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Roviditések €s idegen szavak jegyzeke

Abiotikus tényezok — Elettelen kornyezeti tényezk, mint példaul a hémérséklet,
paratartalom, oxigéntartalom stb.

Ad libitum — Szabadon torténd.

Apoptozis — Programozott sejthalal, a szervezet fiziologias valaszreakcioja specifikus
,ongyilkos szignalokra” vagy a ,,tuléld szignalok™ hidnyéara.

Bd — Batrachochytrium dendrobatidis.

Viselkedési laz — Egy olyan védekezd mechanizmus, amely sordn az allat betegség érzékelése
soran melegebb kornyezetet keresve probal a fertézés ellen védekezni az immunrendszerének
serkentésével. Valtozé testhdmérsékleti allatokra jellemzo.

Biotikus tényezdk — Fajon beliili és fajon kiviili kdlcsonhatasok.

CTmax — Homérsékleti maximum.

Immunszupresszid — A szervezet immunreakcidjat elnyomo tulajdonsag.
In situ — Természetes kornyezetben.

In vitro — Ellendrzott, kisérletes koriilmények kozott.

Mortalitas — Halalozasi aranyszam, amely megmutatja, hogy egy adott csoporton beliil, vagy
egy adott okbdl hanyan halnak meg.

Odéma — A kapillarisok és a szdvetek kozotti folyadékesere folyamatanak zavarabol adodo
fokozott folyadékfelhalmazodas a szovetekben.

Poikilotermikus allatok — Testhdmérsékletiiket 6nalldan szabalyozni nem képes allatok.
Prevalencia — A fert6zott egyedek aranya a vizsgalt populaciora vonatkoztatva.
gPCR (Quantitative Polimerase Chain Reaction) — Valos idejii, vagy kvantitativ PCR.

RSW (reconstituted soft water) — Tisztitott, majd Gjra sézott viz, amelynek asvanyianyag-
tartalmat manualisan, tetszés szerint lehet beallitani.

Rezervoar — Olyan szervezet, amelyben a korokozd nem okoz betegséget, de atadhatja mas,
arra fogékony gazdaszervezeteknek.

Rv — Ranavirus.
Sporangium — Spoéraképzo szerv.
Thallus — Teleptest.

Zoosprora — Aktiv mozgésra képes spora, amely rendszerint sejtfal nélkiili, csilloval vagy
ostorral képes a vizes kdzegben mozogni.



1. Bevezetés

Napjainkban tomeges kipusztulasi esemény zajlik, amelyet a hatodik kihalasi hullamként
emlegetiink (Anthony ¢és mtsai, 2011). Ehhez a globalis trendhez a fert6z6 betegségek
felbukkanésa és elterjedése is tevékenyen hozzajarul (Daszak és mtsai, 2000). A kétélttieket
rendkiviil sokféle parazita és egyéb korokozo organizmus fertézheti (Densmore és Green
2007). Ezek egy része altal okozott betegségek felelosek a populacioik drasztikus mértékii
csokkenéséért (Scheele és mtsai 2019; Fisher és Garner 2009). A mikroparazita szervezetek,
mint példaul a kiilonb6z6 virusok, gombak és baktériumok, illetve a makroparazitak, mint a
laposférgek, izeltlabuak és gytriisférgek, tovabba az allati egysejtiick gyakori korokozoi a
kétéltlieknek (Densmore és Green 2007). A természetben altaldnos jelenségnek tekinthetd,
hogy egy gazdaszervezet egyidejiileg tobb korokozoval is fertdzott. Ennek ellenére eddig az
egyiittes fert6zodést célzo vizsgalatok féleg a haziasitott (Andersson és mtsai, 2017; Beugnet
¢és mtsai, 2014) vagy gazdasagi céllal tartott allatokra iranyultak (Miller és mtsai, 2008; Kik és
mtsai, 2012; Warne és mtsai, 2016; Hoon-Hanks és mtsai, 2020; Chege és mtsai, 2013).

A kétéltiiek jol fejlett velesziiletett és adaptiv immunrendszerrel rendelkeznek, amely
hasonlit a fejlettebb gerinces csoportokéhoz (Carey és mtsai, 1999; Pasquier és mtsai, 1989).
A velesziiletett immunrendszeriikhéz tartoznak a granulocitdk, monocitdk, makrofagok,
dendritikus sejtek, illetve a természetes Oldsejtek. Ezeknek a {6 funkcidja az antigének
bekebelezése, illetve azok prezentalasa a T és B limfocitdknak. Ezen kiviil rendelkeznek még
a boriik altal kivalasztott védekezd kémiai anyagokkal, példaul kiillonb6z6 antimikrobalis
peptidekkel, szteroidokkal, alkaloidokkal vagy biogenikus aminokkal (Daly 1995; Macfoy és
mtsai, 2005). A bériikon €16 mutualista baktériumok is a védelmi vonalat erésitik (Harris és
mtsai, 2009). Annak ellenére, hogy a kétéltiiek immunrendszere a legtobb korokozo ellen
védelmet nyuajt, néhany parazita még igy is hatalmas karokat tud okozni egyes
populacidikban. Ennek t6bb oka is van, példaul az, hogy mivel a kétéltiiek poikilotermikusak,
ezért a védelmi rendszeriik miikodését nagyban befolyasolja a kornyezetiik hémérséklete
(Zapata és mtsai, 1992; Maniero és mtsai, 1997). Egy masik lehetséges ok az 01j parazitaknak
valo kitettség (Hoverman és mtsai, 2010), illetve amikor ehhez még egyéb stresszfaktorok is
parosulnak (Rollins-Smith, 2017; Carey, 1993). Ilyen példaul a beltenyészet, az

¢lohelycsokkenés ¢€s az azzal jard egyedszam-siirisddés (Belasen és mtsai, 2019), a



kornyezetszennyezés (Koprivnikar, 2010), tovabba a homérsékletvaltozas, és nem

utolsdsorban mas parazitak egyidejii jelenléte (Love és mtsai, 2016).

Az immunrendszer mellett egyéb viselkedési valtozasok is segithetik a harcot a
korokozokkal szemben, mint példaul a ,,viselkedési 1az” nevii jelenség. A laz egy evolucidsan
megorzott védekezési mechanizmus, amely megfigyelhetd az allandé ¢és valtozo
testhomérsékletli allatokban egyarant. Lazas reakcid sordn a testhomérséklet az optimalis
érték folé emelkedik, amivel a legtobb korokozo szaporodasa meggatolhato. A megemelt
testhémérséklet egy fiziologiai szindromaként értelmezhetd, amelyet kiilonb6zé hormonalis
¢s viselkedési mechanizmusok is kisérnek, ezzel ndvelve a gazdaszervezet tulélési esélyeit
foként, de nem kizarolag, az immunvédekezés fokozasaval (Roth és mtsai, 2014). Mig az
alland6 testhémérsékletii allatok képesek beliilrél szabalyozni a testhdjiiket, a valtozo
testhOmérsékletli €l6lények esetében ezt az aktudlis kornyezeti hdmérséklet befolyésolja
(Rakus és mitsai, 2017). A viselkedési lazat elészor 1974-ben irtak le sivatagi leguanon
(Vaughn ¢és mtsai, 1974), azdta pedig mar minden valtozd testhOmérsékletli gerinces
csoportban megfigyelték (Vaughn és mtsai, 1974; Reynolds 1977; Murphy és mtsai 2011), s6t
egyes gerinctelenekben is (Campbell és mtsai, 2010). A viselkedési lazzal kapcsolatos
kutatasokat foéleg laboratoriumi koriilmények kozott végezték, annak érdekében, hogy
megfigyeljék a gazdaszervezet hémérsékleti optimumanak valtozasat a korokozokkal torténd

fertdzés utan (Rakus és mtsai, 2017).

