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1. Roviditések jegyzéke

Alkalmazott roviditések
A. cantonensis: Angiostrongylus cantonensis
dNTP: dezoxiriboz-nukleozid-trifoszfat
MgCl,: magnézium-klorid
PCR: polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)
P. oryctolagi: Protostrongylus oryctolagi
P. pulmonalis: Protostrongylus pulmonalis
P. rufescens: Protostrongylus rufescens
P. tauricus: Protostrongylus tauricus
X. obvia: Xerolenta obvia
Z. detrita: Zebrina detrita
Alkalmazott mértékegységek-roviditések:
cm — centiméter
g —gramm
m — méter
ml — milliliter
mm — milliméter
nm — nanométer
ul — mikroliter

um — mikrométer



2. Bevezetés

Allatorvosi korokben egyre nagyobb figyelmet kap a tarsallatok tiidoférgessége. A
fert6zottséget a Metastrongylidea focsalad egyes tagjai idézik elé, melyek nagyobb részt a tiid6
parenchymajaban telepednek meg, vagy a kisebb-nagyobb légutak lumenében és annak
nyalkahartyajan €élnek. Széles gazdaspektrumuknak koszonhetden ragadozokban, haziasitott és
vadonéld patasokban, nyulfélékben ¢és ragesalokban is megfigyelték mar, sot idonként, mint
aberrans gazdaban, az emberben is okozhatnak megbetegedést. A tiidoférgesség a legtobb
esetben nem jar sulyos klinikai tiinetekkel, mégis fontos figyelmet kell forditanunk a fertézési
ciklus megismerésére tars- és haszonallataink egészségének megdrzése érdekében. Ezért
tanulmanyoztam a tiidéférgek fert6zoképes larvait.

A tiidoférgesség nem csak az allatorvosok szamara fontos. Nemrégiben nagy publicitdst
kapott egy ausztraliai eset, amelyben a patkany Angiostrongylus cantonensis nevi tiidéférge
halalos kimeneteli agyhartyagyulladast okozott egy 19 éves fitinal (Sandee, 2018). Az A.
cantonensis szintén a Metastrongylus focsalad tagja, akarcsak az altalam vizsgalt
Protostrongylus oryctolagi ¢és Protostrongylus pulmonalis nevii tiid6férgek, amelyek
nyulakban élnek. Az embert nem fertdzd nytl tiidéférgek tanulmanyozasa biztonsagos, de
jarvanytani tulajdonsagainak ismerete orvosi €s allatorvosi szempontbol egyarant hasznos,
mivel a fejlodésiik menete azonos a tarsallatokat és az embert megbetegiteni képes tiid6férgek
fejlodéséhez.

A gerincesek tiidoférgei a fejlodésiikhoz szarazfoldi csigakat vesznek igénybe, S benniik
érik el a végleges gazdara nézve fert6zd, ugynevezett harmadik stddiumu larvaalakot. A
tiildoféreg-larvak felvételével kapcsolatban még sok tisztdzatlan kérdés van, mert nem tudjuk,
hogy hogyan Keriil a koztigazda csigakbol a féreg a gazdakba. A legtobb tiidoféreg-gazda
névényevd, szandékosan nem fogyaszt csigat. Ennek tanulmanyozasara kitlind modell éallat
lehet a nyul, mert a fert6zottség tiidéféreggel gyakori, és a koztigazdak is konnyen gyiijthetoek.

A fovaros hataraban 1évé Tétényi-fennsikon sok {iregi és mezei nyual él. A Balatoni 1t
mellett taldlhatd természetvédelmi teriiletet csak sétalok, turistak és tereplovaglok jarjék, de
egyébként haboritatlan maradt az elmult 20 év soran, ami kedvezett a természetes vadallomany
¢és parazitaik elterjedésének is. Az itt talalhato csigakban gyakoriak a nyulak tiidéférgeinek

larvai, ezért ezt a teriiletet valasztottam a vizsgalatom helyszinéiil.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A tiidoférgek taxonomiai besorolasa, fejlodésmente

Az altalunk vizsgalt, é16skodé életmodot folytatd protostrongylidak (Protostrongylidae)
taxonomiailag a Nematoda (Fonalférgek) térzsbe, azon beliil a Metastrongyloidea fécsaladba
tartoznak. Ennek a féregcsoportnak a kifejlett példanyai az emldsallatok tiidejében, nagyobb
légutjaiban €élnek (Anderson, 1992). Esetenként eléfordulhatnak vérerekben, izompolyakban,
sOt az agyburkokban is. Gazdaspektrumuk igencsak széles, eldfordulasukat leirtak mar
vadonéld és héziasitott patasokban (Azimov, 1973; Boev, 1975; Cabaret, 1982), ragadozdkban
(Gerichter, 1949), ragcsalokban (Chen et al, 2008), nyulfélékben (Frolich, 1802), sot
cetfélékben is (Yamaguti, 1961).

Fejlodésmenetiikre jellemzd, hogy kozvetett mddon, gerinctelen koztigazda, fdleg csiga
testében ¢érik el a végleges gazdara nézve fert6z6 larvaallapotot. Eletciklusuk els6 1épéseként a
horgdcskékben €16, ovipar ndstény féreg petéit a tiido parenchymajaba rakja le, ahol a féregpete
fejlddésnek indul, majd elsé stadiumi larvava alakul at. A kikelést kdveté 10-12. napon a 0,35-
0,50 mm hosszu larvék feltehetdleg aktiv mozgassal, illetve a felkohogott horgdvaladékkal
keriilnek a garatba, majd lenyelve az emésztdrendszeren keresztiil, a bélsarral {iriilnek a
kiilvilagra (Kassai, 1999). A tid6bdl kijutd larvak akozben is fejlédnek, mig keresztiil jutnak a
gazda béltraktusan. Ezt a tényt Babos csigafert6zési kisérlete is alatdmasztotta, miszerint a
bélsarbol izolalt elsé stadiumu larvakkal 28%-kal sikeresebben lehetett fertézni a koztigazda
csigékat, mint a tiidékaparékbodl szarmazo, frissen kikelt larvakkal (Babos, 1959).

A kiilvilagra iriil6 larvak a bélsarban képesek honapokig életben maradni. Erds kutikuldjuk
védi Oket a kornyezeti artalmaktol, a szarazsagtol és a napsiitéstdl, de az allatok talajon heverd,
szaraz bélsaraban, a hullatékban nem mozognak. Csak nedvesség esetén aktivalodnak (Cabaret
etal, 1991.), és bejutnak a szarazfoldi csigakba. A legtobb hdzas és meztelencsigat a friss bélsar
nem kifejezetten vonzza, de Boag (Boag, 1983) kisérletesen bizonyitotta, hogy az esén azott
bélsarbol viszont ki masznak. A csigdk fert6zésére két lehetdség van. Az egyik esetben a fert6z6
elsé stadiumu larvék a bélsarat hatrahagyva, aktivan keresik fel a csigat €s furakodnak bele
talpanak izomzatadba (Boag, 1983). A protostrongylidak az esetek dontd tobbségében a talpi
részben indulnak fejlddésnek, de a koztigazda fejében is taldltak mar larvakat (Erhardova és
Rysavy, 1953). A fert6z6dés masik alternativdja akkor tud megvaldsulni, ha a csiga a bélsarral
egylitt elfogyasztja a larvdkat ¢és ilyen esetben atmenetileg az emésztdcsatorndban is

tartozkodhatnak (Samson-Holmes, 1985).



A csiga fert6zését kovetd 10. nap koriil megtorténik az elsé vedlés és kialakul az elsd
stddiumu larvanal méretében is nagyobb, (kb. 0,6-0,8 mm hosszisagu) masodik stadiumu larva.
Ekkor a larva testét a vékony, levedlett kutikula boritja. Az ijabb novekedés és tovabbi fejlodési
folyamatok hatdsara megtorténik a harmadik vedlés is, igy alakul ki a végleges gazdat fertdzni
képes harmadik stadiumt larva. Testét mar két réteg levedlett kutikula boritja, ami a
Protostrongylus-fajok esetében barna és harantsavozott. Csak ez képes fertdzni a gerinces
gazdat, ezért ,,fertdzoképes” larvanak nevezzik.

