyxon KB3
&2 L Aurantiactinomyxon KB12

af

10 — Aurantiactinomyxon KB4
L Aura ntiactinomyxon TH1
elohanellus wuhanensis Carassius auraius gibelio JOB30370

10 [ Thelohanellus wuhanensis Carassius carassiusHQ613410

—_—
o

{ Thelohanellus nikolskii Cyprinus carpic DQ231156 ]

32. dbra: A tanulmany soran kimutatott Thelohanellus fajokat tartalmaz6 filogenetikai fa, a

mintak 18S rDNS

szekvencidja alapjan. Az elemzés Maximum Likelihood algoritmus alapjan

tortént, a K2+G+I model szerint. Az aktinospora szekvenciak feketével, a jelen tanulméany

soran nyert myxos

pora szekvenciak kékkel, egy korabbi felmérésbdl szarmazo mintak (2003-

2006) zolddel lathatdak. Kiilcsoportnak a 7. nikolskii-t valasztottuk. A bootstrap értékeket a

csomodpontoknal

feltiintettiik. A méretarany az egy nukleotidra jutd szubsztitiiciok becsiilt
szamat jeloli.
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A 2015-2016-0s idoszakban, szamos esetben mutattunk ki Thelhanellus fertozést
szaporodasi idészakban mind a tenyésztett, mind a természetes vizi pontyok pikkelyeirdl, és
uszonyarol (33. dbra). A spérak morfoldgiai és molekularis vizsgalata megerdsitette a korabbi
feltevést, hogy mindkét lokacioban megjelend plazmodiumot a 7. nikolskii parazita okozza
(34. ébra).

N

N

33. abra: A T. nikolskii altal képzett plazmodiumok (=, p) és sporak (=) a ponty uszdjan (A,
B) és pikkelyén (C, D)

Thelohanellis wuhanensis (Carassius carassins) HQ613410
| Thelohanellus nikolskii (Cyprinus carpio) Magyarorszag DQ231156

Thelohanellus nikolskii (Cvprinus carpio) Kina GU165832
Thelohanellus sp. TU1 uszo

Thelohanellus sp. TK7 pikkely
Thelohanellus sp. TU2 uszo

o |
0.02

34. abra: A pontyok uszonyan ¢€s a pikkelyén megjelend Thelohanellus spérak molekularis
elemzése a 18S rDNS gén alapjan. Narancssargaval kiemelve az Gszorol, és zolddel a
pikkelyrél szdrmazé mintakat. Az elemzés Maximum Likelihood algoritmus alapjan tortént, a
K2+G+I model szerint. Kiilcsoportnak a 7. wuhanensis-t valasztottuk. A bootstrap értékeket
az elagazasoknal feltiintettiik. A méretarany az egy nukleotidra jut6 szubsztituciok becsiilt
szamat jeldli.

A/4.3. Megbeszélés
A/4.3.1. Bodorka szem nyalkasporas fert6zottsége

A szem, kiilondsen a szaruhartya Myxobolus fertézottsége altalanosan eléfodulo
jelenség a kiilonboz6 halfajokban. Ennek ellenére Magyarorszagon hasonld fertézést csak a
bodorkabol tudtunk kimutatni. A fert6zottség jeleinek felttind volta ellenére az els6 vizsgalati
periddusban (2012-2013) csupan sporadikus eléfordulést észleltiink. Ezzel szemben 2017-
ben, a Balaton két kiilonb6z0 mintavételi pontjan is 15%, illetve 22%-os el6fordulési
gyakorisdgot regisztraltunk. Molekuldris biologiai elemzés alapjan a szaruhartya
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fertozottséget a M. fundamentalis faj okozta, mely a bodorka egy specifikus parazitaja,
korabban jelenlétét csak a kopoltyulemezek alapi részérdl, illetve a szomszédos, porcos
kopoltytiv kotészoveti rétegébdl irtak le. A kiillonbozo lokacio ellenére, a fertdzések helye
szovettanilag nagyon hasonld szerkezetet mutat. Mindkét szervben a plazmddiumok a
tobbrétegli tomottrostos kotdszovetben alakultak ki. Molnar (1994) megallapitasa szerint, a
nyalkasporasok, kiilondsen a Myxobolus nemzetség tagjai, meglehetdsen szigori gazda, szerv
¢és szovetspecifikussagot mutatnak. Esetiinkben a gazda (bodorka) és a szdvet-specifikussag
(kotészovet) tovabbra is fennall, de a plazmddiumok eltéré szervekben fejlodtek. Hasonlo
lokacidbeli egyezést gyanitott Moshu és Molnar (1997) a ponty Thelohanellus nikolskii
fertézése kapcsan, melyet PhD munkdm soran molekuldris bioldgiai adatokkal igazolnunk is
sikeriilt. A parazita plazmddiumai az Uszokon is fejlédhetnek, elsdsorban ivadékon, mig
elsOnyaras, masodnyaras ¢és idésebb halaknal a pikkelyeken, mindkét esetben a kollagénes
kotészoveti allomanyban. Jelen esetben, a M. fundamentalis spOrai a szaruhartydban és a
kopoltyuivben morfoldgiailag is megegyeztek, mindkét esetben jol fejlett, érett plazmodiumot
talaltunk a két lokacioban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy mindkét hely megfeleld a
parazita fejlodéséhez.

A kotészovetekben ¢€16skodd parazitdkra kiilondsen jellemzd a szerv specificitds
hianya. Az Adriano és mtsai altal leirt M. cordeiroi esetében is a hal (Zungaro jahu Thering,
1898) szamos szervében talahatd kotdszoveti részbdl kimutattak a parazitat (Adriano et al.
2009). Habar a szovet specificitds hasznos eszkd6z szdmos nyalkasporas parazita
azonositasara, a kotdszovetben, izomban, és idegek mentén fejlodé plazmodiumok a hal
testének kiilonbozd részein is megjelenhetnek. Ilyen esetekben a szerv specifikussag kevésbé
fontos eleme a parazita azonositasanak.

Nincs megbizhaté adat a nyalkasporasok altal okozott szaruhartyafertdzés
patogenitasban betoltott szerepére halakban. Muzzal (1995) feltételezte, hogy a még fiatal
sarga sligér (Perca flavescens) egyedek elpusztulhatnak a M. scleropercae fertdzésben.
Megfigyeléseink szerint dnmagaban a szaruhartya erds fertdzottsége nem okozza a gazda
pusztulasat, vagy a szem szerkezetének altaldnos Osszeomlasat, de az érintett hal latasat
rontja, és megndveli az esélyét, hogy ragadozok prédajava valjon.

Jelen munkank sordn a spordk 18S rDNS vizsgélataval ismertté¢ valt, hogy ez az
¢loskodd azonos a Molnar és munkatarsai altal 2010-ben a kopoltytivbol leirt M.
fundamentalis fajjal, amellyel a spordk DNS szekvencidja 100 %-ban megegyezik. Az eltérd
lokacidét magyarazza, hogy a fajt a tomott-rostos kotdszovetben vald fejlodés jellemzi. Ez a

crer

A/4.3.2. Paduc nyalkasporas parazitai

Andree ¢és munkatarsai (1999) hasonlitottak 0ssze el6szor szdmos Myxobolus taj 18S
rDNS szekvencigjat, igy ) modszert dolgozva ki a morfoldgiailag nagyon hasonld, am
kiilonbozé fajokat fert6z0 nyalkasporasok elkiilonitésére (Eszterbauer 2002). Ezzel a
modszerrel, a szekvencidk kiilonbségeit 6sszehasonlitva, gyorsabban meghatarozhatova valt
egy-egy Uj faj. Lazac- és pontyféléken végzett kutatdsok egyarant feltartak relativ tag vagy
akar nagyon sziik gazdaspecifikussagot mutatdé Myxobolus fajokat. A M. cerebralis képes
akar lazacfélék kiilonb6z0 nemzetségeibe tartozo halakat is megfertézni (El.Matbouli et al.
1999, Hedrick et al. 2001, Ferguson et al. 2008). Hasonloképpen a M. pseudodispar tertdzést
is leirtak mar kiillonbozé alcsaladba tartozd pontyfélékbdl (Molnar et al. 2002). Mas
Myxobolus fajok ugyanakkor rendkiviil szigoru gazdaspecifikussagot mutatnak vagy csak
kozel rokon pontyféléket képesek fertézni (Molndr és Eszterbauer 2011, Cech et al. 2012). A
paduc (Chondrostoma nasus) a Leuciscinae alcsaladba tartozik, de szdj szerkezetében és
taplalkozési szokdsaiban kiilonbozik az alcsalad tobbi tagjatdol. A spora morfologia, a
plazmodiumok elhelyezkedése alapjan és a paducbol kimutatott 18S rDNS szekvencidk
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hasonlosaga szoros rokonsagot mutat a Leuciscinae alcsalad jobban kutatott tagjainak
parazitaival, de a szekvencidk kozti kiilonbségek a kozeli rokonsdg ellenére is indokoljak,
hogy kiilonallo, 0 fajnak irjuk le dket.

A kétféle filogenetikai algoritmus (ML és BI) nagyon hasonlé topologiat
eredményezett, a kiilonbségek, csak az alacsony tdmogatottsaggal rendelkezé elagazasoknal
(70 alatti bootstrap €s posterior probability értékeknél) mutattak kiilonbséget. A harom 1j faj
az azonos szdvetspecifikussagot mutatd, morfoldgiailag hasonlo fajokkal egyiitt csoportosult
a filogenetikai fan. A legnagyobb kiilonbség a M. sitjae helyzetében adodott, ami a Bayesian
Inference algoritmus alapjan a M. szentendrensis testvércsoportjaként jelent meg, mig
Maximum Likelihood algoritmussal bazélis helyzetbe keriilt a M. szentendrensis, és a hozza
hasonl6 fajok (M. intimus, M. alvarezae, M. dujardini, M. obesus és M. eirasianus) alkotta
agak mellett.

A vizsgalat soran nyert adatok alapjan harom 0j Myxobolus faj keriilt leirasra. Habar a
18S rDNS szekvencidkban taldlhaté kiilonbségek egyértelmiien alatamasztjak az 0 fajok
gazda-specifikussagat, a genetikailag kozel rokon halakban, azonos lokécioban fejlodo
nyalkasporas parazitdk morfologiailag hasonl6 sporai a kozos filogenetikai eredetet is jelzik.
Vagyis, a kdzelrokon halak, hasonld szoveteiben, kozelrokon nyélkasporasok fejlédnek.

A/4.3.3. Garda nyalkasporas parazitai

A balatoni garda pusztulas kapcsan, két 0j, eddig ismeretlen Myxobolus fajt mutattunk
ki a NEBIH ADI munkatarsaival egyiittmékodve. Az altalunk végzett kiterjesztett vizsgalatok
alapjan egyik sem jatszott szerepet a halak elhullasdban. Ugyanakkor az eset rairanyitotta a
figyelmet a garddra, a gyakori, 4m kevéss¢ tanumanyozott cyprinida halunkra, ¢és
nyalkasporas parazitaira, melyek akar intenziv fertozottséget is okozhatnak. A gardabol eddig
egyetlen Myxobolus faj volt ismert, a M. ladogensis (Rumyantsev és Shulman, 1997). Amikor
Donec ¢s Shulman (1984) felmérte a volt Szovjetunié nyalkaspoéras parazita faundjat, 12 mas
halfajokban is megjelend6 Myxobolus faj el6fordulasat irta le garddbol: (M. carassii
Klokaceva, 1914; M. chondrostomi Donec, 1962; M. dispar Thélohan, 1895; M. dogieli,
Bykhovskaya-Pavlovskaya & Bykhovsky, 1940; M. dujardini (Thélohan, 1892); M. exiguus
Thélohan, 1895; M. gigas, Auerbach, 1906, M. kuleminae Donec, 1984; M. macrocapsularis
Reuss, 1906; M. muelleri, M. musculi Keysselitz, 1908; M. rotundus Nemeczek, 1911). A
felsorolas feltehetdleg olyan tévesen azonositott fajokat is tartalmaz, melyek a garda
specifikus korokozoéi lehetnek, igy a jovoben molekularis médszerekkel is vizsgalva, varhato
még fajok leirasa gardabol.
azok 18S rDNS szekvenciai alapjan megallapitottuk, hogy a sporak mind alakjuk, mind pedig
szekvenciaik alapjan kiilonboznek a pontyfélékbdl eddig leirt fajoktol. A kopoltyuban fejlodo
sporak Myxobolus peleci-ként, a szem retina rétegében fejlodé nyalkasporas parazitak
Myxobolus cultrati-ként irtuk le.

Azonban a parazitas fertzést az azota nem jelentkezo elhullassal 6sszefiiggésbe hozni
nem tudtuk. A 2014 juniusatél 2015. szeptemberig tartd Kiterjesztett parazitoldgiai
vizsgalatok soran 113 egészségesnek latszo garda egyedbdl 35 esetben ismét sikeriilt
kimutatni a M. peleci és 3 esetben a M. cultrati sporait. igy az elhullas pontos oka tovéabbra is
ismeretlen maradt.

A/4.3.4. Henneguya fajok vizsgalata

A Henneguya, a Myxobolus utdn a masodik legnépesebb nyalkasporas genusz (Eiras
2002, Eiras & Adriano 2012), mely legalabb 195 fajt szamlal. Napjainkban a fajleirdsok
pontos morfologiai leirdsokat tartalmaznak, melyeket szovettani és molekuléris
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eredményekkel is alatamasztanak (Székely et al. 2009, Ye et al. 2012, Yokoyama et al. 2012,
Carriero et al. 2013, Rocha et al. 2014). De szdmos faj esetén, melyeket akar tobb, mint szaz
éve irtak le eldszor, sokszor hidnyos morfologiai adatokkal, pontatlanul meghatarozott
lokacioval és tobb mint egy gazdafaj megjeldlésével talalkozunk. Nagyon gyakran
rendszertanilag tavoli halfajokat is megneveztek egy parazita gazddjaként, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a szerzOk tévesen azonositottak a parazitat. P1. Thélohan (1895) csukabol
¢és stigérbdl is leirta a H. psorospermica-t, de Dykova és Lom (1978) szovettani vizsgalatok
alapjan mar leirja, hogy a nyalkasporas parazita csukdban nagy méretli plazmodiumot képez a
lemezkék kozti térben. Hasonld modon Donec és Shulman (1984) a H. psorospermica-val
megegyezO fajnak azonositjdk a H. fexta-t. Nyilvanvaloan, az emlitett szerzOk két kiilon faj
plazmodiumaval taldlkoztak, H. psorospermica-val a csukékban és H. texta-val a siigerekben.
Kudo (1919) és Donec és Shulman (1984) munkai alapjan, a stigérféléket és csukat fert6zo
eurdpai Henneguya fajok adatait a Tablazat2?-ben gytjtottiik dssze.

Jol latszik, hogy a hianyosan leirt fajok feliilvizsgalatra szorulnak, féleg a pontos
lokécio megnevezése, a szovet specificitds meghatarozasa lenne elsédleges. Az elkiilonitésben
a molekuldris modszerek is nagy szerepet jatszanak, hiszen a Henneguya fajok kozti
morfoldgiai kiilonbségek sokszor csak a farki nyulvany hosszara terjednek ki. A csukéat és
stigérféléket fert6z6 Henneguya-k alakja sokszor hasonlit egymadsra, nem ugy, mint a
pontyféléket és siigérféléket fertézok. A dévérkeszeg uszonyardl kimutatott H. cutanea a
Mpyxobolus-okra emlékeztetd széles spoératesttel rendelkezik. Szamos szerzé szerint
(Eszterbauer et al. 2005, Fiala & Bartosova 2010, Carriero et al. 2013) a Henneguya-k
polifiletikus csoportot alkotnak, melyet molekuléris eredmények is alatdmasztani latsznak. Pl.
a Henneguya cutanea kizarolag Myxobolus tajokkal alkot egy filogenetikai kladot.

A H. jaczoi morfologiailag hasonlit a tobbi csukat, és stigeret fert6z6 Henneguya fajra,
kiilonosen a H. texta-ra. De a plazméddium fejlddés specidlis helye miatt (sz4jpadlés) konnyen
elkiilonithetd a tobbi kopoltyut fert6zo fajtoél (pl H. texta, H. creplini). Szdvettani és
molekularis eredmények is alatamasztjak a H. jaczoi 0j fajként valo leirasat.

