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Kivonat
Bevezetés

Az akvakultira az egyik legdinamikusabban fejlédé mez6gazdasagi agazat az egész vilagon. Az intenziv
allattenyésztésben, igy a halgazdalkodasban is, a magas mortalitassal és igy jelentds gazdasagi karokkal jard
jarvanyokat okozo virusok jelentik az egyik legnagyobb problémat (Kibenge 2016). A vilagszerte azonositott tobb
halvirus ko6ziil szamos virusfajra a hazai halallomanyok is fogékonyak, mint példaul a harcsak ranavirusaira
(European catfish virus, ECV ¢és European sheatfish virus, ESV), a pontyok tavaszi virémiajanak virusara (SVCV)
és a koi herpeszvirusra (KHV) (Gray and Chinchar 2015; Kibenge 2016). A ranavirusok az Iridoviridae csaladba
tartozd duplaszala DNS virusok, melyek halak, hiillék és kétéltiiek allomanyaiban okozhatnak tomeges
elhullasokat (Chinchar 2002; Holopainen et al. 2009). Magyarorszagon 2013-ban izolaltak el6szor ranavirust
(ECV) halbol, amely Szegeden (2008), majd Esztergom és Martély kornyékén okozott tomeges elhullast a
torpeharcsa allomanyokban (Juhasz et al. 2013). Az ECV képes megfertézni gazdasagilag jelentés halfajokat is,
mint példaul az europai les6harcsat (Silurus glanis), amely Europaban kedvelt étkezési és horgaszhal (Leimbach
et al. 2014), igy Magyarorszagon is egyre nagyobb mértékben vonjak tenyésztésbe. Munkank célja az volt, hogy
meghatarozzuk kiilonb6z6 koru lesdharcsak fogékonysagat egy Magyarorszagon izolalt torpeharcsa ranavirusra.

Anyag és médszer

A les6harcsa fert6zéses kisérletek soran harom kiilonboz6 kort, 8 hetes (atlagos testtomeg: 3 g), 10 hetes
(8 g) és 16 hetes (55 g) csoportot fertéztiink kétféle ECV dozissal (10° és 108 TCID50/ml) 21+0,5 °C-on. A négy
hénapos halak esetében helyhiany miatt csak a 10° TCID50/ml dézishan vizsgiltuk a virus hatdsat a
kontrollcsoport mellett. A leséharcsak halgazdasagbol, ugyanabbdl a szaporitasbdl szarmaztak. A kisérletben
hasznalt halakon parazitoldgiai és bakterioldgiai vizsgalatokat is végeztiink. Minden csoportban 25 db hal volt, és
a fert6zést kovetden 1 honapig figyeltilk meg az allatokat. A halakon megmutatkozo tiineteket dokumentaltuk. A
virusfert6zést maj mintakbol DNS kivonast kovetéen virus-specifikus PCR-rel igazoltuk, valamint bels6
szervekbdl ujra izolaltuk a virust EPC (Epithelioma Papulosum Cyprini) sejtvonalon. A kapott kumulativ
mortalitas adatok statisztikai értékelését Fisher-egzakt teszttel, R Commander program hasznalataval értékeltiik, a
diagramokat Microsoft Excel programmal generaltuk. Minden kisérletbdl a 10° TCIDso/ml-es dozissal fertézott
csoportok mortalitas adatait hasonlitottuk 6ssze, az ECV okozta mortalitas korfiiggésének vizsgalata céljabol.

Eredmények és kovetkeztetések

A 8 hetes halakon végzett kisérletben a kontrollcsoporthoz képest szignifikansan megemelkedett
kumulativ mortalitast tapasztaltunk: 100%-ot a 10°, 96%-ot a 10° TCIDso/ml-es csoportokban (1. abra). A kontroll
csoportban a kisérlet utolsé néhany napjaban a 24%-0s elhullast kannibalizmus okozta. A kontroll és a fert6zott
csoportok kozott szignifikans (p <0.0001) kilonbséget tudtunk kimutatni a Fisher-egzakt teszt hasznalataval.
Elhullas a fertézést koveté 8. naptdl a 23. napig volt megfigyelhets. Az elpusztult halak bérén pontszerli vagy
kiterjedt gyulladasokat, vérzéseket, boncolas soran pedig hasiiregi folyadékgyiilemet (ascites), és a belsé szervek
anémiajat (elsésorban a majban) figyeltiik meg. Minden virusfert6zott csoportban étvagytalansagot tapasztaltunk.
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1. dbra: Kumulativ mortalitas 8 hetes les6harcsa (Silurus glanis) ECV fertézéses kisérletben