A fertdzoképes larvaalakok a végleges gazdaba jutdsuk utan a bél falan atfurakodva nagyobb
vérerekbe €s nyirokerekbe keriilnek. Ezt kovetéen a mellvezetéken (ductus thoracicus) és a
sziven keresztiil eljutnak a tiid6be, ahol atesnek a negyedik vedlésen. A négy vedléssel kialakult
adultok a kisebb légutakba huzodnak, ahol elkezdik lerakni petéiket. A harmadik stadiumu
larvak koztigazdabol valo kijutdsanak természetes mechanizmusat eddig senki nem figyelte
meg. Ismerve a nyulak taplalkozasi szokésait, a kérdés megvalaszoldsdban a mai napig nem
sziiletett megegyezés a kutatok kozott. Az szinte biztosra vehetd, hogy a nyulak szandékosan
nem fogyasztanak csigat. Feltételezhetd, hogy a larvak a csiga halalat kvetden elhagyjak azt,
¢s igy talalkozhatnak a végleges gazdaval (Rose, 1957), de ezt kozvetlenlil még senki nem
figyelte meg eddig. Egyelére még abban sem biztosak a témat kutatdk, hogy a nyulak fertézése
a csigakbol vald kiszabadulas utan, vagy azok elfogyasztasaval egyiitt torténik (Csobai és
Majoros, 2012). A larvak intrauterin fert6zését egyik kutatocsoport se tudta még megerdsiteni,

de egyesek ezt is feltételezik (Kralka és Samuel, 1990).

3.2. A nyulakban eléfordulé tiidéférgek

Az elmult évszazadban szamos szakirodalom sziiletett a vadnyulak tidoférgét illetGen.
El6szor Frolich irta le ,,Filaria pulmonalis” néven, 1802-ben mezei nytlbol a Protostrongylus
pulmonalis nevii fajt, majd szaz évvel késobb Kamensky megalkotta a Protostrongylus genust
¢s megallapitotta, miszerint tiidéférgességet vadnyulakban kizarolag ehhez a nemhez tartozo
fajok képesek eldidézni. A tiidéférgek tanulmanyozasanak nehézségei miatt, sokdig még az
egyes fajok elkiilonitése sem volt egyértelmii. A kiskérddzékben és a nyulakban 1évo férgeket
sokaig egy fajba tartozonak vélték. Példaul Kamensky a juhban €16 Protostrongylus rufescens-
ta féreg nagy, illetve a nytlban €16 Protostrongylus commutatus-t a féreg kis formajaként emliti
(cit. Boev, 1984). Par évtizeddel kés6bb Cameron nevezte el a Kamensky altal felfedezett
,hagy” format P. rufescens-nek (cit. Boev, 1984). A P. pulmonalis-t sokaig nem tekintették

kiilon fajnak, hanem azt gondoltak, hogy a Frolich altal leirt féreg a P. rufescens fajjal azonos



(Schulz es Kadenazii, 1949). A vita elrendezésére Babos 1961-ben megerdsitette a két faj

kozotti 1ényeges kiilonbséget a spiculumok szerkezete alapjan.

Kozép-Eurdpaban eddig iiregi nyalbol (Oryctolagus cuniculus) és mezei nyalbol (Lepus
europaeus) a P. pulmonalis-t (Frélich, 1802), P. tauricus-t (Schulz és Kadenazii, 1949) és a P.
oryctolagi-t (Babos, 1959) sikeriilt kimutatni. Mas foldrajzi teriileteken az eurodpai
Protostrongylus cuniculorum (Joyeux és Gaud, 1946), az oroszorszagi Protostrongylus
kamenskyi (Schulz, 1930) ¢és havasi nytlban ¢l6skodé amerikai Protostrogylus boughtoni
(Goble és Dougherty, 1943) ismeretes a nyulakbol. Magyarorszagon csak a P. pulmonalis és P.

oryctolagi terjedt el.

A Babos altal leirt P. oryctolagi kifejlett him példanyai 35-45 mm hosszuak ¢és cérna
vékonysaguak. A spiculum 0,31-0,32 mm, terminalis végének alakja ping-pong {itdre
emlékeztet. A spiculumok két oldalan talalhaté szarnyak koziil a dorzalisan helyez6do a
spiculum teljes hosszara kiterjed, és a terminalis része el6tt ered. A ventralis szarny a spiculum
testének kozepérdl indul, és joval révidebb az eldbb emlitettnél. A spiculumot vezetd
gubernaculum disztalis vége fogazott. A ndstény egyedek a himeknél mindig nagyobbak, a 60
mm hosszusagot is elérhetik (Babos, 1955).

A P. pulmonalis adultjai altalaban fele akkorak, mint az el6bb emlitett faj példanyai, de a
néstény ritkan 80 mm hosszsagara is megnéhet. A spiculumok teste révidebb, 0,1-0,2 mm

hosszl. A spiculumot vezet6 gubernaculum disztalis vége nem fogazott (Boev, 1984).

3.3. A koztigazdak és a fert6zodés modja

A nyulakban ¢él6skodd Protostrongylus fajok fejlddésmenetiikhoz minden esetben csiga
koztigazdat igényelnek. Leuckart mar 1865-ben feltételezte, hogy a P. rufescens a fejlddésének
egy bizonyos szakaszahoz koztigazdat igényel (Leuckart, 1865), de ezt bizonyitani csak a
Hobmaier hazaspar tudta 1929-ben. 1930-ban kiadott publikacidjukban azt is hozzatették, hogy
a féreglarvak koztigazdaként csigakat haszndlnak, de fert6zottség mértéke a kiilonbozo
fajokban eltéré (Hobmaier A. és M., 1930).

Anderson szerint a protostrongylida larvak fejlédéséhez a kornyezetiikben talalhato legtobb
hazas és meztelencsiga megfeleld lehet (Anderson, 1992). Elméletben valamennyi szarazfoldi
csiga képes tovabbitani a fert6zést nyulakra, am mégis ugy tlinik, hogy a természetes
kortilmények kozott eléfordulo tiidoéféreglarvak egyes csigafajokat jobban, masokat kevésbé
preferalnak (Schulz és Skrajabin, 1940). A koztigazdakat a fert6zottségben betoltott szerepiik

szerint eldszor Schulz és Skrajabin osztotta két tipusra: obligat és fakultativ koztigazdakra
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(Schulz ¢és Skrajabin, 1940). Ezen gondolaton Davtjan indult tovabb, aki a csigak
fogékonysagat vizsgalata mesterséges koriilmények kozott (Davtjan, 1945). Osszes 20 fajt
fert6zott Protostrongylus-larvakkal és megfigyelte, hogy a fejlodési alakok elsGsorban a
szarazsagtiird (xerofil) és szarazsag kedvelé (mesofil) csigafajokat részesitik elényben, de
ezeken belill is bizonyos fajokban a fejlédése gyorsabb, mig a mas fajokban lassabb volt
(Davtjan, 1945). Ennek alapjan 5 csoportba osztotta a koztigazda fajokat:
1. Obligat koztigazdak, melyekben a fertdzés intenzitdsa és extenzitdsa is magas, és a
fejlodo larvak benniik érik el leghamarabb az infektiv alakot.
2. Subobligat koztigazdak, melyekben a fert6zés intenzitasa €s extenzitasa alacsonyabb,
¢s a larvak fejlodéséhez sziikséges 1d0 is hosszabb.
3. Fakultativ koztigazdak, melyekben a fertdzés extenzitasa nem haladja meg a 20%-0t, a
fejlédési 1d6 benniik a leghosszabb.
4. Mortalis koztigazdak, melyekben a larvak nem érik el a nyulakra nézve fert6z6 format.
5. Rezisztens koztigazdak, amelyekben a fert6zottség egyaltalan nem tudott kialakulni.

Gerichter 1948-ban ¢s 1951-ben folytatott kisérletei soran szintén bizonyitotta, hogy a larvak
nem egyforma mértékben fertdzik meg a csigakat, és ennek alapjan megfelel6 és nem megfeleld
koztigazdakra osztotta 6ket. Legmegfelelobb csigaként a Helicella obvia-t jelolte meg
(Gerichter, 1948). Ezt a csigafajt ma Xerolenta obvia néven ismeri a szakirodalom.

