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1.Bevezetés

A nydlkasporasok (Myxozoa) az allatvilag egy kiilonleges, kevésbé ismert,
mikroszkopikus méretli csoportja. Leginkabb a gazdasagi szempontbdl fontos halfajokban
okozott betegségek kapcsan ismert. A magyarorszagi vizekben gyakori parazita példaul a
pontyok rosszindulati vérfogyottsagat okozd Myxobolus cyprini, az 1sz6holyag-gyulladast
kivaltd Sphaerospora dykovae (syn. S. renicola) és a kopoltyt-sphaerosporosist eldidézo
Sphaerospora molnari (Molnar, 1979, 1980; Molnar. and Kovacs-Gayer, 1985). A
Ceratonova shasta (kordbban Ceratomyxa shasta) a lazacfélék ceratomyxosis nevil
betegségéért felelds (Bartholomew et al., 1997). Ezen kiviil jelentds alloméanybeli
veszteségek irhatok a lazacfélék proliferativ vesebetegségét (PKD) okoz6 Tetracapsuloides
bryosalmonae ¢€s a pisztrangok kergekorjat kivaltd Myxobolus cerebralis parazitak

szamlajara is (Hedrick et al., 1998; Canning et al., 1999).

A nyalkasporas halparazitdk kutatdsa mar régota folyik a Magyar Tudomanyos
Akadémia Agrartudomanyi Kutatokozpont — Allatorvos-tudoményi  Intézetében. A
Halparazitologia kutatdcsoport tagjai molekularis, taxonomiai és morfoldgiai kutatdsok
mellett fertdzési kisérleteket is végeznek a gazda-fajlagossdg vizsgélatara. Ezen kiviil a
parazitak fejlodési ciklusat és a fertdzés modjat is vizsgaljadk. Szamos Myxobolus,
Henneguya, Sphaerospora és Thelohanellus nemzetségbe tartozé faj genetikai jellemzését
végezték el. Emellett a nyalkasporas fajok 18S rDNS szekvenciajanak filogenetikai
elemzésével is foglalkoznak (Eszterbauer, 2004). Hazai ¢és kiilfoldi pisztrangos
gazdasagokkal egyiittmiikddve vizsgéltdk a sebes pisztrang tenyészallomanyok
beltenyésztettségének a M. cerebralis iranti fogékonysagara gyakorolt hatasat (Eszterbauer
et al., 2015b). Ezzel parhuzamosan a Myxobolus pseudodispar kevéssertéji férgekben
(Annelida, Clitellate, Oligochaeta) zajlo fejlédésmenetének kutatasa is folyik. A parazita
Oligochaeta gazdaspektruma mellett a féregpopuléciok fajosszetételének a fertdzés
kimenetelére valo befolyasold hatdsat is tanulmanyoztak. Ezen kiviil a parazita gazdaba
valo bejutasanak maodjat és helyét, illetve a fejlodés utvonalat is vizsgaltak (Marton and

Eszterbauer, 2012).

Szakdolgozati munkam soran a nyalkaspordsok gazdafajlagossaganak kiilonb6zo
aspektusait vizsgald kutatomunkaba kapcsolodtam be. Vizsgalatunk célja a patogén és

apatogén nyalkasporas modellfajok vérben val6 jelenlétének vizsgalata, melyhez fertézési



kisérleteket végeztiink kiilonboz6é halfajokkal. Az &ltalunk kivalasztott patogén faj a
pisztrangfélék kergekorjat okozd Myxobolus cerebralis, apatogén fajként pedig a
pontyféléket fert6z6 Myxobolus pseudodispar-t hasznaltuk kisérleteinkhez. Tobbek kozott
valaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy kiilonbozik-e a patogén €s apatogén fajok halon
beliili fejlédésének kezdeti, migracids szakasza, illetve, hogy van-e szerepe a vérnek az

eltérd patogenitdsu parazita fajok halon beliili terjedésében.



2.Irodalmi attekintés

2.1 Nyalkasporasok

A nyalkasporas parazitdk elsdsorban a patogén fajok 4altal okozott sulyos
halbetegségekrdl ismertek. A maig leirt tobb mint 2200 faj nagy része azonban nem
patogén (Lom and Dykova, 2006). Ennek oka valoszinilileg az, hogy a gazda-parazita
egylittélés hosszu iddre tekint vissza a legtobb nyalkasporas faj esetében, igy az evolucio
soran a gazdak és parazitaik alkalmazkodni tudtak egymashoz. (Nesnidal et al., 2013)

Rendszertani helyzetiik sokaig vitatott volt, jelenlegi tudasunk szerint molekularis
¢s morfoldgiai vizsgalatok alapjan legkdzelebbi rokonaik a csaldnozok (Cnidaria). Ezt a
rokonsagi kapcsolatot a nyalkasporasok sarki tokjanak és a csalanozok csaldnsejtjének
hasonlésaga is alatamasztja (Siddall et al., 1995). Filogenetikai eredmények alapjan a
nyalkasporasok csoportjanak jelenlegi osztalyozasa a kovetkezd, ami azonban valtoztatasra

szorul szamos taxon (tobbek kozott a Myxozoa) bizonytalan rendszertani besoroldsa miatt

(Kodadkova, 2014) :
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= Osztaly: Malacosporea
e Rend: Malacovalvulida

o Nem: Buddenbrockia

o Nem: Tetracapsuloides

A nyalkasporasok a
parazita ¢letmodjukbol

eredden leegyszeriisodott, am

tobbsejtl szervezetek.
Bonyolult, kétgazdas
fejlédésmenettel

rendelkeznek, melyhez egy

gerinctelen és egy gerinces
gazda is szlikséges. A
gerinctelen gazda altalaban
kevéssertéjii gyurisféreg

(Oligochaeta), ritkabban

soksertéjli gylriisféreg

(Polychaeta), mohaallat

(Bryozoa)’ vagy 1. abra: A nyalkasporasok fejlédési ciklusanak sematikus abraja.
A: a myxospoéra polaris filamentumainak kilokédése a spora Oligochaeta

fecskend(’ife’reg gazda bélhamjihoz valo rogziilésére. B: gametogénia (ivaros szaporodas).

C: aktinospéra stadium képzédése. D: érett aktinospéra kifejlédése a
(Sipuncu]ida)‘ Legt('jbbszér pansporociszta belsejében, majd kiilvilagba iiriillés. E: a polaris

filamentumok kilokédése a hallal valé talilkozaskor. F: osztédasi
a]acsonyabb rendili folyamatok. G: a myxospora stadium képzédése. (Yokoyama et al., 2012)
gerinceseket fertdznek, leggyakrabban halakat. De ezen kiviil el6fordulnak kétéltiiekben,
hiillékben, vizimadarakban és kisemldsokben is. Vakondok (7alpa europea) agyaban is
talaltak mar nyalkasporasszerli ¢ldskdddket, erdei cickdnybodl pedig tobb fajt is leirtak
(Soricimyxum spp.) (Friedrich et al., 2000; Lom and Dykova, 2006). Eddig megkdzelitdleg
50 faj fejlédésmenetérdl vannak ismereteink, de csak 5 faj (Myxobolus cerebralis, M.
pseudodispar, M. parviformis, Ceratonova shasta és Tetracapsuloides bryosalmonae)
fejlodési ciklusat sikeriilt eddig laboratoriumi koriilmények kozott reprodukdlni mind a
gerinctelen, mind a gerinces gazda fert6zésével (Eszterbauer et al., 2015a). A haléléskodo

nyalkasporasok altalanos fejlédési ciklusat az 1. abra szemlélteti (Yokoyama et al., 2012).

Kétféle, morfoldgiailag nagyon kiilonb6z6, sporaalakjuk van. Elséként Wolf és Markiw
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(1984) irta le a Myxobolus cerebralis fejlédésmenetét. Ok
bizonyitottdk be, hogy a gerinctelen gazdabol kiszabaduld
aktinospdora stddium képes fertézni a halat, amelyben az
ugynevezett myxospora alakul ki és gytrisférgeket fertéz
(Wolf and Markiw, 1984). A halakb6l kiszabadulo alak
nagyon ellenalld a kiilonféle kémiai ¢és mechanikai
hatasoknak, mig az aktinospora stddium sokkal torékenyebb
képzédmény (El-Matbouli et al., 1992; Markiw, 1992).
Legalabb 30 féle aktinospodra tipus ismert mar, melyek kozott