A 10 hetes korcsoportban 68% (10° TCIDsp per ml, p<0.0001) és 56% (10® TCIDso per ml, p=0.0003)
kumulativ mortalitast kaptunk. Az elhullasok a fertdzést kovetd 9. napon kezdddtek, és a 20. napig tartottak (2.
abra). A kontroll csoportban tapasztalt minimalis (8%) elhullast szintén kannibalizmus okozta a kisérlet utols6
napjaiban.
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2. dbra: Kumulativ mortalitas 10 hetes les6harcsa (Silurus glanis) ECV fertézéses kisérletben

A 16 hetes korcsoportban a kontroll és a fert6zott csoportban hasonld, 23-26% mortalitast tapasztaltunk,
a fert6zést kovetd 3. naptol a 30. napig (p=1.0000) (3. abra). A fertdzott csoportban étvagytalansag jelentkezett a
fert6zést atvészelt halakon, tovabba pontszerti gyulladasokat figyeltiink meg a bérén. Mivel a kontroll csoportban
nem volt jellemzd az étvagytalansag, igy a halak agresszivabb viselkedése kovetkezményeként kialakult sebek
miatt kovetkezhettek be az elhullasok, amely kis mértékben modosithatta az eredményeket.



A 3 kisérlet alataimasztja azt a hipotézist, mely szerint a mortalitas szignifikansan fliigg a lesGharcsa
koratol (p <0.0001). A két alkalmazott dozis (10° és 108 TCID50/ml) kozott n=25 egyedszam mellett (mely ez
esetben alacsonynak tekinthet6) a statisztikai teszttel egyik kisérletben sem volt Kimutathaté szignifikans
kiilonbség (8 hetes: p=1.0000, 10 hetes: p <0.0001).
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3. dbra: Kumulativ mortalitas 10 hetes les6harcsa (Silurus glanis) ECV fert6zéses kisérletben

A virus ujra izolalashoz a 8 hetes kisérlet elsé 3 elhullott halabol vettiink mintat. A sejtkarositd hatas
(CPE) megfigyelhet volt EPC sejteken két nap utan, mig a negativ kontrollban ez nem volt tapasztalhato.

Virus-specifikus PCR felhasznalasaval az Osszes kisérletben részt vett halbol gyijtott (1ép, maj,)
szovetmintat megvizsgaltuk (1. tablazat). A 8 és 10 hetes halak esetében az elhullott egyedek szama korrelalt a
pozitiv PCR eredményekkel, és a virusfertdzést atvészelt halak tobbsége negativ PCR eredményt adott. Ezzel
szemben a 16 hetes korcsoportban a fert6zést atvészelt halak (19 db) koziil 11 halban igazoltuk az ECV DNS
jelenlétét. A pozitiv mintak koziil random modon kivalasztott néhany mintan szekvencia analizist végeztiink,
mellyel 100%-0s nukleotid azonossagot mutattunk ki az ECV virussal.

1. tablazat: Ranavirus PCR eredmények

Kisérlet Tomeg Csoport Mortalitas Pozitiv PCR
eredmény/dsszes
tesztelt egyed
elhullott kumulativ | Elhullott | Fertézést
egyedek szazalékos atvészelt
szama/Osszes | mortalitas
8 hetes kb.3g | 10° TCIDse/ml
dozis 25/25 100% 19/25 0/0
108 TCIDso/ml
dozis 24/25 96% 24/25 0/1
kontroll 6/25* 24% 0/6 0/19
10 hetes | kb.8g | 10° TCIDso/ml
dozis 17/25 68% 17/17 0/8
108 TCIDso/ml
dozis 14/25 56% 14/14 0/11
kontroll 2/25 8% 0/2 0/23
16 hetes | kb.55g | 10° TCIDse/ml
dozis 6/26 23% 6/6 11/20
kontroll 7/26* 27% 0/7 0/19

*Kannibalizmus vagy agressziv viselkedés miatti elhullas

A kisérletet megel6z6en a felhasznalasra szant lesGharcsakon sziirGvizsgalatot végeztiink ugy, hogy
néhany egyed majabol gylijtott szovetmintakat ranavirus specifikus PCR felhasznalasaval teszteltiik. Ennek
eredményeként ranavirus jelenlétét nem tudtuk kimutatni az allomanyban. A kisérlet el6tti karantén id6szakban
parazitak jelenlétét nem tapasztaltunk a 8 hetes kisérletben hasznalt egyedek vizsgalata soran. Késébb, az
elhullasok kezdetekor darakor (Ichthyophthirius multifiliis) jelent meg a 8 hetes kisérlet 6sszes csoportjaban. Ekkor
FMC (formalin, malachitzold, metilénkék) kezelést végeztiink, igy a kontroll csoportban nem térténtek parazita



okozta elhullasok. Az els6 kisérletet tapasztalatai miatt a kovetkez0 kisérletek elétt megel6z6 FMC kezelést (0,6-
0,75 ml/50 liter) hajtottunk végre. fgy a 10 hetes halakon végzett kisérletben nem jelentkezett semmilyen zavard
tényezo.