A koztigazdak fogékonysagat Georgiev és Bojko is vizsgalta Oroszorszagban. A csigak
2077 példanya koziil kilenc fajt tudtak azonositani. Ezek koziil kiemelt jelentdségii
koztigazdaként a X. obvia-t és a Zebrina detrita-t nevezék meg (Bojko és Georgiev, 2003).
Harom évvel késébb Georgiev a X. obvia populaciok szezonalitasat vizsgalta Bulgaria délen
fekvo teriiletein. Arra a kérdésre probalt valaszt talalni, hogy a koztigazda valtozo aktivitasa
milyen hatéssal van a protostrongyliddk elterjedésére. Osszesen 796 csiga héjatmérdjét mérte
le egyesével milliméter pontossaggal, és ennek alapjan 6 csoportra osztotta azokat: 2-4 mm, 4-
6 mm, 6-8 mm, 8-10 mm, 10-12 mm és 12-15 mm ko6zé es6 példanyok. Megallapitotta, hogy a
csigak héjatmérdje €s a benniik talalhatd féreglarvak szama egyenesen ardnyos a csigak
életkoraval, tehat a fert6zottség az idésebb csigdkban erdsebb, mint a juvenilis alakokban
(Georgiev, 2005). Azt a megallapitast, miszerint a fert6zottség mértéke az életkorral né, még
korabban Cabaret irta le (Cabaret, 1982).

Hazai viszonylatban el6szor Kassai vizsgalta 1955-ben a X. obvia csigak Protostrogylus-
fertézottségét (Kassai, 1956). Aprilistol oktoberig havonta gytijttte a koztigazddkat egy
torokbalinti juhlegelon. A nyari hdnapok mintdinak vizsgélata sordn figyelte meg a végleges

gazdara nézve fert6z0 larvalakokat, igy megerdsitést nyert Davtjan kordbbi elmélete is, aki azt
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allitotta, hogy a csigdk fertdzodésre a tavaszi honapokban kezdddik, és ennek maximumat
augusztus-szeptemberben éri el, figyelembe véve a larvak atalakuldsukhoz sziikséges id6t
(Davtjan, 1950).

A magyarorszagi leporidak tiidoférgességében szerepet jatszo koztigazdakrdl szamos
megfigyelést irt le Csobai és Majoros. A koztigazdak gyljtését foleg Kiskunfélegyhaza mellett
végezték ¢és az Osszesen vizsgalt 170 darab X. obvia csigabdl 51 egyed hordozott
Protostrongylus-larvakat. A fert6zott egyedek talpaban legtobbszor 1-2 larvat lehetett 1atni, de
eléfordult, hogy 20-nal tobb fejlodési alak is lathatd volt. A csigak testébol aktiv larva-

kivandorlast nem tapasztaltak (Csobai és Majoros, 2011).



4, Célkituzések

A nyulak tidoférgekkel valo fert6z6dés koriilményeirél a mai napig nem sziiletett
konszenzus a kutatok kozott. Europaszerte szdmos kutatocsoport vizsgalta ezt a témat és ennek
megfelelden sok elmélet is sziiletett magyarazatként, &m egyeldre nem tudtadk bizonytani
azokat. A Parazitologiai és Allattani Tanszék munkatarsai évek ota folytatnak vizsgalatokat a
nyulak gocos tiidoférgességét el6idézo parazita tanulmanyozasaval.

A kutatashoz 2018. majusaban csatlakoztam, igy az elmalt masfél évben rendszeresen, 2-3
hetente voltam a Tétényi-fennsikon, terepszemlén és vizsgalati anyagot gytjteni. A fennsik
idealis valasztasnak bizonyult a megkdzelithetdsége miatt. Emellett forgalmas utakkal
koriilhatarolt, igy az itt €16 mezei és tiregi nyul populacié zartnak tekinthetd.

A munkat fennsikon €16 koztigazddk és nyulak természetes ¢l6helyeinek megfigyelésével
kezdtem, majd trtléket, fiivet és csigakat gylijtottem meghatarazott helyekrdl. Els6sorban a
fert6zottség mértékét szerettem volna felmérni a Tétényi-fennsikon, késdbb a nyulak
fertdzodésének modjat tanulmanyoztam. A kutatdsaim soran az alabbi kérdések
megvalaszolasat tliztem ki célul: van-e tényleges Osszefliggés a csigak fejlettsége és a benniik
talalhato protostrongylida-larvak szama ko6zott? Ha nem a koztigazdak életkora, akkor milyen
tényezOk befolyasoljak a fertézottség mértékét? A szezonalis valtozasok vagy a csigak életkora
az er6ésebb mddosito tényezd?

A végleges gazda fert6zddésének koriilményeit vizsgdlo szakirodalmak gyakran egymasnak
ellentmond6 tényeket allitanak. A kutatok egyik csoportja azt feltételezi, hogy a végleges
gazdat fertdzni képes harmadik stadiumt larva aktivan furja ki magat a csiga talpabodl, mig egy
masik elmélet szerint a tiid6féreg larvak a csiga izmos talpanak mozgasa soran, passzivan
préselddnek ki. Ismerve a koztigazdaban ¢€16skodd tiidoféreg larva kiilvilagon valo tulélési
esélyeit, tobb kérdés is felvetdédott. Akar aktiv, akar passziv modon torténik is a kiszabadulas,
mennyi esélye van a larvanak fogékony gazdaallatra talalni? A kérdés megvalaszolasara a

nyulak és csigak altal preferalt tertilekrdl flimintat is gylijtottiink.
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5. Anyag és Modszer
5.1. Terepi vizsgalatok a Tétényi fennsikon

5.1.1. Bélsarminta gyiijtése

A fert6zottség feltérképezéséhez a Tétényi-fennsikon €16 tiregi €s mezei nyul populaciotol
két-haromheti rendszerességgel friss hullatékokat gytijtottem. Az elsé terepszemlék alkalmaval
megfigyeltem a teriileten €16 nyulak iritési szokasait, és feltérképeztem a nyulak altal
gyakrabban latogatott iirité helyeket, a ,,latrinakat” és az ott elhullajtott, friss bélsargolyokat
Osszegyljtottem. A fennsikon szdmos helyen taldltam elszortan iirtiléket, illetve kisebb és
kevésbé preferalt latrindkat, végiil rendszeresen 7 helyrdl szedtem a mintékat. Igy a fertzottség
mértéket honaprol honapra nyomon tudtam kovetni, hiszen a gyakrabban hasznalt
iiritéhelyeken mindig taldltam friss bélsarat. Annak érdekében, hogy mindig a megfeleld

latrinakhoz talaljak, el6zetesen GPS rendszerrel bemértem azokat (1. abra).

1. abra: A Tétényi-fennsikon vizsgalt nyulak altal hasznalt latrinak helyei

Az itt talalhato triiléket a kezemre htzott, tiszta miianyag zacskoval fogtam meg, majd azt
kiforditottam ugy, hogy a bélsarat magaba foglalja. A zacskot kiszaradas megakadalyozasara
légmentesen lezartam. Kiemelten figyeltem arra, hogy csak a friss, 12 6ranal nem régebbi
(olajbarna, tomott) bélsargolyokat szedjem fel. [A friss bélsar olajbogyd szinli és kemény
tapintati.] A zacskot lezarasa utan felcimkéztem, amire rairtam a pontos datumot és teriiletet,
ahonnan a bélsargolyokat gyiijtottem.

Az igy nyert mintakat 24 6ran beliil a Parazitologiai és Allattani Tanszék laboratériumaba

szallitottam. Osszesen 15 alkalommal végeztem hullaték minta gytijtést az év soran.
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5.1.2. Fliminta gytijtése

A fimintdk gyijtését a fennsik tobb, mint 20 kiilonbdz6 tertiletérdl sikeriilt megvaldsitani.
Elsddleges szempont volt, hogy ez olyan helyekrdl torténjen, ahol a korabbi tapasztalatok
alapjan strti csigapopulacio €l, illetve ahonnan a latrinak kozelsége miatt szamitani lehetett az
els6 stadiumu larvak megjelenésére. Eszkozként ollot és kést hasznaltam, igyekeztem a talajhoz
minél kdzelebb vagni, hiszen a fiatalabb, 2-3 mm héjatmérdju csigak altalaban csak a fii tovéig
masznak fel. Az igy levagott szarakat zacskoba tettem, és innen rogton a Parazitologiai és
Allattani Tanszék laboratoriumaba szallitottam. Osszesen 200 liternyi lagyszard novényt

gyljtottem.