Alapvetden sziikséges a csukat és stigérféléket fertdzd nyalkasporas parazita fajok
feliilvizsgalata. A Myxobolus-ok kozé tartozd parazitdkrol mar tobbszor bebizonyosodott,
hogy egy faj csak egy halgazdat vagy csak kozel rokon halfajokat képes fertézni (Molnar
1994, Lom & Dykova 2006, Cech et al. 2012). Olyan filogenetikailag tavol esd halakat, mint
a csuka ¢s a siigérfélék, nem fertdzhet ugyanaz a nyalkasporas parazita. Ez azonban nem zarja
ki, hogy tobb, morfoldgiailag hasonld faj is fert6zheti a siigérfélék azonos szerveit. Ilyen
esetekben a molekuléris vizsgalatok, a fejlddésmenetbeli kiilonbségek és a szerven beliili
eltérd szovetspecificitas segithet az elkiilonitésben.

Egyik probléméas faj a H. creplini, melyet Gurley eredetileg vagodurbincsok
kopoltytjabol irt le (1894). A rendszeres halegészségiligyi vizsgalatok ellenére a balatoni
vagodurbincsokbdl Henneguya fertézést még nem sikeriilt kimutatni (Molnar 1966, 1991,
Molnar et al. 2001). Ugyanakkor H. creplini-szerii sporakkal a balatoni siilldallomany nagy
aranyu fert6zottséget mutat (Molnar 1998), de Lom és Dykova (1992) is leirta, feltehetdleg
tévesen a H. creplini parazita jelenlétét siillokbol. Kevéssé tlnik valdsziniinek, hogy
ugyanazon az ¢€léhelyen, a vagodurbincs parazitija csak a siillét fertézze, a durbincsot
egyaltalan nem. FeltehetOleg a siillokbol eddig H. creplini-ként azonositott faj a Henneguya
nemeczeki-nek (Tripathi, 1952) feleltethetdé meg, de molekularis eredmények hidnyaban,
ennek bizonyitasa tovabbi kutatasokat igényel.

A/4.3.5. Thelohanellus fajok vizsgalata

Morfologiai alapon konnyen elkiilonithetdek a Thelohanellus genusz tagjait a tobbi
nyalkasporas parazitatol, azonban a faj szintli azonositdshoz a spdra morfoldgia, vagy a
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parazita gazda-, szerv- ¢és szovetpreferencidja sokszor nem ad biztos tampontot. Jelen
felmérésbol egyértelmiien kideriilt, hogy a Thelohanellus fajok diverzitasa Magyarorszagon
sokkal nagyobb, mint azt a vizsgalat kezdetén feltételeztiik. Munkank eredményeképpen,
feltehetden harom 0j Thelohanellus faj is leirasra keriilhet a jovOben, vagy megfeleltethetd
lehet korabban csak morfoldgiai bélyegek alapjan leirt fajokkal.

A kutatds 6 célja a T. kitauei jelenlétének vizsgalata, illetve eldfordulési
gyakorisdganak meghatarozésa volt. Kézel 600 B. sowerbyi €s 250 ponty bél vizsgalata soran
csak egy oligochaeta egyedben detektalt aktinospora egyezett meg a témacsoportunk altal mar
2011-ben is kimutatott T. kitauei szekvenciajaval. Jollehet az Azsidban nagy gazdasagi
karokat, és latvanyos tlineteket okozo6 parazita myxosporait pontybol nem sikertilt izolalnunk,
de a magyar aktinospdra és dzsiai aktino- és myxospora izolatumok 18S rDNS szekvenciai
kozt 1évo 0,4%-os nukleotid kiilonbség jelez egy bizonyos kiilonbséget a két populéacio kozott,
ami akér egyiitt jarhat az eltéré patogenitassal is. Lehetséges, hogy a magyar 7. kitauei
izolatum egy 1j fajt, vagy alfajt képvisel, melyre a hazai ponty populacio kevésbé érzékeny.
Ahhoz, hogy az azsiai és magyar izolatumok patogenitasbeli kiilonbségének okai felfedhetdek
legyenek, keresztfert6zési kisérletek és tovabbi molekularis elemzések sziikségesek. A
keresztfertdzés soran azsiai, 7. kitauei-ra fogékony pontyokat lenne érdemes fertdzni a
magyar izolatummal, és forditva, igy a gazdak eltérd érzékenységét a parazitara, vagy a
kornyezeti kiilonbségek hatdsat a patogenitasra konnyebben meg lehetne allapitani, azonban
ezek a kisérletek csak zart térben a megfeleld hatdsagi engedélyek beszerzése utan lennének
kivitelezhetok. Tovabbi molekularis biologiai vizsgdlatokkal, pedig a parazitak kozti
kiilonbségeket lehetne pontosabban meghatarozni, pl a 18S rDNS génnél joval variabilisabb
ITS1 (internal transcribed spacer 1) régio ¢€s virulencia gének bevonasaval. Az ITS1 régio
vizsgalata nyalkasporasoknal gyakori az alfa; szinti biogeografiai szdrmazéstani
vizsgalatokban (Henderson & Okmura, 2004, Whipps & Kent 2006). A virulencia
faktoroknak, pl protedzoknak nagy szerepiik van a parazita gazda elleni tdmadasanak
sikerességében, és a gazdan beliili elszaporodasaban. A protedz gének kiilonbségei, illetve
expressziojuk szintje, befolyasolhatja a fert6zés kimenetelét (Gomez et al. 2014).
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B, Virusok

A virusok mikroszképikus méretli, bioldgiai organizmusok. Nem sejtes
szervezddésiiek, csak mas ¢l61ények sejtjeiben képesek szaporodni, igy obligat sejtparazitanak
is tekinthetéek. Minden ¢€l6 szervezetnek, novényeknek, allatoknak, gombaknak,
egysejtiieknek és baktériumoknak is megvannak a sajat virusaik (Koonin et al. 2006).

A virusokat a 19. szazad végén (1892) Dmitrij Ivanovszkij fedezte fel, a dohany
mozaikos betegségét vizsgalva, bar ¢ még ekkor a baktériumok toxinjanak gondolta a
szlirlettel is terjedd korokozét. 1898-ban Martinus Beijerinck megismételte Ivanovszkij
kisérleteit, és a latin méreg sz6 alapjan, virusnak nevezte a sziirén is athaladd, kisméreti
fert6z6 agenst. Sejten kiviil a virusok virion formajaban léteznek, altalaban valamilyen
szimmetrikus szerkezet jellemzd rajuk. A virusrészecskék belsejében taldlhatdé a genetikai
informaciot hordozd egyszalu, vagy duplaszalt DNS vagy RNS, melyet kiviilrél egy
fehérjeburok, a kapszid vesz koriil. Néhany esetben ezt egy lipidburok is borithatja. Méretiik
20-1500 nm koézt valtozhat, igy szerkezetiiket csak elektronmikroszkoppal lehet megfigyelni.

Rendszerezésiik a genetikai informéciot hordozoé nukleinsav tipusan és a virdlis mRNS
képzésének modjan alapul. Ezt a csoportositast David Baltimore irta le 1971-ben, és a mai
napig a virusok besoroldsa részben ezen alapul (35. d&bra). Az 1973-ban az ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses, Nemzetkdzi Virus Taxondémiai Bizottsag)
a Baltimore rendszerrel Osszefliggésben megalkotta a ma elfogadott, virustaxondmiai
rendszert, ami rend-csalad-nemzetség-faj alapon sorolja be a virusokat.

Class
[ I

@ dsRNA (+)ssRNA ssRNART

mRNA

35. dbra: A Baltimore-féle virus osztalyozasi rendszer (Baltimore, 1971)

Az esetleges fertdzések diagnozisa a sokszor dsszetéveszthetd klinikai tiineteken kiviil
a hagyomanyos virusizolal6 technikék, szerologiai modszerek és molekularis alapon térténd
virus nukleinsav meghatarozason alapul.

A masodik generacios szekvenaldo modszerek megjelenésével rohamosan megnott a
kiilonbozd virusszekvencidk szama. Ezek jelentds hanyada tartozik az un. CRESS-DNA
(circular Rep-encoding single stranded DNA) virusok koéz¢é, melyeket egyszalu cirkularis
DNS genom jellemez, és egy jol megdrzott RCR fehérjét (rolling circle replication, gordiild
kor alapu replikéacioért felelds fehérje) kddolnak. Ezek kozé tartozik a novényi koérokozd
Geminiviridae ¢és Nanoviridae csalad tagjai, és az allatokat fert6z0 Anelloviridae ¢és
Circoviridae viruscsaladok (Carstens 2010, Fauquet et al. 2005). Ezek az egyszala DNS-t
tartalmazo virusok a legkisebb ismert kapszidot is kodold patogének, melyek eukariota
¢lélényeket fertéznek. Magas rekombindcios (Lefeuvre et al. 2009, Martin et al. 2011), és
mutcios rata (1,2 x 10° kicserélédés/hely/év; Firth et al. 2009) jellemzi Gket, melyhez
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hasonlot eddig csak az RNS virusoknal figyeltek meg (Duffy et al. 2008, Firth et al. 2009,
Grigoras et al. 2010, Streck et al. 2011). Valodsziniileg ez a magas evolucids potencidl tette
lehetévé az ssDNS virusok megjelenését ¢és gyors szétterjedését a vilagban. Az
agrarszektorban fontos koérokozonak szamitanak, hiszen a circo- és gyrovirusok a
haszonallatokat tamadjak meg, a gemini- €s nanovirusok pedig a termesztett novényeket.

Halaknal el0szor Weissenberg vetette fel a lymphocystis betegség virusos voltat 1914-
ben. Ezutan az 1950-es évekig hat virusos megbetegedést azonositottak, 10 évvel késébb mar
17-et ismertek (Wolf, 1988), napjainkban pedig mar tobb mint 125 virust irtak le halakbol
(Noga 2010). Bar a halak virusai a legkiilonb6z6bb genetikai és kortani jellemzdkkel birnak,
néhany altaldnos jellemzd csaknem mindegyikrél elmondhaté, mint a hémérséklet-fliggd
patogenitas, illetve sok virusra jellemz6 a gazda-specifikussag, €s a fiatalabb halak nagyobb
fogékonysaga a fert6zésekre.

A vilag halaszati fogasa az 1980-as €vek végétdl elérte azt a maximalis szintet, ami
tovabb mar nem fokozhat6, a készletek nagy részét mar teljes mértékben kiaknaztak. A vilag
akvakultiras termelése ugyanakkor jelentésen megnovekedett az elmult néhany évtizedben. A
nem megfelelo tartasi koriilmények, és az ellendrizetlen kereskedelem miatt, azonban megnott
a koérokozok elofordulasa, és gyakoriva valt az orszdgokon ativeld jarvanyok kialakulasa is,
mely jelentés gazdasagi karokat okozott. Az ellendrizetlen €16 hal, illetve késztermékek
széllitasaval jaro kedvezdtlen tarsadalmi, gazdasagi és kornyezeti valtozasok felhivtak a
figyelmet az ezzel kapcsolatos szabdlyrendszerek kidolgozasanak sziikségességére.
Elengedhetetlenné valt az allatok egészségligyi statuszanak igazolasa, €s a tenyésztéssel,
kereskedelemmel jard jarvanyiligyi kockazatot csokkentd eljarasok bevezetése. Az
Allategészségiigyi Vilagszervezet (OIE, World Organisation for Animal Health) 1960-ban
megalapitotta a Halbetegségek Bizottsagat (FDC, Fish Diseases Commission), mely célzottan
foglalkozik a vilagszerte novekvd akvakultiras termelést érinté korokozokkal. A bizottsag
naprakész informéciot szolgaltat a napjainkban nagy kockazatot jelentd vizi kartevok
diagnosztikdjaval, kezelésével és megeldzésével kapcsolatban. Az altaluk évente kozzétett
listan szamos olyan virus is szerepel, melyeknek mind a togazdasagokban, mind a nemzetkozi
kereskedelemben fontos jarvanytani jelent0ségiik van. Az Eurdpai Uni6 Bizottsaga ezek
alapjan hatarozza meg a tagorszagoknak eldirt, bejelentési kotelezettség ala tartozo
betegségek listajat. Hazankban jelenleg az EHN (Epizootic haematopoietic necrosis,
Jarvanyos vérképzdszervi elhalds), a VHS (Viral haemorrhagic septicaemia, Pisztrangok
virusos vérfertdzése), az IHN (Infectious haematopoietic necrosis, Pisztrangfélék fertézo
vérképzoszervi elhalasa), a KHV (Koi herpes virus disease, Koi herpesz virus betegség) és az
ISA (Infectious salmon anaemia, Lazacok fertdzo vérszegénysége) tartozik az Europai Unio
Bizottsdganak és a tagéallamoknak jelentendd allatbetegségek koézé a 113/2008. (VIII. 30.)
FVM rendelet 2. szamu melléklete alapjan. Az SVC (Spring viraemia of carp, Pontyok tavaszi
virémiaja) mar lekeriilt az Eurdpai Unid Bizottsaga altal meghatarozott listds betegségek
kozil, de a 113/2008. (VIIL 30.) FVM rendelet 1. szamu melléklete alapjan Magyarorszagon
tovabbra is a bejelentési kotelezettség ala tartozik.

Témacsoportunkban a halparazitologiai kutatds nagy multra tekint vissza, de a
haltenyésztés magyarorszagi fejlodésével parhuzamosan felmeriilt az igény a diagnosztikat
kiegészitd, hal virusokat, illetve bakterialis fert6zéseket vizsgald alapkutatisokra is. Az
Intézet (MTA ATK AOTI), az Allatorvosi Egyetem és a NEBIH ADI hasonld témateriilettel
foglalkoz6 munkatarsai részér6l kaptam segitséget, hogy témacsoportunkban is
megkezdddhessenek a hal virusokat célz6 vizsgalatok.

PhD munkam soran a hazankban egyre gyakrabban felbukkané hal circovirusokkal,
illetve egy tumoros eset kapcsan a herpeszvirusokkal foglalkoztam.

B/1. Irodalmi dsszefoglalas
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B/1.1. Circovirusok

A circovirusok a Circoviridae csaladba tartoznak, kisméreti (12-27 nm), burokkal
nem rendelkezd virusok. Az ikozahedralis kapszidban talalhaté a rovid, egy szali, kovalensen
kotott DNS genom, melynek mérete 1.3 — 2.3 kb. Elsé képviseldjét, a sertés circovirust
(porcine circovirus — PCV) egy sertés sejtvonalbdl irtdk le (Tisher et al 1974, 1982). Az els6
leirast kovetden gyorsan gyarapodott a hasonlo karakterisztikdval rendelkezd virusok szama,
nagyrészt a gyorsan fejlddé molekuldris technikdknak kosznhetden. A csalad jelenleg két
nemzetségre oszthatd, Circovirus és Cyclovirus genuszra az ICTV legujabb kozleménye
alapjan (Breitbart & Varsani, 2015). A csalad mindkét nemzetségére az ambiszenz
genomszervezddés a jellemzo, két f6 gént kddolnak, a rep és a cap gént, melyek ellentétes
iranyban helyezkednek el (36. dbra). A rep gén kddolja a Rep fehérjét, mely a virusreplikéciot
irdnyitja, a cap gén pedig a kapszid fehérjét (Cap) koédolja, mely az N-termindlis részen
altalaban egy arginin gazdag régioval rendelkezik. A circovirusoknal a rep gén a
nonanukleotid motivummal megegyezd iranyban helyezkedik el, a cyclovirusoknal azzal
ellentétesen.

A Circovirus B Cyclovirus

~oTAT

36. abra: A Circo- és Cyclovirus nemzetségek genom szervezddése (A, B). A szarhurok
szerkezeten jelolve a jellemzd nonanukleotid motivum szekvenciajat. Piros: rep gén, lila: cap
gén, RRR: arginin gazdag régid, IR: intergenic region, gének kozti szakasz hossza (Rosario et

al. 2012)

A virusreplikacid a sejtmagban torténik, rolling circle replikaciés modell szerint
(Mankertz et al 1998, Cheung, 2004), egy cirkularis, dupla szala, replikalodd DNS kozti
termék segitségével. Sejtes eredetli DNS polimerazok vesznek részt a duplaszalt intermedier
kialakitasaban a sejtosztodas S fazisdban. Az Osszetett replikacios folyamatot a PCV alapjan
irta le Cheung 2003-ban, ¢és valosziniisithetd, hogy ez a tobbi circovirusban is hasonloan
zajlik le (37. abra).
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37. 4bra: A rolling circle replikacio (gordiil6 kor replikcid) sematikus rajza, Rosario et al.
2012 nyoman

Habar az els6 azonositott circovirus sertés eredetli volt, a legtobb patogén circovirust
eddig madarakbodl irtdk le. A betegség jelentds karokat okoz a galamb allomanyokban
(Columbidae), ahol az Un. fiatal galamb betegség szindroma kialakitasaért felelosek. A
versenyeztetés c€ljabol tartott allatok teljesitménye leromlott, fogékonyabba valtak
masodlagos fertdzésekre, étvagytalanok lettek, tovabba 1égzdszervi-, illetve hasmenéses
tiinetek is megjelentek benniik (Csdgola et al. 2012). A papagajokndl (Psittacidae) fOleg
csorelvaltozasokat €s tollasodasi zavart lehetett megfigyelni (Ha et al. 2007, Parrish 2011).
Emellett szdmos vizimadarbol, féleg récefélékbdl (Anatidae) is azonositottak CV-okat
(Halami et al. 2008, Zhang et al. 2009, Soike et al. 2004).