igen nagy morfoldgiai kiillonbségek is lehetnek. A harom

2. dbra: Myxobolus cerebralis Wyulvannyal és nyéllel rendelkezd triradialis szimmetrigju
?ﬁ;ﬁfgfg&kogoﬁﬁ Kapszula aktinospdra tipust triactinomyxonnak (TAM-nak) nevezziik
(Lom and Dykova, 2006) (2. és 3. dbra). A nyalkaspérasok fejlddésének ivaros szakasza a
gerinctelen gazddban megy végbe (El-Matbouli et al., 1995). A halakbol kiszabaduld
myxosporak az oligochaetdk bélcsatorndjan keresztiil a bélhamba jutnak ¢és kiillonbozo
osztddasi és fejlodési folyamatokon mennek keresztiil (Marton and Eszterbauer, 2012).
Ennek eredményeként a fert6zést kvetd 2-4 honap elteltével a bélcsatornan at iiriilnek és a
vizbe jutnak az aktinospordk, amik szabadon lebegnek a hallal valo taldlkozasig.
Bizonyitott, hogy a gazdafelismerés folyamata nem gazdaspecifikus reakcio, ezt azonban a
nagy mennyiségli sporaval és a gyors reakcioidovel ellensulyozzdk a nyalkasporasok
(Kallert et al., 2009, 2015). Az aktinospdrak kémiai és mechanikai ingerek hatasara
ismerik fel a lehetséges gazdat. Kémiai jelként szolgalnak a halak testfeliiletét boritd
nyalka kiilonb6z6 kis molekulasulyu cukorvegyiiletei, ezek koziil is elsésorban az inozin
(Kallert et al., 2011). Az aktinosporak kilovellik a polaris kapszuldkban/sarki tokokban
spiralisan feltekeredett polaris filamentumaikat, melyek a hamsejtekbe farodva
kihorgonyozzak dket és lehetdvé teszik az amoboid csirasejteket tartalmazd sporoplazmak
epidermiszbe jutasat. Ez leggyakrabban az epitheliumon, a kopoltyin vagy a szajiiregen
keresztiil torténik és kevesebb, mint 10 percet vesz igénybe (Markiw, 1989; El-Matbouli et
al., 1995). A halon beliili fejlddésiik altalaban bizonyos halfajhoz, szervhez vagy szovethez
kotott (Molnar et al., 2002; Eszterbauer, 2004; Molnar and Eszterbauer, 2015).



2.2 Myxobolus cerebralis (Hofer, 1903)

Stlyos patogenitdsanak koszonhetden
a legismertebb és legtobbet tanulméanyozott faj
a nyalkasporasok koziil (Lom and Dykova,
1992). A koponyaporcban ¢s a gerincoszlop
porcos elemeiben fejlodik és képez sporat (4.
abra). Az éaltala el6idézett kergekor komoly
gazdasagi ¢s Okologiai karokat okoz a
lazacfélék (Salmonidae) csaladjaban (Lom and
Dykova, 1992; El-Matbouli and Hoffmann,
1998; Granath et al., 2007). Szamos

. 3. abra: Myxobolus cerebralis triactinomyxon (TAM)
pisztrangfélében eldfordul, tobbek kozott a  tipusi aktinospéra alakja fénymikroszkop alatt

szivarvanyos (Onchorhynchus mykiss), a sebes (Salmo trutta m. fario), a gyilkos
(Onchorhynchus clarkii), a bika (Salvelinus confluentus) és az arany pisztrangban
(Onchorhynchus aguabonita), a lazacban (Salmo salar), a kirdly lazacban (Oncorhynchus
tshawytscha) és a vor0s lazacban (Onchorhynchus nerka), és a pataki szajblingban
(Salvelinus fontinalis) is (Hedrick et al., 1999b; Thompson, 1999). Ismert gerinctelen
gazdaja az oligochaeta Tubifex tubifex, mely a mitokondridlis 16S rDNS szekvencidk
alapjan 6 leszarmazasi vonalra tagolodik. Jelenlegi ismereteink szerint M. cerebralis-ra
csak az I-es, a Ill-as és a VI-es leszarmazasi vonalai fogékonyak (Beauchamp et al., 2002).
Eredetileg Europabol és Kozép-Azsidbol szarmazik, 1903-ban irta le Dr. Bruno Hofer a
németorszagi sebes pisztrangokbol (Hofer, 1903). A betegséget akkor fedezték fel, amikor
a fogékonyabb szivarvanyos pisztrang Eszak-Amerikabol bekeriilt Eurépaba (Hoffman,
1970; Halliday, 1976). Eszak-Amerikaban csak 1958-ban jelent meg, azonban maig sulyos
karokat okoz a keltetOkben és a természetes vizekben €16 halallomanyokban is (Hoffman et
al.,, 1962). A parazita széles gazdaspektrummal rendelkezik,
de a gazdafajok ¢és a kiilonbozd torzsek kozott jelentds a
fogékonysagbeli kiilonbség. A legfogékonyabb a szivarvanyos
pisztrang  (Onchorhynchus  mykiss). Az  ivadékok

megbetegedése sulyos esetekben akar 80-90%-os elhulldshoz

is vezet (O’Grodnick, 1979; Markiw, 1992). Mig a sebes

4. abra: Myxobolus cerebralis
myxopora fénymikroszkop alatt  pisztrang (Salmo trutta) megfert6zodik ugyan, de klinikai



tiineteket nem, vagy csak kis mértékben mutat és a mortalitasi ardny is nagyon alacsony.
Ezt a fajt tartjak a Myxobolus cerebralis eredeti gazdajanak (Hoffman, 1970). Azonban
mivel gyakran tiinetmentes, jO es€llyel hordozza a parazitat, igy a fertdzés vektoraként
funkciondlhat (Hoffman, 1970; Steinbach et al., 2009). Hedrick €és mtsai. (2003) kiilonb6z6
szivarvanyos pisztrang torzsek fogékonysdganak Osszehasonlitasakor azt az eredményt
kaptadk, hogy az amerikai TroutLodge torzs sokkal fogékonyabb a német Hofer torzs
egyedeinél (Hedrick et al., 2003). A fogékonysagbeli kiilonbség a beltenyésztett és a
genetikailag heterogénebb, nem beltenyésztett sebes pisztrang vonalak kozott is
kimutathat6d. Kisérletesen igazoltdk, hogy a sebes pisztrang tenyészallomany genetikai
heterogenitasa hatassal van az ivadékallomany kergekor iranti fogékonysagara. Eppen
ezért a betegség elleni védekezés egyik hatdsos eszkoze lehet a tenyészallomanyok
rendszeres, ellendrzott genetikai frissitése (Eszterbauer et al., 2015b).

A kergekor, az egyensulyukat elvesztett, rendellenesen korkords modon (,.kergén”)
usz6 halakrdl kapta a nevét. Tovabbi tiinetei még, a fekete farokliszo (5. abra), melyet a
pigmentaciot befolyasold idegekre gyakorolt nyomés okoz (Halliday, 1976). Jellemzd a
rovid orr, a fej, a gerincoszlop és a kopoltytufedd deformitasa, amit valdsziniileg a normal
csontképzodés gatlasa eredményez (Wolf et al., 1986). Fiatal egyedeknél pedig igen magas
a mortalitds (akar 90%), mivel a beteg halak nehézkesen taplalkoznak a felszinen forgod
mozgasukkal pedig ki vannak téve a ragadozok tdmadéasanak (Hoffman, 1974). De az
ellenalloképesség bizonyitottan nd a kor eldérehaladtaval, azonban ez meglepé mdédon nem
a csontosodas mértékétdl, hanem inkabb a kozponti idegrendszer fejlettségétdl fiigg
(Halliday, 1976; Ryce et al., 2005). Erdekesség, hogy amig a szivarvanyos pisztrangban a
koponyaban, az agy kornyékén fejlédik a parazita, addig a sebes pisztrang esetében az
uszdsugarakra €s a kopoltytaivekre koncentralodik a sporaképzés (Hedrick et al., 1999a;
Baldwin et al., 2000; MacConnell and Vincent,
2002). Valodsziniileg ez is kozrejatszik a két
halfaj M. cerebralis elleni eltérd
fogékonysagaban. Jelenleg sajnos nem all
rendelkezésiinkre hatékony védekezési mod e
parazita ellen, azonban egy esetleges kezelés

kifejlesztéséhez elengedhetetlen a gazdaba vald

be.]utas cs a sporakepzes tovabbi Vlzsgalata. 5. abra: Myxobolus cerebralis-szal fertozott,
kergekoros szivarvanyos pisztrang ivadékok
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2.3 Myxobolus pseudodispar (Gorbunova, 1936)

Az egyik leggyakoribb  és
legismertebb  izomparazita  Kozép-
Europaban. Hazankban a  balatoni
pontyfélékben  kiilonésen magas a
természetes fertozottség prevalencidja. A
nyalkasporas fajok tobbségével
ellentétben széles gazdaspektrummal

rendelkezik, a pontyféléket fertdzi

(Cyprinidae). Ismert gerinces gazdai:

- A - N &2 A
6. abra: Myxobolus pseudodispar myxospérak bodorka
izomszovetben

bodorka (Rutilus rutilus), karika keszeg
(Blicca bjoerkna), dévérkeszeg (Abramis brama), vordsszarnyu keszeg (Scardinius
erythrophthalmus) és szélhajto kiisz (A/burnus alburnus) (Molnér et al., 2002). Gerinctelen
gazdaként tobb Oligochaeta faj is ismert, tobbek kozott a Tubifex tubifex 1, 11 és III
leszarmazési vonalai és a Limnodrilus hoffmeisteri (Székely et al., 1999; Marton and
Eszterbauer, 2012). A leglijabb eredmények alapjan a parazita gerinctelen gazdaspektruma
a gerinceshez hasonloan széles. A fogékony fajok kozé tartozik a Psammoryctides
barbatus és a P. moravicus is (Marton and Eszterbauer, 2012). A parazita jelenléte egyik
ismert gazdafajban sem mutat klinikai tlineteket. Valoszinlileg a keringési rendszer
segitségével jut el a sporaképzés helyére, igy feltételezhetéen taldlkozik a gazda
immunrendszerének sejtes elemeivel. Kisérleti bizonyitékok azonban ezidaig nem allnak
rendelkezésre ennek
megerdsitéséhez. A vazizomzatban
intracellularisan ~ képez  cisztat
(plazmoddiumot), amiben
jellegzetesen aszimmetrikus sporak
fejlodnek (6. abra) (Baska, 1987).
A Mpyxobolus  cerebralis-hoz
hasonloan ismert a teljes fejlodési

ciklusa, amit laboratériumi

koriilmények  kozott  sikeresen

7. abra: M. pseudodispar triactinomyxonok faziskontraszt , , . , .
mikroszképos képe reprodukaltak és  vizsgaltak is

(Székely et al., 1999, 2001; Marton and Eszterbauer, 2012).
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Az eltérd gazdafajokbdl szarmazoé kiilonbozd izolatumok morfologidja, szoveti
lokacidja azonos, azonban a 18S rDNS gén szekvencidjaban akar 5%-os eltérés is
megfigyelhetd. Molnar et al., 2002 filogenetikai eredményi azt mutattak, hogy a kiilonb6z6
halfajokbol szarmazd M. pseudodispar izolatumok a gazdafajok rokonsagi kapcsolatai

szerint csoportosulnak (8. abra).

M. pseudodispar CB2*

M. pseudodispar CB1*

99 1 M. pseudodispar WB2*
M. pseudodispar WB1*

100 I: M. pseudodispar RD2*

M. pseudodispar RD1*

100 IM. pseudodispar RO1*
M. pseudodispar RO2*

100[IVI. cyprini 1

51 M. cyprini 2
100 I'M. musculi 1
M. musculi 2 M. cerebralis
0.1

8. abra: Pontyfélékbdl izolalt izomparazita nyalkasporas fajok rokonsagi viszonyait abrazolé torzsfa, a 18S
riboszomalis RNS gén (18S rDNS) alapjan, Myxobolus cerebralis kiilcsoporttal. *CB: dévérkeszeg, WB: karika
keszeg, RO: bodorka, RD: vorosszarnyu keszeg (Molnar et al., 2002).
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2.4 A halak védekezési mechanizmusai nyalkasporas

parazitak ellen

A csontos halak (Teleostei) immunrendszere hatékony védelmi vonal, amely arra
specializalddott, hogy a kiilonféle mikroorganizmusokkal teli vizi kornyezetben tulélést
biztositson szamukra (Sunyer et al., 1998). Mégis, sok nyalkaspdras faj nem valt ki heves
immunvalaszt a gazdaszervezetbdl. Ennek oka valoszinlileg az immunrendszertdl elzart
szovetekben, szervekben (kdzponti idegrendszer, szem, ivarszervek) valo fejlodés, példaul
a Myxobolus cerebralis esetében (Sitja-Bobadilla, 2008). Ezzel szemben vannak olyan
fajok, amelyek kifejezetten heves, gyulladdssal egylitt jar6 immunreakciot valtanak ki,
mint példaul a lazacfélék proliferativ vesebetegségét okozd Tetracapsuloides
bryosalmonae (Chilmonczyk et al., 2002). Noha a halak testét borité nyalka is szamos
immunkomponenst tartalmaz, nem nyu;jt elegendé védelmet a nyalkasporasok ellen, mivel
nem gatolja a sporoplazma mozgast (Kallert et al., 2012). Gyakran tapasztalhato, hogy
egyes nyalkasporas parazitdk kiilonbozo fejlodési stddiumai koriil kotdszoveti tok alakul
ki. Ennek feltételezett célja a parazita tovabbi terjedésének megakadalyozasa a

gazdaszervezeten beliil (Davies and Sienkowski, 1988).

A nyalkasporasok elleni természetes immunreakcidk mar régoéta ismertek, a
jelentésebb sejtes immunvalasz mellett a humordlis immunvalasz szerepe sem
elhanyagolhato, mint példaul a peroxidaz, a lizozim és a komplement rendszer miikddése.
Ugyanakkor az aktivalt fagocitak 1égzési aktivitasa is fontos szerepet jatszik a parazitdk
elleni védekezé reakcidkban. In vitro kisérletek alapjan igazoltdk, hogy nyalkasporas
parazita fertdzottség esetén fokozodik a fagocitdk muiikddése, a reaktiv oxigén és nitrogén
gyokok termelddése (Mufoz et al., 2000; Alvarez-Pellitero et al., 2008). A komplement
rendszer fontos szerepet jatszik a hal szervezetébe jutd korokozok felismerésében ¢€s
elpusztitdsaban, és hozzdjarul a szerzett immunitas kialakulasahoz (Boshra et al., 2006). A
halak egyes komplement rendszer komponenseinek tobb izotipusa van, melyeket
kiilonbozé gének kodolnak. Ez a tulajdonsag nagyobb miikodésbeli és szerkezeti
valtozatossagot eredményez, igy a halak immunrendszere hatékonyabb a korokozok
azonositasaban (Sunyer et al., 1996; Nakao et al., 2000). A halak komplement rendszere az
emldsokével ellentétben alacsony homérsékleten (15-25 °C -on) a leghatékonyabb (Sunyer
and Tort, 1995; Sunyer and Lambris, 1998). A természetes és adaptiv immunfolyamatok

kozotti kapesolat megteremtése is a komplement rendszer feladata.

13



Korabban gy gondoltdk, hogy a halak szervezete nem képes a nyalkasporasok
ellen adaptiv immunvalaszra, mert az elvégzett kisérletek soran nem talaltak specialis
antitesteket (Halliday, 1976). Azonban Hedrick 1998-ban végzett vizsgalataval igazolta a
specifikus antitestek jelenlétét a Myxobolus cerebralis-sal fertdzott halakban (Hedrick et
al., 1998). Ezt tobb kutatdé is aldtdmasztotta, mdas fajok esetében. 1996-ban
Tetracapsuloides bryosalmonae, 2001-ben pedig Ceratonova shasta parazita fertdzottség
esetén irtdk le antitestek jelenlétét (Saulnier and Kinkelin, 1996; Kent et al., 2001). A
nyalkasporasok fajspecifikussaga valoszinileg tobb, egyelére még nem tisztdzott
koriilmény fiiggvénye. Ennek oka lehet a parazita korlatozott képessége a hal
immunrendszerének kikeriilésére. Azonban a parazita gatolt fejlodését okozhatja a
gazdaszervezet fejlett immunrendszere, vagy éppen a teljes immunitas hidnya is (Kallert et
al., 2012). Altaldnosan elmondhatd, hogy a fogékony fajokkal ellentétben, a nem, vagy
kevésbé fogékonyak fertézddése esetén nem tapasztalhatdéak klinikai tiinetek és nem
talalhatoak oszt6do fejlodési stadiumok é€s érett myxospordk sem (Kallert et al., 2012). A
védelem elsd vonalat jelentd természetes immunitas folyamatai mind a fogékony, mind a
rezisztens pisztrang fajok esetében beindulnak a M. cerebralis fertézés korai stadiumaban
(Baerwald, 2013). De a szerzett immunitas csak a mar kordbban fertdzésen atesett egyedek
esetében alakul ki (Hedrick et al., 1998). Az utobbi években sikeriilt mar kiilonb6zo
betegségekre (pl. viralis vérzéses szeptikémia), st nyalkaspords parazitdkra nézve is
ellenalld szivarvanyos pisztrang torzseket kitenyészteni (Slierendrecht et al., 2001). A
Ceratonova shasta volt az els6 nyalkasporas faj, amelyre rezisztens szivarvanyos pisztrang
torzsek ismertek, de létezik egy Németorszagbol szarmazd, Myxobolus cerebralis
fertézésnek igen ellenalld, a fentebb emlitett ,,Hofer” szivarvanyos pisztrang torzs (Ibarra
et al., 1994; Nichols et al., 2003; Hedrick et al., 2003). Kimutattak, hogy a Ceratonova
shasta parazitanak ellenallé szivarvanyos pisztrang torzsek nem rezisztensek a Myxobolus
cerebralis ellen. Ez arra utal, hogy a nyalkasporas parazitdk elleni rezisztencia tobb,
kiilonb6z6 tényezo6tdl fligg, de bizonyitottan 6roklddik (Hedrick et al., 2001; Schisler et al.,
2006).
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3.Anyagok és modszerek

3.1 Fertozési kisérletek

Szakdolgozati munkam sordn két fertézési kisérletet végeztink az MTA ATK
AOTI Halparazitologia kutatocsoport laboratoriumaban  fenntartott nyalkasporas
parazitakkal. Az elsé kisérletben szivarvanyos pisztrang (Onchorhynchus mykiss), sebes
pisztrang (Salmo trutta), és eziistkarasz (Carassius gibelio) fertdzését végeztik Myxobolus
cerebralis parazitaval. A masodik vizsgalat soran bodorka (Rutilus rutilus), vorosszarnyu
keszeg (Scardinius erythrophtalmus), és eziistkarasz (Carassius gibelio) fajokat fertdztiink
Myxobolus pseudodispar-ral. Mindkét parazita esetében a fertézést kovetden harom
idépontban 1 nap, 1 hét és 1 honap elteltével tortént a mintavétel. A fertézéshez
laboratoriumban nevelt, parazitamentes (SPF) halakat hasznéltunk. Minden kisérleti
csoportban 10-10 egyedet fertdztiink fajonként, az egy hoénapos csoportban két hal
rahagyassal. A szakdolgozat keretében végzett kisérletek megfelelnek az allatkisérletek
végzésére szO0lo allategészségiigyi hatdsdgi szabalyzatnak. Az engedélyek szama
szivarvanyos ¢és sebes pisztrangokon végzett kisérletekre: 22.1/10165-4/2010,
pontyfélékkel végzett kisérletekre: XIV-1-001/1326-4/2012.