5.1.3.Koztigazda csigak eléfordulasanak vizsgalata a Tétényi-fennsikon
A fert6zottségben szerepet jatszo koztigazdak, kivaltképp a lapos kordcsiga (X. obvia)
gyljtését a bélsarmintakkal egyidében kezdtem meg. A tanszék munkatarsai a Tétényi-fennsik,
Balatoni uthoz kozelebb esd teriiletén tobb, mint 14 csigafajt talaltak mar, de ezek eloszlasa

nem volt egyenletes (1. tablazat).

te?tri{’:l’ijettiiiitlt( :)irg:ef:g?gbin Atlagos héjatméré Gyakorisaga a teriileten
Punctum pygmaeum 1 mm Nagyon ritka
Truncatellina cylindrica 2mm Ritka
Vallonia costata 2,5 mm Nem til ritka
Vallonia pulchella 2,5 mm Nem tal ritka
Pupilla muscorum 3 mm Ritka
Cochlicopa lubricella 4 mm Ritka
Granaria frumentum 7 mm Gyakori
Chondrula tridens 9 mm Ritka
Helicopsis striata 12 mm Nagyon ritka
Xerolenta obvia 20 mm Gyakori
Zebrina detrita 25 mm Szorvanyos
Deroceras reticulatum 25 mm Ritka
Cepaea vindobonensis 30 mm Szorvanyos
Helix pomatia 40 mm Szorvanyos

1. tablazat: A Tétényi-fennsikon €16 csigafajok és azok eléfordulédsa

(Dr. Majoros Gabor kozlése alapjan)
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A fert6zottség kialakitdsaban egyébként szdmos mas csigafaj szerepét is kimutattak, de a
nagyobb méretii csigak koziil a fennsikon a tavalyi év soran féleg a X. obvia fordult eld, igy a
2018-ban gyiijtott és vizsgalt csigak talnyomo tobbségét ez alkotta. Erdekesség, hogy idén
harom alkalommal végzett terepszemlém soran némely helyen a zebracsiga (Zebrina detrita)
volt a gyakoribb, igy abbdl is gyiijtéttem 20 példanyt.

Az altalam tanulmanyozott X. obvia a fennsikon elszort foltokban, kisebb populaciokban él.
Egy-egy ilyen teriileten akar tobb széz kiilonb6z6 méretii és életkora csiga talalhato, de a nagy
egyedstiriiségli foltok hatdran kiviil viszont egyaltalan nem fordul eld. Aktivitasukat foleg a
reggeli oOrakban, illetve naplementét kovetéen figyeltem meg, ugyanis a szarazsagot és a

meleget nem tiirik, igy féleg reggelente vagy esténként tortént a mintavételezés is.

5.1.4. Koztigazda csigak gyiijtése
Tobb, mint 2000 csigat sikertiilt 6sszeszednem a nyul-latrinak kozelébol, ezek egy része csak
ires héj volt. A gylijtést igyekeztem mindig kora déleldtt, vagy késé délutan-kora estére
id6ziteni, amikor a csigdk fokozottabb aktivitdsa miatt konnyen észrevehetdek. A nyari nagy
szarassagok idején ez kiemelten igaz volt, am egy borus, csapadékosabb hétvégén a nap
barmely szakaszaban lehetett szedni 6ket. Az év elsd felében foleg a lagyszara ndvények szaran
¢s levelén, majd a nyar kezdetétdl a szdraz, vastagabb szaratmérdjli korokon taldlhatéak meg.

A 2019-es évben 3 alkalommal voltam a fennsikon mintakat gyijteni (2. tablazat).

Gyiijtés idopontja Gytijtott csigak faja Gyljtatt esigak
példanyszama (db)

2018. 05. 12. X. obvia 123
2018. 05. 27. X. obvia 367
2018. 06. 10. X. obvia 96
2018. 06. 24. X. obvia 78
2018. 06. 24. Z. detrita 5
2018. 07. 21. X. obvia 196
2018. 07. 21. Z. detrita 6
2018. 08. 26. X. obvia 143
2018. 08. 26. Z. detrita 3
2018. 09. 16 X. obvia 67
2018. 09. 30. X. obvia 129
2018. 09. 30. Z. detrita 2
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2018. 10. 12. X. obvia 260
2018. 11. 02. X. obvia 125
2018. 11. 02. Z. detrita 4
2018. 11. 03. X. obvia 84
2018. 11. 11. X. obvia 15
1703
Osszesen [20 Z. detrita és
1683 X. obvia]

2. tablazat: A tavalyi év soran gyiijtott koztigazdak

5.2. Laboratoériumi vizsgalatok

5.2.1.Larva izolalasa

A nyulak bélsarabol és a teriileten gytijtott lagyszart ndvényekrdl az elsd stddiumu larvakat
Baermann-féle larvaizolalassal mutattam ki. A moddszer a larvak hidrotropizmusan alapul,
miszerint az iiriilékben talalhato elsé stadiumu féreglarvak vizzel érintkezve elhagyjak azt, és a
vizben leiilepednek az edény aljara, mivel iszni nem tudnak.

Gyermekokolnyi mennyiségi bélsarat harisnyaba csomagoltam, azt a tengelye koriil
megtekertem ¢és a harisnyat ujra rdhiiztam a csomoéra. Ezt a miiveletet még haromszor
megismételtem. Ekkor a tobbrétegii nejlonharisnya lyukatméréje 50-150 mikrométer volt. A
csomagot ezutan egy 250 ml {rtartalmu talpas, csticsos feneki iilepité poharba helyeztem, és
annyi langyos vizet ontottem ra, hogy a becsomagolt mintat teljesen elfedje, de elmeriilni ne
tudjon. Minimum 2, de maximum 24 orara napsiitotte helyre helyeztem a poharat, mert a
napfény, illetve a meleg viz fokozza a larvak aktivitasat. Az iilepitési 1d6 leteltével a mintat a
szitaszovettel egylitt eltavolitottam a poharbdl, iigyelve arra, hogy a pohar tartalmat ne
kavarjam fel. Ez id6 alatt a larvak folyadék hatasara, a szlir6ként funkcionald harisnyan at
elhagytak a bélsarat, és a pohar aljara keriilnek. A kovetkez6 1épésben egy 1 ml-es pipetta
szlikebb végét az iilepitd pohdr aljan Osszegytilt iiledékbe meritettem. A tadgabb, felsd végét
befogva 0,2-0,3 ml folyadékot engedtem a pipettidba. Ugyeltem r4, hogy a folyadék a lemez
szélérdl ne folyjon le. A fertdzottség megfeleld kimutatdsa érdekében tobb targylemezre is
cseppentettiink, igy nagyobb eséllyel talaltuk meg a larvakat.

Ugyanezen a modon vizsgaltam meg a fiimintékat, csak azokbol labda nagysagu, harisnyéaval
bevont csomagokat készitettem, és vodorben aztattam. A vodorben képzddott tiledéket csticsos

poharakba ontottem, és pipettaval szippantottam fel a mikroszkopos vizsgélat céljara.
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A targylemezekre helyezett cseppeket fénymikroszkop alatt vizsgaltam tovabb. Ehhez 40-
60x-o0s nagyitast alkalmaztam, hiszen mar ekkor is megfigyelhetd a larvak élénk mozgasa a
folyadékban. Mivel a talajban nagyon sok, nem parazita ¢letmodot folytato fonalféregfaj él, igy
a vizsgalat sordn ezek is megtalalhatoak. A tiid6féreg larvak és az elébb emlitett szabadon €16
férgek elkiilonitése fontos volt a vizsgalat soran. Az altalam keresett Protostrongylus larvak
talajlako, szabadon €16 férgek nyeldcsovének proximalis vége kidudorodo, rhabditiform, ami a
nyeldcsovon taldlhatd, gdmbolyded bulbusrol lett elnevezve. Elébbi esetben a nyeldcso
fonalszer(i, ami csak folyadékok felvételére alkalmas, igy a parazita larva a kiilvilagon nem
taplalkozik. A rhabditiform nyeldcsével rendelkezd férgeknél ez fontos szerepet jatszik a
szilard képletek, pl. baktériumok, egysejtiiek elfogyasztisaban. A nyeldcs6 megfigyelése
nehézségekbe iitkdzhet, hiszen a larvdk a fénymikroszkép lampaja altal felmelegitett
targylemezen sokszor nagyon aktivan mozognak. Ha a targylemezen 1évé folyadékra 1-2 csepp
jod-oldatot cseppentettem, a larvak megbénultak. A szabadon ¢16 nematoda-larvak az oldattol

sarga szintire festodtek, mig a tiidéféreg larvak teljesen attetszoek maradtak: tivegszert testiik

crer

5.2.2. Koztigazda csigak fert6zottségének vizsgalata

5.2.2.1. K16 csigak vizsgalata
A begylijtott csigakat 250 ml-es, fedéllel zarhato tivegpoharba tettem és 1 dl vizzel szintiltig
felontottem, majd lezartam. Par 6ra mulva az é16 példanyok a vizb6l menekiilve, az edény falara
¢és fedelére masztak. Ezen a moddon jol el tudtuk kiiloniteni az él6, de hazaba mélyen
visszahuzodott, illetve a szallitas kozben elpusztult egyedeket.