Az elséként detektalt, de tiineteket nem okozd sertés CV mellett mar kifejezetten
patogén formakat is kimutattak, melyek jelentés gazdasagi karokat okoztak a sertés
tenyésztésben. A PCV-2 tehetd felel6ssé az elvalasztott malacok sorvadasat okozo
szindromaért (PMWS), a sertés dermatitisz €s nephropatia szindromaért (PDNS), illetve
gyakran léguti tiinetek és szaporodasi zavar is megjelenhet (Allan et al. 1998, Segales et al.
2005, Opriessnig et al. 2007). A kozelmultban azonositott PCV-3 is hasonléan a PCV-2-hoz,
tobb szervet érintd megbetegedést is képes okozni, kivalthatja a PDNS-t is és szaporodasi
zavarokat is képes el6idézni (Phan et al. 2016, Palinski et al. 2017).

A diagnosztikai mddszerek fejlddésével, a fenti, kifejezetten patogén esetek mellett
szamos kornyezeti mintabol (tisztitott viz, szennyviz, tengerviz) is azonositottak CV
szekvenciakat, mellyel nyilvanvalova valt, hogy ezek a virusok sokkal szélesebb korben
elterjedtek, mint azt kordbban gondoltdk (Rosario et al. 2009a, b; Blinkova et al. 2010,
Delwart & Li, 2012).

B/1.1.2. Circovirusok halakban

Az els6 hal circovirust marna ivadékbol mutattdk ki egy magyarorszagi
halgazdasdgban (BarCV, barbel CV, Lérincz et al. 2011). A BarCV-vel fert6zott ikrabol
kikeld larvak nem sokkal a kelés utan elpusztultak. A nagyaranyu elhullasa kapcsan végzett
teljeskorti diagnosztikai vizsgalat sordn, sem mads ismert virust, baktériumot, vagy parazitat;
sem toxikus anyagot nem tudtak kimutatni, de a CV szekvenciat minden elhullott egyedbdl
azonositani tudtdk. Ugyanabban az évben, a Balatonon, a kimeritd ivasi idészakot kovetden,
nagyaranyu lesOharcsa elhullast tapasztaltak, mely csak a kifejlett, ivarérett korosztalyt
érintette (6-50 kg egyedek). A rutin diagnosztikai mddszerek itt sem vezettek eredményre,
ugyanakkor PCR modszerrel egy ujabb circovirust sikeriilt kimutatni beldliik (EcatfishCV,
European catfish circovirus, Lorincz et al. 2012). Nincs egyértelmi bizonyiték, hogy a marna
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vagy harcsa elhullasokért az emlitett 0j virusok a felelosek, de mindkét eset nagyon hasonld
ahhoz, amit sertéseknél, vagy madaraknal tapasztaltak, ahol a fiatal életkor vagy a kimertiltség
voltak a legfontosabb hajlamositd tényezok, melyek a circovirus indukalt betegségek
megjelenését eldsegitették.

Gazdafajtol fiiggetleniil, a CV-okra jellemz6 egyszeri genomszervezddés (2 6 ORF
jelenléte) és a virion szerkezete miatt, a virus a fertézott sejt replikacids rendszerére van
utalva, €s ezzel egyidOben a foleg a Cap proteint c€lzd humoralis és sejtes immunvalaszt is el
kell keriilnie. A circovirusok csak az osztédd sejtekben képesek replikalddni, ezért fiatal
allatokban nagyobb eséllyel fejlodik ki a betegség. Osztodd sejtek az aktivalt
immunrendszerben is folyamatosan jelen vannak, kivalé kornyezetet biztositva a virusnak,
amely 1igy, a gazda védekezd rendszerét alapjaiban megtadmadva, altalanos
immunszuppressziot képes kivaltani a szervezetben (Todd, 2000).

A harmadik hal circovirust egy Balatonban fogott, karfiolbetegség tlineteit mutato
kifejlett angolnabdl (Anguilla anguilla) irték le (EeCV, eel circovirus, angolna CV; Doszpoly
et al. 2014). Az allatbol mas ismert korokozot nem tudtak kimutatni.

Ezt kovetben hazankban felmérés indult mas hal, illetve kétélti CV-ok kimutatasara
is. Ennek eredményeképpen 1j circovirusok részleges rep szekvenciait sikeriilt felszaporitani
PCR segitségével egészségesnek latsz6 bodorkabol (Rutilus rutilus), dévérkeszegbdl
(Abramis brama), balinbdl (4Aspius aspius), és feketeszaju gébbdl (Neogobius melanostomus),
de egyik esetben sem sikeriilt meghatarozni a virusok teljes genomjat (Tarjan et al. 2014).
Szintén PCR modszerrel tovabbi rep szekvenciakat sikeriilt kimutatni indiai cyprinid halakbol
(Labeo rohita és Catla catla), de érdekes mddon a kapott szekvenciak felhasznalasaval itt sem
tudtak a teljes genom szekvencidt eldallitani, illetve ahol sikeriilt nagyobb szakaszt
meghatarozni, ott nem tudtdk a teljes rep és cap géneket meghatarozni. Szamos pont mutacid
¢s indel mutaci6 (inszercid vagy delécio) volt megfigyelheté a kodolo régidoban, ezzel un
frameshift — leolvasasi keret eltolodasaval jar6 mutaciot €s stop kodon beépiilését okozva. A
szerzOk szerint ezek a virdlis elemek integralddhattak a hal genomba, mely az eredeti virus
szekvencia torzulasaval is jart (Fehér et al. 2013).

B/1.1.2.1. Hal circovirusok felépitése

Jelen tudéasunk a hal circovirusokrdl féleg a genetikai tanulmanyokon alapul. A marna,
harcsa €s angolna circovirusok teljes genom szekvenciaja, és a Tarjan €s munkatarsai (2014)
altal kimutatott részleges CV szekvencidk meghatdrozdsa hagyomanyos, PCR alapu
modszerrel tortént. A szekvencidkat 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a hal circovirusok
virion szerkezete megfelel az altalanos CV genomszervezddésnek, ahol az egyszalu cirkularis
genomot a Cap fehérje veszi koriil (Biagini et al. 2011). A harom eddig felfedezett teljes
genommal rendelkezd hal circovirus genomszervezédése (BarCV, EcatfishCV, EeCV) a 38.
abran lathato.
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38. 4bra: A (A) marna-, (B) harcsa-, és (C) angolna CV-ok genomszervezddése. Kékkel
jeldlve a rep gén, pirossal a cap gén elhelyezkedését. Az EeCV-bol kimutatott két tovabbi
feltételezett ORF-t feltiintettiik az abran (C)

B/1.1.2.1.1. Marna CV genomszervezddése (38. abra/A)

Két teljes circovirus genom szekvenciat (BarCV1 ¢és BarCV2) sikeriilt kimutatni
marnakbol. Mindkét genom mérete 1957 nt volt, egy egyszall, cirkularis DNS (ssDNS)
molekulaba rendezddve. A két virus nukleotid szekvencidja 94,7 %-ban megegyezett, kis foka
eltérést mutatott. A két {6 ORF egymassal ellentétes iranyban helyezkedik el, ahogy a tobbi
circovirusnal altalaban. A hosszabb, Rep fehérjét kodoldo ORF (ORF1) pozitiv irdnyultsaga és
a 48. és 1005. nt kozt helyezkedik el, standard kezdékodonnal kezdddik (ATG) de a 9.
nukleotidtol van egy alternativ kezddkodon is (CTG), igy ez az ORF 332 vagy 319
aminosavat koédol. A negativ irdnyba elhelyezkedd, Cap fehérjét kodol6 ORF (ORF2)
esetében a TTG kezddkodont azonositottdk az 1905. nt pozicidban, mely az 1264. nt. —ig
terjed, 214 aminosavat kodolva. Ha 0sszehasonlitjuk a BarCV1 és BarCV2 becsiilt aminosav
szekvenciait, az ORF1 esetében 97,5 %-os hasonlosagot taldlunk, az ORF 2 esetében pedig
95,3%-t.

Az ORF1 feltételezett fehérjéjéhez leghasonlobb (51% -ban), egy human eredeti,
feceszbdl kimutatott circovirus Rep fehérjéje (NG13, HuACV, Human associated CV, Li et al
2010) volt, de sertés €s madar eredetli circoviralis Rep fehérjékkel is 44-50%-o0s hasonlosagot
mutatott.

B/1.1.2.1.2. Harcsa CV genomszervezddése (38. abra/B)

A marnahoz hasonldan, két kiilonbozo circovirust mutattak ki PCR modszerrel
harcsabdl (Lorincz et al 2012), mindkét genom mérete 1966 nt, vmivel nagyobb, mint a
marna circovirusoké. A két EcatfishCV szekvencia 99,4% -ban megegyezett, és ugyanugy
ellentétes iranyban helyezkedik el rajta a két f6 ORF. A Rep-et kddol6 ORF1 a 251. nt és a
1193. nt kozt talalhatd, és potencialisan 314 aminosavat kddol. A Cap-t kdédolo ORF2 az
1934. nt és 1253. nt kozt helezkedik el, és 227 aminosavat koédol. A marna circovirustol
eltéréen a harcsa CV ORF2-je rendelkezik a standard ATG kezdékodonnal. Két tovabbi ORF
talalhaté még a genomban, az ORF3 (157 as) és az ORF4 (136 as), de ezek funkcidja, vagy
mas viralis génekhez kothetd hasonlosagat nem sikeriilt azonositani.

BLAST programmal térténé aminosav szinti sszehasonlitas alapjan a harcsa CV Rep
fehérjéje legnagyobb hasonldsagot szintén a human eredetii NG13 Rep-jével mutatta (55%), a
marna, illetve a tobbi ismert circovirus Rep-hez alacsonyabb szdzalékban hasonlitott (49-
52%). A Cap fehérje aminosav sorrendjének Blast programmal vald Gsszehasonlitdsa itt is
legmagasabb szdzalékban az NG13 Cap szekvencidjat eredményezte (35%). A méarna CV
Cap-jéhez csak 28%-ban mutatott hasonlosagot.
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B/1.1.2.1.3. Angolna CV genomszervezddése (38. abra/C)

A szamos koz0s vonas ellenére, az EeCV meglehetdsen kiilonbozik a marna- és harcsa
CV-tol. A legszembetlinbb kiilonbség a genom mérete, az EeCV csak 1378 nt hosszi. Az
EeCV is két 6 ORF-t tartalmaz, melyek ellenkezd iranyban helyezkednek a genomban. A
Rep fehérjét kodold6 ORF1 286 aminosavat kddol. A fehérjében megtalalhatd a konzervalt
RNS helikdz domént is, mint a harcsa és marna CV-k esetében egyarant. A feltehetdleg Cap
proteint kodoldo ORF3 csupan 114 as-t kodol, mely szignifikdnsan rovidebb, mint mas
circovirusokban, ezért az ICTV még nem fogadta el az EeCV-t 6nallo virus fajnak, kétséges,
hogy ilyen kis méret esetében is funkcionadlis Cap fehérje fejezddhet ki.

A Rep fehérjéhez lenagyobb hasonlosdgot a harcsa CV Repje mutatott (51%). A
feltételezett Cap aminosav szekvencidja nem mutatott szamottevé homologiat a Génbankban
talalhatd egyik fehérjével sem, viszont megtalalhatd rajta a circovirusokra jellemzd arginin
gazdag régi6d az N-terminalis részen. A genomban a két f6 ORF-en kiviil még tovabbi kettdt
azonositottak, melyek atfedtek az ORF1 szakaszaval. Az ORF2 meglehetésen hosszu, és a
kikovetkeztett aminosav szekvencidja alapjan a galamb és kacsa circovirusok egyik
feltételezett fehérjéjével mutatott homologiat (Mankertz et al 2000, Chen et al 2006). Az
ORF4 altal kédolt aminosav szekvencia mas circovirusok (csor és toll betegség) fehérjéivel
mutatott homoldgiat (Niagro et al. 1998).

A teljes hal circovirus genomok elemzése szamos kozos tulajdonsagra ravilagitott.
Mindharom cirkuléris genom kodol egy Rep és egy Cap fehérjét, melyek egymassal ellentétes
iranyban helyezkednek el. A fehérje kddold szakaszokat egy-egy intergénikus régid (IR)
valasztja el az 5’ és 3’ végeken egyarant. Az IR szakaszok hossza eltér a kiilonb6z6 hal
circovirusokban, marna CV esetében 100 és 259 nt, harcsa CV —nél 282 és 60 nt, EeCV-nél
107 és 65 nt az 5° és 3° végeken. Mindharom virus genom tartalmaz egy konzervalt
nonanukleotid, azaz 9 nukleotidbol allo6 szakaszt 5°- TAGTATTAC-3’, hasonléan a
Circoviridae csalad szdmos tagjdhoz. Ez a szakasz a széar-hurok (stem loop) szerkezetben
talalhatd, ami a rep és cap gének kozti 5° IR-ban talalhaté. A Circovirus genuszon beliil
eléforduld konzervalt nonanukleotid szekvencidkat a Tablazat 10.-ben tiintettem fel.

10. tablazat: A circovirusoknal el6forduld nonanukleotid szekvenciak (Lorincz et al. 2011.)
(PiCV —pigeon CV — galamb CV, GuCV — gull CV- siradly CV, FiCV — finch CV — pinty CV,
CaCV — canary CV —kanari CV, StCV — starling CV — seregély CV, RaCV —raven CV —
holl6 CV)

Nonanukleotid szekvencia (5°-3’) Virus

TAGTATTAC PCV-1, PiCV, GuCV, FiCV
TAGTATTAC BarCV, EcatfishCV, EeCV
AAGTATTAC PCV-2

CAGTATTAC CaCV, StCV
GAGTATTAC RaCV

TATTATTAC Ludalakuak CV-ai

A szar-hurok szerkezet a genom nélkiilozhetetlen része, melynek a replikacio
inicidciojaban van fontos szerepe. A duplaszalu szar-szakasz hossza 15 bp €és 12 bp a marna
¢s angolna CV-nél, de csak 9 bp a harcsa CV-ndl, ami rovidebb, mint a CV-k atlagos szar-
hossza, viszont hasonlit cyclovirusoknal leirt méretre (Liu et al 2010).

A hal circovirus genomok vizsgalata soran megallapithaté volt, hogy a BarCV,
EcatfishCV és EeCV virusok egyértelmiien a Circovirus genusz tagjai. A marna €s harcsa
CV-hez a legkozelebbi rokon szekvencia az HUIACV (Human associated circovirus, korabbi
nevén HufaCV, NG13), melyet gyermekek iiriilékébdl detektaltak (Li et al 2010). Habar
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alacsony a hasonlosadg az NG13 és a marna, illetve harcsa circovirusok kozott, de ez nem csak
a teljes genom vizsgalatakor volt kimutathat6, hanem a Cap fehérje aminosav szekvencigja
alapjan is, ami viszonylag szoros kapcsolatot jelez a virusok kézott. Lorincz €s munkatarsai
(2012) szerint a hasonlosdg feltehetden abbd fakad, hogy az NGI3-as széklet minta
kialakulasadban hal fogyasztas is szerepet jatszott, vagy a virusoknak kozos, eddig ismeretlen
eredete van. A virusok kozos eredetét aldtdimasztja az NGI13 szar hurok szerkezetében
talalhatdé nonamer szekvencia is. A genomszervezOdés alapjan az EeCV is a Circovirus
genusba tartozik, de nem alkot monofiletikus csoportot a harcsa vagy a marna
circovirusokkal, bar az ismert szekvenciak koziil legjobban az EcatfishCV-re hasonlit
(Doszpoly et al 2014).

