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1. BEVEZETES

Minden mili6, melyben a halak és a rakok élnek — legyenek nyilt vizi vagy mélytengeri,
édes- vagy sos vizi fajok — hemzsegnek a benniik ¢16 mikroorganizmusoktol. Ezeknek a halak
és rakok szervezetei egy stabil, tipanyagban gazdag ¢él6helyet jelentenek. A fajok tobbségében
kommenzalistak és opportunistdk. Anatomiai lokaciojukat tekintve legnagyobb létszamban
féleg a bor felszinén, a belekben, urogenitalis traktusban vagy a kopoltyukban talalhatoak. A
gazdaszervezet szamara elony6sek, nem céljuk betegség okozasa, és a szervezetbe betérni sem
akarnak. Mig masok, melyek kozott gyakoribb az obligat, fakultativ, vagy opportunista
patogének el6fordulasa, képesek betdrni a véraramba és ezaltal belsd szervekbe és szovetekbe
is el tudnak jutni. Halak esetében ezt az is megkdnnyiti, hogy boriik nem tartalmaz keratint,
mely képes volna egy bizonyos fokil védettséget biztositani a bérnek a kopassal és a
proteolitikus hatasokkal szemben. A nyalkahartyak bdéséges nyalkaszekrécioja segiti a
mikroorganizmusok mechanikai tavoltartasat. Emellett az ezen nyalkarétegekben el6forduld
antimikrobidlis peptidek (AMP) elengedhetetlenek a patogén mikrobdk szaporodasa elleni

védekezésben.

Jelen dolgozat elsésorban a halak AMP-jeinek megismerésére fokuszald kutatds
eldvizsgalata, mely egyrészrdl a szajkoltd halak szajnyalkahartyajanak mikroflorajat méri fel,
masrészt a koltés idészaka alatti szajmikroflora esetleges megvaltozasara fokuszal. Emellett a
rakok abdominalis teriiletén és ikraikat koriillvev mikroflorat, illetve ezen kozeg esetleges

AMP-tartalmat is vizsgaltuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A halak mikrofloraja

A mikrobidta, vagy mas néven mikroflora mindazon kommenzalista, szimbionta és
patogén mikroorganizmusok 0sszessége, melyek az emberi és allati szervezetekben egyarant
el6fordulnak, veliik szoros kélcsonhatasban élnek, annak teriiletén a sz6 szoros értelmében
osztoznak és alkotnak veliik egy kozos rendszert (Peterson és munkatarsai, 2009). A halak
bakterialis mikroflorajardl tobb kutatast is végeztek, melyek kimutattak, hogy boriikon,
kopoltytikon, emésztdcsatorndjukban belsé szerveikben, vagy akar fénykibocsato szerviikkben
is talalhatok baktériumpopuléciok. Ezek altalaban mind mennyiségi, mind mindségi tekintetben
a kortlottiik 16v6 viz mikroflorajat tiikrozik (Austin, B; 2006). A széjiireg szintén egy komplex
¢és valtozatos mikrobidtanak ad otthont, ami esetében parhuzamot lehet vonni az ember
szajliregi mikrofloraja és bélfloraja kozott (Maki és mtsai., 2021). A mikrobidtaban szamos
patogén baktérium is talalhato, sokszor betegségre utalo tiinetek nélkiil. Az, hogy ilyen esetben
ezek a tarsulasok a betegség tiinetmentes allapotat, a patogenezist megel6z6 kolonizacios 1épést
jelentik, vagy kommenzalista-szinergista kapcsolatra utalnak sokszor kérdéses. Példaul, a
Flavobacterium psychrophilumot, a lazacok ,coldwater disease” nevii betegségének
kérokozdjat és a ,,rainbow trout fry syndrome” (RTFS) kérokozodjat is kimutattak egészséges
balti lazac (Salmo salar) veséjébol, 1épébdl, agyabol, petefészekfolyadékabdl, termékenyitetlen

ikraibdl és tejébdl is (Ekman, E., Borjeson, H., and Johansson, N. 1999).