A halak fertézése egyedileg tortént
20°C-os klormentes csapvizben, melyhez 5000
darab aktinosporat hasznaltunk halanként. A
sporak laboratoriumban fenntartott parazitaval M
fertézott  kevéssertéji  féreg  (Annelida:
Clitellata: Oligochaeta) tenyészetbol
szarmaztak. A koriilbeliil 3 o6ras inkubacios
1d6 eltelte utan a halakat a vérvétel idépontjaig
kisérleti csoportonként kozos akvariumban
tartottuk. A fert6zéshez hasznalt szivarvanyos
pisztrdng ¢és sebes pisztrang egyedek 3
hoénaposak, a bodorka, vorsszarnyu keszeg és

ezlistkarasz egyedek 2-3 évesek voltak. A

halak testhossza 4-7 cm koOzott volt. A 9. abra: Vérvétel a farokvénabol
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Myxobolus cerebralis-sal fert6zott fajokat 15°C-on, a Myxobolus pseudodispar-ral
fertézotteket pedig 20°C-on tartottuk.

A halak altatasa egyedileg, szivarvanyos €s sebes pisztrang egyedek esetében
MS-222 altatdszerrel tortént. Ez utdn heparinizalt fecskenddvel vért vettiink a farokvénabol
(9.4bra), majd a gerincoszlopot a cervicalis régidban atmetszettiik és feljegyeztiik a halak
hosszat. Ahol a halak kis mérete miatt nem sikertilt elegendé mennyiségii vért kinyerni, ott
véralvadék, sziv, vagy vérképzo szerv (I1€p) begytijtése is tortént. A M. pseudodispar-ral
fertézott halak esetében a parazita jelenlétének ellendrzésére kopoltyu, bor-, €s izommintat
is gyujtottlink. A halak még alaposabb vizsgalata érdekében minden egyedbdl 2-2
kopoltyuivet is kivettiink. A bdrmintdkat folyékony nitrogénnel vald kezelés utan
dorzsmozsarban eldorzsoltiik, majd a szovethomogenizatumra eléirt DNS kivonasi
protokollt alkalmaztuk. Az egyedi azonositoval ellatott vér- és szdvetmintakat 1,5 ml-es

csovekben, a ledlt halakat pedig tasakokban taroltuk -20°C-on felhasznalésig.

3.2 Molekularis modszerek

3.2.1 DNS kivonas

A genomidlis DNS kivondsdhoz a DNeasy Blood&Tissue Kit-et (Qiagen)
hasznaltuk, és minden esetben a gyartd altal mellékelt protokoll szerint jartunk el. A

modszer fObb 1épései:

Szdvet esetén, a szovethomogenizatumra 180 pl ATL puffert és 20 pl 20 mg/ml
Osszekevertiik, majd 56°C-on enyhén rdzatva thermomixerben (Eppendorf) inkubaltuk
koriilbeliil 1-3 6ran at. Ezutan 15 masodpercig vortexeltiik a lizdtumot, majd 200 pl AL
puffer és 200 pul 96%-os etanol elére kikevert elegyét adtuk hozza és Osszeraztuk. Az igy
kapott oldatot pipettaval a mellékelt, elézetesen egy 2 ml-es gylijtdcsObe helyezett oszlopra
mértiik és 6010 x g fordulaton 1 percig centrifugaltuk Eppendorf 5424R tipust asztali
centrifugdval. A gylijtécsében 6sszegylilt folyadékot kiontottiik és a gylijtdesdvet tisztara
cseréltiik. Majd 500 pl AW1 puffert mértiink ra és ismét 6010 x g fordulaton 1 percig
centrifugaltuk. A gyijtocsé cseréje utan 500 ul AW2 puffert adtunk hozza és 3 percig
18407 x g fordulaton centrifugéltuk, majd az oszlopot egy tiszta 1,5 ml-es cs6be helyeztiik.
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Az oszlophoz kotédott DNS-t 100 pl AE pufferrel oldottuk le, 1 percig

szobahdmérsékleten inkubaltuk majd 6010 xg fordulaton 1 percig centrifugéltuk.

Vér esetében 10 pl alvadasban gatolt vérre 20 pl proteindz K enzimet és 190 pl
PBS puffert pipettaztunk. Majd 200 pl AL puffer hozzaadasa utan alaposan dsszekevertiik
¢s 10 percig 56°C-on enyhén razatva inkubaltuk. Ez utdn 200 pl 96%-os etanollal
elkevertiik, majd a mellékelt gyiijtdcsobe helyezett oszlopra mértilk. A kovetkezd
1épésekben a fent ismertetett moédon AW és AW2 pufferek hozzaadasaval tobb 1épésben
mostuk az oszlopot, majd 100 ul AE puffer hozzdadasa utan 6010 x g fodulaton 1 percig
tartd centrifugalassal oldottuk le a feltart DNS-t. A kivont DNS-t mindkét esetben 1,5 ml-

es csovekben -20°C-on taroltuk felhasznalésig.

A kivont DNS mennyiségét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. 1%-os agar6z
gélben (Ultra Pure, Invitrogen) 100V-on. A DNS koncentracid pontos meghatarozésa
NanoDrop 2000c spektrofotométer (Thermo Scientific) segitségével tortént. A gépet 1 pl

MilliQ ultratiszta vizzel kalibraltuk. A viz eltavolitdsa utan a mérés helyére 1 ul DNS

ey

3.2.2 Nested PCR

Munkank sordn a vizsgalt nyalkasporas mintadkban 1év0 parazita 18S rDNS
szakaszait erdsitettiik fel PCR technika segitségével. Minden esetben két kords, nested
PCR-eket végeztiink az adott parazitara specifikus primerparokkal. A vizsgalat soran

hasznalt primerek listaja az 1. tdblazatban talalhato.

1. tablazat: Myxobolus cerebralis és Myxobolus pseudodispar parazitak detektalasara hasznalt primerek listaja

Primer Szekvencia (5" - 3") Hivatkozas

elnevezése

Mc224F CTGATGTAGCGAGTAAGGTG jelen szakdolgozat
Mc1072R TGCCTTCGCATTCGTTAGTC jelen szakdolgozat

Tr317 GGCACACTACTCCAACACTGAATTTG Andree et al., 1998

Tr517 GCCCTATTAACTAGTTGGTAGTATAGAAGC | Andree et al., 1998

MpF1 TGTGCTTCTGGTGCGTCTGC Marton and Eszterbauer, 2012
PseudoR AAGCACCGAAGCACAGTCAA Marton and Eszterbauer, 2012
MpFnested TCACCCGCCAAAGTACGATTGT jelen szakdolgozat
MpRnested | CGAAACCTGCTTTTGCCTCTTA jelen szakdolgozat
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A PCR-t 25 pl végtérfogaban végeztiik Biometra T1 Thermocycler tipusi PCR gép

segitségével.
A reakci6é komponensei:

19,25 ul steril MilliQ ultratiszta viz

2,5 ul 10x Taq polimeraz puffer (Fermentas)
1,5 ul 25 uM-os MgCl, (Fermentas)

0,5 ul 10 mM-os ANTP (Sigma)

0,25-0,25 pl 25 uM-os primer

0,5 pl feltart DNS

A PCR-hez negativ €s pozitiv kontrollokat is hasznaltunk mindkét 1épésben.