B/1.1.2.2. Részleges rep szekvenciak

A Tarjan ¢és munkatérsai (2014) altal kimutatott részleges rep szekvenciak vizsgalata
soran, egy dévérkeszegbdl szarmazd minta nagyfoki hasonlosdgot mutatott a marna CV-vel
(64-65%), ¢€és harom, eddig imeretlen circovirus szerli szekvencia keriilt azonositasra
bodorkabol (Rutilus rutilus), balinbol (Aspius aspius) ¢és feketeszdju gébbdl (N.
melanostomus). A bodorkabol és a balinbol kimutatott CV-szerli szekvencidk csekély
mértékben ugyan (46-51%), de legjobban szennyvizbdl és tengervizbdl szarmazd kornyezeti
mintakbdl azonositott CV szekvencidkra hasonlitottak. A gébbdl kimutatott szekvencia 44%-
ban egyezett meg a harcsa CV-ok Rep fehérjéjével, egy zooplanktonbol és egy
szennyvizmintabol azonositott CV-al. A kimutatasra keriilt részleges rep gén szekvencidk
rovidsége miatt, azonban messzemend kovetkeztetést a hasonlosagi adatokbol még nem lehet
levonni.

B/1.2. Alloherpeszvirusok

A herpeszvirusok egy meglehetdsen diverz csoportjat képezik a nagyméreti DNS
genommal rendelkezd virusoknak. Genetikai vizsgalatok alapjan a Herpesvirales rend harom
csaladra kiilonithetd el: Herpesviridae csaladba tartozo virusok hiilléket, madarakat és
emlésoket fertéznek, a Malacoherpesviridae csalad tagjai puhatestiieket, ¢€és az
Alloherpesviridae csaladba tartozo virusok halakat és kétéltiieket betegitenek meg (Davison et
al. 2009, McGeoch et al. 2006, Waltzek et al. 2009a, b).

Bar az emlitett viruscsaladok kozt nincs megegyezd, konzervativ szekvenciat
tartalmaz6 régio, szerkezeti és biologiai hasonldésdgok megtalalhatdak. Szerkezetiiket tekintve
a herpeszvirus virion linearis duplaszali DNS genomot tartalmaz egy ikozahedralis
nukleokapszidba csomagolva (kapszid &tmérdé ~100nm), amit egy fehérjetermészetii tegument
réteg és egy gazdabol szarmazo, sejthartya eredetii burok vesz koriil (Minson et al. 2000). A
kapszid 162 kapszomerbdl all (150 hexon és 12 penton) és mindegyik kapszomer rendelkezik
egy kiirté-szert kitiiremkedéssel, melynek a kozepén tengelyirdnyban csatorna helyezkedik el.
A sejthartya eredetli burok miatt a pleomorf, intakt burok atmérdje 150-200 nm. A burok
szamos glikoproteint tartalmaz, melyeknek a sejt-virus kolcsonhatasokban (adszorpcio,
penetracio), illetve az immunogenitasban van fontos szerepe (Booy et al. 1996, Davison et al.
2005) (39. abra).
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39. abra: Alloherpesviridae viruscsalad altalanos szerkezeti felépitése, ViralZone 2017, Swiss
Institute of Bioinformatics, https://viralzone.expasy.org/528?outline=all by species

Az emlitett herpeszvirus csaladok kozt az egyetlen gén, ahol egyértelmii homologiat
sikeriilt kimutatni, az a terminaz ATP4z alegysége, a virion Osszeépiilése soran, a virus genom
kapszidba csomagolasaban jatszik szerepet (Davison 2002, Davison et al 2005, 2009).

Az Alloherpesviridae csaladon beliil viszont mar 12 jol megdrzott gén talalhatod (40.
abra) (van Beurden et al 2010), melyek jol hasznalhatéak a diagnosztikaban €s a filogenetikai
vizsgélatokban egyarant (Hanson et al 2006, Kelley et al 2005, Waltzek et al 2009a). A DNS
polimeraz és a terminaz gén ATPaz alegységének részleges szekvencidjanak alapjan
hataroztdk meg Waltzek és munkatarsai (2009a) 13 hal és kétéltii herpeszvirus filogenetikai
helyzetét. Ez alapjan az Alloherpesviridae csalad két monofiletikus kladra oszthato: az
egyikben az Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) és a cyprinid herpeszvirusok (CyHV-1,-2,-
3), a masik kladba az ictalurid herpeszvirusok (IcHV-1- 2), az acipenserid herpeszvirusok
(AciHV-1,-2) a salmonid herpeszvirusok (SalHV-1,-2,-3) és a ranid herpeszvirusok (RaHV-
1,-2) tartoznak. Egy késObbi tanulmény, kiilonb6zdségiik miatt, a ranid herpeszvirusok kiilon
csoportba sorolasat javasolta (Doszpoly et al 2011a). Jelenleg az ICTV a kovetkezd
nemzetségeket fogadja el, a hozza tartozo fajokkal: Batrachovirus (RaHV-1 és RaHV-2),
Cyprinivirus (CyHV-1, CyHV-2, CyHV-3 ¢és AngHV-1), Ictalurivirus (IcHV-1, IcHV-2 és
AciHV-2) és Salmonivirus (SalHV-1, SalHV-2, SalHV-3) genuszokat (ICTV, 2014).

Az alloherpeszvirus genomok 4ltaldban tobb mint 70 gént tartalmaznak. A legkisebb
leirt herpeszvirus az Ictalurid herpesvirus 1, amely 134 kb-bol all és 76 feltételezett gént
tartalmaz (Davison 1992). A legnagyobb, a Cyprinid herpesvirus 3, 295 kb-bol all, és 155
gént kodol (Aoki et al 2007, Davison et al 2013). A genomok végein terminalis ismétlodések
(terminal repeat, TR) taladlhatéak. A viradlis DNS mindkét szala kodol, szenz, és ambiszenz
iranyban is megtalalhatoak a gének. A kodolt fehérjéknek csak kis hanyada struktarprotein,
nagyobb résziiknek a virus replikacidjdban van szerepe.

A herpeszvirusok egyik kozds jellemzdje, hogy az elsédleges fertdzodés utan, képesek
latens, alvo allapotban a gazddban maradni, mikozben fert6z6 virus partikula nem termelddik,
nagyon kevés virus fehérje még expresszalodik. A latens vagy aktiv viruszaporodast
szabalyozd tényezok a gazda allapotaval vannak Osszefiiggésben. Ezek a virusok gyakran
gazdaspecifikusak, mas gazdat nem, vagy csak csekély mértékben fertéznek, ugyanakkor egy
sikeres gazdafajvaltas elhullassal is jarhat. A herpeszvirusok altal kivaltott tiinetek, €s az
okozott betegség kimenetele sokszor attol is fligg, hogy a fert6z6dés elsddleges, latens
allapott vagy éppen kijuld stadiumban van. Az els6 fertdzésnél a betegség kimetele gyakran
a virusmennyiségtdl, és a gazda immunstatuszatol fiigg. A természetes gazddban az
elsddleges fert6z0dés gyakran csak enyhe megbetegedéssel €és a populacidban valo
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elterjedéssel jar. De optimalis koriilmények kozott gyakran bukkan fel nagy egyedstriiségli
haltelepeken, ahol szamos alloherpeszvirus képes magas mortalitassal és magas morbiditassal
jaro jarvanyok kivaltasara. Elsddleges herpeszvirus fertézddésnél tipikus tiinetként az epithél
sejtek proliferacidja figyelhetd meg a bordn és a kopoltyin, valamint vérzések, és hasiiri
folyadék gytlhet fel, tovabba vese €és maj nekrozis jelenhet meg. A kitjuld virusfert6zés
leggyakoribb manifesztacioja a dermalis, vagy epidermalis sejtproliferacio. Ezek a proliferativ
elvaltozasok gyakran undort keltdek, de csak ritkan haladlosak. Az alabbi sejtes elvaltozasok a
leggyakrabban megfigyelhetéek az alloherpeszvirusok okozta fertézéseknél: a sejtek
megnovekedése (hypertrofia), a sejtmag megnagyobbodasa (kariomegalia), és a kromatin
allomany marginacioja eozinofil vagy vilagos fest6désii intranuklearis befiizodésekkel.

B/1.2.1. Pontyfélék alloherpeszvirusai

Az ICTV jelenleg 3 kiilonb6zé ponty herpeszvirust fogad el, melyek szamottevo
gazdasagi kart képesek okozni a haltenyésztésben ¢€s a tropusi halak kereskedelmében. Ezek a
Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV1, ponty himld), Cyprinid herpesvirus 2 (CyHV2, aranyhalak
vérképzoszervi elhalasat okozo virus) és a Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV3, koi herpeszvirus,
KHYV). Mindhdrom a Cyprinivirus genuszba tartozik, €s egymassal szoros rokonsagot mutat
szekvancia illetve genomszervezddés szintjén is (Davison et al. 2013, Waltzek et al. 2005,
2009a,b). Mindharom virus teljes genomszekvenciaja ismert, méretiik 290 kb folott van, és a
CyHV3 a leghosszabb ismert herpeszvirus genom 295 kb hosszusaggal (Aoki et al., 2007;
Davison et al., 2013). Nagyon szlik gazdaspektrummal rendelkeznek, a CyHV1 és CyHV3
csak pontyokban (Cyprinus carpio) okoz megbetegedést, a CyHV2 is csak aranyhalakbol
(Carassius auratus) és a kozel rokon eziistkaraszbodl (Carassius gibelio) keriilt eddig leirasra
(Danek et al. 2012, Doszpoly et al. 2011b). Sejtkultiraban mindharom nehezen tenyésztheto,
ha mégis replikalddik, akkor a citopatogén hatas (CPE) lassan alakul ki.

A kozelmultban egy feltehetdleg j cyprinid herpeszvirust (CyHV4) mutattak ki
gardabol (Pelecus cultratus) (Doszpoly et al. 2015). A Balatonban, 2014 nyardn, csak a
gardakat érintd, nagyaranyu elhullast kovetden azonositottak a virust. A filogenetikai elemzés
soran a cyprinid herpeszvirusok kozeli rokonaként jelent meg, ugyanakkor egyértelmiien 4j
fajnak tlinik (Doszpoly et al 2015).

B/1.2.1.1. Cyprinid herpesvirus 1

A virus okozta betegség ponty himléként mar régota ismert, joindulatu sejtburjanzast
okoz a pontyon. Hazankban Békési ¢és munkatarsai mar 1979-ben, fény- ¢és
elekronmikroszkopos vizsgalatok alapjan, leirtdk a pontyhimld feltételezhetd herpeszvirusos
eredetét (Békési et al. 1979), de izolalniuk nem sikeriilt a virust. Ez els6ként Sano és
munkatarsainak sikeriilt, akik a fert6z0 &4genst mar egyértelmiien herpeszvirusként
azonositottak (Sano et al 1985a, b). Kés6bbi vizsgalatok alapjan kimutattak, hogy a CyHV1,
ivadékban magas mortalitdssal jaro szisztémas megbetegedést is képes kivaltani (Sano et al
1991). A fert6zott halak abnormalisan Gisznak, a hasiiregiik felfuvodik, exopthalmia jellemzd
rajuk, illetve a bor sotétebb pigmentacidja és bevérzések figyelhetok meg a kopoltyufedon,
illetve az egész testen. A haldoklo ivadékon a maj, vese, bél elhalédsa illetve szdmos sejtben
Cowdry A tipusi zarvanyok megjelenése figyelhetdé meg. Az amur (Ctenopharyngodon
idella), széles karasz (Carassius carassius) €s a japan Gnathopogon caerulescens (willow
shiner) rezisztensek a fertdzésre. A homérsékletnek egyértelmii hatdsa volt a virusreplikaciora
és a korokozo képességre. Sejttenyészeten vizsgalva a virust 10°C, 15°C, 20°C, 25°C és
30°C-on, a legmagasabb virusreplikaci6 15°C és 20°C-on volt megfigyelhetd, kdzepes volt
10°C ¢és 25°C-on ¢és kimutathatalan 30°C-on. Fertdzési kisérletben a legmagasabb elhullés
15°C-on volt tapasztalhatd, kozepes elhullds 20°C-on, és nem tortént mortalitds 25°-on. A
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fiirdetéses fertdzeési kisérletet tuléld egyedek, és a CyHVl1-el oltott kifejlett példanyokon
egyarant magas szazalékban alakultak ki papillomas kinovések. Ezek az epidermalis
proliferacidk csak honapokkal az elsddleges fert6zés utan jelennek meg €s tenyészthetd virus
nyerhetd ki beldliik, illetve IFA (Immunflourescence Antibody assay, immunfloureszcens
antigén kimutatas) festéssel viralis antigénre pozitivnak bizonyultak (Sano et al 1991). A
kisérletesen fert6zott halakban papillomak fejlédtek ki, melyek 15°C-on perzisztaltak, 20°C-
on ¢és 25°C-on kifejlédtek, de vissza is huzodtak. A CyHV-1 teljes genomszekvenalasa soran
azonositottak a JUNB onkogént, ami részben feleléssé tehetd a tumorok kialakulasaért (Abra
40, Davison et al 2013). A betegség az egész vilagon elterjedt, hatasat a kereskedelmi
akvakulturara nehéz felbecsiilni. A tumorok undort keltéek, igy befolyasoljak a halak
értékesithetoségét. A CyHV-1 fert6zés vélelmezett diagnozisa a pontyon 1évo papillomak
megfigyelésén alapulhat, melyek magasabb homérséklet hatasara visszahtizodnak. A
diagnozis megerdsithetd a fert6zott szovetek indirekt fluoreszcens antigén (IFA) —en, vagy
PCR modszerrel torténo vizsgalataval (Viadanna et al in submission). A virust nem egyszeri
sejten izolalni, de KF-1 (koi fin, koi uszony), EPC (epitelioma papillosum cyprini) ¢s FHM
(fathead minnow) sejtvonalakon 20°C-on kivitelezhetd volt, koriilbelill az inokulaciét kovetd
5. napon CPE jelent meg a sejtek vakuolizacdjaval és lekerekedésével (Dixon 2008, Sano et al
1991).
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40. abra: A CyHV-1 teljes genom térképe, a terminalis ismétlodo régidok vastagabb savval
kiemelve a genom 5’ és 3° végén. Az alloherpeszvirusokra jellemzd 12 konzervalt gén
pirossal, a JUNB onkogének zolddel jelolve talalhatoak meg a térképen (Davison et al. 2013.)
nyoman
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B/2. Témafelvetés
B/2.1. Circovirusok a balatoni halakban

A kozelmultban felbukkand hal circovirusok indokoltdk hazank legnagyobb
természetes viztestjének, a Balaton halpopuldcioinak circovirusokkal vald fertézottségének
felmérését. A harcsa €s angolna CV-ok (Ecatfish CV, EeCV) megjelenése egyarant ehhez a
tohoz kothetd, és feltehetden az Ecatfish CV szerepet jatszott a 2011-ben lezajlott nagyaranyt
leséharcsa pusztuldsban. Az angolndk esetében felmeriilt, hogy vajon az akar tobb évtizede
elzartan a Balatonban 1évé angolnapopulacioban milyen aranyban fordul el a virus jelenléte,
¢s a mar leirt karfiolbetegség gyakran tarsul-e CV fert6zottséggel.

B/2.2. Papillomas elvaltozasok dunai marnadkon

A marna (Barbus barbus) hazankban kedvelt étkezési és sporthal, mégis keveset
tudunk betegségeirdl. Csupan néhany, parazitak altal okozott bantalom (pl a Pomphorhynchus
laevis okozta buzoganyfejii férgesség, és a Myxobolus musculi izom parazita), illetve
virusfert6zés (circovirus, rhabdovirus) ismert a szakirodalombdl (Thielen et al. 2004; Molnar
et al. 2012; Lérincz et al. 2011; Vicenova et al. 2011). Azonban a 20. szdzad végétol
kezdédden egyre tobb helyrdl irtak le azonositatlan kérokkal tumoros elvaltozasokat Eurdpa
vadon €l6 marna populacioibol. Dél-Anglidban a Lee folyobol fogott marndkon nagy szamban
talaltak bort, kopoltyufeddt, uszonyokat érintd hiperplaziat és papillomas elvaltozast (Barnes
et al. 1993), Csehorszagban az Ohre folyobol keriiltek leirasra a bort- és a gonadokat érintd
tumoros elvaltozasok (Palikova et al. 2007). Eszak-Olaszorszagban egy, az Adige folyobol
kifogott egyeden pedig a kopoltyuiv csontszoveti allomanyanak elfajuldsat figyelték meg
(Manera & Biavati, 1999). Az elmult években, hazdnkban is egyre tobb tumoros elvaltozast
mutatd ivarérett marna keriilt kifogdsra a Dunabol. Féleg a Duna Budapesthez kozeli
szakaszain, a késé Oszi iddszakban figyeltek meg daganatos elvaltozasokat a kifogott
marndkon. A testszerte jelentkezé tumorok vildgos rozsaszin, bevonatszerd, illetve papillomas
kinévések voltak a pikkelyeken, uszonyokon ¢és a szdjnyilas kozelében. A tlinetek nagyon
hasonléak voltak, mint amit a Barnes és munkatarsai a dél-angliai marndkon tapasztaltak. Bar
virus részecskéket nem tudtak kimutatni, Dixon egyértelmiien felveti a lehetoségét, hogy az
elvaltozasokat a ponty himld okozhatta (Dixon 2008).