Funkcigjat tekintve a mikroflora feladata sokszinii. Habar a szajliregi mikrobiom
Osszetétele egyénenként eltérd lehet, a mikrobiom f6 funkcidi mindig ugyanazok maradnak
(Caselli és mtsai., 2020). Képes komplex molekulak lebontasara, ezaltal részt vesz a
talpalkozasban és toxikus vegyiiletek semlegesitésében. Egyebek mellett fontos szerepe van a
korokozok elleni védekezésben, valamint vitaminok és mas polimerek termelésére is képes. A
fejlodés korai szakaszaban is jelentds szerepet tolt be, de egyes mélytengeri fajok fénykibocsatd
szerveiben is ezek felelnek a fény termeléséért (Raquel S. Peixoto, Derek M. Harkins, and

Karen E. Nelson 2021).



2.2. Osszetételére haté tényezok

A halak folyamatosan ki vannak téve a koriilottiik 16v6 vizben, tiriilékben és iiledékben
talalhato mikroorganizmusoknak. Ezek kétségteleniil befolyasolni fogjak az allatok vizzel
¢érintkezé szerveinek mikroflorajat, tehat az allat kiilsé felszinén, kopoltytin, de az
emésztécsatornajaban el6forduld mikrobidtat is beleértve (El-Shafai, S.A., Gijzen, H.J., Nasr,
F.A., and El-Gohary, F.A. 2004). A kolonizacié6 mar az ikrakban, vagy larva stadiumban
elkezd8dik és a hal fejlédésével egyiitt folytatodik. Igy a halakban megtalalhato baktériumok
szdmat és a mikroflora Osszetételét az ikrakban, a vizben és a taplalékban talalhatd
mikroorganizmusok egyarant befolyasoljak (Olafsen, J.A. 2001). Az is elismert tény, hogy a
fejl6d6 halak mikroflérajarabizonyos mértékig a prebiotikumok — azaz a taplalékban talalhatd
Osszetevok, melyek pozitivan hatnak a mikrobidtara — és a probiotikumok — azaz a taplalékban
el6fordulo €16 mikrobak — alkalmazasaval egyarant hatast lehet gyakorolni (Burr, G., Gatlin,

S., and Ricke, S. 2005).

A szakirodalom alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a halakkal érintkezésbe keriild

baktériumok sorsanak harom lehetséges forgatokonyve van. Ezek az alabbiak:

1. Amikor a hal koérnyezetében el6forduld baktérium azzal szoros kapcsolatba keriil,
kiilsé feliiletét kolonizalhatja, benne felhalmozodhat (Austin, B. and Austin, D.A. (1987). Ez
legtdbbszor sériilések, példaul horzsolasok, vagy hianyzo pikkelyek helyén fordul eld.

2. Amikor mikroorganizmusok vizzel vagy taplalékkal a hal szajaba és
emésztdcsatornajabakeriilnek (Olafsen,J.A. (2001), azon athaladnak, vagy ott megtelepednek

(Austin, B. and Austin, D.A. (1987).

3. Amikor a halak kiiltakardjaval kontaktusba keriild6 mikroorganizmusok
megtelepedését a rezidens flora, vagy mas természetes gatlomolekulak megakadalyozzak

(Austin, B. and Austin, D.A. (1987).

2.3. A mikroflora Kimutatasa

Az utébbi években szamtalan kutatds irdnyult akdr az ember vagy allatok
mikrobiotajanak feltérképezésére és ennek genetikai jellemzésére, a mikrobiom vizsgalatara.
Ennek ellenére még mindig keveset tudunk a veliink €16 florarol. A nehézséget tébbek kozott