A 16 hetes fertézéses kisérlet el6tt bakterioldgiai vizsgalatok céljabol az akklimatizacios idészak alatt
mintat vettlink majbol és 1épbdl. Ennek eredményeként alfa- és béta- hemolizald baktériumokat azonositottunk
Columbia véres agaron. Az API20NE biokémiaiteszt és a rpo DNS szekvencia eredmények Aeromonas veronii
jelenlétét igazoltak. Az agressziv viselkedés kovetkezményei mellett ez is felelds lehetett az elhullasok egy részéért
a kontroll és a fert6zott csoportban is.

Korabban mar vizsgaltak a Silurus glanis fogékonysagat kiilonb6z6 tipust ranavirusokra (Leimbach et
al. 2014). Munkankban hasonlé6 médon megvizsgaltuk a magyarorszagi ECV izolatum fert6z6képességét
kiilonbozé kort les6harcsakon. Jelent6s elhullast tapasztaltunk, mely alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
magyarorszagi izolatum az Olaszorszagban izolalt ECV-24 (Bovo et al. 1993) virushoz hasonl6 elhullasokat képes
okozni, szemben mas kiilfoldi izolatumokkal kapott eredményekhez képest, ahol alacsonyabb mortalitast
tapasztaltak. Az els6, 8 hetes halakon végzett kisérlet eredményei alapjan azt feltételezziik, hogy ebben az
életkorban a les6harcsa immunrendszere még nem fejlédott ki teljes mértékben, ezért kaphattuk a legmagasabb
mortalitast ebben a korcsoportban. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a halak immunrendszere koriilbeliil 3 honapos
kor elérését kovetden képes megkiizdeni a ranavirus fert6zéssel, igy a 16 hetes halakon végzett kisérletiinkben az
ECV mortalitasa mar szignifikdnsan csokkent. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a 4 honaposnal fiatalabb
egyedeket veszélyezteti elsdsorban a virus, igy az ivadéknevelés soran lenne sziikség a legnagyobb védelemre.
Tovabbi munkank soran a halgazdasdgokban megjelend ranavirus jarvanyok megelézése céljabol ECV elleni
prototipus ujgeneracios vakcinakat fejlesztiink, melyeket torpeharcsdkon, mint modellallaton kivanunk tesztelni.

Osszefoglalas

A ranavirusok vilagszerte elterjedt, gazdasagi karokat okozo virusok az akvakulturaban. Az eurdpai les6harcsa
Eurdépaban egyre népszeriibb étkezési és horgaszhal, allomanyaiban a kiilonbdz6 ranavirus torzsek eltéré mértéki
mortalitast okozhatnak. Ezért munkank célja volt, hogy meghatarozzuk a kiilonboz6 kora leséharcsak
fogékonysagat a Magyarorszagon izolalasra keriilt torpeharcsa ranavirus (ECV) torzzsel szemben. A virusra valo
érzékenységet harom korcsoportban vizsgaltuk: 8 hetes, 10 hetes és 16 hetes koru lesdharcsakon, melyeket egy
magasabb és egy alacsonyabb ECV dézissal (10° és 10® TCID50/ml) fertéztiink 21+0.5 °C-on. A legfiatalabb
korcsoportban magas (96-100%), a k6zéps6 korcsoportban mérsékelt (56-68%), a legiddsebb korosztalyban pedig
nem tapasztaltunk szignifikans elhullast, bar az allomany jelentés részében Kimutattuk a virus jelenlétét. Az
elhullasok mértékébol arra kovetkeztethetiink, hogy a hazankban izolalt ECV az olaszorszagi ECV-24-es
izolatumhoz hasonlé mortalitast képes okozni. Kisérleti eredményeinkbdl kitlinik, hogy a magyarorszagi ECV
izolatum magas kockazatot jelent a fiatal leséharcsa allomanyok szamara, igy a 4 honapnal fiatalabb les6harcsak
esetében megfontoland6 a virus elleni vakcina alapt védekezés.

Kulcsszavak: térpeharcsa ranavirus, leséharcsa, kisérletes virus fert6zés
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A kutatas a 2018-ban elnyert NKFI K140348 OTKA paélyazat keretén beliil valosulhatott meg. Koszonettel
tartozunk a kisérleti allatok biztositisaért az Aranyponty Zrt.-nek, és a Debreceni Egyetem, Takarmany- és
Elelmiszer Biotechnoldgiai Tanszékének.
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