1.1. Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier, and Nichols, 1999)

A Batrachochytrium dendrobatidis (a tovabbiakban Bd) nev(i kitridgomba okozza a
kitridiomikozist (Daszak és mtsai, 1999), amely igazoltan felelds vilagszerte tobb szaz kétélta
faj populacidinak hanyatlasaért és tobb mint kilencven faj eltinéséért (Lips, 2016; Scheele és
mtsai, 2019). A magas virulenciaval bird6 Global Pandemic Lineage (GPL) torzs foleg az
emberi tevékenység kovetkeztében terjedt el vilagszerte (O’Hanlon és mtsai, 2018; Byrne és
mtsai, 2019). A Bd vizes kozegben fert6zi meg a kétéltiieket szabadon usz6 zoosporaival (1.
abra). A zoospdrdk athatolnak a kiiltakarén, és sporangiumot képeznek az elszarusodo
(keratinizalt) szovetekben. Az ebihalaknal, mivel a bér nem keratinizalt, az egyetlen
elszarusodo régioban, a szajképleten telepednek meg. A megbetegedett egyed ionhaztartasa
felborul, ami akar szivleallassal és pusztulassal is jarhat. A metamorfozison atesett allatok

esetében tovabbi neuroldgiai tiineteket is okozhat a fert6ézés, mint példaul a menekiilési 6szton
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elvesztése (Duffus és mtsai, 2010). A Bd igen széles gazdaspektrummal rendelkezik, de
foként a farkatlan kétéltiek mutatnak magas fogékonysagot a betegségre, am megfigyelték

mar halakon is (Nicole és mtsai, 2017).

A kiszabadul6 rajzosporak jabb gazdat fertdzhetnek

2 e

Gazdaszervezet pusztulasa A fertézott gazda bdrébe
farédva thallus-t képez a spéra

O — %

ﬁjabb rajzosporak kirajzasa 4-5 nap mulva . L . i
A zoosporak (rajzospoérak) sporangiumot képeznek

1. abra; A Bd életciklusdnak a menete.

Szamos biotikus és abiotikus tényezO befolydsolja az egyes patogén gombak
megtelepedési és fert6zési képességét a gazdaikon (Paré, 2003; Fisher és Garner, 2009).
Biotikus tényezd példaul a fejlédési stadium, ugyanis a kétéltiiek eltéréd fogékonysaggal
rendelkeznek a gombakkal szemben a kiilonb6zd életszakaszaikban. A larva allapota allatok
kevésbé érzékenyek a Bd-vel szemben, mint a mar kifejlett egyedek (Van Rooij és mtsai,
2015). Tovabba a peték egy helyen torténd lerakasa és az ebihalak csoportosuld viselkedése is

hozz4ajarulhat ezeknek a gombas betegségeknek a terjedéséhez (Malagon és mtsai, 2020).



Az abiotikus faktorok koziil fontosabbak a hémérséklet, a paratartalom ¢s az UV-B
sugarzas, amely a Bd fert6zést jelentdsen befolyasolja, mivel negativan hat a koérokozora
(Ortiz és mtsai, 2011). A legfontosabb abiotikus faktor a kdrnyezeti hdmérséklet, amelynek
emelkedése a Bd esetén célzottan képes elpusztitani a zoosporakat, illetve a mar megfert6zott
kétéltiick borén 1évé sejteket (Berger és mtsai, 2004). In vitro tanulmanyok bebizonyitottak,
hogy a Bd optimalis szaporodasi hdmérséklete 20 °C, és a 24 °C alatti hdmérsékleten még
megorzi szaporodoképességét. A korokozé homérsékleti maximuma (CTmax) 28 °C , az ezt
meghalad6 kornyezeti homérsékleten nem életképes (Piotrowski €s mtsai, 2004; Cohen és
mtsai, 2019). Ezzel szemben a kétéltiiek hozzavetélegesen 80 %-anak nagyobb a CTmax -a,
mint 32 °C , és csak 7 %-anak kisebb, mint 30 °C (Sunday és mtsai, 2014; Gutiérrez-
Pesquera és mtsai, 2016). A Bd leginkabb a paras és nedves kornyezetben fertézoképes,
tovabba az éléhely szezonalis kiszaradasanak hianya kedvez egyéb patogén gombaknak is,
ezaltal alkalmat adva a korokozoknak az egyiittes fert6zés lehetéségére (Becker és mtsai,
2012). Az, hogy ezek a tényezOk hogyan befolyasoljak az egyiittes fertzédést, egyelére még

nem tisztazott, és tovabbi kutatdsokra van sziikség.

1.2. Ranavirusok

Az Iridoviridae csaladba tartozd ranavirusok (a tovabbiakban Rv) tagjai rendkiviil széles
gazdaspektrummal birnak, és valtozo testhdmérsékletii gerinceseket képesek fertézni (Gray és
Chinchar, 2015). A kétéltliekre kiilonos fenyegetést jelentenek, mivel mara mar 18 csalad
tobb mint 105 fajabol izolaltak 6ket (Brunner és mtsai, 2015). A Bd-hez hasonléan az Rv-K is
jelentds szerepet jatszanak a kétéltlieket stjtd jarvanyokban (Kik és mtsai, 2011; Price és
mtsai, 2014). Ami igazan veszélyessé teszi Oket, hogy képesek szamos mas alsobbrendii
gerinces taxon megfertdzésére, sot a kétéltlieck €s a halak kozott a gazdavaltast is
megfigyelték, igy ezek a csoportok egymasnak is atadhatjak a betegséget (Jancovich és mtsali,
2010; Brenes és mtsai, 2014). Ez rendkiviili fenyegetést okoz, ugyanis a legtobb esetben a
halak ¢és a kétéltlieck azonos éléhelyen fordulnak eld. Egy masik veszélyes tulajdonsaga
ezeknek a korokozoknak, hogy gyakran nem okoznak lathato tiineteket, igy észrevétleniil
terjedhetnek (Wynne, 2020; Vords és mtsai, 2020). A virus a gazdaszervezetbe jutva a sejtek
citoplazmajaban kezd szaporodni, ahol az épitéegységeit termeli. Ezek jelenléte pedig a sejtek
apoptozisahoz vezet. A fertdzott allatoknal szisztémas belsd vérzések alakulnak ki, illetve az

ebihalaknal 6démak is megjelenhetnek (Duffus és mtsai, 2010).