az is okozza, hogy a mikroflorat alkoté mikroorganizmusok szdma gyakran tobbszordse a
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gazdaszervezet sejtjeinek (bar Ron Sender és munkatarsai szerint az arany 1:1-hez all kozelebb
(Sender és mtsai., 2016)). Osszetétele fajonként, egyedenként és anatomiai lokaliziciot tekintve
is eltérd, illetve rengeteg egyéb tényezd is befolyasolja (pl. egészségi allapot), amibdl
kifolyolag vizsgalata nem egyszerli. Ezen mikroorganizmusok tanulmanyozasahoz
hagyomanyosan tenyésztést alkalmaztak, mely kizardlag baktériumok, de ezen beliil is f6leg az
aerob baktériumok vizsgalatara volt alkalmas (Montes, M., Perez, M.J., and Nieto, T.P. 1999).
Mivel a mikroflorat alkotéd mikroorganizmusok egy része nem tenyészthetd, ezért annak teljes
feltérképezése kizarolag csak az alkotd mikroorganizmusok genomjai alapjan lehetséges
molekuldris alapt, tenyésztéstdl fiiggetlen modszerekkel (példaul szekvenalassal). Az ujabban
elvégzett mikrobialis biodiverzitast kutatd tanulmanyok — melyek esetében a hangstlyt ezen
modszerekre fektették — kimutattdk az egyéb, nem tenyészthetd mikroorganizmusok, koztiik

anaerob baktériumok jelenlétét is (Moran, D., Turner, S.J., and Clements, J.D. 2005).

2.4. A vizi él6lények mikrobiotajanak a kornyezeti floratél valo

elkiilonitése

Az elsddleges problémat halak és rakok esetében is a sajat mikrofléra az azokat
koriilvevd vizben, iiledékben vagy taplalékban el6forduld egyéb baktériumoktdl vald
elkiilonitése jelenti. Sajnos a legtdbb publikacié nem foglalkozik ezzel a problémaval, de
hasonl6 jellegli megkiilonboztetést tesznek egyéb élokozosségek esetében. Példaul
hasonloképpen lehet elkiiloniteni a rhizoplane (gyokérfelszin) és a rhizosphere (gyokeret
koriilvevo tér), vagy a phylloplane (levélfelszin) és a phyllosphere (levél koriili tér) mikrobialis
populécidit (Austin, B; 2006). Ezen kiviil elismert tény, hogy a halakban egyéb, idegen
baktériumok is képesek tulélni. Az iiriilékben el6forduld Escherichia colirdl megallapitottak,
hogy képes megtelepedni és szaporodni szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss)
emésztérendszerében kontaminalt taplalékkal valo etetést kdvetden (Del Rio Rodriguez, R.E.,

Inglis, V., and Millar, S.D. 1997).

2.5. A szajmikroflora osszetétele Nilusi tilapiaban

Yousri Abdelhafiz és munkatarsai 2021-ben végzett kutatasuk soran egy maternalis
sz4jkoltd halfaj, a Nilusi tildpia (Oreochromis niloticus) szajiregi mikroflorajat
tanulmanyoztak. Kisérleteik soran ndstény és him egyedeket egyarant megvizsgaltak, 6sszesen
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58 kifejlett allatot. A baktériumok azonositasara szekvenalast alkalmaztak. Az altaluk végzett
elemzések kimutattak, hogy a legtobb baktérium himek és néstények esetében is a Gram-
negativ Proteobacteria torzsbe tartozott, de emellett a szintén Gram-negativ Bacteroidetes, és
Acidobacteria, valamint a Gram-pozitiv Firmicutes, Deinococcus-Thermus, és Actinobacteria
torzsekbe tartozo6 baktériumok is jelen voltak. Ezek a Deinococcus-Thermus kivételével szintén
dominans alkotdi a nilusi tilapia és az atlanti lazac bélflorajanak és boriikben talalhatd
mikrofloranak is (Kuebutornye és mtsai., 2020; Sakyi és mtsai., 2020). Nemzetségszinten az
Acinetobacter, az Enhydrobacter, a Novosphingobium, a Pseudomonas, a Haliscomenobacter,
a Rheinheimera és a Vogesella nemzetségekbe tartozod baktériumok eléfordulasa volt a
legnagyobb. A mikroflora 6sszetételében eltérésekettalaltak a két nem kozott. E16bbiek koziil
egyes nemzetségek, példaul az Acinetobacter az Enhydrobacter és a Nitrospira eléfordulasa
nagyobb volt a néstényeknél, mint a himeknél. A Gp6 és Gp4 alcsoportba tartozod
acidobaktériumoknak és a szacharibaktériumoknak szintén magasabb volt az eléfordulasuk
ndstényekben. Emellett szamos opportunista koérokozo, példaul a Firmicutes, az
Actinobacteria, a Streptococcus, a Gemella, a Veillonella és a Kocuria nemzettségekbe tartozok
el6forduldsa ndstények esetében szignifikansan alacsonyabb volt a himekhez képest.
Megallapitottak, hogy ez a ndstényeknél megfigyelhetd szajmikroflora, amely bizonyos az
anyagcsere szempontjabol elényds baktériumokbol tobbet, ellenben kevesebb opportunista
korokozot tartalmaz, valosziniileg olyan kornyezetet teremt, amely segitheti az allatot az olyan
invaziv korokozok elleni kiizdelemben, mint példaul a biofilmképz6, vagy a H,O, termeld
tulajdonsagokkal rendelkez6 Streptococcusok. Ezaltal az ikrakat neveld sziil6k sikeresebben
képesek egy az ikrak inkubacidja szempontjabol is elényds ko zeget teremteni (Yousri és mtsai.,
2021).