Az tiveg falan és a fedél tetején maszo csigak kinyUjtott talpat egy nagyitod segitségével
vizsgaltam, keresve a szabad szemmel is lathato, barna szinti, felcsavarodott 0,2-0,3 mm-es
larvakat (5. abra). Forrasban 1év6 vizbe meritéssel eloltem a csigakat. Minden csigat 70%-0S
etil-alkoholban konzervaltam, de a fert6zottnek talalt példanyokbol mélyhiitében helyeztem el

DNS-kivonasra, majd PCR vizsgalatra alkalmas allapotban néhany példanyt.

5.2.2.2. Konzervalt csigak vizsgalata
A csigak héjatmérdjét alkoholbdl kivéve egyenként tizedmilliméter pontossaggal
sztereomikroszkop segitségével lemértem, majd a héjukat 6sszetortem és eltavolitottam annak
érdekében, hogy meg tudjam vizsgalni az izmos talpi részt. Ol16 segitségével elvalasztottam a

talpat és a fejet a zsigerektdl és a talpat koriilvevo kopenyt6l. Ez foleg a nagyobb, idésebb
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csigdk esetében fontos, ahol a csiga emésztotraktusdban maradt szerves tormelékek
akadalyozza a talp atlathatosagat a késébbi fénymikroszkdopos vizsgalat alatt.

A csigatalpat és fejet egy alkoholos filccel eldre felszamozott sejttenyészté edény
(microplate) rekeszeibe helyeztem, amibe egyszerre 24 mintat tudtam tenni. Ezt kovetéen 1:4
aranyban vizzel higitott tejsavat 6nt6ttem rajuk, a csiga méretétdl fiiggéen annyit, amennyi a
szervdarabot éppen elfedte. Erre a miiveletre azért volt sziikségem, mert az igy tarolt talpak a
tejsav hatasara 2 nap mulva attetszokké és puhakka valtak. A folyamat gyorsitasa érdekében
meleg szaritoszekrénybe tettem a talcakat, aminek hatasara a csiga talpaban 1év6 viz hamarabb
el tudott tavozni, és helyét a tejsav tudta atvenni.

A talpakat a rekeszekbdl kivéve egyesével két targylemez kozt Osszenyomtam és
fénymikroszkop alatt, 40x-es nagyitas alatt vizsgaltam. Meghataroztam a benniik 1évo
tiidoféreg larvak szdmat, fejlettségi allapotukat. A barna szinii, harmadik stddiumu larvakat
sokszor mikroszkdp nélkiil, szabad szemmel is konnyen észrevettem. A masodik stddiumu
larvak megtalalasa nehezebb volt, mert kutikuldjuk szine teljesen attetszd, ezért csak a féreg
korvonalat lehetett 1atni. Minden példanyban megszamoltam a féreg larvak szamat, és ezeket
az adatokat a héjak mérete szerint csoportositottam.

Logisztikus regresszioval vizsgaltuk a csigdkban talalt larvak mennyiségét a héjatméro és a
gyljtési 1do fiiggvényében. A modellillesztés els6 1épéseként a két magyarazé valtozot, és ezek
interakcidjat is belevettik a modellbe, majd egyesével eliminaltuk a nem szignifikans
valtozokat. Az elemzésekhez a ,,Language and Environment for Statistical Computing 2019”

programot hasznaltuk (R Core Team, 2019).
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5.3. Lott iiregi és mezei nyul tiidok vizsgalata
A férgek azonositasahoz az orszag tobb pontjarol kaptam 16tt tiregi és a mezei nyul tiidoket

(3. tablazat).

Datum Honnan Faj Mennyiség (db)
2018.11.12 Szeged Mezei nyul 14
2018.12.02 Hansag, Bosarkany Mezei nyul 30
2018.12.26 Tétényi fennsik Mezei nytl 1
2019.01.19 Hanséag, Bésarkany =~ Mezei nyul 1
2019.03.11  Sopron Uregi nytil 1
Osszesen: 47

3. tablazat: A vizsgalt nyul tiidok szama és szarmazasi helye

A tiidokben tomott gocokat és azokban kifejlett férgeket kerestem (2. abra). Ezekre a
terliletekre rametszve és arra egy targylemezt nyomva lenyomati készitményeket is csinaltam,
majd fénymikroszkop alatt kerestem a petéket és a larvakat, amelyek a kifejlett férgek jelenlétét
jelezték. Hegyes csipeszekkel fellazitottam a tiidé allomanyat és a benniik talalhato
cérnavékony, adult férgeket targylemezre 6vatosan kiemeltem. A morfologiai vizsgélathoz és
a két faj elkiilonitésére a himek parzoszerveit hasznaltuk. Az identifikdcidé megerdsitésére
néhany adult férget tettiink félre DNS-kivonasra és PCR vizsgalatra. Elészor 70%-0s etil-
alkoholt tartalmaz6 Eppendorf-cs6be tettem azokat, amit tanszéki mélyhiitében helyeztem el.

2. abra: Mezei nyul tiid6jének boncolas soran talalt, tomatt tapintata gocok.
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5.3. A larvak és a kifejlett férgek elokészitése PCR vizsgalatokra

A boncolés soran izolalt férgeket a fénymikroszkop alatt végzett morfologiai azonositas
utan molekularis modszerekkel is vizsgaltuk. Az iiregi ¢és mezei nyual tidéférgeinek
elkiilonitésére a koztigazda csigakbol kiszedett larvak és a boncolds soran nyert adultok 28S
riboszomalis RNS-ét kodolo és a riboszoma ITS (internal transcribed spacer) részét kodolo
DNS génszakaszt hasznaltuk, mert ennek a két génszakasznak a szekvencidja a fajok
elkiilonitésére hasznalhatd a Nematoddk esetében. A nukleinsav megsokszorozasara ¢és
azonositasara PCR technikat valasztottuk, ami alkalmas a specifikus nukleinsav szekvenciak in

vitro sokszorozasara, illetve akkor is alkalmazhato, ha a minta kis mennyiségi DNS-t tartalmaz.

A molekularis vizsgalatot Lesage és munkatarsai altal publikalt médon végeztiik (Lesage
et al, 2014). Az els6 feladat a DNS kivondasa volt. Annak kideritésére, hogy a reakciok alapjat
képz0 minta, és annak allapota, mennyire befolydsolja a végeredményt, tobb eldkészitési
modszert is kiprobaltunk. El6szor a konzervalt csigatalpakbdl kigyiijtott 4 larvat 70%-0s etil-
alkoholban mostuk, majd a késébbiekben részletezett modon eltavolitottuk az alkoholt. Ebben
az esetben kivancsiak voltunk, hogy az etil-alkohol milyen mértékben modositja az
eredményeket. Alkoholos kezelés nélkiili csigatalpakbol kipréselt tovabbi 6, illetve 8 larvat
fedd- illetve targylemezre széritottunk. Ezen feliil egy 20 illetve 2 darab larvat tartalmazo
csigatalpat egészben a larvakkal egyiitt konzervaltuk ¢és dolgoztuk fel. Végiil a csigabol post
mortem kiszabaditott, majd alkoholba tett 10, illetve 11 larvat tartalmazo két mintat is
megvizsgaltunk. A négyféle modon kinyert és konzervalt larvak kimutathatdé nukleinsav

tartalmat 0sszehasonlitottuk.

Az etil-alkoholban fixalt, kifejlett férgeket el@szor targylemezre helyeztiik. Annak
érdekében, hogy az alkohol a késObbi reakcidkat ne zavarja, tobbszor desztillalt vizet
pipettaztunk a mintara, majd itatospapiron leitattuk a felesleget. Ezzel a miivelettel az etil-
alkoholnak csak egy részétdl szabadultunk meg, ezért a férgeket 200 pl desztillalt vizet
tartalmazo Eppendorf csdvekbe helyeztiik. Fél ora elteltével, amikor a vizsgalati mintak a cs6
aljara siillyedtek, megszabadultunk a maradék alkoholtol is. A férgek testét tiszta Eppendorf
cs6be helyeztiik.

A DNS kivonasahoz és megsokszorozasahoz a ,,QIAamp DNA mini kit”-et alkalmaztuk, a

gyartok altal javasolt 1épések szerint.