B/3. Célkitiizések

e A kozelmultban Magyarorszagon megjelent hal circovirusok kapcsan a balatoni
halallomany circovirusos fert6zottségének felmeérése

e Dunabol szarmazo papillomas kindvéseket hordozdé marndk vizsgélata, esetleges
virusos eredet utan kutatva

B/4. Virusos kutatasok:

B/4.1. Anyag és modszer

B/4.1.1. Mintagytijtés

B/4.1.1.1. Circovirusok a balatoni halakban

A felmérés soran 2014-ben, egy €ven at tortént mintavétel, tobb kiillonb6zo helyrdl
(Siofok, Balatonszemes, Tihany). Osszesen 14 kiilonbozd fajhoz tartozd, 163 egyedet
vizsgaltunk meg circovirus jelenlétére. A halakat vizben, oxigénnel dusitott zsakokban, élve
szallitottuk a laboratoriumban. MS-222-vel torténd talaltatast kovetden kezdtik meg a
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boncolast. A szervekbdl (kopoltyt, maj, 1€p, vese, bél, agy ¢és egy szervkeverék pool
halanként a gyors PCR-es detektalashoz) egyardnt mintat vettlink a molekularis
vizsgalatokhoz, illetve a sejten torténd izolalashoz.

A hal circovirusok sejten torténd tenyésztése nem megoldott jelenleg, igy a
szakirodalomban is altalanosan hasznalt PCR moddszert hasznaltuk a CV kimutatasra, és az
igy kimutatott pozitiv mintakon kiséreltiik csak meg a virusizolalast.

B/4.1.1.2. Papillomas elvaltozasok dunai marnakon

2014 novemberében, két kifejlett, tumoros kindvéseket mutatd marna (70 cm, 4 kg)
érkezett az intézetiinkbe, melyeket a Duna Budapesthez kozeli szakaszair6l fogtak horgaszok.
Vilagos rozsaszin, bevonatszert, illetve papillomas elvaltozasok a pikkelyeken, uszonyokon,
¢és szajnyilas kozelében egyarant megfigyelhetdek voltak (41. ébra). Boncolast kovetden a
szervekbdl (kopoltyd, maj, 1ép, vese, bél, agy) és az érintett tumoros teriiletbdl is mintat
vettlink molekularis vizsgalatokhoz, illetve virusizolalashoz.

41. dbra: A két vizsgalt marna makroszkopos felvételei, nyilakkal jelolve a fébb
elvaltozasokat.

B/4.1.2. Molekularis vizsgalatok

A balatoni hal mintakbol, illetve a Dunabol gyljtott marnak molekularis vizsgalata
részben hasonlé modon zajlott. A szervekbdl torténd DNS kivonas, a CV kimutatas és genom
meghatarozas, illetve a PCR termékek tisztitdsa, szekvenaldsa, filogenetikai elemzése is
hasonl6é modszer szerint tortént. Az egyes kiilonbségeket kiilon jeldltem.

B/4.1.2.1. DNS kivonas

A kigytijtott szovetek megkozelitdleg 25 mg —jabol tortént a DNS kivonds a DNeasy®
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével a gyartd utasitasai szerint.

B/4.1.2.2. PCR, polimeraz lancreakcio
B/4.1.2.2.1. Circoviralis DNS kimutatasa
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A circoviralis DNS jelenlétét széles spektrumu nested (fészkes) PCR modszerrel
végeztiik (Halami és mtsai, 2008), a rep gén egy 350 nt nagysagu részét célozva. A PCR-t 25
ul-es végtérfogatban végeztiikk, DreamTaq DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific, USA),
10x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,-t tartalmaz), 0,2 mM dNTP, 0,2 uM-t az egyes
primerekbdl (a felhasznalt primerek szekvenciait a Tablazat 11. tartalmazza), nukledzmentes
vizet, és ehhez adtuk hozzad végiil a 2 pl kivont DNS-t a mintdbol. A reakcidt a Thermal
Cycler Applied Biosystem 2720 (Thermo Fisher Scientific, USA) gépen futtatuk az aldbbi
hdéprofilon:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 95°C 5 perc 1x
Denaturacio 94°C 30 mésodperc

Annellacio 46°C 1 perc 45x
Elongacio 72°C 1 perc

Végso elongacio 72°C 5 perc 1x

A fészkes (nested) PCR masodik korét hasonlé modon allitottuk Ossze, és futtattuk le,
azzal a kiilonbséggel, hogy ott az anneldcios hdmérséklet 56°C volt.

B/4.1.2.2.2. CV genom meghatarozas

A cirkuléris genom tovabbi részeinek meghatarozasahoz szekvencia specifikus inverz
nested PCR-t hasznaltunk (Primerek a Téblazat 11.-ben). A reakcidelegy 10 pM-t tartalmazott
az egyes primerekbdl, 1x PrimeSTAR Max Premixet (Takara Bio, Otsu, Japan), nukleaz
mentes vizet (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), és 2 ul DNS-t, igy a
50 ul-es végtérfogatot kaptunk. A reakcio kivitelezésére ugyanazt a PCR gépet hasznaltuk,
mint a kezdeti rep szekvencia felerdsitésére. A hoprofil az alabbiak szerint modosult:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio  98°C 3 perc 1%
Denaturacié 98°C 10 masodperc

Annellacio 55°C 15 mésodperc 45x%
Elongacio 72°C 10 masodperc

Végso elongacio 72°C 3 perc 1%

Ha az inverz nested PCR sikertelen volt, un. rolling circle amplifikaciot végeztiink
(RCA) hogy a genom hidnyzd részeit fel tudjuk szaporitani. Ehhez a TempliPhi 100
Amplification Kit-et hasznéltuk (GE Healthcare, Németorszag) a gyart6 utasitasai szerint. Az
ily médon felamplifikalt terméket Smal restrikcios endonukledz enzimmel hasitottuk, és
kompetens E. coli sejtekbe juttattuk be a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) segitségével.
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11. tdblazat: Circovirus kimutatdsra, genom meghatarozasra €és virusmennyiség meghatarozasra hasznalt primerek szekvencidi, a vizsgéalatok
soran nyert genom szekvenciak génbanki azonositd szaméaval

Nested PCR PCR korok Primer forward (5'-3") Primer reverz (5'-3") Referencia
. . 1 AGAGGTGGGTCTTCACNHTBAAYAA AAGGCAGCCACCCRTARAARTCRTC
Minden mintara — CV Halami és mtsai. 2008
kimutatas 2 éGCAAGGAACCCCTCAYYTBCARG ACGATGACTTCNGTCTTSMARTCACG . )
Nested inverz PCR (db/ Génbanki genom
azonosito) szekvencia/Referencia
Bodorka CV (3) 1 TTGACGTGGCGAAAGAATCC GTTCCTCGCTCTCTCTTTGC
odorka -
2 GTGATTATGTGAACGTGATG TTCTTTGGTGCAGTACTCGT
. 1 ACATACCTTCGAGTTGGAACG CTTCGTCAGATCCCACAGCA
Dévérkeszeg CV (CN15) -
2 ATATAATGTTCGGGCGTGGC CCAGGTTCTCTTCAAGGGCA
o 1 CCAGGAAGCGATTCAGGGA TCATTGCGTTTGCCCTGTC
Dévérkeszeg CV (DK5) -
2 TGCGAGGCTCCCAATG ACCGAGGAATCAAGGAGTAT
(10) 2 GACTTTGGATGGAAGAAGCC CCTTGTTATGCTGGTCGTTG
mintak 2 GACTTCGGATGGAAGAAGGA CCTTGTTATGCTGGTCGTTG
Inverz PCR
Tumoros marnak (2) 1 GTGATTACGCCAACGTGATG GCCCTTTGTGCAGTATTCGT Loérincz et al. 2011
qPCR Préba (5'-FAM - - TAMRA -3")
EeCV-szerli mintak CCGTGCTACCTTGGAAGGCTTCC GGGACCTGTGAAGGAGTGG AACATACAGCCGGTTTAGCC KU951578-9
Cirkularis cap TTCATTTGAACATCGCCTTGAGCAA CTCGGTTCATCGCTTCACTA CCAATACCAAACCCAAGGTC KU951581
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B/4.1.2.2.3. Herpesz-, irido-, poxvirus kimutatds marnabol

A kivont DNS-t kiilonb6z6 virusok jelenlétére teszteltiik PCR modszer segitségével. A
Circovirus kimutatas és genom meghatarozas mellett (B/4.1.2.2.1. és B/4.1.2.2.2.), egy széles
spektrumt, herpesz-, irido-, és poxvirusok DNS polimerazat is kimutatd probat végeztiink el,
melyet Hanson és munkatarsai irtak le (2006). Az alabbi PCR mix-et allitottuk 6ssze: 5 ul
10x DreamTaq Buffer, 4 ul 10 mM dNTP, 1,5 pl MgCl,, 20 pmol az egyes primerekbdl, 2,5
U DreamTaq polimeraz, nukledz mentes viz, 3 pl kivont DNS tettiink az 50 pl végtérfogat
eléréséhez. A reakcidoban hasznalt primer szekvencidkat a 12. tablazatban tiintettem fel. Az
alabbi héprofilt alkalmaztuk:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 93°C 1 perc 1x
Denaturacio 93°C 30 mésodperc

Annellacio 45°C 2 perc 45x%
Elongacio 72°C 3 perc

Végso elongacio 72°C 4 perc 1x

B/4.1.2.2.4. Herpeszvirus tobb génjének részleges meghatirozdsa marnabol

Herpeszvirus pozitiv mintak esetén megkiséreltiik meghatarozni a DNS polimeraz gén
egy nagyobb szakaszat, illetve a terminaz és helikaz gének egy-egy fragmentjét a Doszpoly és
munkatarsai altal kozolt PCR modszerrel (Doszpoly et al. 2015). Itt a PCR mixhez 34 pl
nukldz mentes vizet, 10 ul Phusion® 5X HF puffert, 1,5 ul ANTP-t (10 mM), 1 pl-t az egyes
primerekbdl (50 pM), 0,5 ul Phusion® High-Fidelity DNS polimerdz enzimet (Thermo
Scientific) és 2 ul kivont DNS-t mértiink 6ssze egy reakciohoz. A primerek szekvenciai a
Téablazat 12-ben talalhatoak). Mindhdrom primer parhoz az alabbi héprofilt alkalmaztuk:

Szakaszok Homérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 98°C 3 perc 1x
Denaturacio 98°C 10 mésodperc

Annellacio 56°C 30 masodperc 45x%
Elongacio 72°C 1 perc

Végso elongacio 72°C 3 perc 1x

12. tablazat: A PCR-ekhez és szekvenalasokhoz hasznalt primerek €s szekvenciaik (A
degeneralt primerekben szerepld kevert bazisok: Y=C/T, W=A/T, R=A/G, S=G/C, K=G/T,

N=A/C/T/G)
Kimutatni kivant Primerszekvenciak Termék varhaté Referencia
virus/(gén) (5°-3%) mérete
HerpeszV/, IridoV/, F: cggaattctaGAYTTYGCNWSNYTNTAYCC 400 - 700 bp Hanson et al.
PoxV/(DNS polimeraz)  R: cccgaattcagatct TCNGTRTCNCCRTA 2006.
Alloherpesviridae,
Cyprinivirus genusz
DN polimeraz F: GGN GCN ATG GTN CAR WSN ACN AA 1100 bp
R: ACN GTN GCN GTR TTY TCR TAN GC

. F: GCG CTG AGK ATG TCG TCY TTG Doszpoly et

Terminaz 1100 bp

R: YGA CAT CTA CAA GCC CGA CCA

Helika F: GTN GGN WSN GTN ACN CAR YT 700 b
z R: CCY TGR CAR AAR TAN GTR TTC AT p

al. 2015

B/4.1.2.2.5. Kvantitativ, real-time PCR a balatoni CV felmérés soran
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Ahhoz, hogy informacidt nyerjiink a virus esetleges szerv tropizmusaroél, illetve a
halak esetleges virémids allapotardl, real-time PCR-t terveztiik, tigy hogy egy kb 100 nt
hosszu szakaszt erdsitsen fel a cap génbdl, hogy meg tudjuk hatarozni az egyes szervek
(kopoltyu, maj, 1ép, vese, bél, agy) virustartalmat. NanoDrop 2000 spektrofotométerrel
meghataroztuk a szervmintdk DNS tartalmat a nukleinsav kivonast kovetden, és
nukledzmentes vizzel torténd higitassal mindegyiket 100 ng/ul koncentraciora allitottuk be. A
primereket és a proba szekvenciajat Primer3 szoftverrel terveztiik meg (Untergasser et al.
2012), ezek szintén a 11. tablazatban taldlhatéak. A reakciot az Applied Biosystem®
StepOnePlus™ Real-Time PCR System gépével végeztilkk (Thermo Fisher Scientific). A
reakcidelegy az aldbbiakat tartalmazta: 1x Xceed qPCR Probe Mix (Institute of Applied
Biotechnologies, Csehorszag), 0,4 uM az egyes primerekbdl, 0,2 puM a probabol,
nukledzmentes viz (Thermo Fisher Scientific) és 100 ng kivont DNS-t tettiink 20 pl
végtérfogatban. A hoprofilt a gyartd utasitasai €s a primer szekvenciak alapjan az alabbira
allitottuk be: elsd 1épésként az egyszali DNS-t duplaszalusitottuk az alabbi programmal:
70°C 5 perc, 60°C 30 masodperc, 72°C 5 perc, majd az amplifikdciohoz az alédbbiakat
kovettiik: 95°C 3 perc, 40 cikluson keresztiil: 95°C 5 masodperc, 60°C 20 masodperc. Az
eredményeket a StepOne Software v2.1-el (Termo Fisher Scientific) elemeztiik. A standard
gorbe elkészitéséhez a cap gén egy 507 nt hosszu szakaszat erdsitettiik fel, mely tartalmazta
real-time PCR cél-szekvenciajat. A terméket kitisztitottuk, és NanoDrop spektrofotométer
segitségével meghatiroztuk a DNS koncentraciot. A fragment molekulatomege és az
Avogadro szdm alapjan meghataroztuk a cap fragment darabszamat 1 pl tisztitott oldatra
vetitve. Ebbdl készitettiink tizszeres higitasi sort, és ennek tagjait hasznaltuk standerdként
qPCR-ben.

B/4.1.2.2.6. Szekvenalas és szekvencia analizis

A B/4.1.2.2.1-4. soran elkésziilt PCR termékeket 1%-o0s agardz gélen megfuttattuk,
majd a megfeleld méretiicket kitisztitottuk a Gel/PCR Fragment Extraction Kit (Geneaid
Biotech, Taiwan) segitségével. A Kkitisztitott fragmenteket a belsd, 2. kords primerekkel
megszekvenaltuk. Az RCA reakci6 segitségével nyert beklonozott fragmentekhez, a CloneJet
Kit (Thermo Fisher Scientific) primereit hasznaltuk.

A szekvenald reakciot a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher Scientific) felhasznalasaval allitottuk 6ssze. A kapillaris elektroforézist az MTA SZBK
Szekvenald Platform munkatarsai végezték ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Thermo
Fisher Scientific) segitségével. Az igy nyert nukleotid szekvencidkat kijavitottuk, és
Osszeillesztettik a MEGAS.2 szoftverrel (Tamura et al 2011).

B/4.1.2.2.6.1. Circovirusok a balatoni halakban

Az ORF-eket az NCBI honlapjan taldlhatd6 ORF Finder grafikai elemzd programmal
azonositottuk. Az azonositott ORF-ek méretét €s irdnyultsadgat, illetve a lehetséges viralis
géneket a Softberry portdlon taldlhatdé online elemzd programmal azonositottuk:
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=index&group=programs&subgroup=gfindv.

A génbanki homoldgok keresését az NCBI szerverén taladlhatd kiilonb6zé6 BLAST
algoritmusokkal (BLASTn, BLASTx) végeztiik el. A nukleotid és aminosav alapti paronkénti
tavolsagbecsléseket a MEGAS.2 szoftveren beliil elérhetd Maximum Composite Likelihood
¢és p-distance algoritmusokkal végeztiik.