2.6. Szajkolté halak

A kiilonféle szaporodasbiologiai stratégidk kozott a sziildi gondoskodast illeten az
egyik legérdekesebb a szajkoltés, mely a csontos halak tobb, mint 20%-ban eléfordul (Gross
MR, Sargent RC 1985). Koztiik is kiemelendé a bolcs6szaju-hal félék csaladja, melynek
szamos tagjara jellemz6 ez a viselkedésforma (Keenleyside 1991). Ennek soran a sziilé az
ikrakat vagy a larvakat a szajnyalkahartyaval szoros kontaktusban a szajiliregen beliil 6rzi, akar
4-6 héten keresztiil is, egészen a szikholyag felszivodasaig (Keenleyside 1991; Grone et al.

2012). Hasonldan, mint az erszényes és az elevensziil6 fajok esetében, ez is azt a célt szolgalja,



hogy az embridk egy fejlettebb, a kiils6 kdrnyezetre kevésbé érzékeny stadiumba fejlodjenek
(Shaw ES, Aronson LR 1954; Schurch R, Taborsky B 2005). Ez a kiilonds technika, mely a
stigerek esetében mar tobbszor is kifejlodott az evolucio soran (Goodwin et al. 1998). Torténhet
akar csak az egyik sziil6 részvételével (maternalis, vagy ritkan paternalis sz4jkoltés), de az is
eléfordulhat, hogy egymast valtva, mindkét sziil6fél részt vesz benne (biparentalis szajkoltés)
(Keenleyside 1991). Ez a fajta sziiléi gondoskodas a megtermékenyitést kovetd
viselkedésformak kdzé sorolhatd (Smith C, Wootton RJ 1995). A legtobb ilyen viselkedés az
utddok védelmét és az embriok fejlddését szolgalja (Keenleyside 1991). A szajkoltés kozvetlen
hasznai, mint az utdédok fizikai védelme és azok szallitdsa ismertek, de az még mindig nem
egyértelmil, hogy jar-e egyéb elénydkkel az ikrak és larvak szamara. Természetes modon —
szajkoltés utjan — és mesterségesen felnevelt Tilapia utédokat sszehasonlitva elébbiekben
joval kevesebb volt a parazitas megbetegedés, amibdl az anya fel6l passzivimmunitds atadasara
lehet kovetkeztetni (Subasinghe RP 1993; Sin YM, Ling KH, Lam TJ 1994). Emellett pedig a
vitellogenin nevii szikholyag prekurzor fehérje ezen halak szajiiregében vald detektalasa anya-
embrid tapanyagatvitelre utal (Kishida M, Specker JL 2000). Mindenesetre tény, hogy amellett,
hogy a szajkoltés noveli az egyedek szaporodasbioldgiai sikerét és az utddok talélését, azok
széjiiregben vald hordozasa szamos koltséggel jar a sziild szamara. Amellett, hogy a hal
szdmara ez fokozott energiafelhasznalést jelent, korlatozza a taplalékfelvétel lehetéségeit, de a
ragadozoknak és a fertézéseknek valo kitettséget is ndveli, hiszen az immunrendszer védelme
¢s a hal helyzetvaltoztato képessége is mérséklodik (Ghalambor et al. 2004; Trumbo 2007;
Knowles et al. 2009; Reardon and Chapman 2010; Keller et al. 2017). Amellett, hogy a
szajkoltés soran a sziilék bizonyos fiziologias valtozasokon mennek keresztiil, morfologiai
valtozasok is megfigyelhetdk rajtuk. A szajkoltés idején a korlatozott taplalékfelvétel és
megndvekedett igénybevételbdl kifolyolag kondicidjuk leromlik, de emellett bélcsatornajuk is
megrovidiil. Ahhoz, hogy a szajiiregiikben elegendo hely legyen az ikraknak, vagy larvaknak a
kopoltytjuk formaja és szerkezete is modosul (Abecia, J. E., Luiz, O. J., Crook, D. A., Banks,
S. C., Wedd, D. J., & King, A. J. 2022).