Myxobolus cerebralis esetében az alabbi 35 ciklusbol 4116 PCR programot hasznaltuk:

Kezdeti denaturacio: 94°C 300 mp
Denaturacio: 94°C 30 mp
Primer tapadas (annealing): 56°C 30 mp
Szalképzés (elongation): 72°C 50 mp
Befejezo lépés: 72°C 300 mp

Myxobolus pseudodispar parazita kimutatasara pedig az alabbi 35 ciklusbol allo6 PCR

programokat alkalmaztuk:

1. korben:

Kezdeti denaturaci6: 95°C 300 mp
Denaturaci6: 95°C 30 mp
Primer tapadés (annealing): 60°C 30 mp
Szalképzés (elongation): 72°C 60 mp
Befejezo 1épés: 72°C 420 mp
2. korben:

Kezdeti denaturacio: 95°C 300 mp
Denaturaci6: 95°C 30 mp
Primer tapadés (annealing): 59°C 30 mp
Szalképzés (elongation): 72°C 30 mp
Befejezo 1épés: 72°C 300 mp
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A PCR termékek detektalasa agaroz gélelektroforézis segitségével tortént. 5 ul PCR
terméket 2 pl futtatofestékkel (Loading Dye, Fementas) dsszekeverve az 1. kdrben kapott
termék esetében 1%-o0s, a masodik korben pedig 1,5%-o0s agardéz gélen TAE pufferben
(20mM Tris, 10 mM ecetsav, 0,5 EDTA pH 8,0) 90V-on valasztottuk el. A keletkezett
termékek méretének meghatarozasdhoz GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder markert
(Fermentas) hasznaltunk. Az UV fénnyel atvilagitott gélr6l a KODAK Gel Logic 212

Imaging System rendszer segitségével készitettiink felvételt.

3.3 Statisztikai elemzés

Az R programcsomag segitségével leird statisztikat készitettiink, és az
eredményeket grafikonok segitségével abrazoltuk. Az egyes halfajokban megfigyelt
Myxobolus pseudodispar fertdézottség prevalenciajanak fiiggetlenségvizsgalatat Khi-

négyzet proba segitségével végeztiik.
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4. Eredmények

Minden vizsgalt nyalkaspérds minta esetében, a hasznalt primerpartol fiiggden
sikertilt felsokszoroznunk a 18S rDNS kiilonb6z6é méreti szakaszat két koros (nested) PCR
segitségével. A Myxobolus cerebralis-ra specifikus PCR rendszer elsé kdrben egy 800 bp,
masodik korben egy kb. 420 bp hosszu PCR terméket adott (10. és 11. dbra). A Myxobolus
pseudodispar-specifikus PCR elso korben 610 bp, masodik kdrben egy kb. 450 bp hosszu

terméket sokszorozott fel (12. és 13. abra).
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10. abra: Myxobolus cerebralis nested PCR elsé kor

11. abra: Myxobolus cerebralis nested PCR masodik kor
224F — 1072R primer parral (~800 bp termék)

Tr5-17 — Tr3-17 primer parral (~ 400 bp termék)

A vorosszarnyu keszegbdl szarmazo mintdkban a PCR néhany esetben a Myxobolus
pseudodispar mellett a hal DNS-ét is felerdsitette. Ez azonban eltért a vart termék
méretétdl és a szekvendlds eredménye is igazolta, hogy vordsszarnya keszeg DNS-rél van
sz6, igy elkiilonithetdek a nyalkasporas mintak. Az aspecifikus termékek mennyiségének

csokkentése céljabol noveltik a PCR specificitasat, €s frissitettiik az oligonukleotid
készletet.
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12. abra: Myxobolus pseudodispar nested 4. abra: Myxobolus pseudodispar nested PCR
PCR els6 kor MpF1 - PseudoR primer masodik kor MPFnested — MPRnested primer

parral (612 bp) parral (458 bp)

2. tablazat: A Kkisérleti Myxobolus cerebralis fertozottség prevalencidja (%-ban) a vizsgalt halfajok vérmintiin

végzett kétkoros nested PCR eredménye alapjan. Zaréjelben a fert6zott egyedek szama lathat6 az osszes vizsgalt

egyed koziil. n.a.: nincs adat

Szivarvanyos pisztrang 1 nap 1 hét 1 honap
vér 37,5% (3/8) 70% (7/10) 17% (2/12)
Sebes pisztrang 1 nap 1 hét 1 honap
véralvadék 33% (2/6) 44% (4/9) 14% (1/7)
ver n.a. n.a. 0% (0/6)
0sszesen 33% 44% 8%
Eziistkarasz 1 nap 1 hét 1 honap
veér 50% (5/10) 40% (4/10) 40% (4/10)

A Mpyxobolus cerebralis fert6zottség prevalenciaja szivarvanyos pisztrangban az 1
napos mintakban tapasztalt 38%-r6l 1 hét utan 70%-ra nétt, 1 honap utan pedig 17%-ra

csokkent. Hasonlo tendencia mutatkozott a sebes pisztrang esetében. A véralvadék és
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vérmintakban Osszesen 1 nap utan 33%, 1 hét utan 44%, 1 honap utan pedig 8% volt a
prevalencia. Eziistkaraszban 1 nap utan 50%, 1 hét és 1 honap utan 40-40% volt a mért M.
cerebralis fert0zottség (2. tablazat). Sajnos az alacsony mintaszdm miatt az adatokra nem
lehetett statisztikai probat végezni. De az elkészitett diagram (14. dbra) jol szemlélteti az

egyes halfajok esetében eléforduld fertdzottségbeli kiilonbségeket.

3. tablazat: A Kisérleti Myxobolus pseudodispar fert6zottség prevalencidja (%-ban) a vizsgalt halfajok vérmintdin
végzett kétkoros nested PCR eredménye alapjan. Zaréjelben a fert6zott egyedek szima liathaté az osszes vizsgalt
egyed koziil.

Bodorka 1 nap 1 hét 1 honap
ver 70% (7/10) 20% (2/10) 40% (4/10)
kopoltya 90% (9/10) 100% (10/10) 100% (10/10)
0sszesen 100% 100% 100%
Vorosszarnyu keszeg 1 nap 1 hét 1 honap
vér 0% (0/10) 9% (1/11) 30%(4/12)
kopoltyu 50% (5/10) 20% (2/10) 40% (4/10)
0sszesen 50% 30% 60%
Eziistkarasz 1 nap 1 hét 1 hénap
vér 0% (0/10) 0% (0/11) 0% (0/12)
kopoltyu 60% (6/10) 20% (2/10) 20% (2/10)
0sszesen 60% 20% 20%

A Myxobolus pseudodispar fertdzottség prevalencidjat a 3. tablazat tartalmazza.
Bodorka esetében az 1 napos halakbol szarmazo vér 70%-aban, és a kopoltyt mintak 90%-
aban talaltunk parazita DNS-t. Ez az érték 1 hét utan vérben 20%-ra csokkent, mig
kopoltyiban 100%-ra nétt. 1 honap utan pedig 40%, illetve 100% volt a két értek.
Vorosszarnyu keszegben 1 nap utdn a vérben 0%, kopoltyuban 50%, 1 hét utan 8% illetve
30%, 1 honap utan pedig 30% és 40% volt a tapasztalt prevalencia. Eziistkardsz
vérmintakban végig 0%, kopoltytiban 1 nap utan 60%, 1 hét és 1 honap utdn 20-20% volt a
fertdzottség prevalencidja. A vér €s kopoltytl mintak Osszesitése utan bodorkdban 1 nap, 1
hét és 1 honap utdn egyarant 100%-os volt a fertdzottség prevalencidja. Vordsszarnya
keszeg esetében ezek az értékek joval alacsonyabbak, 50, 40 és 60%-osak voltak.
Eziistkaraszban 1 nap utan 60%, 1 hét, illetve 1 honap utan pedig egyarant 20-20%-o0s volt
a fert6zottség (15-17. abra).
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14. abra: Myxobolus cerebralis parazitaval fert6zott halak egyedszama az egyes
halfajokban

Az egyes halfajokban megfigyelt Myxobolus pseudodispar fertézottség prevalencidjanak
fiiggetlenségvizsgalatara végzett Khi-négyzet proba a *-gal jelolt oszlopokban mutatott ki

szignifikans kiilonbségeket (*: p<0.05 **: p<0.005 ***: p<0.0005) (15., 16., és 17. abra).
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15. abra: Myxobolus pseudodispar fert6zottség prevalenciaja a parazitara pozitiv halak egyedszama alapjan,

bodorka, vorosszarnyu keszeg és eziistkarasz vérében.
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Kopoltyu mintak