B/4.1.2.2.6.2. Papillomas elvaltozasok dunai marnékon

A kimutatott CV filogenetikai vizsgalatdhoz a teljes rep gén szdrmaztatott aminosav
sorrendjét hasznaltuk (275 as). Az AIC szamitas alapjan a legjobban illeszked6 Maximum
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Likelihood aminosav szubsztitiiciés model a WAG+I (WAG aminosav szubsztitucios model,
Whelan & Goldman, 2001 + Invariant sites). A bootstrap értékeket 1000 ujra-mintavételezé
alapjan szamitottuk, melyeket az eldgazasoknal tiintettiink fel. Kiilcsoportnak a PCV-1-t
valasztottuk.

A marnakbol kimutatott herpeszvirus részleges polimeraz-terminaz-helikaz
génszakaszait egymds utdn flizve, egyben értékeltiik ki, hogy egyszerre minél nagyobb
fragmentet hasonlithassunk Ossze a referencia szekvencidkkal. A nukleotid szekvencidk
alapjan kikovetkeztetett aminosav sorrendet hasznaltuk az analizishez. A MEGAS.2
szoftvercsomaggal végzett elemzés szerint az Akaike Information Criterion (AIC) alapjan a
legjobban illeszked6 model a WAG+G (WAG+Gamma eloszlas) volt. Kiilcsoportnak az
Ictalurid herpesvirus 2 megteleld génszakaszait valasztottuk, az elagazasok valdszintiségét
bootstrap modszerrel ellendriztiik 1000 Gjra-mintavételezés alapjan.

B/4.1.3. Statisztikai szamitasok a qPCR eredmények elemzéséhez

A statisztikai szignifikancia vizsgélatokat a GraphPad Prism 4.00 programcsomag
hasznalataval készitettiik el a Student-féle t-tesztet hasznalva. 0.05, vagy annal kisebb p
értéknél tekintettiik az eltérést szignifikdnsnak. Minden bemutatott qQPCR eredmény legalabb
harom parhuzamos mérés Osszesitésébdl szarmazik. A hibasavok az atlagtél vett standard
eltérést mutatjak (standard deviation, SD).

B/4.1.4. Virusizolalas

A virusizolalast Doszpoly és munkatarsai (2014) altal leirt médon végeztiik mindkét esetben,
melyet roviden ismertetek. Az izolalashoz eltett szerv mintdkat sterilizalt homokkal és
dorzsmozsarral homogenizaltuk. Sejttenyészté medium felhasznalasaval 10% (w/v%) -ra
higitottuk, és 3% penicillin-streptomicin antibiotikummal (penicillin 300U/ml, streptomycin
300pug/ml) egészitettiik ki. A szuszpenzidt centrifugaltuk 2000xg —n 10 percig, majd a
feltiluszot 0,45 um-es fecskenddszlron atszirtiik. A sziirlettel torténd inokulaciot kdvetden a
sejteket tobb kiilonboz6 homérsékleten inkubaltuk és naponta ellendriztiik a sejtpusztitd hatés
(CPE, cytopathic effect) esetleges megjelenését. Egy hét elteltével atpasszaltuk a fertdzott
sejteket és szintén naponta ellendriztik a CPE megjelenését. Negativ kontrolnak az adott
sejtvonal médiumaval is elvégeztiik az inokulaciot.

B/4.1.4.1. Circovirusok a balatoni halakban

A virusizolalashoz EK-1 sejteket (eel kidney, angolna vese sejtvonal, Chen et al 1982)
¢s L-15 médiumot hasznaltunk. A szlrlettel harom parhuzamos inokuléciot végeztiink 80%-
ban konfluens sejteken, 24-es sejttenyészté lemezen (200 pl szuszpenzié per lyuk). A
lemezeket harom kiilonb6z6 homérsékleten inkubaltuk (15°C, 19°C és 22°C-on).

B/4.1.4.2. Papillémas elvaltozasok dunai marnakon

A PCR eredmények alapjan feltételezhetd volt herpesz, illetve circovirus jelenléte is,
ezért megkiséreltiik a virusizolalast marna szervkeverékbdl (maj, 1€p, vese) EPC (epithelioma
papillosum cypini) sejtvonalon. A szerveket a homogenizalds utan EMEM médiummal
higitottuk, az antibiotikumok mellet, antimikotitikum hozzdadéasaval is (Amphotericin B 0,75
ng/ml). A sziirlettel két parhuzamos fertdzést végeztiink, 1x és 10x -es higitasban inokulaltuk
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a 25 cmz-s, 80 %-os boritottsagu, EPC flaskakat. A flaskadkat két kiilonb6zé hémérsékleten
inkubaltuk (17°C és 20°C).

B/4.2. Eredmények
B/4.2.1. Circovirusok a balatoni halakban
B/4.2.1.1. CV detektalas

A 163 vizsgalt halbol, circovirus szerli szekvenciadt mutattunk ki hdrom bodorkabol,
két dévérkeszegbdl, 20 angolnabdl és egy gardabdl. Teljes genom szekvenciat azonban csak
11 angolnéabdl és egy gardabol tudtunk meghatarozni, igy végso soron csak ezeket tekintettiik
CV pozitiv mintadknak (6%-os (1/17) és 35,5%-0s (11/31) eléfordulast jelentett gardaban és
angolnéban), a tobbi szekvenciat endogén viralis elemnek (EVE) tekintettiik korabbi irodalmi
adatok alapjan (Fehér et al. 2013, Marton et al. 2015). Tovabba, harom angolna és a garda
mintdban RCA modszerrel, ezen feliil egy kisebb, cirkuldris DNS szekvenciat mutattunk ki
(CCE, Capsid-encoding Circular Element, kapszid kodolo cirkularis elem), mely CV-szerli
cap gént tartalmazott, de rep gént nem. A CV-szerli szakaszokat tartalmazé mintakrol
részletes informaciok taldlhatéak a 13-15. tablazatban.
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13. tablazat: A gylijtott mintak halfajok és a gytijtés idépontja szerint, zarojelben a CV pozitiv
eredmények szerepelnek (rep+), illetve a meghatarozott genomszekvencidk (EeCV-1: angolna
CV-1, EeCV-2: angolna CV-2, CCE — Capsid encoding Circular Element — kapszid kodold

cirkularis elem)

2014 Marcius Aprilis Mgijus  Janius Szeptember
Stigér (Perca fluviatilis) 2 4 3
. . 4 11
Dévérkeszeg (Abramis brama) 3 (I rep) 2 3 (1 rep+)
3
Garda (Pelecus cultratus) (1 EeCV-2 + 5 1 8
CCE)
Karlkakeszeg (Blicca 3 ) 3 ) 1
bjoerkna)
Siill6 (Sander lucioperca) 6 3 3 - -
Kosiillo (Sander volgensis) 1 - 6 - -
Ponty (Cyprinus carpio) 2 - 1 - 3
Compd (Tinca tinca) 1 - - - -
Balin (A4spius aspius) 2 - 2 - 1
E.zust.karasz (Carassius | ) 10 ) )
gibelio)
15 16
(3 EeCV-1) (7 EeCV-1+2
. . (3 rep+) CCE)
Angolna (Anguilla anguilla) - - - (1 EeCV-2 +
CCE)
(6 rep+)
Bodorka (Rutilus rutilus) ! - - 15
utilus rutilus (1 rep+) (2 rep+)
Szélhajto kiisz (Alburnus
- 3 - 2 -
alburnus)
Torpeharcsa (Ameiurus ) ) 5 ) 4

nebulosus)
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14. tablazat: Részletes informacidk a tanulmany soran kimutatott részleges rep szekvenciakrol. A nukleotid szekvencian alapul6 hasonlosagok a
mar ismert hal CV-hoz zardjelben talalhatoak

2014 / rep+ Marcius Aprilis Szeptember
(. . 1 (99 % bodorka circo-szer(i seq, 1 (98% hattytt CV (SwCV),
Déverkeszeg (Abramis brama) Tarjén et al. 2014, KF358278)  Halami et al. 2008, EU056310)
3 6
. : 2 (100% EeCV-2) 1 (99% EeCV-1)
Angolna (Anguilla anguilla) 1 (69% BarCV; 70% ponty 4 (98% EeCV-2)
genom) 1 (97% EeCV-2; 95% EeCV-1)
0 o i) . 0
Bodorka (Rutilus rutilus) 1 (69% BarCV, 70% ponty 2 (69% BarCV; 70% ponty
genom) genom)

15. tablazat: A Rep fehérje megdrzott szakaszai, és irdnyultsdga a hal circovirusoknal, Rosario et al. (2012) alapjan. U=1,L, V, M, F, Y, W
aminosavak. Jelen tanulméany eredményei csillaggal jelolve (*)

RCR motivum SF3 motivum
Nonanukleotid szekv. ~ Rep iranyultsadga I 11 111 Walker-A Walker-B  Motif-C
I
. n t , Vo1 S PG
Circovirus TAGTATTAC szl cFTINN  PHRQG  yevk  GPSCXGKS \I“\L/IDDF UTSN
. , cC W P S PP 11 N

Cyclovirus TAGTATTAC - szdl VFTLNN  xHLQG YCxK GxtGxGKS VUDDF  UTSe
BarCV TAGTATTAC + CFTLNN  PHLQG YCTK GDPGCSKS IVDDF VTSN
EcatfishCV TAGTATTAC + VFTLNN  PHLQG YCSK GPPGCGKS ILDDF  ITSN
Eel CV (EeCV-1) TAGTATTAC + CFTLNN  PHSQG YCSK GIPGCGKS ILDDF  ITSN
Angolna mintak* TAGTATTAC + CFTLNN  PHSQG YCSK GIPGCGKS ILDDF  ITSN
Angolna (AN24) és TAGTATTAC + CFTLNN  PHLQG YCSK GIPGCGKS IVDDF  ITSN

garda minta*
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B/4.2.1.2. A genom szekvenciadk elemzése

Tiz vizsgalt angolnabdl sikeriilt meghatdroznunk egy 1378 nt hossza CV genomot,
mely 99,9%-ban megegyezett nukleotid szinten és genomszervezddést tekintve is a korabban
mar leirt angolna circovirussal (EeCV, Doszpoly et al. 2014).

Egy angolna és egy garda mintdban ugyanazt a genom szekvenciat detektaltuk (EeCV-
2), mely mérete 1975 nt hossziisagu volt, atlagos G+C tartalma 47,2%. Ambiszenz genom
szervezddést figyeltink meg, a két f6 ORF, melyek a Rep és Cap fehérjéket kodoljak,
egymassal ellentétes iranyban helyezkedett el (42. abra/A). A CV pecifikus szar-hurok
szerkezet ugyancsak megtalalhatd volt rajta, 10 bp hossza szarral és 12 nt hosszsagu
hurokkal, mely az alabbi jol megoérzott nonanukleotid szekvencidt tartalmazta: 5°-
TAGTATTAC-3’ az 5’ intergenikus régioban (42. abra/B), mely sokkal hosszabb szakasznak
adodott (~600 nt), mint amit az eddig felfedezett CV genomokbdl leirtak (29-207 nt) (Delwart
& Li, 2012). Hasonléan az EeCV-1-hez, a Rep fehérje 286 aminosavbdl 4ll, és tartalmazza a
rolling circle replikacioért felelés és az SF3 (superfamily III) virdlis helikdz konzervalt
doménjeit (Téablazat 15). A Rep fehérje a legnagyobb hasonldsdgot az EeCV-1 Rep-jéhez
mutatta, 85% aminosav szekvencian alapuld hasonlosaggal. A 123 aminosav koddolta,
vélhetden Cap fehérjét kodold szekvencia 39% és 35% aminosav hasonldsdgot mutatott egy
human féceszbdl azonositott CV-hez (HuACV, korabban NGI13) és a harcsa CV-hez
(EcatfishCV) (Li et al. 2010, Ldrincz et al. 2012), de nem mutatott homologiat az EeCV-1-
ben taldlhatd Cap-el. Tovabbi két ORF-t azonositottunk, a cap génnel megegyezd
orientdcidban. Az egyik ORF 468 nt hosszt, atfed a rep génnel, és homoldgiat mutat egy
galamb és kacsa CV feltételezett génjével (Mankertz et al 2000, Chen et al 2006). A masik
ORF 312 nt hosszt, és az 5’ intergenikus régioban helyezkedik el. A szekvencidja
megegyezett egy, az angolna genombol szadrmazd reverz-transzkriptdz gén darabbal
(AZBKO01506574), igy azt feltételezziik, hogy ez egy, a gazda genombol szirmazd
fragmentum. Ez az elsd leirds egy olyan feltételezett génrél a CV genomban, ami
gazdaeredetre utal.

n A\

.____‘L T

c T

EeCV-2 T, A

1975 nt e X¥”
(KU951580) G-C
G-C
A-T
c-G
Ducv és PiCV G-C
feltételezett ORF T=A
G—-C
A-=T

G-A—C—-T—-C—A—-A-T-C—G-G—-A—-A—-G

42. 4dbra: (A) Az EeCV-2 genom szervezddése, a szar-hurok szerkezet csillaggal jelolve, (B) a
szar-hurok szerkezet nukleotid 6sszetétele, zold vonalakkal jeldlve a nonanukleotid motivum
kezdo- és végpontjat

Tovabba, az EeCV-2-t tartalmazd garda és angolna mintaban, illetve még két maésik
EeCV-1-t tartalmaz6 angolndbol egy tovabbi cirkuldris DNS szekvenciajat is kimutattuk
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(CCE, Capsid-encoding Circular Element). A genom 1111 nt hosszti, G+C tartalma 43,7%
(43. abra/A). CV-okra jellemz6 szarhurok szerkezetet azonositottunk, amely 9 bp hosszl szar
¢és 11 nt hosszu hurok szakaszbo6l all, tartalmazva a meg0Orzott nonanukleotid motivumot (5°-
CAGTATTAC-3’) (43. abra/B). A szekvencia nem tartalmazta a rep gént, habar
azonositottunk egy valoészintileg kapszid fehérjét kodolo gént, amely 255 aminosavat kodol.
Az N terminalis végén pedig megtalalhaté a CV-ra jellemz6 23 as hosszu arginin gazdag
régi6 (1-23as: MRRTVTEDGPPARRARPNSASRR). Az ehhez leginkabb hasonlitoé fehérjék
29% ¢és 26%-al vizi gerinctelenek (Paphies subtriangulata, Penaeus monodon) ssDNS
virusainak feltételezett Cap fehérjéi voltak (Dayaram et al. 2015, Pham et al. 2014). A teljes
genom szekvencidk és a CCE szekvencidja a Génbankban az aldbbi szdmokon elérhetd:
KU951578-81.

CCE
L1111 nt
(KU951581)

cap-szem
ORF,

QOO0 O QO >0
O-O-=-0O-=-0-O0-=-0

G-G-T-T-T-T T-A-G-A-G—-A

A B

(RRR) ¢és a szar-hurok szerkezet elhelyezkedését (*). (B) A szar-hurok szerkezet nukleotid
Osszetétele, zold vonalakkal jelolve a nonanukleotid szekvencia kezdd- és végpontjat

B/4.2.1.3. Kvantitativ PCR

Azokbol az angolna mintdkbdl, ahonnan a teljes EeCV-1 genomot ki tudtuk mutatni,
az egyes szerveken (kopoltyl, maj, 1ép, vese, bél, agy) elvégeztik a virus genom
mennyiségének abszolit meghatarozasat. A vizsgalt nyolc angolna mindegyik szervében ki
tudtuk mutatni a virus jelenlétet (a kimutatasi hatar 6 kopia volt 20 pl-es térfogatban). A
kiilonboz6 szervekben detektalt virusmennyiség alapjan harom csoportot tudtunk elkiiloniteni
(44. 4bra). Harom angolna szerveibél egységesen alacsony kopiaszamot mutattunk ki (10° — 5
x 10°/100 ng DNS). A maésodik csoportba két angolnat soroltunk, itt a tobbi szervhez képest a
1épbdl szignifikdnsan magasabb koépia szamot mutattunk ki (1,2 X 10%/100 ng DNS). A
harmadik csoportba harom angolna keriilt, itt a mindegyik vizsgalt szervbdl meglehetdsen
magas virusmennyiséget mutattunk ki (1,2 x 10° —2,4 x 10°/100 ng DNS).
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qPCR eredmények

3,0E+6

2,5E+6 Halacsony virus képia szam (nem

virémias)

2,0E46 H emelkedett virus mennyiség a lépben
magas virus kopia szam (virémias)

1,56+6

1,0L+6

*
5,00+5
0,0E+0 J i
bél agy

Virus genom képia szam / 100 ng DNS

*
kopoltya maj lep vese

44. abra: Az EeCV-1 virusmennyiségének megoszlasa a vizsgalt szervek kozt, kvantitativ
PCR alapjan. A kimutatott virusmennyisé€g alapjan az egyedek harom csoportba oszlottak, az
egyikben mindegyik szervbél alacsony virus kopia szamot mutattunk ki (kék, <5x10°
kopia/100 ng DNS, 3 egyed), a méasodikban emelkedett virusmennyiség volt megfigyelheto a
1épben (piros, 2 egyed), a harmadik csoportban a vizsgalt szervek mindegyikébdl magas
virusrészecske szamot detektaltunk (z61d, >10° kopia/100 ng DNS, 3 egyed). A csoportositott
értékek atlagat és szorasat jelenitettiik meg a diagrammon, atlag + szoras értékeket Student-
féle t-teszttel hasonlitottuk 0ssze, *-al jeloltiik, ahol P < 0,001

B/4.2.1.4. Virusizolalas

Az EK-1 sejteken nem sikeriilt a virus izolaldsa. Nem sikeriilt CPE-t kimutatni 14 nap
utdn sem az elsd, sem a masodik passzazsban. Kvantitaviv PCR segitségével ellendriztiik a
kiindulési anyag ¢és az egyes passzazsok CV tartalmat. Mindegyik passzazs utan 10-szeres
csokkenés volt tapasztalhato a virus koépia szaméaban, ami megerdsitette, hogy virus
szaporodas nem tortént a sejteken.