2.7. Szexualis dimorfizmusbdl fakado kiilonbségek siigerekben

Fontos megemliteni, hogy abbdl kifolydlag, hogy ezekben a fajokban a szexualis
dimorfizmus sokszor igen kifejezett, a nemek kdzott szamos vizsgalt paraméter eltérhet (Trivers

1972; Lessells 1998). Ennek a valtozatossagnak az alapjat az jelenti, hogy a szajkoltést végzo
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allat egyéb életmoddal kapcsolatos befektetései helyett — beleértve az immunrendszert is
(Stearns 1989; French et al. 2007; Bourgeon et al. 2009; Reavey et al. 2014; Keller et al. 2017)
—, erbforrésait a szaporodasra Osszpontositja. Ertheté modon a nemi dimorfizmus a
hagyomanyos, aszimmetrikus modon kolt6, tehat maternalis, vagy paternalis szajkolto fajokban
a legkifejezettebb. Ezekben az esetekben a himek (paternalis szajkoltés esetén a ndstények)
stratégiaja, hogy erdforrasaikat a szexualis szelekciora forditjak, mig a ndstények (paternalis
szajkoltés esetén a himek) életidejiiket — és igy szaporodasi idejiiket — hosszabbitjak meg
(Bateman 1948; Trivers 1972; Clutton-Brock 1991). Ennek megfelelden altalanossagban a
néstények immunrendszere ellenallobb, mint a himeké (Kurtz et al. 2000; Siva-Jothy 2000;

Rolff 2002; Roth and Kurtz 2008) (maternalis szajkoltés esetén).