A larvéakra és a férgekre 200 pul ALT puffert és 20 pl protein-kinazt pipettaztunk. Az igy
eldallitott szuszpenzidt 10 masodpercig az asztali keverdgépen 6sszekevertiik, majd 60 °C-0s

inkubatorba helyeztiik 1 orara. A folyamat végén nyert attetsz6 oldatra 200 pul AL puffert
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mértiink ra, mely megallitotta az enzimatikus folyamatokat. A megemésztett anyagokra tovabbi
200 pl abszolut etanolt pipettaztunk és 10 masodpercig asztali keverdgépen alaposan
Osszekevertiik, majd DNS-koto filtert tartalmazo, mini centrifugacsévekbe toltottiik at. A
mintat 2 percig 15000 G gyorsulassal centrifugaltuk asztali centrifugaban és az igy
visszamarado folyadékot pedig kiontottiik. A nukleinsav megkotddése utan fennmarado
szennyezd anyagokat egymas utan kovetkez6 mosasi 1épésekben tavolitottuk el. E16szor 400 pl
mosopuffer 1-et adtunk hozza, majd 15000 G gyorsulassal, fél percig centrifugaltuk. Utana 400
ul mosopuffer 2-vel, 15000 G gyorsulassal 3 percig mostuk. A centrifugaléds utan a feliiluszot

mind a két esetben ledntottiik a mintarol.

A filteren 1év0 nukleinsavat eluciés pufferben oldottuk le. Egy tiszta Eppendorf csovet
helyeztiink a filter ala, és 100 pul AE jelzésti oldatot mértiink rd, majd allni hagytuk
szobahdmérsékleten 1 percig, majd 1 percig centrifugaltuk 15000 G gyorsulassal. Az igy nyert
leoldott, tisztitott nukleinsav kozvetleniil felhasznéalhatd volt a tovabbi folyamatokhoz, illetve

+4 °C-on tarolhato a késobbi felhasznalas céljara.

A reakcidkhoz sziikséges primereket Lesage és mtsai altal irt cikk alapjan készitettiik eld
(Lesage et al, 2014). A tovabbi reakciokhoz Dream Taq mastermix-et alkalmaztunk, amely
0,625 egység mesterségesen modositott Taq DNS-polimerazt, 1-szeres reakciopuffert, 1,5
mmol MgClI2-ot és 0,2 mmol dNTP-t tartalmazott.

Az igy nyert PCR termékekben 1évé DNS jelenlétét agaroz gélben, gélelektroforézissel
detektaltuk. A 1,5%-os gél elkészitésé¢hez 1,8 g agardz port és 60 ml IX TBE oldatot
hasznaltunk. A keveréket masfél percig mikrohulldma siitdben felforraltuk, majd folyo viz alatt
fél percig hitottiik. A még folyékony gélhez 5 ul etidium-bromidot Ontottiink, ami igy
megfestette azt. A gélt futtatd kadba toltottikk és hagytuk fél 6rdig megszilardulni. A PCR
mintakbol, illetve az ismert szekvencidju P. oryctolagi és P. pulmonalis primerekbdl, a
kontrollként miik6dd, nukleinsavat nem tartalmazé premixbdl, és a nukleinsavak hosszusagat
mérd DNS keverékbdl kimértiink a gél feliiletén 1€vo aprd véjatokba, majd egy oraig futtattuk
azokat. Az igy kapott DNS csikokat UV megvilagitas alatt detektaltuk. Azokat a mintékat,
amelyek DNS-e a pozitiv kontrolloknak megfelelé magassagban voltak, az MTA Szegedi
Biologiai Kutatokozpontba kiildtiik szekvendlasra. Az igy kapott szekvencidkat a GenBank

adatbazisaval 6sszehasonlitva azonositottuk.
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6. Eredmények

6.1. Terepszemle eredménye

A terepi vizsgélataimat a Tétényi-fennsikon végeztem, ami a fovarostdl minddssze 15 km-
re talalhato, a Duna-Ipoly Nemzeti Park részeként szamontartott természetvédelmi teriilet. A
felszinét boritd talaj és novényzet rendkiviil valtozatos, egyes teriiletein csupasz mészko
foltokkal tarkitott, mashol bozétosokkal koriilvett sztyeprét. Az itt talalhatdé novénytakarot
szamos gyepalkotd lagyszari novény, természetes eredetli €s telepitett cserje hozza létre. A
tiidéférgességben szerepet jatszo koztigazda csigdk nyaranta féleg a pazsitfiivek és a kétszikli
lagyszaraak szaran, levelén, vagy azok tovében talalhatoak meg (3. abra). Altalaban a nap
hlivosebb iddszakaban, illetve esds, parasabb iddjaras esetén mozognak. Szaraz idében akar

napokig, s6t hetekig is mozdulatlanok lehetnek.

3. abra: A koztigazda,X. obvia természetes él6helyén

o

:“7
{ A

A Tétényi-fennsikon eddig dsszesen megfigyelt 14 fajt az eléfordulasukat tekintve két
csoportba lehetett sorolni. Vannak a ritkan el6fordulo, kisebb héjatméréji fajok, illetve a
szorvanyosan, vagy gyakran fellelhetd, nagyobb atmérdvel rendelkezd csigak. A fert6zés
kialakitasaban szerepet jatszo Protostrongylus larvakat a korabbi vizsgalatok soran csak a
Xerolenta obvia és Cepea vindobonensis csigakbdl sikeriilt kimutatni (Majoros et al, 2019),

ezért a gyakori és gyakran larvakat is tartalmazo X. obvia volt a vizsgalat alanya.
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A fennsikon a X. obvia eloszlasa inhomogénnek tekinthetd. Terepszemléim soran altalaban
100-200 egyedbdl allo, néhany négyzetméternyi teriileten szétszorodott egyedekbdl alld
populaciokat figyeltem meg, és ezek teriiletek egy éven beliil nem valtoztak.

A fennsikon az nyulak folyamatosan jelen voltak, amit a friss hullatékot tartalmazé latrinak
bizonyitottak. A vizsgalatok id6szakaban rendszeresen talaltam frissen kotort nytl iiregeket a
bozotosok kozelében, és gyakran latogatott latrindkat a sziklagyepek kozepén. A nyulak altal
gyakran latogatott latrindkban €16 koztigazdakat nem sikeriilt gy{ijtenem, de el6fordult, hogy
az Uregi nyul latrinaiban vagy a mezei nyul hullatéka mellett iires csigahazakat talaltam (4.
abra). llyen esetben nem lehetett eldonteni, hogy a csiga a mar a bélsar liritésekor azon a helyen

volt-e, vagy azutan kertiilt oda.

4. abra: A friss nytl-bélsarkupac mellett talalt X. obvia iires héja

6.2. Koztigazda csigak fert6zottsége

6.2.1. Az €10 csigak vizsgalatinak eredménye
A laboratériumba valo szallitds utan életben maradt csigdk, a viztdl menekiilve, a pohar
sz¢élére és a fedd tetejére masztak fel. Kinyajtott talpukban barna pontokként lehetett latni a
harmadik stadiumu larvakat (5. abra). A csigak mozgasa folyaman larvakivandorlast nem

tapasztaltam.
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5. abra: Az ¢l6 X. obvia csigék talpanak felszinén sotétbarna pontok formajaban

attiinnek a harmadik stadiumu, Protostrongylus larvak.

6.2.2. Csigak boncolasanak és fénymikroszkopos vizsgalatanak eredménye
A tavasztol 6sz végéig dsszesen 1701 X. obviar gytijtottiink, amelyek koziil 205 egyed volt
fertdzott. A fertézott példanyokbol 165 tartalmazott 1-5 darab harmadik stadiumu larvat, 19
egyedben talaltunk 5-10 darabot, és 21 csiga talpizomzataban 10 darab feletti larvat szamoltunk.
(4. tablazat).

1-5 darab larva 5-10 darab larva 10 darabnal tobb

larva
Fertozott 165 19 21
koztigazdak
szama

Osszesen: 205 darab
4. tablazat: A fertdzott koztigazdak megoszlasa a larvaszamtol fliggéen

Majus honapban a legtobb fert6z6 stadiumu larvat a 4,5 mm héjatmérdvel rendelkez6 csigak
tartalmaztak, Osszesen 15 egyed, mig juniusban a 8-9 mm atmérdjiick voltak a
legfert6zottebbek. Augusztus végére a leginkabb fert6zott csigdk héjanak atmérdje 10 mm-re
nétt. A legtobb larva, amit egy augusztus 26-an gytijtott, 10 mm héjatmérd;li csiga talpaban
szdmoltam, 115 példany volt. Oktébertdl kezdddden a csigak héjanak novekedésével aranyos
modon csokkent a fertézottség mértéke. Ebbdl a honapbol szarmazod 260 X. obvia csigabol
minddssze 11 volt fertdzott, tobbségében 1 larvat taldltam benniik. Novemberben 228 vizsgalt

csigabdl 5 bizonyult fertézottnek.
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A csigak atlagos héjatméréje novekvo tendenciat mutatott a honapok soran (5. abra). A
tavaszi honapokban a kisebb, 5 mm alatti atmérdvel rendelkez6 csigak voltak a gyakoriak, mig
0sz felé kozeledve mar 10 mm alatti hé¢jatmérdjii csiga nem is fordult eld a gyiijtott példanyok

kozott.