B Bodorka
O Vérészarnyu keszeg
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16. abra: Myxobolus pseudodispar fertézottség prevalencidja a parazitara pozitiv halak egyedszama alapjan,

bodorka, vorosszarnyu keszeg és eziistkarasz kopoltyujaban.
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17. abra: Myxobolus pseudodispar parazitaval fert6zott halak egyedszama bodorka, vorosszarnyu keszeg és
eziistkaraszbol szarmazo vér és kopoltyu mintak esetében osszesitve.
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A keletkezett PCR termékek becsiilt mennyisége alapjan a fertdzottség
intenzitasanak elkiilonitésére harom intenzitasi csoportot alakitottunk ki: 1: (+) a PCR els6
korében negativ, masodik korben halvanyan pozitiv minta, 2: (++) elsd korben gyengén,
masodik korben erésen pozitiv, 3: (+++) mar az elsé korben is erdésen pozitiv minta a
parazita DNS-re. Ez lathato a 10. és 11. abrakon, az 1. és 2. minta az 1. (+) intenzitast
csoportba, a 3. minta a 2. (++) csoportba volt sorolhatd. A 12. és 13. dbrakon a 2., 3. és 4.
mintak a (+++) csoportba, az 5. minta pedig a (++) csoportba volt sorolhatd. A Myxobolus
cerebralis-sal kisérletesen megfertézott halak kozott a legnagyobb intenzitast
fertdzottséget a szivarvanyos pisztrangban figyeltik meg. A PCR termékek becsiilt
mennyisége alapjan a fert6zottség intenzitdsa szivarvanyos és sebes pisztrangokban
meghaladta az eziistkardszban tapasztaltat. Mindkét halfajban egy hét utdn volt a
legnagyobb, kozel azonos fertdzottségbeli intenzitds (++) (4. tablazat). A Myxobolus
pseudodispar-ral végzett kisérlet esetében a keletkezett PCR termék mennyisége alapjan a
legnagyobb intenzitds végig bodorkdban volt megfigyelhetd (+++). Bodorkahoz
viszonyitva vOrdsszarnyu keszeg esetében a fertdzottség intenzitdsa joval alacsonyabb,

eziistkarasz esetében pedig gyenge volt (5. tablazat).
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4. tablazat: a Myxobolus cerebralis-sal végzett fertézési kisérlet eredménye, a pozitiv mintak szines hattérrel
vannak kiemelve. Jelmagyarazat: (-): a PCR eredménye negativ (+): a PCR els6é korében negativ, masodik korben
halvanyan pozitiv minta, (++): els6 korben gyengén, masodik korben erdsen pozitiv, (+++): mar az elsé korben is
erdsen pozitiv minta a parazita DNSre. A *-gal jelolt mintak véralvadékbol szairmaztak.

Szivarvanyos pisztrang Sebes pisztrang Eziistkarasz
minta minta minta
R+/1/1 (+5) 2 |BH12*% (9 G+1/1 )

2 RwI2 () é B+H1/5% | () G+/1/2 )
E R+/1/3 ) 2 |BH1/6* | (+1) £ |GH1/3 )
2 |R+/1/4 () §‘ B+H1/7*  |() E G+/1/4 (++)
§‘ R+/1/5 ) = |B+H1/9%  |(+1) 2 |GH1/5 )
— |R+1/6 ) B+H1/10% () & |GH1/7 +)
R+/1/7 ) B+2/2*  [(-) - | G+1/8 )
R+/1/8 ) B+2/3*  |(-) G+/1/9 )

R+/2/1 (+5) 2 |BH2/4*  |(h) GH1/10 |
R+/2/2 ) £ |B+2/5* () GH1/6*  |(-)
o |R23 (++) g B+2/6* | (+) G+/2/1 )
T |R+/2/4 (+H) S [BH2/7* |(+D G+/2/2 )
§ R+/2/5 ) = |B+2/8%  |(+h) . |G+23 )
£ |R+2/6 ) B+2/9%  [(-) T |G+2/4 )
= |R+2/7 (+) B+/2/10% | (-) 'S |GH2/5 )
R+/2/8 ) B+/3/1 ©) g G+/2/6 )
R+/2/9 (++) B+/3/2 ) = |Gt )
R+/2/10 () B+/3/3 ) G+/2/8 )
R+/3/2 ) B+/3/4 ) G+/2/9 )
R+3AB | () § B+3/6 | () GH2/10 | ()
R+/3/4 ) 'S |B+H3/10 () G+/3/1 (+5)
= [R+/3/10  |() g [BH3/5*  |() G+/3/2 )
£ [R¥3/12 | £ [BH37* () < |GH3/5 )
2 R+/3/1% | () = B38| ‘é G+/3/6 )
§ R+/3/5*% () B+/3/9%  |(4) 2 |G+/3/8 )
S |R+/3/6%  |(-) B+/3/11%  [(-) g G+/3/9 )
T RH3/TE | (5) B+/3/12*% | () S |GH+3/10 )
R+/3/8% | (9) B+/3/13*  |(-) ~ | GH3/11 (+)
R+/3/9* | () G+3/4*  |(-)
R+/3/11% (- GH+3/7* | (-)
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5. tablazat: a Myxobolus pseudodispar-ral végzett fert6zési kisérletek eredménye, a pozitiv mintak szines hattérrel
vannak kiemelve. Jelmagyarazat: (-): a PCR eredménye negativ (+): a PCR els6é korében negativ, masodik korben
halvanyan pozitiv minta, (++): els6 korben gyengén, masodik korben erésen pozitiv, (+++): mar az elsé korben is
erdsen pozitiv minta a parazita DNSre.

Bodorka Vorosszarnyu keszeg Eziistkarasz
minta | vér | kopoltyu minta | vér | kopoltyd minta | vér | kopoltyu
B+1/1 [(++) |(-) V+1/1 | (~) (-) K+1/1 ) | (D)
B+1/2 | (++) |(+++) V+1/2 | (-) (+) K+1/2 () 1)

§ B+1/3 |(+H) |+ Z|V+13 | | @D Z|K+13 | |
E B+1/4 | (+4) | (++b) g V4 | () g K+1/4 | () |9
2 |BH/5S [()  [(++) 2 |VH/5 [ |() 2 |[K+1/5  |() [(H)
SB[ [+ FIVie |0 O 5 K6 () [(D)
ElB+17 | |+ -|v+177 | | - [K+1/77 () ()
B+1/8 |(+H) |(++H) V+1/8 | (-) (+) K+1/8  |(9) [(H)
B+1/9 |(++) |(++) V+1/9 | (-) () K+1/9 ) 1)
B+1/10 |(-)  |(#+H) V+I/10 [(-) | (#D) KH1/10 () [(D)
B+2/1 |(-) |(+H) V+2/1 () |() K+2/1 |() ()
B+22 |(-) |(+H) V+212 () | K+22  |() ()
e [BF23 () (+++) p V+2/3 [+ | () P K+2/3 ) ()
:g B+2/4 | (-) (+++) £ [V+2/4 () (+++) £ K24 () |0
'S [B+2/5 (D |(+D) Elve25 () () E[K+2/5 () ()
S [B26 | (5 (+++) S|v+26 | () () S|K+2/6 |() |(+D)
227 [0 e || E|lver [0 [0 2 k7 0o
TiB28 | |+ V428 () @+ K+2/8  |() |(@#D
B+2/9 |(++) |(+H) V+2/9 (5 [() K+2/9 |(5) |()
B+2/10 | (-) (+++) V+2/11 | (-) (++) K+2/11 () |(-)
B+3/1 | () (+++) V+3/1 | (+) (+) K+3/1 () 1)
B+3/2 |[(+H) |(++D) V+3/2 | (+) (++) K+3/2 () ()
g B+3/3 () |(++h) 2| V33 |() (D) Z[KH33 () [()
E|B+3/4 |(0) |(++D) Elve3a | |0 E|K34 () ()
B35 |0 | Elvas [0 o Blke3s O[O
2(B+36 |0 | &lvize [0 [0 & [Kk+36 () [(+h)
E[B37 |0 | S|V @ o £ K37 () [
— [B+3/8 [(+) (+) = | V+3/8 |(-) (+) — | K+3/8 ) ()
B+3/9 |[(++H) | () V+3/9 () | () K+3/9 () [()
B+3/10 |(-)  |(+H) V+3/10 | () | () K+3/12 () ()
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5.Megbeszélés

Diplomamunkdm soran az Aaltalunk Myxobolus cerebralis-sal és Myxobolus
pseudodispar-ral kiillonboz6 halfajokban végzett fertdzési kisérletekbdl szarmazo vér-, és
szovetmintakban vizsgaltam a parazita fejlodési alakok jelenlétét. A  kutatas
megtervezéséhez a Kallert és mtsai. altal 2012-ben publikdlt munka szolgalt alapul,
amelyben bodorkabodl, pontybdl illetve szivarvanyos ¢€s sebes pisztrangbol szarmazoéd
vérszérum ¢s halnyalka immunologiai hatasat vizsgaltdk nyalkasporas parazitdk invaziv
stadiumaira in vitro kisérleti rendszerben. Eredményeik azt mutattdk, hogy a vérszérumban
talalhatd immunkomponensek kiilonbozé mértékben reagalnak a parazita jelenlétére, ami
fontos tényezd lehet a nyalkasporasokndl kozismert gazdaspecificitds szempontjabol.
Vizsgalataik eredménye azt mutatta, hogy a M. cerebralis fejlodési stddiumok szama mind
az ellendllo, mind a fogékony gazda vérszérumaban szignifikdnsan csokkent,
feltételezhetéen az immunrendszer miikddésének eredményeként. Ezzel ellentétben a M.
pseudodispar tejlédési alakok talélési ardnya a fogékony gazda vérszérumanak hozzaadasa
utan is magas volt, és a parazitat csak a nem fogékony gazda vérszéruma tudta elpusztitani

(Kallert et al., 2012).