2.8. A halak immunrendszere

A halak immunrendszerében tobb védé akadaly is megfigyelhetd (Tort et al. 2003).
Mivel a halak bére nem tartalmaz keratint, igy az a kopasnak és proteolitikus hatasoknak
tobbszordsen kivan téve. Emiatt az elsd elssorban fizikai gatat a hal szervezébe behatolni
probald patogének ellen a felszineket boritd mukozus réteg jelenti, mely a kopoltytkon, a
borodn, a szajiiregben, vagy a bélben is megfigyelhetd (Salinas 2015). Ezeken a nyalkahartyakon
mind az adaptiv, mind a velesziiletett immunrendszer bizonyos alkotéelemei is kifejezédnek,
hogy meggatoljak a patogének megtapadasat (Gomez et al. 2013). Ezzel egyidében a
kommenzalista mikroorganizmusok kolonizaciojat is lehetévé teszik, sot, sokszor eld is segitik
(Maynard et al. 2012; Llewellyn et al. 2014). Ennek kdszonhetden képes 1étrejonni a szervezet
kiilonb6z6 pontjain is megfigyelhetd rezidens flora, amely az immunrendszerhez hasonldan
szintén részt vesz patogének kolonizacidjanak megakadalyozasaban. Az immundrendszer és a
mikroflora k6zott egy dinamikusan valtozo egyensuly figyelhetd meg, hiszen a flora az adaptiv
immunrendszer folyamatos fejlédéséhez, valtozasahoz is hozzajarul (Cebra és munkatarsai,
1999). Egyes tanulmanyok szerint sz4jkoltd halak sziiléi gondoskodasba fektetett tulzott
energiabefektetése miatt a mikroflora és az immunrendszer kozott fennallo folyamatos valtozas
dinamikaja sériilhet. Esetenként el6fordulhat, hogy egyéb testfeliileteken az egészséges
mikrobidlis k6z0sség megvaltozik, felborulhat az egyensuly, egyes baktériumok
kiszorulhatnak, mig masok — akar fakultativ patogének — feldusulhatnak (Bailey et al. 2011;
Levin et al. 2016).
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Egy maésik tanulmany alapjan (Keller és munkatarsai, 2018) az immunsejtek aktivitasa
maternalis szajkoltok esetén a néstények esetében magasabb, mint himeknél, mig biparentalis
szajkoltok esetén ilyen kiilonbség nem volt megfigyelhetd (Keller et al., 2018). Ezen kiviil
szintén maternalis szajkoltok esetében azt is kimutattak, hogy néstényekben nagyobb ardnyban
vannak jelen az adaptiv immunsejtek. Azt viszont nem sikeriilt bizonyitani, hogy ez a szajiireg
mikroforajara is kihatna. Maternalis szajkoltd siigerek him és ndstény egyedei kozott ennek
kiilonbozoéségét nem sikeriilt kimutatni, a baktériumflora egyedi eltérései és a hal neme
egymastol fiiggetlennek bizonyultak. Ellenben a mikroflora 6sszetételében sikeriilt kiillonbséget
kimutatniuk olyan halakat vizsgalva, melyek éppen forgattak. Szintén éppen ikras halakat
vizsgalva ehhez hasonld Osszetételben valod eltérést ezel6tt mar kimutattak halak bér

mikroflorajat vizsgalva (Larsen et al. 2013).

2.9. A mikroflora valtozasa a szajkoltéssel osszefiiggésben

Josh J Faber-Hammond ¢s munkatarsai 2019-es Astatotilapia burtoni siigereken végzett
kutatasukban a szajkoltésnek a bélmikrobidtara gyakorolt hatasat vizsgaltak. Tekintettel a
gazdamikrobiom fontos szimbiotikus szerepére (McFall-Ngai és mtsai. 2013), érdekes kérdés,
hogy szajkoltés kozben a bélfloraban bekovetkezett valtozas a taplalékhianyra adott egyszerti
vélasz, vagy a mikroflora egy szimbiotikus adaptacidja, mely arra irdnyul, hogy a szajkoltés
igényelte tobbletenergiat minimalizalja. Kimutattdk, hogy a bélhamon keresztiili
anyagcserefolyamatok csokkenésének mértéke nagyobb, mint amilyen az egyszer(i éhezés
soran megfigyelhetd, hasonléan mas, a természetben eléforduld tapanyagmegvonasi
korilményekhez, (példaul a hibernacio). Ez azt sugallja, hogy a szajkoltéshez valod
alkalmazkodas soran a bél kdrnyezetében olyan valtozasok kovetkeznek be, melyek hatassal
vannak a bél mikroflorajara. Vizsgalatok kimutattadk, hogy az egyszerlien ¢hezé halak
mikroflorajaban a Bacteroides csaladba tartozo baktériumok aranya ndvekszik. Ezzel szemben
az éppen forgatd szajkolto siigerekben ezen baktériumok szdma, és ezzel parhuzamosan a
mikroflora diverzitdsa is dramaian csokken. A Hammond¢k altal gytijtott adatok alapjan arra
lehet kovetkeztetni, hogy ezen fajokban a bél kdrnyezete mikroflorajanak valtozasat
kifejezetten a szajban torténd koltéshez valo fiziologias alkalmazkodas iranyitja. Eredményeik
Osszhangban vannak korabbi tanulmanyokkal, melyek bizonyos antimikrobialis vegyiiletek
termelddésérdl szamolnak be a szajiiregen beliil ezen siigerek esetében (e.g. Chong et al. 2006;

Iq and Shu-Chien 2011; Torati et al. 2017). Tehat tobb tanulmany eredményei alapjan
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feltételezhetd, hogy a bél mikroflora diverzitasanak csokkenését ezen vegyiiletek termelddése

okozza.