6. abra: A fert6zott és nem fertdzott csigak atlagos héj atmérdjének valtozasa az

eltelt id6 fiiggvényében.
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7. abra: A X. obvia csigak gyijtésének ideje és a fertdzottségiik kozotti

Osszefliggés.
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8. abra: A X. obvia csigak héjnagysaga és a fertézottségiik kozotti osszefliggés
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A felallitott statisztikai modellek alapjan egyediill a gyijtés idOpontjanak volt

szignifikans (p=0.121) hatasa a fert6zottség valosziniiségére (6. abra). A protostrongylida
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larvak el6fordulasa a meleg nyari honapok, illetve szeptember soran volt leginkabb
megfigyelhetd. Bar a csigak az év folyaman ndvekedtek (8. abra), a héjatmérd és a fertdzottség
kozotti Osszefiiggés nem volt bizonyithatd, mert mind a fert6zott és nem fertézott csigdk

esetében az atlagos héjatmérd 10 cm koriili értékre esett (7. abra).

A konzervalt csigak talpa a tejsav hatasara par nap alatt puha és attetszo6 lett. A fert6zott
példanyok izomzataban legtobbszor barna szind, feltekeredett, bordazott kutikulaju, harmadik
stadiumu Protostrongylus-larvakat lehetett latni (9. abra), de ritkan, fleg a nyar elején vizsgalt
csigakban, atlatszo, 2. stadiumu larvakat is talaltam. A csigdkban altalaban vagy csak 2.
stadiumt, vagy csak 3. stadiumu larvat figyeltem meg, egy példanytol eltekintve, amelyben
mindkét fejlettségi allapotu larva eléfordult. A talpon kiviil a csiga egyéb szervében fejlodési
alakokat nem lattam. A fert6zottség a 10-12 mm atmérével rendelkez6 csigakban, dsszel volt a

legintenzivebb.

9. abra: X. obvia csiga talpaban talalhato, bordazott kutikulaval rendelkez6

harmadik stddiumu larva (Dr. Juhasz Alexandra felvétele)

6.3. Harmadik stadiumu larvak izolalasanak eredménye fiiszalrol

A fluvek aztatasara hasznalt viz iiledékéb6l mintat vettiink és fénymikroszkop alatt
vizsgaltuk, de tiid6féreg-larvakat egy alkalommal sem tudtunk abban kimutatni. Ezzel
ellentétben a mintak sok szabadon €16 fonalféreg-larvat tartalmaztak, amelyeket rhabditiform

nyeldcsoviik €s szemcesés bélcsatornajuk alapjan ismertiink fel.
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6.4. Az iiregi és mezei nyulak fertézottsége

6.4.1. Els6 stadiumu larvak megfigyelése fénymikroszképpal
A Tétényi-fennsikon €16 iiregi és mezei nyul latrindk bar télen és nyaron is tartalmaztak
iriiléket, viszont a koztigazdat fert6zni képes, elsd stadiumu larvakat csak majus és november
kozotti idészakban tudtuk abbdl izolalni. (10. abra). A mintakban ezen kiviil mas parazitakat
is talaltunk, példaul Passalurus-, Cittotenia-, Dicrocoelium-, Trichuris- és trichostrongylida-
fajok fajok petéit.
10. abra: A nyul bélsarabdl izolalt, livegszeriien atlatszo tiidéféreg larvak. (Dr.

Majoros Gabor felvétele)

6.4.2. Boncolasi eredmények

Osszesen 47 nyul tiidejének vizsgalatara nyilt lehetéségiink, amibél 46 szarmazott
mezei nyulbol, 1 pedig iiregi nyalbol. A Szeged kornyékérdl szarmazod mezei nyul tiidék
mindegyikében talaltunk gocos elvaltozasokat és férgeket is. Ezekbdl a szervekbdl 14 P.
oryctolagi férget sikeriilt izolalnunk. Az orszag nyugati részérél (Hansag, illetve Sopron)
szarmaz6 tiidokben nem talaltunk jelentds fert6zottségre utalod jeleket, de 3 P. pulmonalis
példanyt gyjtottiink belSlik. A P. oryctolagi példanyok gubernaculumanak vége a fajra
jellemzoen aprd dudorokat viselt (11. abra), mig a P. pulmonalis példanyoknal ez a képlet
teljesen sima felszini volt. A Tétényi-fennsikrdl szarmazd egyetlen mezei nyul tiidejébdl nem

tudtunk Protostrongylus-férgeket kimutatni.
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11. abra: P. oryctolagi him farki vége. A vizszintesen all6 barna villa a

gubernaculum, aminek vége fogazott oldalu (Dr. Majoros Gabor felvétele)

6.4.3 A férgek és larvak DNS vizsgalatanak eredményei

Az ITS-t és a 28S génszakaszok vizsgalata megerdsitette, hogy a Szeged melldl
szarmaz6 mezei nyulak tiidejében talalt férgek P. oryctolagi példanyok voltak, mig az orszag

nyugati felébdl szarmazo tiidokben P. pulmonalis-t mutatott ki a molekularis vizsgalat.

A Tétényi-fennsikrol gyijtott, X. obvia csigak talpabol kinyert és molekularis
vizsgalatra félretett larvak mindegyikébdl a P. oryctolagi faj jelenlétét igazolta a szekvenciak

Osszehasonlitasa.
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7. Kovetkeztetések

Vizsgalatainkkal a témaban korabban ismert szakirodalmi adatokat tobbnyire megerdsiteni
tudtuk. Azt tapasztaltuk, hogy természetes koriilmények kozott az idésebb, nagyobb
héjatmérdvel rendelkezd csigdk larvahordozasa sokkal gyakoribb jelenség, mint a kisebb
atméroji, juvenilis egyedek esetében. Ennek alapjan kimondhat6 lenne, hogy a tiidoférgesség
fenntartdsaban a nagyobb testii csigadknak van szerepiik. Mégis ugy tlinik, hogy a fert6zottség
kialakulasat nem csak a csigak mérete és életkora, de az életmodjukat befolyasold kornyezeti
viszonyok is szabalyozzak. Lattuk, hogy a nyar folyaman a csigdk a novekedésiikkel
parhuzamosan fertézédnek, de ez nem jelenti azt, hogy a kisebb csigdkban kevesebb larva
telepszik meg, mint a nagyobbakban. A csigak aktiv idészakéban, nydron minden életkoru csiga
fertdzddni tud a larvakkal, tehat elvileg barmelyik €letkoru csiga lehet a nyulak fert6zddésének
forrasa. A szeptember utdni iddszakban gylijtott csigdkban a testméretiiktol fliggetlentil
megritkulnak a larvak, ezért feltételezhetd, hogy a csigadk 6szi viselkedésének hatdsa van a
larvak sorsdra. Ezt mi magunk nem tudtuk vizsgédlni, de példaul Cabaret és Everling
megfigyelte, hogy azokbdl a csigakbol, amelyek a fiiszalakon maszkaltak, tobb larvat lehetett
izolalni, mint azokbol a példanyokbol, amelyek inkabb a talajhoz kozel mozogtak (Cabaret és
Everling, 1987). Statisztikai elemzéseink azt sugalljak, hogy a nyar végén valamilyen esemény
torténik a csigakkal, amely drasztikusan csokkenti a larvaval fertdzott példanyok szamat.
Lehetséges, hogy a fert6zott példanyok nagyobb valoszintiséggel pusztulnak el, mint a nem
fertézottek, de az is lehetséges, hogy a csigdk egy része megszabadul a larvaktol. Az elébbi
esetben feltételezhetd, hogy a nyulak (vagy valamely maés allat?) taplalékai lesznek, vagy

spontan modon pusztulnak el. Mindezen lehetdségeket tovabbi vizsgalatoknak kell tisztazniuk.