A kezdeti viruskoncentracié egy fontos biotikus valtozo a betegség lefolyasaban. A
Bd-hez hasonloan az Rv fertézésre valo fogékonysag is fiigg az egyes kétéltli fajok fejlodési
stadiumatol, illetve a nagy koncentracioban megjelend stressz-hormonoktol (Brunner és
mtsai, 2005; Warne és mtsai, 2011). Tovabba az intra- illetve interspecifikus rezervoarok
jelenléte is meghatarozhatja a fert6zés dinamikajat (Brunner és mtsai, 2004). A virus terjedése
torténhet indirekt modon, viz kozvetitésével. Tovabba direkt moéddon, az allatok fizikali
kontaktusan keresztiil, illetve a fertdzott fajtarsaik elfogyasztasa altal (Langdon és mtsai,
1988; Brenes és mtsai, 2014). Megfigyelték tovabba azt is, hogy a béron keresztiil is
atadodhat a fert6zés, am ez a fertézési Gt inkabb az ebihalakra jellemz6é (Brunner és mitsai,
2007), mivel a kifejlett kétéltiiek bére tobb antibakterialis és antiviralis anyagot termel, amely

védelmet nyujt a legtobb ilyen tipust korokozoval szemben (Chinchar és mtsai, 2001).

Az abiotikus faktorok kozil az Rv-nél is fontos szerepe van a kornyezeti
hémérsékletnek, ugyanis a virus szaporoddsaban és a fertézOképességében is meghatirozo
(Rojas és mtsai, 2005; Allender és mtsai, 2013; Echaubard és mtsai, 2014; Price és mtsai,
2019). A Bd-vel ellentétben azonban a ranavirus torzsek esetében a magasabb hémérséklet
gyorsabb replikaciot eredményez (Ariel és mtsai, 2009). Laboratoériumi koriilmények kozott
azt figyelték meg, hogy a virus sikeresen szaporodik 8 és 30 °C kozott. A replikacios rata
lelassul 15 °C alatt, mig a legsikeresebben 30 °C-on szaporodnak (Cunningham, 2001). Ez a
hémérsékletfliiggés lehet az oka annak, hogy a ranavirusokhoz kotheté megbetegedések
jelentdsen magasabb mortalitassal jarnak a meleg nyari honapokban (Chinchar, 2002).
Végezetiil a megemelt kornyezeti hémérsékletnek az Rv-re valé fogékonysagra kifejtett
hatasait vizsgalo kisérletek ellentmondasos eredményre jutottak (lasd pl. Rojas és mtsai, 2005;
Allender és mtsai, 2013; Cohen és mtsai, 2017; Price és mtsai, 2019). Rojas és munkatarsai
(2005) azt talaltak, hogy az alacsonyabb hémérsékleten (18 és 10 °C ) tartott kozonséges
tigrisszalamandra (Abystoma tigrinum) larvaknal nagyobb mortalitas volt megfigyelhetd, mint
a magasabb hoémérsékleten (26 °C) tartottaknal. Ezt a mintazatot az egyedek
immunrendszerének az alacsonyabb hémérsékleten mutatott alulmiikodése magyarazhatja.
Allender és munkatarsai (2013) hasonlo eredményeket kaptak vorosfiilii ékszertekndsoket
(Trachemys scripta elegans) vizsgalva. Ebben a kisérletben az allatokat az FV3 ranavirus
torzzsel fertozték, és 22, illetve 28 °C-on tartottdk. Az eredmények azt mutattdk, hogy a 22
°C-on tartott allatoknal magasabb volt a virus kopiaszam, a mortalitds 100% volt és atlagosan
csak 24 napig éltek az allatok. Ezzel szemben a 28 °C-on tartott tekndsoknél alacsonyabb

kopiaszam volt, 50% mortalitassal, és atlagosan 30 napig maradtak életben. Ezzel ellentétben
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mas békafajoknal pedig éppen a hideg kornyezet serkenti az immunrendszert (Matutte és

mtsai 2000), igy akér 0 °C-on is képesek inaktivalni a virust (Chinchar és mtsai 2001).

1.3. Egyiittes fertézodés Bd és Rv kozott

Olyan iranya kutatasok, amelyek a megemelt kornyezeti hémérséklet hatasat vizsgaljak a
patogénckre egyiittes fert6zottség esetén (példaul Bd és a melegkedvelé Rv torzsek kozott),
teljesen hidnyoznak a tudomanyos irodalombol (Herczeg ¢és mtsai, 2021). Tovabba a
korokozok egymas kozotti interakcidjat és a betegség lefutasi idejét, valamint a gazdaallatra
gyakorolt hatasait célzo vizsgalatokbdl is hiany van. Terepi kutatasok leirtak, hogy a Bd és Rv
kettOs fert6zottség esetén a két patogén jelenléte pozitivan képes hatni egymasra (Watters és
mtsai, 2018), am mas esetekben ezt nem sikeriilt bizonyitani, vagy akar ellenkezdleg,
negativan befolyasoltdk egymads jelenlétét (Whitfield és mtsai, 2013). Ez a negativ interakcio
magyarazhatd azzal, hogy a két patogénnel torténd megbetegedés fokozott immunreakciot
valthat ki, vagy interspecifikus kompeticio 1éphet fel koztiik, ezért lesz a fert6zési intenzitas
alacsonyabb a két korokozod onmagaban okozott fertézéséhez képest (Whitfield és mitsai,
2013). Ezzel ellentétben a pozitiv kolcsonhatast pedig az egyik korokozo altal okozott

immunszupressziv hatds magyarazhatja (Watters és mtsai, 2018).

A Bd és Rv egyiittes fert6z6dést is nagyban befolyasolhatjak az olyan életmenet
jellegek, mint a gazda fejlodési stadiuma, illetve a szaporodasi viselkedés is (Bielby és mtsai,
2008). A vizben ¢16 ebihalak sokkal fogékonyabbak rajuk, mint a mar atalakult, szarazf6ldon
€16 tarsaik. Azonban arra is van példa, hogy épp ellenkezdleg, a kifejlett, szarazfoldi életmodu
egyedekben vannak jelen inkabb a patogének (Love és mtsai, 2016). Ezt stlyosbithatjak még
a magas stresszel jar6 tevékenységek, mint példaul a parzas vagy az atalakulasi id6szak,
amikor az egyedek fogékonyabbak lehetnek a korokozokra (Talbott és mtsai, 2018; Warne és
mtsai, 2016). Tovabba az éldhelyek tulajdonsagai is meghatarozzak a patogének
eléfordulasat. Warne és munkatarsai (2016) azt figyelték meg, hogy Peruban 900 és 2400
méter tengerszint feletti magassag kozott a Bd prevalenciaja csokken 2100 méter felett, mig
az Rv esetében a prevalencia 1200 méter alatt volt a legalacsonyabb. Az egyiittes
eléfordulasuk pedig csak 1400 és 2100 méter kozott volt megfigyelhetd. A vizes teriiletek
szennyezettsége szintén egy fontos faktor a patogének megjelenésében, amely valoszinlileg a
kétéltiek immunrendszerének tulterheléséhez kothetd (Talbott €s mtsai, 2018). Love és

munkatarsai megfigyelték, hogy a kettds fert6zottség nagyobb aranyban fordul eld a
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nehézfémeket tartalmazo vizes él6helyeken, mint a szennyezésté6l menteseknél (Love és
mtsai, 2016). Emellett a talsagosan aktiv mezdgazdasagi foldhasznalat szintén hozzajarulhat a
két korokozo egylittes megjelenéséhez (Hoverman és mtsai, 2012). Végiil pedig a szezonalités
is egy fontos faktor a patogének terjedésében. A Bd prevalenciaja a nedves, hiivosebb és
enyhén melegebb idészakokban (Olori és mtsai, 2018), mig az Rv prevalencidja az év
legmelegebb idészakaiban volt a legmagasabb (Whitfield és mtsai, 2013). Talbott és
munkatarsai (2018) azt figyelték meg, hogy a Bd és Rv kettds fertdzottség tavasszal €s nyaron,

esetleg Osszel figyelhetd meg a legmagasabb aranyban.