B/4.2.2. Papillomas elvaltozasok dunai marnakon
B/4.2.2.1. CV detektalds és genomanalizis

A circovirust a marnak minden vizsgalt szervébdl ki tudtuk mutatni, a teljes genom
szekvenciat is sikeriilt felamplifikalni, ami 99,9%-ban megegyezik a Lorincz és munkatarsai
altal leirt BarCV-1-el (2011). Mindkét szekvencia 1957 nt hosszasagu volt, és csupan 6
nukleotid eltérést taldltunk a BarCV-1 és a jelenleg vizsgalt szekvencidk kozt. A nukleotid
cserékbdl 4 a rep gént érintette, 1 a cap gén, de ezek egyike sem jart aminosavsorrend
valtozéssal.

B/4.2.2.2. Herpeszvirus kimutatas €s elemzés

A Hanson ¢és munkatarsai altal leirt széles spektrumt dsDNS kimutatasi modszerrel
sikerlilt a Cyprinid herpesvirus-1 (CyHV-1) szekvencigjat kimutatni az egyik marna
veséjébol. Tovabba, mar célzott vizsgalatokkal sikeriilt felszaporitanunk a virdlis polimeraz,
terminaz €s helikdz génekbdl is egy-egy nagyobb szakaszt. A DNS polimeraz génbdl egy 787
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bp hosszu fragmentet kaptunk, ami 99%-ban megegyezett a Génbankban talalhato CyHV-1
DNS polimeraz gén (AY939868) megegyezd szakaszaval. Nyolc nukleotid kiilonbséget
tapasztaltunk a két szekvencia k6zott, de egyik sem okozott aminosavsorrendbeli kiilonbséget.
A termindz génjébdl 942 bp hosszu szekvenciat sikeriilt felszaporitanunk, mely 98%-os
egyezést mutatott egy génbanki CyHV-1 izoldtum azonos szakaszaval (EU349288). A két gén
kozt 18 nukleotid eltérést tapasztaltunk, melyekbdl egy okozott aminosav valtozast is. A teljes
fehérjét tekintve, az 508. as —ban volt eltérés, itt egy hisztidin helyett a marnaban arginint
talaltunk. A helikdz génbdl egy 564 bp hosszl szakaszt hataroztunk meg, mely 99%-bn
megegyezett a CyHV-1 helikaz génjének génbanki szekvencidjaval (AY939858). A
szekvencidk kozt minddssze 5 nukleotid kiillonbséget mutattunk ki, melyek egyike sem
okozott aminosav sorrendbeli eltérést.

B/4.2.2.3. Filogenetikai analizis

A marndkbol kimutatott CV rep génjének feltételezett aminosav szekvencidjat
Osszevetettiik a Génbankban fellelheté egyéb hal circovirusok hasonld szakaszaval (275 as;
45. abra). A tumoros marnabol kimutatott Rep fehérje 99,9%-os as egyezést mutatott a

crer

99 | BarC'V-1 (Barbus barbus, daganatos)
199 " BarCV-1 (Barbus barbus, YP_004376332)
48 BarCV-2 (Barbus barbus, AEB60991)
[EcatfishCV (HS) (Silurus glanis, YP_0090916906)

Lou LFcatﬁshtﬁ‘,\' (16) (Silurus glanis, ABW70742)
— EeCV-1 (dnguilla anguilla, YP_009000900)
EeCV-2 (Anguilla, anguilla, Pelecus cultratis, AP7.87902)

PCV-1 (Sus scrofa domestica, AFV69127)

100

—

45. abra: Hal circovirusok filogenetikai faja a Rep fehérje alapjan (275 as, WAG+I model).
Kiilcsoportnak a PCV-1-t vélasztottuk, a bootstrap értékeket az eldgazasoknal tiintettiik fel. A
méretarany az egy nukleotidra jutd szubsztitiiciok becsiilt szdma

A kimutatott pontyhimld részleges polimeraz, termindz és helikaz fragmentjeit egymas
utan flizve 848 as hosszu szakaszt elemeztiink. Az analizis eredményét a 46. dbran mutatom
be. A marnabol kimutatott Osszeflizott részleges polimeraz-termindz-helikdz fehérjék
aminosavsorrendje 99,8%-o0s egyezést mutatott az eredeti, pontyokbol leirt CyHV-1
megegyez0 szakaszaival.

100| Cyprinid HV-1 (Barbus barbus)
69 Cyprinid HV-1 (Cyprinus carpio) AY 939868

o Cyprinid HV-2 (Carassius auratis) YP 007003898
5 )

87 Cyprinid HV-3 (Cyprinus carpio) AAXS3082

Cyprimd HV-4 (Pelecus cultratus) ALS36178

Anguillid HV-1 (Anguilla anguilla) APD76218

Ietalurid HV-2 (Ameiurus melas) YP 009447884
—
05
46. abra: A cyprinid herpeszvirusok topologidja a részleges DNS polimerdz, terminéaz és
helik4z egyesitett aminosav szekvenciai alapjan (848 aminosav, WAG+G modell).
Kiilesoportnak az Ictalurid herpesvirus 2-t hasznaltuk, a bootstrap értékeket az eldgazasoknal
tiintettiik fel. A méretarany az egy nukleotidra jutd szubsztituciok becsiilt szama
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B/4.2.2.4. Virusizolalas

Az inokulalast kovetden nem tapasztaltuk CPE megjelenését az EPC sejtvonalon sem
17°C sem 20°C-on. Feltételezhetden sem a marna CV-t sem a CyHV-1-t nem sikertilt izolalni
a kisérlet ideje alatt.

B/4.3. Megbesz¢lés

Eziddig a legtobb halakbol kimutatott virus a tenyésztésbe vont fajokbol keriilt
leirdsra. A ndvekvd piaci igények miatt az akvakultira fejlddésével egyre inkabb eldtérbe
keriiltek a hagyomanyos togazdasagi technologidkkal szemben az intenziv, szuperintenziv
rendszerek, ahol a zsufolt tartds, kezelési stressz, a vadon €16 halakkal, vagy természetes
viztestekkel vald érintkezés kedvezett a fert6zések felbukkanasanak és a betegségek
elterjedésének. Az 1Uj halfajok termelésbe vonasaval, azok atvehetik a kozelrokon fajok
virusait, illetve a sajat, szorvanyosan megjelend betegségeik felerdsodhetnek, jarvanyokat
indithatnak el, ezzel sokszor nagy gazdasagi karokat is okozva. PhD munkdm soran a
természetes vizekbdl szarmazo, még nem tenyésztésbe vont halfajok viroldgiai vizsgalatait
végeztiik el, mely sordn a circovirusok széles korben vald elterjedtségét és a pontyhimld
esetleges gazdavaltasat figyeltilk meg. Kutatdsi eredményeink alapjan érdemes figyelemmel
kisérni a természetes vizek halallomanyainak virusfertézottségét, hiszen sokszor a
haltenyésztd telepeken a beltenyésztettség okozta leromlés ellen, kiilonbozd tajegységekek
természetes vizeirdl begylijtott anyahalakkal is végzik a szaporitast. Egy ily médon behurcolt
virus nagy gazdasagi karokat okozhat a tenyésztésben.

B/4.3.1. Circovirusok a balatoni halakban

Kutatomunkéank soran a balatoni angolna populacié nagyfoku fert6zottségét (35,5%-o0s
prevalencia) tapasztaltuk EeCV-1-el. Tovabba, egy feltehetdleg j hal CV teljes genom
szekvenciajat is azonositottuk (EeCV-2) és kimutattunk egy ezektdl eltérd, Cap proteint
kodolo, cirkularis ssDNS szekvenciat (CCE) is két eltérd halfajbol (eurdpai angolna, garda).
Annak ellenére, hogy hal CV-t eddig tomeges elhullasok kapcsan mutattak ki (mérna és
harcsa CV) (Ldrincz et al 2011, 2012), illetve az EeCV-1-t is egy karfiolbeteg angolnaban
detektaltak elséként, a mostani felmérés soran vizsgalt egyedek semmilyen makroszkopikus
patologias elvaltozast nem mutattak (Doszpoly et al. 2014). A CV-okat immunszuppressziot
okozo virusokként irtdk le, de az eddig feltart eseteknél sem tudtak kozvetlen kapcsolatot
kimutatni a megbetegedések és a CV jelenléte kozt. Ugyanakkor a CV-ok jelenléte fokozza a
gazdafaj mas korokozokra vald fogékonysagat, igy szdmos kiilonbozd klinikai tiinetet
képesek kivaltani (Todd 2004).

Tiz angolnabol mutattunk ki EeCV-1-hez hasonlé genom szekvencidkat, melyek csak
1-2 nukleotidban kiilonboztek a Doszpoly és munkatarsai altal vizsgalt, 2009-ben szintén a
Balatonbdl fogott angolnaban detektalt EeCV-1 genomtdl. Habar ezek az egyedi nukleotid
polimorfizmusok (SNP, single nucleotid polymorphisms) a Rep és Cap fehérjében is okoztak
aminosav valtozasokat, a konzervalt régiok (szar-hurok szerkezet, RCR, SF3) valtozatlanok
maradtak. A nukleotid cserék szama meglehetdsen alacsony volt (1,45-2,9 x 10 nukleotid
csere/hely/év), figyelembe véve az 5 évnyi kiilonbséget az els6 CV-os angolna és a
jelenlegiek gyiijtése kozott. A PCV-2-nél az atlagos baziskicserélddési arany az egész
genomra vetitve 1,21 x 10~ nukleotid csere/hely/év volt (Firth et al 2009).

Angolna mintdkban meghataroztuk az EeCV-1 DNS eloszlasat a kiilonb6z0 szervek
kozott. Kordbbi tanulmanyokban (sertés és hal CV-k) a virustartalom meghatarozasahoz a rep
gén szekvencigjat vették alapul (McIntosh et al. 2008, Doszpoly et al. 2014). De az utdbbi
idében szdmos gerinces ¢és gerinctelen gazddbdl kimutatott, gazda genomba integralddott
circoviralis rep-szerli szakaszok miatt (Belyi et al., 2010; Fehér et al., 2013; Marton et al.,
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2015), a virusmennyiség meghatarozasahoz a cap gént vettiikk alapul. Az eltéré viruskopia
szdmok alapjan 3 csoportra kiiloniiltek a mintdk. Az elsé csoportba harom angolna tartozott,
itt alacsonyabb kopiaszamokat detektaltunk az dsszes vizsgalt szervben (10° =5 x 10°/100 ng
DNS), a magasabb értékeket a kopoltyt, agy és 1ép mintdkbol kaptuk. A masodik csoportban
szignifikAnsan magasabb virusmennyiséget mértiink a 1épben két angolnanal (1,2 x 10100
ng DNS). Csontos halakndl (Osteichthyes) a 1ép az egyik f0 nyirokszerv, mely ellipszoid
rendszerbdl, melanomakrofag kézpontokbol és nyirokszovetbdl all. Az ellipszoid rendszer 6
feladata a gazdéaba jutott antigének elfogésa €s csapdazasa (Ellis 2001, Uribe et al. 2011). A
Iépben megjelend magasabb virusmennyiség egy esetlegesen folyamatban 1évo fert6zottséget
vagy akar virémids allapotot is jelezhet, ha a tobbi szervben is hasonléan magas
viruskoncentracié mutathato ki. Az agybol kimutatott magas virustartalom jelezheti, hogy a
virus hathat a hal kozponti idegrendszerére, viselkedésbeli valtozasokat okozva. Amikor a
harcsa CV-t kimutattak 2011-ben, harcsa ivadékokkal fert6zési kisérletet is Osszeallitottak.
Néhany hoénap utan a legtobb fertdzott hal abnormadlisan kezdett uszni, pl. pordgtek a
tengelyiik koriil, de a circovirust nem Ilehetett ujra kimutatni beldliik (nem publikalt
eredmények). A harmadik csoportba hdrom angolna keriilt, melyeknél minden szervben
magas virusmennyiséget (tobb mint 10%/100 ng DNS) detektaltunk, a legmagasabbat a 1épbél
(2,4 x 10%100 ng DNS). Ezek az egyedek feltehetéleg virémias allapotban voltak a
gytjtéskor.

A circovirusokat gazdaspecifikus, vagy szlik gazdasepektrumll virusoknak ismertiik
eddig (Todd et al, 2007). Ennek ellenére egy feltehetéleg uj CV-t (EeCV-2) mutattunk ki
100%-0s azonossaggal egy angolnabdl és egy gardabodl, melyeket az év sordn kiilonb6zo
idopontokban gytiijtottiink €s dolgoztunk fel. Amennyire tudjuk, ez az elsd leirds, hogy
ugyanazt a circovirus genomot sikeriilt izoldlni két tavolrokon halfajbol (kiilonbozd
oregrendbe tartoz6 fajok). Az 0 CV rep génje 85% nukleotid egyezést mutat az EeCV-1-el,
de érdekes mddon a cap génnel semmilyen homoldgiat nem talaltunk.

A nonanukleotid motivum, a rep gén irdnyultsaga, és a Rep fehérje megorzott szakaszainak
aminosav Osszetétele alatamasztja az uj CV helyét a Circovirus genuszon beliil. A Walker-A
¢s —B motivum minden hal CV-ban kicsit eltér a nem-hal gazdabol szdrmazd circo- és
EeCV-2 Cap fehérjéje is viszonylag rovid, 123 as-bol all, habar szekvencia hasonlésagot nem
sikertilt felfedezni a két virusfehérje kozt. Tovabba, a CV-okra jellemzd arginin gazdag
szakaszt sem sikeriilt azonositani a gén N-termindlis részén. Mégis sikeriilt 39% ¢és 35% -os
aminosav egyezést taldlni a HuACV ¢és az Ecatfish CV megfeleld szakaszaival. Ez az
eredmény megegyezik egyrészt a korabbi feltételezéssel, miszerint a hal circovirusok ¢és a
HuACV kozeli rokonsadgban allnak (Doszpoly et al. 2014), masrészt a legijabb ICTV
koézleménnyel is (2014.006a,hD), mely szerint elkiiloniilnek a tobbi CV-t6l. Az EeCV-2
szokatlanul hosszi 5’ intergenikus szakasza tartalmaz egy részleges reverz-transzkriptaz
(RT)-szerli gén fragmentet is, mely 99%-os szekvencia azonossagot mutat az angolna RT
génjével. Ez a felfedezés valoszintsiti a virus angolna eredetét, €s ezt kdvetden a gardara
torténd gazdavaltast. Az ssDNS virusok és gazdaik kozt mar mindkét irdnyba leirtdk a
genetikai anyag rekombinacioval torténd atjutasat (Martin et al 2011). A CV-oknal a viralis
elemek gazda genomba épiilése gyakori eseménynek szamit (Belyi et al. 2010, Fehér et al.
2013, Marton et al. 2015), ugyanakkor ez az elsO leirds egy gazdabol szarmazd szekvencia
darab CV genomba épiilésének. Az EeCV-1 és az 1j CV teljes genomjai egymassal 74,8%-o0s
nukleotid egyezést mutatnak, de a Cap szekvencidk hasonlosaga kevesebb, mint 15%. Ezek
alapjan az ) CV teljesiti az ICTV circovirusokra vonatkozé faj elkiiloniilés feltételeit, igy
javasoljuk az EeCV-2 (European eel circovirus 2, angolna CV-2) elnevezést az Gjonnan
felfedezett virus genomnak. Az EeCV-1-t az ICTV még nem fogadta el virus fajnak a Cap
protein rovidsége miatt (114 as), kétségek meriiltek fel, hogy ebbdl miikodoképes kapszid

85



tudjon 6sszeépiilni. Az EeCV-2 hasonloan révid cap génnel rendelkezik (123 as). Igy tovabbi
kutatasok célja lehet olyan expresszids rendszerek kifejlesztése, mely segitségével a két virus
kapszid fehérjéje kifejeztethetd.