A szakdolgozat keretében végzett in vivo fertdzési kisérletek sordn a két parazita
korai fejlodési stadiumainak vérben vald jelenlétét és a tapasztalt fert6zés intenzitasat
egyarant vizsgaltuk fogékony és nem fogékony halfajokban. Kallert ¢s mtsai. (2012)
vizsgalatainak eredményeit figyelembe véve nem vart eredmény volt, hogy a M. cerebralis
fejlodési alakok a kisérlet teljes iddtartama alatt detektalhatdéak voltak mind a fogékony,
mind az ellenall6 fajok vérében. A fogékony szivarvanyos pisztrangok esetében 1 hét utan
lathatdoan megndtt a parazita prevalencidja, mikdzben a fert6zés intenzitdsa nem valtozott
jelentdsen a fertdzott halakban. A fertdzést kovetden 1 honappal a fertdzés prevalenciaja a
fogékony gazdakban lecsokkent, valdsziniileg azért mert a M. cerebralis fejlodési alakok
ekkorra mar tovabb migraltak a sporaképzés helyére, a koponya és a gerincoszlop
porcszovetébe. Ez korabbi, El-Matbouli ¢és mitsai. (1995) éaltal végzett vizsgalatok
eredménye alapjan is feltételezhetd. A foleg szovettani technikdval nyomonkovetett halon
beliili fejlodés vizsgalatakor a kutatdk azt talaltak, hogy a parazita a halba valo bejutasat
kovetd 6-14. nap utan legnagyobb valdszinliséggel a gerincveldben, a 16-24. nap utan
pedig mar az agyat koriilvevd porcos szovetekben talalhatdo meg (El-Matbouli et al., 1995).

A kevésbé fogékony sebes pisztrangok kozott kevesebb fert6zott egyedet detektaltunk mint
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a szivarvanyos pisztrangok esetében, bar szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato.
Ennek oka lehet az, hogy a sebes pisztrang, eredeti gazdaként jobban alkalmazkodott a
parazitdhoz, és a sikeres fert0zodéshez nagyobb mennyiségli parazitidra lehet sziikség
(Hofer, 1903; Hedrick et al., 1999a). Eredményeinkkel egybevag a Hedrick és mtsai.
(1999a) altal végzett kisérlet is, melynek sordn szivarvanyos és sebes pisztrangok M.
cerebralis-ra vald fogékonysagat hasonlitottdk ossze. A vizsgalatok alapjan a szivarvanyos
pisztrangot taldltdk fogékonyabbnak, bar a sebes pisztrang is megfert6zodott.
Vizsgalataikban a fertézés prevalenciaja €s az egyedekben kifejlodo sporak mennyisége (a
fertézés intenzitdsa) is magasabb volt a szivarvanyos pisztrangokban. Ennél a fajnal
sulyosabb karosodadsokat talaltak a mikroszkopos vizsgéalatok soran és mar kevesebb

spéramennyiség is kivaltotta a fertzést (Hedrick et al., 1999a).

Vizsgalataink érdekes eredménye, hogy a nem fogékony eziistkdraszokban a
fertézottség prevalencidjanak értéke végig 40-50% kozott mozgott. Korabbi kisérletek
eredményei alapjan tudjuk, hogy a parazita gazdafelismerése nem fajspecifikus és a nem
fogékony pontyfélékbe is hasonldé modon jutnak be a parazitdk (Kallert et al., 2009).
Azonban az in vitro kisérletek alapjan azt feltételeztiik, hogy a nem fogékony halak
vérében kisebb mértékben lesz jelen a parazita a fertézést kovetd 1 nap utan. Azt a szamos
felmérd vizsgalatbol és fogékonysagi vizsgalatbol tudjuk, hogy a pontyfélékben nem
alakul ki fertéz6képes myxospora, de ezek utan felmeriil a kérdés, hogy mikor all le a
fejlédés, ha 1 honappal a fert6z6dés utan még a nem fogékony hal vérében van a parazita.
Az is elképzelhetd, hogy a parazita egyszertien csak képtelen eljutni a sporaképzés helyére,
¢s a véralakok a fejlodés zsakutcajat jelentve keringenek tovabb a vérben. Ezzel egybevag
Holzer és mtsai. (2014), a ponty (Cyprinus carpio) uszdholyaggyulladasat okozd
Sphaerospora dykovae faj vizsgalatakor kapott eredménye. A felmérd vizsgalat soran a
vizsgalt halak vérében nagy szdmban talaltak mas, nem pontyféléket fert6zé nyalkasporas
fajokat is, mint példaul a lazacfélék proliferativ vesebetegségét okozd Tetracapsuloides

bryosalmonae-t és to0bb Buddenbrockia fajt is (Holzer et al., 2014).

A M. pseudodispar esetében az altalunk tapasztalt fertézottség hasonld eredményt
hozott, mint azt a korabbi Kallert és mtsai. (2012) altal végzett in vitro kisérletek alapjan
vartuk. A fert6zés prevalencidja a kisérlet teljes idétartama alatt a fogékony bodorkaban
volt a legnagyobb, 1 hét utan azonban szignifikansan csokkent, mikdzben a fertdzés
intenzitdsa minimalis csokkentést mutatott. Ehhez képest a parazita alakok a bodorkak

kopoltyujaval végzett kisérlet végéig igen nagy ardnyban (90-100%-os prevalenciaval)
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voltak jelen. Mivel e nyalkasporas faj halon beliili fejlédésérdl nagyon keveset tudunk
(még a parazita halba valdo bejutdsanak pontos helye is kérdéses), ennek pontos
magyarazata nem ismert. Feltételezhetd azonban, hogy a kopoltya kapillarisokban
megrekednek a parazita véralakok, és mikozben a véraram tobbi részébdl eljut a parazita a
sporaképzés helyére, a vazizomzatba, addig a kapillarisokban elakadt parazitdk tovabbi
fejlodése ledll. Ennek igazolasara, és a parazita helyének pontos meghatdrozasara a
kopoltyun beliil in situ hibridizacios vizsgalatokat terveziink a jovében. A jelenség nem
ismeretlen a nyalkasporasokndl; Sphaerospora fajok véralakjainal példaul gyakran
eléfordul, hogy elakadnak a kisebb vérerekben. A S. dykovae parazita véralakok idonként
nagy mennyiségben kimutathatéak, a szemben a rete mirabile kapillarishalozataban
(Molnar, 1993). A kopoltyu mintakban tapasztalt magasabb prevalencia magyarazataként
szolgalhat még az is, hogy korabbi vizsgdlatok azt mutattak, hogy a nyalkasporasok
szamara a kopoltytiireg a bor mellett gyakran a halba vald bejutds helyszineként

funkcional (El-Matbouli et al., 1995).

A korabbi felmérd vizsgalatok alapjan fogékony gazdéanak tekintett vordsszarnyt
keszegben csak kis intenzitasii és alacsony prevalencidju fertézottséget tapasztaltuk a
vérmintakban, noha 1 hoénap utdn kiss¢ megnétt a fertézott egyedek szdma. Mivel a
vérmintak alapjan csak néhany fertézott egyedet talaltunk, megvizsgaltuk a parazita
jelenlétét a bdérben és a kopoltyllban. A bdérben nem taldltunk parazitat, viszont a
bodorkdhoz hasonléan a vordsszarnyu keszeg kopoltyjaban is jelen voltak a fejlodési
alakok, bar 1 héttel és 1 honappal a fertézés utan szignifikdnsan kisebb prevalencidval és
joval alacsonyabb intenzitdssal. Az eredmények alapjan valdsziniisithetd, hogy a
vordsszarnya keszeg a bodorkabol szarmazd M. pseudodispar vonalnak nem valodi
gazddja. Ezt az eredményt tlinik megerdsiteni Forrdé €s mitsai. (2013) eredménye is,
miszerint vordsszarnyl keszegben nem fejlodott ki fertézdképes myxospdra bodorkabol
szarmaz6 parazitaval tortént kisérletes fertézéskor (Forrd et al., 2013). Kordbbi
molekularis bioldgiai vizsgalatok is erdsitik azt az elképzelést, hogy a M. pseudodispar faj
inkabb fajcsoport, mivel més nyalkasporas fajokhoz képest igen széles a gazdaspektruma,
¢s nagy a fajon beliili genetikai diverzitds is (Molnar et al., 2002). Bar a legfrissebb
eredmények alapjan ez a genetikai elhatarolodéds kevésbé éles (Eszterbauer and Forro,
2015). A M. pseudodispar faj egységessége (és ezaltal széles gazdaspektuma) a
molekularis vizsgalatok alapjan is megkérddjelezddik, amit fogékonysagi kisérleteink

eredményei tovabb erdsitenek.
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A koztudottam nem fogékony eziistkdraszban a kisérlet teljes idétartama alatt nem
volt detektalhato parazita a vérben, azonban a kopoltyumintakban, ha kis szazalékban és
mennyiségben is, de megtalaltuk a parazitdit minden mintavételi idépontban. Mivel a
vérben egyaltalan nem volt jelen parazita, nehezen feltételezhetd, hogy a kapillarisokban
rekedtek meg a fejlédési alakok. Nem kizart, hogy nem fogékony gazddnal modosul a
fejlodés Utvonala, és a parazita el sem jut a vérdramba, hanem példaul megreked a
kopoltyuhdm alatti kotészovetekben. A valaszt azonban itt is in situ hibridizacios

vizsgalatok tudjak megadni.