Az a tény, hogy eltérd fejlodési stadiumu larvak csak nagyon ritkan fordulnak el6 egyszerre
ugyanazon csiganak a talpaban, azt tamasztja ala, hogy a koztigazdak életiik soran tobbnyire
csak egy alkalommal taldlkoznak az elsd stddiumu larvakkal, amikor megfertézddnek. Az a
tény viszont, hogy egy csigaban kiilonb6z6 kort larvak is eléfordulhatnak, arra utal, hogy a
csiga nem valik immunissa az ismételten bekovetkezd fertézésekkel szemben. Az immunitas
alacsony szintje valdszinitlenné teszi, hogy a larvakat a csiga kilokje magabol, bar ezt a

mechanizmust nemcsak az immunitds, hanem mas folyamat is el6idézheti.

A terepi vizsgalatok alapjan nem jellemzd, hogy a nyulak altal latogatott hullaték depokban, a
latrindkban csigdk maszkalnanak, ami a csigak fertdzési esélyeit rontja. Ugyanakkor a bélsarbol
kiszabadulo, els6 stadiumu larvak szarazsagtiirdé képessége kivalo szamit, mivel még a szaraz

bélsargolyokbol is minden esetben tudtuk izolalni azokat. Ezzel szemben az esbaztatta
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hullatékbol protostrogylida larvat nem tudtunk kimutatni. Lehet, hogy azok elhagyjak a

hullatékot, amikor alkalmuk nyilik ra.

A mezei nyulakban talalt tidéférgek morfologiai és molekularis vizsgalata egyarant
bizonyitotta, hogy a P. pulmonalis és a P. oryctolagi fajok nem gazdaspecifikusak, noha az
elobbi fajt mezei nyalbol, az utdbbit iiregi nytlbdl irtak le. Ez az eredmény 6sszhangban van
francia szerzOk megallapitasaival, akik mindkét féregfajt megtalaltak a mezei nyulban (Lesage
et al, 2104). A két féregfaj elterjedésében és életmodjaban lehetnek kiilonbségek, ezért

lehetséges, hogy egy adott teriileten csak az egyik vagy csak a masik faj fordul eld.

A csigdkbol kipreparalt larvakbol jol kivonhato a DNS, és a PCR reakcié miikodik abban az
esetben is, ha a csigatalpat egészben dolgozzuk fel. A larvakat boritdo harom kutikularis burok
sem akadalyozza a molekularis vizsgalatokat. A Tétényi-fennsikon €16 csigakban kimutatott P.
oryctolagi valésziniileg nemcsak az ott €16 tiregi nyulakat, hanem a mezei nyulakat is fert6zni
képes, ezért ha a bélsarbol molekularis vizsgalatokkal meghatdroznank az abban eléfordulo

larvak fajat, az nem bizonyitand, hogy az iiriiléket melyik nyulfaj hullatta.
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8. Osszefoglalo
A nyulak tiidéférgességét okozo6 protostrongylidak larvai a szarazfoldi csigakban érik el a
harmadik larvastddiumukat. Ez a larvastadium képes fertézni a nyulat. Magyarorszagon
leggyakrabban a kozonséges kordcsiga, a Xerolenta obvia hordoz protostrongylida larvakat,
koztik a nyulak tidéférgeinek larvait is. Az viszonylag konnyen érthetd, és kisérletileg
igazolhato, hogy a csiga milyen uton fert6zodik a nyul iiriilékében 1évo larvakkal, de azt még

senki sem allapitotta meg, hogy a nyulba miképpen keriilnek bele a fertézéképes larvak.

A mai napig nem sziiletett megegyezés a kutatok kozott arrdl, hogy az alapvetden ndvényevo
nyul megeszi-¢ a csigakat, vagy a larvak kimésznak a csigabdl a fiire, és ilyen modon keriilnek
az allat szajaba. Ennek a kérdésnek gyakorlati jelentésége van, mert mas egyéb, csigakat
rendszeresen nem fogyasztd allat, példaul a kutydk és a macskak, tovabba az ember is
fertdzddhet olyan larvakkal, amelyek szarazfoldi csigdkban fejlédnek. Ezért adatokat kivantunk
szerezni a larvak és a csigdk kapcsolatarol. Megvizsgaltuk, hogy a Tétényi-fennsik egyik rétjén
van-e Osszefliggés a csigak fejlettsége és larvatartalma kozott, illetve mutat-e valamilyen

szezonalitast a larvak gyakorisaga?

A tavasztol sz végéig, kétheti idokozzel Gsszesen 1701 X. obvia csigat gyijtottiink és
minden példanyban meghataroztuk a féreglarvak szamat. A csigdk fejlettségét a héjuk mérete
alapjan becsiiltiik meg. A csigdk gylijtésével egyidejiileg megvizsgaltuk a talajon heverd
nyulbélsar larvatartalmat, és két alkalommal kb. 200-200 liter térfogata fiimintat is gylijtottiink
azokrol a helyekr6l, ahol a Xerolenta csigdk maszkaltak a novényeken. Mikroszkdpos

vizsgalattal meghataroztuk a larvak fejlettségének mértékét is.

A csigahéjak mérete nem befolyasolta szignifikansan a csigaban megtelepedett larvak
szamat, de mivel a nyari honapokban és az 6sz elején gylijtott csigdkban volt a legtobb larva, a
fert6zés gyakorisaga szezonalitasra enged kovetkeztetni. A csigakkal egyidejlileg gyQijtott nyual
irtilek is foként ugyanebben az iddszakban tartalmazott larvakat, a téli honapok alatt viszont
egyaltalan nem. A nyulakat fertézni képes, harmadik stddiumu larvat a lagyszara novényekrol

sem a nyari, sem a téli honapokban nem sikeriilt izolalni.

Feltételezziik, hogy a csigdk nyari aktivitasa alatt egyre tobb larva keriil beléjiik, de minden
életkortl csigaba képes behatolni a féreglarva. Ezért arra az iddszakra, amikor a csigdk mar
tomegesen maszkalnak a fliszalakon, a kisebb és a nagyobb csigék is fertdzottek lesznek. Mivel
télen, a talajfelszinen nincsenek csigak, a larvak 6szi kulminécioja dsszefiiggésben kell hogy

legyen a nyulak fert6z6désének modjaval, ami ezek szerint iddszakos jelenség.
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9. Summary

The larvae of protostrongylid worms, which cause nodular lungworm disease in rabbits,
reach their third larval stage in terrestrial snails. Only this stage of larvae is able to infect the
rabbit. In Hungary, usually the common heath snail, (Xerolenta obvia), carries protostrongylid
larvae, including larvae of rabbit lungworms. It is relatively easy to understand and
experimentally verify the way how the snail becomes infected by the larvae getting from the
rabbit faeces, but no one has yet proved the way how infectious larvae enter the rabbit.

To date, there is no consensus among scientists whether the predominantly herbivorous
rabbit eats the snails or the larvae crawl out of the snail onto the grass and thus enter the animal's
mouth. This issue is of practical importance because other animals that do not regularly eat
snails, such as dogs and cats, and humans also can become infected with larvae that develop in
land snails. Therefore, we wanted to obtain data on the relationship between larvae and snails.
We examined whether there is a correlation between the development of snails and their larval
content in one of the meadows of the Tétényi Plateau and whether the frequency of larvae shows
any seasonality.

From spring to late autumn, we collected a total of 1701 X. obvia snails at fortnightly
intervals and determined the number of worms in each specimen. The development of the snails
was estimated on the basis of their shell size. Simultaneously with the collection of the snails,
the larvae content of the rabbit faeces collected on the ground was examined, and we also
collected approximately 200-200 litres of grass samples twice in those places where Xerolenta
snails crawled on the plants. The degree of larval development was also determined by
microscopic examination.

The size of the snails did not significantly affect the number of larvae settled in the snail, but
since most larvae were collected in the summer months and in early autumn, the frequency of
infection suggests seasonality. The rabbit faeces collected at the same time as the snails also
contained larvae mainly during the same period, but not at all during the winter months. Third-
stage larvae that could infect rabbits could not be isolated from herbaceous plants in either the
summer or winter months.

We presume that during the summer activity of snails, more and more larvae intrude into
them, but the larvae can penetrate snails of all ages. Therefore, by the time the snails are
crawling in large numbers on the leaves of grass, both smaller and larger snails will be infected.
Since there are no snails on the soil surface in winter, the peaking in the number of larvae should
be related to the way the rabbits are infected, which seems to be a seasonal phenomenon.
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