Koe Chun Iq és Alexander Chong Shu-Chien 2011-es tanulmanyukban a szajkoltés
egyéb funkcionalis aspektusai megértése végett Osszehasonlitdo proteomikai (fehérje alapu)
vizsgalatokat végeztek forgatd és nem forgatd halak szajnyalkahartya mintaibol. Az altaluk
azonositott fehérjék tobbségét mar korabban is kimutattak més bioldgiai folyadékokbol, vagy
mas ¢él6lények nyalkdban gazdag szerveibdl. Igazoltdk tovabba 22 fehérje up-regulacidjat
forgatd halak mintaiban, melyek foként antioxidans enzimek voltak, mint példaul a
peroxiredoxin, vagy olyan stresszfehérjék, mint a hdsokkfehérje Emellett 3 fehérje (Anterior
gradient protein, hemoglobin beta-A chain and alpha-2 globin) down-regulécidjat is
megfigyelték. Az eredményeik egy valdsziniileg a szajkoltés ideje alatt megndvekedett

nyalkatermelést el6segitd sejtes stresszvalaszra utalnak.

2.10.Rakokban megfigyelheto sziiloi gondoskodas

A rakok altdrzsében igen gyakori a sziil6i gondoskodas azon formaja, melynek soran a
néstény a petéit — egészen azok kikeléséig— az abdominalis pancélrészen tartja. Az inkubaciod
tropusi fajokban par hét, mig magasabb foldrajzi szélességen talalhato fajok esetében tobb
hoénap is lehet. Ek6zben a ndstény endo- és pleopodjai (a hasi végtagjainak) likktetd mozgasaval
a petéket folyamatosan keveri, azok koriil a vizet aramoltatja. Ezzel oxigént és tapanyagokat
juttat hozzajuk, mig az excretalt anyagcseretermékeiket pedig eltavolitja. Emellett tisztit6 olloi
segitségével feliiletiikrl a rajuk tapadd szennyezddéseket és esetlegesen megtelepedd
patogéncket mechanikailag eltavolitja. Egyes fajok a petéket egy mucinézus, adheziv hatasa
véaladék szekretalasaval magukhoz és egymashoz ragasztja (Fisher and Clark 1983). Ez egyben
a kiilsé rétegét is képzi egy komplex, az embridt annak fejlédése soran koriilvevo
véddburoknak, mely burkon keresztiil a kiilonbdz6 anyagcserefolyamatok is zajlanak (Glas et.
al. 1997).