1.4. Vizsgalt kétéltii gazdaszervezet

Az erdei béka (Rana dalmatina, Bonaparte, 1840) a farkatlan kétéltiiek rendjébe (Anura) és a
valddibéka-félék csaladjaba (Ranaidae) tartozé faj. Megjelenését tekintve karcsu
testfelépitésii, kifejezetten hossza labu béka. Az erdei béka eurdpai elterjedése Spanyolorszag
pireneusi rész¢étdl a Fekete-tenger Kis-azsiai partvidékéig tart, megtalalhato az egész
Balkanon, valamint az Appennini-félszigeten Szicilidig, észak felé csupan Daéniaig és
Svédorszag legdélebbi csiicskéig hatol. Hazankban a leggyakoribb barnabéka faj, a szamara
alkalmas ¢él6helyeken az egész orszagban megtalalhatd. A tolgy- és biikkerd6kben mindenhol
kozonséges, 1000 méter tengerszint feletti magassag felé nem hatol, e f6l6tt felvaltja a gyepi

béka.

Magyarorszagon az erdei béka természetes dllomanyaiban nem mutattdk ki sem a Bd, sem
pedig az Rv jelenlétét (Voros és munkatarsai 2018, 2020). Ezzel ellentétben szamos rokon
fajat megemlitik bakteridlis, gombas és virusos fertdzéseknél is, példaul a gyepi békat egyéb
gombas fertézésnél (Densmore ¢és Green 2007). Leirtak viszont egy herpeszvirus
gazdaallataként (Densmore és Green, 2007). Az erdei béka egy hidegadaptalt békafaj.
Petézése joval megeldzi a legtobb hazai békafaj petézési iddszakat, mar februar végén-
marcius elején el6jon parosodni (Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet honlapja,

2021).



1. abra; Rana dalmatina kifejlett egyede (©Bombay Balint).

2. Célkitlizések

Kutatasunk elsddleges célja, hogy megfigyeljiik a megemelt kornyezeti hdmérséklet hatasat
egy patogén kitridgomba izolatum (Bd-GPL), és egy ranavirus torzs (FV-3) erdei béka
ebihalakban mutatott egyiittes jelenlétére, valamint a fertézés iddébeli lefolyasara. A
kisérletiink egy természetes koriilmények kozott is alkalmazhatd (in situ) melegitésen alapulod
kezelés egyes elemeit hivatott tesztelni. Ezen kiviil a kutatds fontos informécidkat
szolgéltathat a korokozok hotiirési képességérdl, illetve az altaluk okozott betegségek
dinamikéjarol is. Azt varjuk, hogy a megemelt kornyezeti hdmérsékletnek (28 és 30 °C) kitett
ebihalakban csokkenni fog a Bd prevalenciaja és a fertézés intenzitiasa, de ez magasabb

mortalitassal fog jarni, amikor az Rv is jelen van.
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3. Anyag és modszer

3.1. Kisérleti dllatok gyiijtése és tartisa

A vizsgalt fajunk az erdei béka volt. A petegyiijtésre 2019 marciusaban keriilt sor, melynek
soran 10-10 petecsomot gyljtottiink természetes populaciokbol a Pilis hegységben, négy
kiilonb6z6 éldhelyen (3. abra). A csaladokat kiilon-kiilon neveltiikk miianyag dobozokban (30
X 20 x 15 cm) laborkériillmények kozott: 1 liter RSW-ben (APHA 1985), 20 °C-on, és 13:11
Oras fény-sotét ciklusban. A kikelés utan minden petecsomobodl 10 egyedet valogattunk Ki, és
ezeket kiilon neveltiik csaladonként 20 literes miianyag dobozokban (nevelddobozok mérete:
40 x 30 x 17 cm), 10 liter RSW-ben a fent emlitett koriilmények kozott. Az allatok a Gosner
25-0s allapotig (2. abra) lettek nevelve, mivel ekkor alakul ki a szajképletiik, amelybdl a Bd
gombat izolalni lehet. Az ebihalakat igy tartottuk egészen az Rv fert6zés megkezdéséig.
Hetente kétszer tortént a vizcsere, illetve az ebihalakat darabolt és megf6zott spendttal etettiik

ad libitum.

2. abra; Rana dalmatina ebihal Gosner 25-6s allapotban (© Bombay Balint)
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3. abra; Gytijtési helyszinek: (I)-l1lona-t6; (K)-Katlan; (AP)-Apatkut; (PH)-
Pesthidegkat, a térkép QGIS programmal késziilt (Version 3.18.1)

3.2. Kisérleti elrendezés

Teljes faktorialis kisérleti elrendezést hasznaltunk, amely a kovetkezéképpen épiilt fel: 3
hémérsékleti kezelés (20, 28 és 30 °C) és 6 fertdzési csoport [nem fertézott (1), Bd fert6zés
(2) alacsony dozisu Rv fertézés (3), magas dozist Rv fert6zés (4), Bd + alacsony dozisti Rv
kettos fert6zés (5), Bd + magas dozisu Rv kett6s fert6zés (6)]. Minden fertézési csoportban 20
egyed lett kezelve, és harom homérsékleti kezelést kaptak, tehat ez a hat fert6zési csoporttal
¢s a harom homérséklettel 0sszesen 360 egyedet jelent. Az egyes csaladokbol az egyedeket
véletlenszeriien valasztottuk ki és osztottuk be a fert6z€si csoportokba, hogy ezzel elkeriiljiik
a csaladhatast. Ezeket az egyedeket 2 literes dobozokban, 1800 ml RSW-ben tartottuk. Majd
megtorténtek a fert6zések, és ezt kovetéen az allatokat randomizalva osztottuk be a
homérsékleti kezelésre, 2 literes edényekbe helyeztiik dket, és ezeket tettiik melegitd talcakra,

amelyek 20, 28 vagy 30 °C-ra voltak allitva, 6 napon keresztiil. A hémérsékleti kezelés elott,
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a kezdeti fert6zési csoportot tulaltattuk és konzervaltuk 96%-o0s etanolban, igy ezek az allatok
csak fertdzve lettek, de a homérsékleti kezelésben nem vettek részt. Ezaltal pedig
Osszehasonlithattuk a homérsékleti kezelésben részt vett allatok korokozdinak fertdzési
intenzitdsat és prevalenciajat azokéval, amelyek nem lettek melegitve. Ez alatt az idészak alatt
a vizesere kétszer tortént egy héten, RSW-vel, amely az adott fert6zési csoporthoz tartozo
hémérsékletre volt elomelegitve. A kisérlet végén az ebihalak tulaltatdsa tortént, illetve a
konzervalasuk 70%-os etanolban. A kisérlet alatt szigori karantén protokollt alkalmaztunk,
amelyek megegyeznek a Schmidt és mtsai (2009) altal leirtakkal. A kisérlet iddbeni menete az
alabbi 4. abran lathato.