A két vizsgalt modell faj vérben valo jelenlétének vizsgalata jelentds kiilonbségeket
mutatott ki. Eltérés mutatkozott a fertdzés prevalenciajaban, intenzitasaban, és a kiilonb6z6
fogékonysagu halfajok érintettségében is. Mig a M. cerebralis esetében a prevalencia
minden vizsgalt halfajban kezdeti alacsony prevalencia szintrél 1 hét utdn emelkedést,
majd 1 honap utdn csokkenést mutatott, a M. pseudodispar fertdzésnél ezzel ellentétes
tendencia volt kimutathatd. Az eziistkdrasz egyik parazitira sem tekintheté fogékonynak,
ennek ellenére a M. cerebralis fejléddési alakjai végig jelen voltak a karasz vérében. A M.
pseudodispar fejléddési alakok viszont megrekedtek a kopoltyu szdveteiben és egyaltalan
nem voltak kimutathatok vérben. Vizsgalataink fontos, 0j eredményeket hoztak a
kiilonb6zé patogenitasti nyalkasproras fajok halon beliili fejlédésének megismerésében.

Egyes részletek tisztazasahoz azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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6.0sszefoglalas

Szakdolgozati munkdm soran a Myxobolus cerebralis és a Myxobolus pseudodispar
nyalkasporas (Myxozoa) halparazita fajok fejlodési alakjainak jelenlétét vizsgaltam eltérd
fogékonysadgu halfajokban, in vivo fert6zési rendszerben. Munkam célja annak
Osszehasonlitasa volt, hogy az erésen patogén M. cerebralis és az apatogénnek tekinthetd
M. pseudodispar halon beliili fejlodésében mutatkozik-e kiillonbség a vér és a véraram
szerepét tekintve. A két nyalkasporas faj halon beliili, elsdsorban vérben valo jelenlétét a
18S riboszomalis RNS gén (18S rDNS) egyes szakaszainak nested PCR segitségével
torténd felszaporitasaval vizsgéltuk. A parazitdk detektalasdhoz faj-specifikus, két kords
PCR rendszert dolgoztunk ki. A szakdolgozat keretében végzett in vivo fertdzési kisérletek
soran a két parazita fert6zés prevalenciaja ¢s a keletkezett PCR termék mennyisége alapjan
egy haromkategorids rendszert felallitva a fertdzés intenzitasat vizsgaltuk fogékony és nem

fogékony halfajokban.

Vizsgalataink igazoltak a sebes és szivarvanyos pisztrangok M. cerebralis-ra vald
fogékonysdgara vonatkozd korabbi ismereteinket, mivel a kevésbé fogékony sebes
pisztrangok (Salmo trutta m. fario) kozott kevesebb fertdzott egyedet detektaltunk, mint a
szivarvanyos pisztrangok (Onchorhynchus mykiss) kozott. Szignifikans kiilonbség azonban
nem volt kimutathat6 a kis mintaeclemszam miatt. A M. cerebralis DNS-e a kisérlet teljes
idotartama alatt detektalhatd volt mind a fogékony, mind az ellenalld fajok vérében. Ez
cafolni latszik a kordbbi, vérszérummal végzett in vitro kisérletek eredményét, miszerint a
fogékony halfajok vérszéruma révid idén beliil elpusztitja a parazita invaziv stddiumait.
Eredményilink abbol a szempontbdl is érdekes, hogy megkérddjelezi a szdvettani
vizsgalatokon alapuld kordbbi vizsgdlatok eredményét, mely alapjan eddig azt
feltételezték, hogy a M. cerebralis a halon beliili migracidja soran a véraramot kikeriilve a

periférias idegrendszer mentén jut el a sporaképzés helyére.

A pontyféléket fert6zo, apatogén M. pseudodispar-ral végzett vizsgalatok is fontos
eredményekre vezettek. A korabbi felmérd vizsgalatok alapjan fogékony gazdanak
tekintett vorosszarnya keszegben (Scardinius erythrophthalmus) csupan kis intenzitasu és
alacsony prevalenciaju fertdzottséget tapasztaltunk a vérben. Fertdzési kisérletliink
eredményei Ujabb bizonyitékai annak, hogy M. pseudodispar egy gyljtéfaj és a

vorosszarnya keszeg a bodorkabol (Rutilus rutilus) szarmazd M. pseudodispar genetikai
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vonalnak nem valddi gazdaja. Igen érdekes eredmény volt, hogy mig a parazitira nem
fogékony eziistkarasz (Carassious gibelio) vérében egyaltalan nem taldltunk parazitat,
addig annak kopoltyajaban 30-60%-o0s prevalencia volt kimutathatd. Ez valdszintsiti, hogy
a parazita bejutasdnak helye a kopoltyliban van, €és a parazita fejlddése a bejutas utan
megreked a kopoltyl szoveteiben. Munkank eredményeként Gjabb ismereteket szereztiink
a M. cerebralis és a M. pseudodispar halon beliili fejlodésnek kezdeti szakaszarol, illetve a
vér eltérd szerepérdl a fogékony és a nem fogékony halfajokban. Eredményeink azonban
ujabb kérdéseket vetnek fel, tobbek kozott, hogy vajon mi torténik a M. cerebralis
véralakokkal a fejlodés késobbi szakaszaban a nem fogékony gazdafajokban, elimindlja-e
Oket a hal immunrendszere, és ha igen, mikor. Illetve, hogy a nem fogékony eziistkarasz
kopoltytjaban megrekedt M. pseudodispar fejlédési alakok pontosan melyik szovetben
talalhatdak meg, ha nem a vérben. Erre a kérdésre a valaszt azonban csak a kopoltyiiban

végzett in situ hibridizacioval kaphatjuk meg.
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7. Summary

The topic of my thesis was the detection of developmental stages of Myxobolus
cerebralis and Myxobolus pseudodispar, two myxosporean fish parasites (Myxozoa) in
fish species with differing susceptibility using in vivo infections. The aim of my study
was to examine the possible developmental differences of the pathogenic M. cerebralis
and the nonpathogenic M. pseudodispar regarding the role of blood and blood stream
in fish hosts. In the course of the in vivo infection studies, we examined the prevalence
of infection and the infection intensity in the susceptible and non-susceptible fish
species. The infection intensity was estimated using a three-category system based on

the amount of amplified PCR product.

As fewer infected individuals were found among the less-susceptible brown
trout (Salmo trutta m. fario) specimens than among the rainbow trout (Onchorhynchus
mykiss) specimens, our results support the previous findings regarding the
susceptibility of rainbow trout and brown trout to Myxobolus cerebralis, although there
were no significant differences because of the low number of samples. M. cerebralis
DNA could be detected in the blood of both susceptible and non-susceptible species
during the whole experiment. It seems to be in contrast with the results of previous in
vitro studies stating that the sera of non-host fish eliminates the parasites’ infective
stages within a short period of time. Our findings question the previous results based
on histological studies that M. cerebralis avoids blood stream and migrates via the

peripheral nervous system during its migration in fish host to the site of sporogony.

The other experiment with the nonpathogenic cyprinid parasite M. pseudodispar
also led to important results. According to previous studies rudd (Scardinius
erythrophthalmus) was considered to be susceptible to M. pseudodispar. In contrast we
found low infection intensity and prevalence in the blood of rudd. The results of our
infection trial provide further evidence for M. pseudodispar being a cryptic species,
and they suggest that rudd is not a real host for M. pseudodispar originating from roach
(Rutilus rutilus). Another interesting result is that, there were no parasites in the blood
of non-susceptible gibel carp (Carassius gibelio), however we detected a 30-60%
prevalence in gills. These facts suggest that the portal of entry is the gill and the

parasite’s development stops within the gill tissues after the invasion.
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Our study contributed to the better knowledge of the early stage of development
of M. cerebralis and M. pseudodispar in fishes, and the different role of blood in host
and non-host fish species. Our findings rise a number of questions too. For example,
what happens with the blood stages of M. cerebralis in the later period of its
development in non-host species. Can the immune system of the fish eliminate them,
and if so, when. Furthermore, M. pseudodispar stagnates in non-host gibel carp gills, in
this case, which tissue are exactly the place of development if there is no detectable
parasite in the blood. However we can only answer these questions by using in situ

hybridisation on gill samples.
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8.Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Eszterbauer Editnek ¢s Forro
Barbaranak a szakdolgozatban szereplé képekeért, a sok tanacsért, segitségért ¢&s
magyarazatért, mellyel munkdmat segitették ¢és hozzajarultak a szakdolgozatom
elkésziiléséhez. Koszonom Rigler Eszternek a statisztikai elemzések elkészitésében
nyujtott segitségét és a Halparazitologia témacsoport minden tagjanak, hogy segitségiil
fordulhattam hozzajuk. Koszondm mindenkinek, aki a témabeszamolok sordn hasznos

kérdéssel, tanaccsal vagy €pit6 jellegii kritikaval latott el.
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