RCA modszerrel kimutattunk egy cirkularis, monocisztronos, megfeleld méretii Cap
fehérjét (255 as) kodoldé ssDNS genomot, melyet CCE-nek (Capsid-encoding Circular
Element), kapszid kodol6 cirkularis elemnek neveztiink. A szar-hurok szerkezetében talalhato
nonanukleotid motivum nagy hasonldsagot mutat egyes madar és kornyezeti CV-k hasonld
szakaszaval (Phenix et al., 2001; Lopez-Bueno et al. 2009; Rosario et al. 2009a), és a
feltételezett Cap protein hasonlosagot mutat vizi gerinctelenek CV-aihoz. A CV-kra jellemz6
arginin gazdag szakasz is megtalalhaté rajta a fehérje N terminalis részén. A CV-kel mutatott
hasonlosagok ellenére a cirkulédris elem mérete és szerkezete alapjan a novényeket fert6zo
nanovirusokra hasonlit. Ezek szintén egyszali DNS virusok, genomjuk tobb cirkularis részre
osztott, melyek egyenként nagyjabol 1 kb hosszuak, részenként egy-egy gént kodolnak
(Gronenborn 2004). A felfedezés felveti a lehetOségét a tobb alegységbdl allo circo-szerli
virusok jelenlétének, melyek akér egy 0j viruscsalad tagjaként a hianyzé kapcsot jelenthetik a
CV-k és nanovirusok kézott (Rosario et al. 2012).

Miutan mindkét EeCV genom kisméretli Cap proteint kodol, felmeriilt a gyanu, hogy
megfeleld Cap-et kodolva a CCE szolgél az EeCV-k kiegészitd részeként, egylitt alkotva egy
tobb alegységbdl allo virust. Azonban a CCE-t csak 4 mintdbol sikeriilt kimutatnunk (az
EeCV-2-t tartalmaz6 garda és angolna mintakbdl, illetve két EeCV-1-el fert6zott angolnabol).
Tovéabba, a tobb alegységbdl allo virusoknal a genomkomponensek nem kodolo régioi
ugyanazt a szar-hurok szekvenciat tartalmazzak (Katul et al 1997), ilyen kozos
szekvenciaszakaszt nem talaltunk a CCE-vel. Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy bar
ezek a cirkuldris elemek nem alkotnak kozosen egy virust az EeCV-1-el vagy EeCV-2-vel, de
funkciondlhatnak szatellit virusként, melyek az EeCV-1-t és EeCV-2-t helper virusként
hasznaljak.

B/4.3.2. Papillomas elvaltozasok dunai marnakon

A halak alloherpeszvirusai sok fontos megbetegedésért felelosek az akvakultiraban.
Latens fertdzésként perzisztalnak az érintett populécidoban €s naiv gazdakat fertzhetnek meg
a betegség kiujulaskor, vagy vertikalis transzmisszid sordn az utdodokba is atkeriilhet a virus.
Az herpeszvirusok altal okozott betegségek gyakran specidlis homérséklethez és kivalto
stresszhelyzethez kotddnek. A betegségek kezelése alapvetéen a virushordozé halak
eltavolitdsan, illetve a stressz minimalizaldsan mulik (pl. a népesités minimalizalasa a
legfogékonyabb korosztalyban és homérsékleten). A latens alakot nehéz kimutatni és sok
alloherpeszvirus esetében nehézkes a sejttenyészeten torténd izolalas. kimutatasuk kihivas a
diagnosztikai laboratoriumoknak. A megdrzott gének azonositasa és a degeneralt PCR
modszerek hasznalata lehetdvé teszi a virusok minél gyorsabb, pontosabb kimutatasat. Igy a
herpeszvirusok esetében kiillondsen fontos a diagnosztikai modszerek fejlesztése.

A marnabdl altalunk kimutatott herpeszvirus részleges polimerdz, termindz és helikéaz
fehérjéi egylittesen, csaknem 100% -os aminosav sorrend egyezést mutattak a Cyprinid
herpesvirus 1 megegyezd szakaszaval. A marnakon megfigyelt elvaltozasok megjelenési
formdja és szezonalitdsa szintén jellemz6 volt a klasszikus pontyhimldre.

Az eset érdekessége, hogy a CyHV-1-t eddig szigori gazdaspecifikussagot mutato
virusként ismertiik, ami a pontyon kiviil nem fertdz més halfajt. Azonban, a marndkbol
egyidejiileg kimutatott CV fert6zottség okozhatta az immunrendszer oly mértékii csokkent
mikodését, ami kedvezett a marndk pontyhimldvel vald fert6zddésének, és a tumorok
kifejez0désének.

Néhany esetben pontyhiml6hoz hasonld tiineteket mar mdas cyprinid halfajokon is
észleltek, pl. dévérkeszeg, bodorka, compd (Mawdesley-Thomas & Bucke, 1967, 1968) de
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virus jelenlétét nem igazoltdk a mintakbol. Mawdesley-Thomas ¢és Fraser (1972) szerint a
hamsériilések is novelhetik a tumorok kialakuldsdnak kockazatdt. Az aljzaton tdplalkozo
halaknal gyakran figyelték meg a szaj, melluszok, bajusz képletek neoplazias elvaltozasat.
Feltételezésiik szerint a sériiléseken keresztiil a rakkeltd vegyszerek, illetve az onkogén
virusok konnyebben utat taldlnak a szervezetbe, mint a sértetlen hamfeliileten keresztiil.
Barnes ¢és munkatarsai (1993) megfigyelése szerint az ugymond bolygatott, gyakran
dorzsol6do testfelszineken az elvaltozasok epidermalis hiperplaziaként jelennek meg, viszont
a védettebb teriileteken, ahol nem dorzsolddnek le, az elvéltozasok képesek papillomava
fejlédni. Az altalunk vizsgalt marndkon a tumorok eléforduldsa inkabb a Mawdesley-Thomas
¢s Fraser altal leirt elhelyezkedésnek felelt meg. Papillomakat a kopoltyufedénél, illetve a
szajnyilas és a faroknyél also részén figyeltiink meg, hiperplazia testszerte, szorvanyosan
fordult el6, a dorzsolodésnek kevésbé kitett részeken.

A virusfertdzések mellett a vizszennyezés szerepét sem lehet kizdrni a daganatok
kialakulasaban, ugyanakkor ez az els6 eset, hogy halakban, CV fert6zottség mellett mas virus
jelenléte is kimutathato volt, patoldgias elvaltozasokat is okozva az allaton.
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OSSZEFOGLALAS

PhD munkédm sordn megismerkedhettem a nyalkaspords parazitdk Magyarorszagon
leggyakrabban el6forduld taxonomiai egységeivel. Ekdzben olyan kevéssé kutatott, dm
gyakori halfajok myxozoa faundjat is mélyrehatoan vizsgaltuk, melyekrdl eddig nagyon kevés
informécio allt rendelkezésiinkre, sokszor csak egy-egy 20. szazad eleji, kizarolag spora
morfologian alapulod, kiilfoldi fajleirds. Igy, hidnypotldé munkaként tanulmanyoztuk egy
gyakori folyovizi halfaj, a paduc és egy allovizekben gyakori, ikonikus halunk, a garda
nyalkasporas parazitdit. A felmérésnek koszonhetéen paducbdl harom, gardabol két uj
Myxobolus faj keriilt leirasra. A gardaval kapcsolatban kiilon emlitésre méltd, hogy egy
balatoni halpusztulas kapcsan fedeztiik fel a szem retina rétegét és a kopoltytiv afferens
artériajat fert6zo két fajt. A kovetkezd egy évben lezajld folyamatos monitoring vizsgalatok
viszont arra is ravilagitottak, hogy az elhullasért ezek a parazitdk nem tehetdk feleldssé.

A bodorka nyalkasporas fert6zottsége ugyan jol tanulményozott, de eddig errdl a
halr6l nem irtak le a szaruhartyat érintd megbetegedést. Az eset érdekessége, hogy a
myxozoaknal altalanosan jellemzd gazdafaj, szerv és szdvetspecificitas itt csak részlegesen
valosult meg. A szembdl ugyanazt a Myxobolus fundamentalis tajt mutattuk ki, mint amit
eddig csak a kopoltyuiv kotdszovetes allomanyabol irtak le. A plazmodiumok a
szaruhartyanak szintén a tOmott rostos kotdszoveti részében helyezkedtek el, akarcsak a
kopoltyuivben, ami jol jelzi a szovetspecificitas elsobbségét a szervspecificitassal szemben.

Ugyanezt tapasztaltuk a meglehetdsen gyakori Thelohanellus nikolskii fertézéseknél
is. Itt a parazita az uszony ¢és a pikkely kollagénes porcos részében egyarant képzett jol lathatd
plazmodiumokat. Ivadék korban altalaban az uszony-forma a dominans, kifejlett korban a
pikkelyeken fejlodé alak. A Thelohanellusok vizsgalata soran harom lehetséges 0j fajt is
azonositottunk, igy jocskdn ndvelve az eddig hazdnkban eléforduld Thelohanellus fajok
diverzitasat. Az 0j fajok mellett Gjra kimutattuk a Kis-Balatonbol a 7. kitauei aktinospora
alakjat, de a halakon megjelend fertdzottséget a célzott fertdzési kisérlet ellenére sem
talaltunk, sem a kisérletben, sem a kis-balatoni teriiletrél szarmazo halakon.

Emellett, stigerek szajpadlasarol leirtunk egy uj Henneguya fajt, a H. jaczoi-t, tovabba
kopoltyubol is leirtdk, a morfologia- és lokaciobeli kiilonbségek ellenére. A 18S rDNS-en
alapulé molekularis médszerek segitettek egyértelmii kiilonbséget tenni az eltéré gazdakban
fejlodo nyalkasporas fajok kozott. Munkank soran megallapitast nyert, hogy a csuka kopoltyt
filamentumat fert6z6 faj tovabbra is a H. psorospermica, mig a siigér kopoltytlemezkéi koziil
izolalt parazita a H. texta-nak feleltethetdé meg.

A PhD dolgozat alapjat képez6 kutatasokban egyértelmii szerepet kaptak a molekularis
modszerek. Hasznalatukkal biztosabban eldonthetd az adott parazitardl, hogy megegyezik-e
mar kordbban leirt fajokkal, vagy 0j fajt sikeriilt kimutatnunk. Tovabba az aktinospora-
myxospora parok azonositasat is lényegesen megkonnyiti, akar tobb év elteltével, eltérd
helyrdl gytjtott sporak is megegyezhetnek, ugyanakkor a morfologiailag nagy hasonlosagot
mutatd sporak is tartozhatnak eltérd fajhoz. A kérdéses esetekben, tobb gén bevonasédval
végzett vizsgalatok tovabb finomithatjdk a kapott eredményt, akéar patogenitasbeli
kiilonbségekre is valaszt kaphatunk.

A dolgozatban szerepld virusos kutatasokban is 6 szerepet jatszottak a PCR alapt
molekularis modszerek. A klasszikus, sejten torténd izolaldssal Osszehasonlitva, joval
gyorsabb eredményt kaphatunk célzott primerek hasznalataval. A modszer tovabbi eldnye,
hogy akar kis mennyiségii virus jelenléte is detektalhato az adott mintabol.

Az egyre nagyobb szamban kimutatott egyszalu, cirkularis DNS virusok fert6zésekben
betoltott szerepe a mai napig nem minden esetben tisztazott. Ennek megismeréséhez
kulcsfontossagu prevalenciajuk felmérése, az egészségesnek latszd egyedekben is, és a
bizonytalan kéroktani megbetegedések kapcsan egyarant.
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A balatoni halalloméany circovirusokat célz6 felmérése kapcsan az angolna CV
(EeCV-1) meglehetdsen gyakori el6fordulasat figyeltik meg. Azonban, a virus elsd
kimutatasaval ellentétben, ezeken az allatokon patologias elvaltozas nem volt megfigyelhetd,
még a magas virus mennyiséget hordoz6 angolndk esetében sem. Emellett egy, az angolna
CV-hoz hasonl6 cirkuléaris genomot (EeCV-2) is kimutattunk egy angolna és egy garda
mintabol egyarant. A virus tartalmazott egy angolna genom eredetli génszakaszt is, igy nagy
valoszinliséggel a virus eredeti gazdaja az angolna lehetett, és gazdavaltas utjan keriilt a
gardaba. Az EeCV-1 és EeCV-2 pozitiv mintdk egy részébdl egy tovabbi cirkularis genomot
is kimutattunk, mely csupan egy cap gént tartalmazott, rep-et nem. Ennek szerepe még
tisztazatlan, hasonld genomszervezddést eddig csak novényi virusokndl figyeltek meg.

A CV-ok jellemzdéen immunszuppressziot okoznak a fert6zott egyedekben, igy azok
altalanosan fogékonyabba vélnak a tobbi korokozoéra. Ez a jelenség segithette a marnak
fert6z6dését az eddig alapvetden ponty-specifikusnak ismert Cyprinid herpesvirus I-el. A
sejtburjanzassal jard elvaltozasokat mar tobb halfaj esetében is leirtdk, de ez az elsd eset, hogy
a herpeszvirus jelenléte, molekuldris modszerekkel egyértelmiien bizonyitott.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A kopoltyuparazitanak ismert Myxobolus fundamentalis kimutatasa a bodorka
szaruhartyajabol is (Acta Vet Hung, 2018, 66:250-257)

2. Paducbdl harom Uj nyalkaspéras parazita faj leirdsa (Myxobolus arrabonensis, M.
szentendrensis €s M. paksensis)

3. Gardabol két 0j nyalkaspoéras faj kimutatasa (Myxobolus peleci és M. cultrati) (Syst
Parasitol, 2016, 93:667-677)

4. Siigérbol egy uj nyalkasporas faj leirdsa (Henneguya jaczoi) és két, mar ismert parazita
revizioja (H. psorospermica, H. texta) (Acta Vet Hung, birélat alatt)

5. A magyarorszagi Thelohanellus fajok diverzitds felmérése soran, harom, eddig nem
detektalt Thelohanellus faj kimutatdsa molekularis modszerekkel (benyujtas alatt)

6. Egy uj circovirus (EeCV-2) kimutatasa és teljes genomjanak megszekvenaldsa angolnabol,
¢s detektalasa egy tavol rokon halfajbdl (garda) (Acta Vet Hung, 2017, 65:262-277)

7. Egy monocisztronos, eddig ismeretlen, csak kapszid fehérjét kodold cirkularis genom
azonositasa garda €s angolna mintabol (Acta Vet Hung, 2017, 65:262-277)

8. Cyprinid herpesvirus 1 jelenlétének igazolasa molekularis mddszerekkel pontytdl eltérd
halfajbol (benyujtas alatt)
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LIST OF NEW FINDINGS

1. Detection of the gill parasite Myxobolus fundamentalis also from the cornea of the roach
(Acta Vet Hung, 2018, 66:250-257)

2. Description of three new Myxobolus species from common nase (M. arrabonensis, M.
szentendrensis and M. paksensis) (Syst Parasitol, 2015, 92:101-111)

3. Description of two new myxozoan species from sichel (Myxobolus peleci, M. cultrati) (Syst
Parasitol, 2016, 93:667-677)

4. Detection of a new Henneguya species from perch (H. jaczoi) and the revision of two,
already described species (H. texta, H. psorospermica) (Acta Vet Hung, under revision)

5. During the diversity survey of Thelohanellus species in Hungary, three unidentified
Thelohanellus species were detected with molecular methods (under submission)

6. Detection and whole genome sequencing of a new circovirus (EeCV-2) from an eel and a
sichel sample (Acta Vet Hung, 2017, 65:262-277)

7. Description of a new, monocistronic, CV-like genome from a sichel and three eel samples,
coding only a capsid protein (Acta Vet Hung, 2017, 65:262-277)

8. The presence of Cyprinid herpesvirus 1 was proved first time with molecular methods from
a non-carp species (under submission)
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