o o o e
e
v o
N T
Bd fertozés két héten keresztiil
Szembolnézet
e
i
96%

Rv fertézés 24 oran keresztiil E

y /w5

4. abra; A kisérlet idébeni menete

Feliilnézet

Nelar [ [N/
- e ||

Fertozési csoportok:

1. Nem fertézott 4. Magas dozist Ry fertdzés

2. Bd fertozes 5. Bd + alacsony dozisu Ry fertdzés
3. Alacsony dozisu Ry fertdzés 6. Bd + magas dozisu Ry fertozés
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3.3. Fertdzés Batrachochytrium dendrobatidis-szel

Batrachochytrium dendrobatidis zoospérakat adtunk a nevel6dobozok felében talalhato
ebihalaknak (10 egyed/doboz) kétszer egy héten (Osszesen Otszor). Az 1A042 torzset
(Batrachochytrium dendrobatidis—Global Pandemic Lineage; Bd-GPL. Forras: Trenton W.
Garner, Zoological Society of London, London, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltuk, amely a
globalis jarvanyt okozé torzshoz tartozik, és a koncentraciot Ggy allitottuk be, hogy a végleges
koncentracié elérje a 2000 zoospdra/ml-t. Az ebihalneveld-dobozok masik felét pedig
beoltottuk ugyanilyen mennyiségii, steril mTGhL taplevessel. A Bd-vel valo fert6zés két

héten keresztiil zajlott.

3.4. Fertdzés Frog Virus 3-mal

A ranavirusokkal szemben mutatott fogékonysagrol, illetve a virus kisérleti fajokra kifejtett
hatasardl nem rendelkeziink irodalmi adatokkal, ezért ennek tesztelésére egy alacsony (6.12 x
létre. Az ebihalak felét megfertdztilk Rv-vel (Frog Virus 3; FV-3), a kovetkezOképpen: az
egyedeket egyesével helyeztiik el 500 milliliteres milanyag poharakba, amelyek 200 milliliter
RSW-vel voltak toltve, majd megfertdztilk oket az alacsony, illetve a magas dézissal. Az
ebihalak 24 6ran keresztiil voltak kitéve a fertézésnek. Az ebihalak masik felének ugyanilyen
mennyiségii tenyésztdomédiumot (a virus hozzaadasa nélkiil) adtunk. Annak érdekében, hogy
megfigyelhetd legyen a hdmérsékleti kezelés hatdsa az Rv prevalenciajara, illetve fert6zési
intenzitasara, mintat vettiink a homérsékleti kezelés elott és utan is. Ez azt jelenti, hogy
minden fertdzési csoportbdl 20 egyedet (Osszesen 120) a melegités megkezdése eldtt

talaltattunk és konzervaltunk 70%-os etanolban a tovabbi molekularis vizsgalatokhoz.

3.5. DNS izoldlds és kvantitativ PCR (QPCR)

Az ebihalakat sztereomikroszkop alatt boncoltuk, a gomba DNS-t az ebihalak szajképletébol
izolaltuk a PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachussetts, USA) segitségével, a Boyle és mtsai (2004) altal leirtakat kovetve, mig a
virus DNS-t a m4jbol, a Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
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USA) A korokozok

orokitéanyaganak specifikus régidit qPCR-rel erdsitettem fel. A Bd esetében ez a koztes

segitségével izolaltam, a gyart6 altal leirt protokoll szerint.
atirodo elvalasztd régio (Internal Transcribed Spacer; ITS) 1-5.8S rRNS-e volt (Boyle és
mtsai 2004; Hyatt és mtsai 2007), mig az Rv esetében a kapszid fehérjét (Major Capsid
Protein; MCP) kodolo6 szakasz (Stillwell és mtsai, 2018). A primerek és probak az alabbi 1.

tablazatban lathatoak.

1. tablazat; Az Rv és Bd esetén hasznalt primerek és probak

Amplifikalt régi6  Primer szekvencia (5* —3”) Proba Forras
ITS1-3 Chytr (CCT TGA TAT AAT Chytr MGB2 (6FAM Boyle és mtsai,
ACA GTG TGC CAT CGA GTC GAA CAA 2004, Hyatt és
ATG TC) AAT MGBNFQ) mtsai, 2007
ITS-15.8S Chytr (AGC CAA GAG ATC Chytr MGB2 (6FAM Boyle és mtsai,
CGT TGT CAAA) CGA GTC GAA CAA 2004, Hyatt és
AAT MGBNFQ) mtsai, 2007
MCP (CCAGCCTGG TGT RANA_P1 (6FAM-TGG  Stillwell és mtsai,
(Major Capsid ACG AAA ACA) GAG TCG AGT ACT 2018
Protein) AC-MGB)
MCP (ACT GGG ATG GAG RANA_P1 (6FAM-TGG  Stillwell és mtsai,
(Major Capsid GTG GCATA) GAG TCG AGT ACT 2018
Protein) AC-MGB)

3.6. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai elemzéshez a szabadon hozzaférheté R platform legfrissebb, 4.0.4.
verzidjat hasznaltuk (R Core Team, 2020).

3.6.1 Prevalencia

A fert6zési csoportokban tapasztalt prevalencidk Osszehasonlitasat a Fisher-egzakt teszttel
végeztem. A 3-as €s 5-0s fertdzési csoportban mind a harom hdémérsékleti kezelés utani
prevalenciat kiilon-kiilon hasonlitottuk a kezdeti fertdzési csoport prevalencigjaval. A
fert6zési csoportokat egymassal nem hasonlitottuk 6ssze. Az eloszlasok vizsgalata utan az Rv

prevalencia kiszdmitasdhoz csak a 3-as €és 5-0s fertdzési csoportokat vettiik be az elemzésbe, a
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4-es és 6-0s csoportokban tapasztalt alacsony variancia miatt. Az igy kapott p-értékeket fdr
(false discovery rate) modszerrel korrigaltuk. A prevalencia értékeket és a 95%-0s
konfidencia intervallumokat a QP3 programmal szamoltam ki (Reiczigel és mtsai, 2019).
Végezetiil a Bd prevalenciara vonatkozé adatok nem voltak statisztikailag értékelhetok, ezért

azokat csak leiro jelleggel mutatom be.

3.6.2 Fertozesi intenzitas

A fertézési intenzitast Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval hasonlitottuk Ossze a kezelési

csoportok kozott. Az igy kapott p-értékeket ebben az esetben is fdr modszerrel korrigaltuk.
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4. Eredmények

4.1 Rv és Bd prevalencia

A prevalencia értékek csoportonként Osszevonva, illetve részletesen homérsékleti
kezelésenként a 2. tablazatban lathatdak. A 3-as és 5-0s fertdzési csoportban mind a harom
homérsékleti kezelés utani prevalenciat kiilon-kiilon hasonlitottuk a kezdeti fert6zési csoport
prevalenciajaval. Az 1-es csoportban tapasztalt alacsony prevalencia érték valamilyen

kontamindci6 eredménye lehet az adatfeldolgozas soran.
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5. abra; Az egyes fert6zési csoportokban tapasztalt prevalencia valtozasa a kezdeti fertdzés és
a kezelési homérséklet fliggvényében. A fekete szin jeloli a fert6zott egyedeket. 1. csoport =
nem fert6zott, 2. csoport = Bd fertdzés, 3. csoport = alacsony dozisu Rv fert6zés, 4. csoport

magas dozisu Rv fert6zés, 5. csoport Bd + alacsony dozisu Rv kettds fert6zés, 6. csoport Bd +

magas dozist Rv kettds fertdzeés
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2. tablazat; Az egyes homérsékletek Rv prevalencidja csoportonként. 1. csoport = nem
fert6zott, 2. csoport = Bd fert6zés, 3. csoport = alacsony dozisu Rv fert6zés, 4. csoport magas
dozist Rv fert6zés, 5. csoport Bd + alacsony dozist Rv kettds fert6zés, 6. csoport Bd + magas

dozisu Rv kettds fertdzés

Prevalencia Fertézési Fert6zési csoportonkénti

(kezd.fert.csop.)  csoport Homérséklet Prevalencia bsszevont prev. Tulélt/fertd6zott
1 20 0% 20/0
0% 1 28 0% 2% 20/0
1 30 6% 18/1
2 20 0% 20/0
0% 2 28 0% 0% 19/0
2 30 0% 18/0
3 20 79% 14/11
74% 3 28 53% 67% 15/8
3 30 71% 17/12
4 20 100% 5/5
100% 4 28 100% 93% 3/3
4 30 86% 716
5 20 46% 13/6
85% 5 28 21% 32% 14/3
5 30 29% 14/4
6 20 80% 5/4
100% 6 28 100% 88% 2/2
6 30 90% 10/9

A Bd esetén az 1-es fert6zési csoportban egy egyed volt fert6zott, az 5-6s csoportban harom

egyed, mig a 6-os csoportban pedig szintén egy egyed fert6z6dott meg (5. bra).
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3. tablazat; Az Rv prevalencidjanak valtozasa a fertdzési csoportok kozott a kezdeti
fert6zéshez viszonyitva (Fisher-egzakt teszt). 1. csoport = nem fert6zott, 2. csoport = Bd
fertdzes, 3. csoport = alacsony dozisu Rv fertézés, 4. csoport magas dozisu Rv fertdzes, 5.

csoport Bd + alacsony dozisu Rv kettds fertdzés, 6. csoport Bd + magas d6zist Rv kettds

fert6zés
Fertozési  Kezelési p érték
csoport hoémérséklet p érték  (fdr korrigalt) 95 % CI Odds ratio Valtozas irdnya Tualélt/fertézott
3 20 1 1 0,097 5029 0,769  nincs valtozas 14/11
3 28 0,288 0,432 0,467 13,24 2,383 nincs valtozas 15/8
3 30 1 1 0,209 6,453 1,161  nincs valtozas 17/12
5 20 0,025 0,051 1,013 49,771 6,182 nincs valtozas 13/6
5 28 <0,0001 0,002 2,809 175,768 18,257 csokkenés 14/3
5 30 0,001 0,004 2,094 109,79 12,761 csokkenés 14/4

A Fisher egzakt teszt alapjan az 5-0s fertdzési csoportban 28 fokon az Rv prevalenciaja
szignifikansan csokkent (p=0,002) a kezdeti fertdzéshez képest. Hasonldan az 5-6s fertdzési
csoportban 30 fokon is szignifikans csokkenést mutatott (p=0,004) az Rv prevalencia a
kezdeti fertézéshez képest. A tobbi csoportban, illetve hdmérsékleten nem tapasztaltunk

szignifikans eltérést a kezdeti fert6zési csoporttol (3. tablazat).
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4.2 Ry és Bd fertozési intenzitds
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6. abra; Az egyes fertdzési csoportokban tapasztalt fert6zési intenzitas a kezelési hdmérséklet
fliggvényében. Az Rv kopiaszam értékeket gyok transzformalva abrazoltam. Bd GE = Bd
genom ekvivalens zoosporaszam. 1. csoport = nem fert6zott, 2. csoport = Bd fert6zés, 3.

csoport = alacsony dozist Rv fert6zés, 4. csoport magas dozisu Rv fert6zés, 5. csoport Bd +

alacsony dozisu Rv kett6s fertdzés, 6. csoport Bd + magas dozisu Rv kettds fert6zés

A fertdzési intenzitas értékeket a qPCR altal detektalt valos kopiaszamként adtam meg, ezek a

6. abran lathatoak.
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4. tablazat; Az egyes homérsékletek Rv fertdzési intenzitasa csoportonként. 1. csoport = nem
fert6zott, 2. csoport = Bd fert6zés, 3. csoport = alacsony dozisu Rv fert6zés, 4. csoport magas
dozist Rv fert6zés, 5. csoport Bd + alacsony dozist Rv kettds fert6zés, 6. csoport Bd + magas

dozisu Rv kett6s fert6zés

Kezd. fert. csop.  Fertézési Fert6zési csoportonkénti

ilag (= SD)  csoport  omersklet Atlag (£ SD) dsszevont 4tlag (£SD)
1 20 0 (+0)
0 (+0) 1 28 0 (+0) 0 (+4)
1 30 2(=7)
2 20 0 (£0)
0 (+0) 2 28 0 (£ 0) 0 (+0)
2 30 0 (+0)
3 20 5128538 ( 13175519)
575 (+ 1209) 3 28 10173250 ( 32834499) 5066526 (+ 20090653)
3 30 509524 (+ 2078161)
4 20 6196174 (+7212191)
63018 (£ 96032) 4 28 5802858 (+4346938) 4332218 (+ 5246505)
4 30 2370547 (+ 3845123)
5 20 5063631 (+ 14578811)
596 (+ 1019) 5 28 1114486 (+ 2489267) 1986103 (+ 8396487)
5 30 14 (+ 30)
6 20 6743478 (+ 4522080)
32534 (+26674) 6 28 928882 (+ 1263791) 2845970 (+ 3664467)
6 30 1280633 (+ 1621145)

A 2-es fert6zési csoportban egy egyednél volt értelmezheté Bd GE (6. abra) érték (0,36), az 5-
0s csoportban harom egyed esetében kaptunk értelmezhetd értéket (12,12; 3,46; 0,11) mig a
6-0s csoport esetében szintén egy egyednél kaptunk értelmezheté GE értéket (2,43). Ezeket az

eredményeket a 6. dbra szemlélteti.
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5. tdblazat; Az Rv fert6zési intenzitasanak valtozasa a fert6zési csoportok kozott a kezdeti
fert6zéshez viszonyitva (Wilcoxon-féle eldjeles rangproba). 1. csoport = nem fertdzott, 2.
csoport = Bd fert6zés, 3. csoport = alacsony dozist Rv fert6zés, 4. csoport magas dozisu Rv
fert6zés, 5. csoport Bd + alacsony dozisti Rv kett6s fertézés, 6. csoport Bd + magas dézisu Rv

kettos fert6zés

Fert6zési csoport Kezelési homérséklet p érték p érték (fdr korrigalt)  Valtozas iranya
3 20 0,686 0,734 nincs valtozas
3 28 0,347 0,595 nincs valtozas
3 30 0,653 0,734 nincs valtozas
4 20 <0,001 0,001 novekedés
4 28 0,001 0,005 novekedés
4 30 0,734 0,734 nincs valtozas
5 20 0,513 0,734 nincs valtozas
5 28 0,022 0,066 nincs valtozas
5 30 < 0,001 0,001 csokkenés
6 20 0,042 0,101 nincs valtozas
6 28 0,173 0,346 nincs valtozas
6 30 0,649 0,734 nincs valtozas

A Wilcoxon-féle eldjeles rangproba alapjan a 4-es fertézési csoportban (magas dézisu Rv) 20,
¢és 28 fokon szignifikansan nétt (p=0,001, illetve p=0,005) az Rv kopiaszama a kezdeti
fertézéshez képest. Ezzel szemben az 5-6s fert6zési csoportban (Bd + alacsony dozist Rv) 30
fokon szignifikdnsan csokkent (p=0,001) az Rv kopiaszama a kezdeti fert6zéshez képest. A

tobbi csoport €s hdmérséklet esetén nem tapasztaltunk eltérést (5. tablazat).
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4.3 Mortalitas

20°C, kezdeti fertdzés 20°C-os hokezelés utan
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7. abra; Az egyes fert6zési csoportok kozotti mortalitdsok. Fekete szin jelzi az elpusztult
allatok szamat. 1. csoport = nem fert6zott, 2. csoport = Bd fert6zés, 3. csoport = alacsony
dozist Rv fert6zés, 4. csoport magas dozisu Rv fert6zés, 5. csoport Bd + alacsony dézisu Rv

kettos fertdzés, 6. csoport Bd + magas dozisu Rv kettds fertdzés

A kezdeti fert6zési csoportban egyaltalan nem tapasztaltunk pusztulast, mig a hékezelés utan,
a 4-es és 6-0s csoportokban magas volt a mortalitas, a 3-as és 5-0s csoportokban pedig
kozepes, illetve alacsony. Az 1-es és 2-es csoportokban pedig csak 30 fokon volt alacsony

szamu elhullas (7. abra).

23



5. Diszkusszi6

Az eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az Rv prevalencidja csokkenést mutatott az 5.
fert6zési csoportban (Bd + alacsony dozisu Rv) 28 és 30 fokos hdkezelés hatasara a kezdeti
fertézéshez képest. A fertdzési intenzitds szintén csokkenést mutatott az 5. fertézési
csoportban 30 fokos hékezelés esetén, amely arra a feltételezésre ad okot, hogy az ebihalak
immunrendszere a magasabb homérsékleten aktivabb a korokozok ellen. Feltételezhetjiik
tehat, hogy valahol 28 és 30 °C koriil lehet az a kritikus homérséklet, ahol a gazdaszervezetek
sikeresebben védekeznek a korokozok altali fertdzés ellen. Ezek az eredmények a Sauer és
munkatarsai (2019) altal kapott eredményekhez hasonloak. A szerzOk arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy nem biztosan a magas hémérséklet negativ hatasa miatt csokken a prevalencia
¢s fertdzési intenzitds, hanem inkabb a kétéltli gazdaszervezetek immunrendszerét serkenti a
megemelt hdmérséklet, amelyet a viselkedési 14z segitségével érnek el (Sauer és mtsai, 2019).
Ezt a feltételezést erdsiti az is, hogy a 4. fertézési csoportban (magas dozisu Rv) 20 fokon, a
virus fertdzési intenzitasa novekedett a varttal ellentétben, ugyanis az Rv egy hdkedveld
korokozonak bizonyult az in vitro kisérletek alapjan (Cunningham, 2001). Ezzel szemben, 28
fokon a fertdzési intenzitas szignifikans novekedést mutatott a 4-es csoportban (magas dozisu
Rv) a kezdeti fertdzéssel szemben, ami azzal magyarazhat6, hogy a koriilmények az Rv
szaporodasanak kedveztek, de a gazda immunrendszere még nem lépte at azt a hatarértéket,

mint 30 fokos kornyezeti homérséklet esetén.

A Bd esetében mar a kezdeti fert6zésben részt vett allatoknal sem volt megfeleld a
fert6z6dés, igy a Bd-re vart hipotéziseinket nem tudtuk statisztikailag alatamasztani. Nem
tudtuk tehat kimutatni, hogy milyen hatassal volt a Bd prevalencigjara és fert6zési
intenzitasara az Rv jelenléte kettds fertdzottség esetén. Habar a Bd-nek valod kitettség a
kéthetes fert6zés soran eredményezhette azt, hogy az ebihalak jobban fogékonnya valtak az
ezt koveté Rv fertézésre. Ezt magyarazhatja a kettOs fert6zottség esetén tapasztalt magas
mortalitas (Watters és mtsai, 2018). Az, hogy a Bd-t nem tudtuk detektalni annak lehet a
kovetkezménye, hogy a kutatas soran hasznalt Bd-GPL torzset mar 2015 ota hasznaljak a
kutatocsoportban, és feltételezhetd, hogy a sokszori atoltas eredményeképpen csokken a torzs
virulenciaja. A jovébeni kisérletekhez 0j torzs alkalmazasa egy lehetséges megoldas lehet erre

a problémara.
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A 4. és 6. fertbzési csoportokban megfigyelhetd magas pusztulas egyik lehetséges
magyarazata a magas dozisu Rv-nek valo kitettségben keresendd. A 4. fertézési csoportban,
amely a magas dozisu Rv kezelést kapta, valdsziniileg azért volt a legmagasabb az elhullas,
mivel a természetben nem gyakran, vagy egyaltalan nem fordul eld, hogy ilyen magas Rv
dozissal talalkoznak a kétéltiek. A kezdeti fert6zési csoportokban nem tapasztaltunk
mortalitast, igy az egyes hdmérsékleti kezelések utani elhullast nem tudtuk dsszehasonlitani a
kezdeti fertézéssel. A 6. csoportban megfigyelt, szintén magas mortalitasi érték pedig a kettds
fert6zottség miatt alakulhatott ki. Ez a fert6zési csoport Bd és magas dozisi Rv fert6zést
kapott, és ugyan a Bd sikertelen fert6zése miatt statisztikailag nem tudjuk bizonyitani a kettés
fert6zottség gazdaszervezetre gyakorolt negativ hatasat, a mar fentebb leirt Bd-fert6zés utani
kitettség kialakulasa miatt a gazdaallatok mar fogékonyabbak lehettek az Rv-vel vald
fertézésnek, illetve kevésbé voltak képesek védekezni a fertdzéssel szemben (Watters és
mtsai, 2018). Ugyanigy az 5. fertdzési csoportban (Bd + alacsony dozisu Rv) is megfigyelhetd
volt egy alacsony pusztulas, ami valdsziniileg szintén magyarazhatd ezzel. Sajnos ezek féleg
feltevések, mivel tal sok allat pusztult el, és az igy megmaradt adatmennyiség az értékelhetd
mintaelemszam lecsokkenését okozta. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az erdei béka
ebihalak rendkiviil fogékonyak erre a ranavirusok altal okozott betegségre, ahogyan azt vartuk

a mas rokonfajokon (pl. Rana latastei) végzett kutatasok alapjan (Pearman és mtsai, 2004).

Tovabba a kisérlet egy in situ természetvédelmi stratégia modellje volt, ezért szamos
dologra oda kell figyelni a jovoben a modszer tokéletesitéséhez (Hettyey és mtsai 2019). Az
egyik ilyen az, hogy egyes békafajok, koztiik kiilonosen a R. dalmatina ivarvaltason mennek
at kiilonbozo kiilsé behatasok mellett. Ilyenek példaul a kiilonbozd stresszfaktorok jelenléte,
az emberi foldhasznalat, illetve a homérsékleti kezelés is (Nemeshazi és mtsai, 2020b). A
szerzOk kimutattak példaul, hogy a R. dalmatina esetében emberi foldhasznalat hatasara a
genetikailag néstény békak maszkulinizalodtak. Ezen kiviill azt is kimutattdk, hogy
laborkoriilmények kozott 125 egyedbdl hatnal volt megfigyelheté ivarvaltas, aminek a
stresszhatasok lehetnek a magyarazo okai. Es mivel a megemelt hdmérséklet (30 °C) hatasara
Is végbemegy az ivarvaltas, ezért ezt mindenképpen figyelembe kell venniink, mieldtt
alkalmazzuk ezt a modszert természetes populaciokon (Nemeshazi és mtsai, 2020a). Ezen
kiviil a Hettyey és munkatéarsai (2019) altal leirtak is a tovabbi kutatdsok iranti sziikségletet
fejtik ki. A szerzok leirjak, hogy sok elénnyel jarhat egy in situ melegité berendezés a Bd
elleni védekezésben, &m rengeteg limitalo tényezd is fennall. Példaul az, hogy a hidegadaptalt

kétéltiifajok (mint példaul az altalunk vizsgalt R. dalmatina), amelyek alacsony CTmax-szal
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rendelkeznek, el fogjak keriilni a megemelt kornyezeti hdémérsékletet nyajtdé berendezéseket.
Veszélyforrast jelent tovabba az is, hogy a melegebb hémérséklet limitalhatja a hidegkedvelo
korokozok szaporodasat, am példaul a kiillonb6zd ranavirusok terjedését eldsegitheti
(Cunningham, 2001). Ezért is fontosak az olyan irany( kutatasok, amelyek ezeknek a
korokozoknak a talélését, fertdzési intenzitasat, illetve prevalencidjat vizsgaljak kiilonbozo
hémérsékleti kezelések hatasara. Ezenkiviil a korokozok lokalis elterjedésérdl sz616 munkak
is igen fontosak lehetnek az in situ kezelések tervezésekor. Végezetiil pedig ezen modszerek
finanszirozésa is egy egyeldre megoldatlan probléma. Nemcsak az eldallitas koltsége, de a

kiilonbozo €lohelyeken valo lizemeltetés is koltséges lehet (Hettyey és mtsai, 2019).
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Osszefoglalas

Napjainkban zajlik a hatodik kihalasi hullam, amely rendkiviil sok fajt érint vilagszerte.
Ebben az emberi tevékenységek is jelentds szerepe van. Kiilondsen veszélyeztetettek a
kiilonboz6 kétéltiifajok, mivel ezek érzékenyek a kornyezet hirtelen valtozéasaira. Tovabba
rendkiviili veszélyt jelentenek a kétéltlieckre a kiilonb6zé betegségek, mint példaul a
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) kitrid gomba okozta kitridiomikozis, illetve a
ranavirusokhoz (Rv) kothetd fert6z6 betegségek. Ezek foként az emberi tevékenységek
hatasara terjedtek el vilagszerte és végeztek pusztitast a kétéltti populaciokban. Ennek a
kovetkeztében a kettds vagy tobbes fertdzodés egy gyakori jelenség a természetes kétéltii
populaciokban. Kutatasunk célja az volt, hogy tesztelje a kornyezeti hdmérséklet valtozasanak
a hatasat a Bd-vel, Rv-vel, illetve mindkét patogénnel fert6zott erdei béka (Rana dalmatina)
ebihalakon. Az Rv prevalenciaja szignifikans csokkenést mutatott a Bd-vel és alacsony do6zisu
Rv-vel fert6zott ebihalak esetén 28 és 30 °C-on. Ezzel ellentétben a fertézési intenzitas pedig,
szignifikans novekedést mutatott a 20 és 28 °C-on kezelt, magas dozist Rv-vel fert6zott
csoport esetén, illetve szignifikansan csokkent a 30 °C-on kezelt, alacsony doézisu Rv-vel és
Bd-vel fertézott csoportban. Tovabba 20 °C-on, és még 28°C-on is novekvd Rv fertdzési
intenzitdst tapasztaltunk a magas, illetve alacsony doézisu Rv-vel fert6zott csoportoknal.
Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy az alacsonyabb hdmérsékleten az ebihalak
immunrendszere kevésbé miikodik jol, illetve a 28 és 30 °C kozott eltérés mutatkozik az
immunrendszeriik miikodésében. Ezen feliil emelkedett mortalitast figyeltiink meg a magas
dozist Rv-vel, és a magas dozisu Rv-vel és Bd-vel fert6zott csoportok esetében. Ennek a
fert6zési események iddbeni elkiiloniilése lehet az oka, mivel a Bd fert6zés hatasara
(amelynek kezdete két héttel elézte meg az Rv fertdzést) megnovekedhetett az ebihalak
fogékonysaga az azt kdvetd Rv fertdzésre. Végezetiil, az eredményeink alapjan elmondhato,
hogy habar a viselkedési 14z jelenségét tapasztaltuk a 30 °C-on kezelt ebihalaknal, nem
zarhatjuk ki, hogy a betegség lefolydsadban a kornyezeti hdmérséklet valtozasanak is szerepe
volt.
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Abstract

Nowadays, we are facing the sixth mass extinction event, in which human activities are
playing a decisive role. Amphibians are highly vulnerable because they are sensitive to rapid
environmental changes. Emerging pathogens like Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and
Ranaviruses (Rv) pose a serious threat to amphibians globally. Both are spreading mainly by
human activities and causing massive declines among amphibian populations. Therefore, co-
infections with these pathogens are frequently encountered in wild amphibian populations.
Our study experimentally tested the effects of constant heat treatment on the disease
progression of Bd and Rv with a particular focus on co-infections in Rana dalmatina tadpoles.
The prevalence of Rv decreased significantly in tadpoles at the lower dose Rv and Bd co-
infected group at 28 and 30 °C temperature. In contrast, the infection intensity of Rv showed a
significant increase at 20 and 28 °C in the single high dose Rv infected group and decreased at
30 °C on the low dose Rv and Bd co-infected group. Furthermore, at 20 °C and even at 28 °C,
we saw a trend of increasing Rv infection intensity in both (low and high) single Rv infected
groups (group 3 and 4). This may suggest a lower immune function of infected tadpoles at
lower environmental temperature, and a supposed immune function difference between 28
and 30 °C temperature. Moreover, we experienced an elevated mortality in the single high
dose Rv infected group, and the co-infected group with high dosage of Rv and Bd. The time
order between the infections challenges of different pathogens may cause this pattern, because
Bd infection started two weeks before Rv challenge and this may influence susceptibility to
subsequent Rv infection. However, our results showed some evidence of behavioural fever in
R. dalmatina tadpoles treated at 30 °C, we cannot rule out the effects of elevated
environmental temperature on the disease progression of Bd and Rv caused co-infections.
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