2.11.Antimikrobialis peptidek halakban

A viz, mint a halakat és rakokat koriilvevd kozeg magas szamban tartalmaz

mikroorganizmusokat, igy patogéneket is, amik potencialisan fertézéseket indukalhatnak
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benniik. Amellett, hogy a szarazfoldi allatokhoz képest nagyobb mikrobidlis terhelésnek vannak
kitéve (Abdelhafiz 2021), a halak bdre nem tartalmaz keratint, igy a kopassal és proteolitikus
hatasokkal szemben is kevésbé ellenalldo. Emiatt a mikrobak szamara a kiilonbozd sebek és
sériilések nem az egyetlen bejutasi, megtelepedési modot jelentik. Igaz, hogy a nyalkahartyak
bdséges nyalkaszekrécidja segiti a mikroorganizmusok mechanikai eltavolitasat, de bizonyos
baktériumok szamdra tapanyagként is szolgalhat, igy elszaporodasukat akar el is segitheti.
Akérhol is szaporodjanak el a mikrobak, a gazdahal jolétére nézve veszélyt jelentenck azaltal,
hogy tapanyag és energiaforrasaikat felhasznaljak, vagy akar megbetegedést okoznak. Ebbol
kovetkezik, hogy mind a belsé testfolyadékoknak, és a szekretalt nyalkanak is tartalmazia kell
olyan mikrobicid hatasu Osszetevoket, amelyek altalanos mikrobaellenes tulajdonsaguknak
kdszonhetéen védelmet nyujthatnak a szervezet szamara. Az ilyen anyagok jol felismerhetdek
mas allatokban is, ahol kulcsfontossagu szerepet toltenek be mind a szisztémas és a
nyalkahartyak védelmi rendszerében is. Az olyan él6lényekben kiilondsen elengedhetetlen a
jelenlétiik, amelyek nem rendelkeznek specifikus, adaptiv immunitassal, vagy az olyan allatok
esetében, melyek a halakhoz hasonldéan kor, (larvakorban és kifejlett hal esetében ezek
masfélék) vagy homérsékletfiiggd, lassan reagald vagy lassan kialakuldé immunitéssal
rendelkeznek. Kordbban, a halak 4ltal termelt mikrobicid hatasti anyagokkal Yano (1996) és
Ellis (1999, 2001) mar foglalkozott, habar ezek a kutatasok inkabb olyan tényezdéket vizsgaltak,
mint a litikus enzimek (pl. lizozim), agglutinald faktorok, reaktiv oxigénatomot tartalmazo
anyagok és proteaz inhibitorok. Az enzimek egy masik csoportjat, az antimikrobialis peptideket
41 éve fedezte fel Hans Boma csapata (Hultmark et al., 1982; Selsted et al., 1985; és Michael
Zasloft 1987) izeltlabuakban, eml6sokben és kétéltiieckben. Mostanra mar tobb, mint 700 AMP -
t talaltak testiireg nélkiili allatokban, kétéltiiekben, emldsdkben és novényekben, illetve 6sszaji
¢és Ujszaju gerinctelenekben. A csontoshalakrol sz6ld beszamoldk csak 37 éve jelentek meg
el6szor (Lazarovici et al., 1986; Thompson et al., 1986), az utobbi években pedig a halakban

talalt AMP-k szama egyre csak nd.

Az antimikrobialis peptidek kis molekulatomegii, kationos jellegii, hidrofob, amfipatikus
fehérjék, melyeket altaldban kevesebb, mint 100 aminosav alkot. Funkciojuk az immunitéasban,
hogy csokkentsék a korokozok szamat az olyan fert6zéseknek kiilondsen kitett feliileteket, mint
amilyen a szem, a bélcsatorna, az urogenitalis traktus. Emellett képesek az olyan baktériumokat
is elpusztitani vagy szaporodasukat gatolni, melyek sériiléseken keresztiil juthatnanak a
szervezetbe. Ezzel is segitve a fagocitdk és a szisztémas immunrendszer egyéb alkotoit

szekvesztralni és semlegesiteni a korokozokat. Ezeket a fehérjéket tipikusan az epitél sejtek, a
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m4aj, limfoid szovetek vagy fagocitdk termelik. Hatasukat tekintve direkt hatasu, széles
spektrumt antibakterialis szerek. Altalanossagban véve a legtébb AMP mind a Gram-pozitiv és
negativ baktériumokkal szemben is aktiv. Nagy elényiik, hogy csak kevés olyan mechanizmus
van, amellyel a baktériumok rezisztenciat alakithatnanak ki elleniik ( Devine é¢s Hancock, 2002).
Emellett néhany emlésokben talalhatd kationos jellegit AMP-r6l bebizonyitottak, hogy részt
vehetnek gyulladasos reakcidk moduldlasaban, de el6fordul, hogy tumorellenes, vagy
virusellenes hatést is tulajdonithatnak néhadnyuknak (Hancock et al., 1995). Ennél fogva
nemcsak, hogy segitik a gazdaszervezetet a mikroflora szabalyzasaban, de meg is védik azt a
karos anyagcseretermékek hatdsaitol. A legtobb AMP célpontjaa baktériumok sejtfala, ennek
depolarizalasaval atjarhatova teszik azt. Egyesek képesek gatolni a sejtek metabolikus
folyamatait, vagy akadalyozni annak DNS-szintézisét (Devine és Hancock, 2002; Zasloff,
2002), mig paran koziilik egymassal vagy lizozimmel is képesek szinergizalni. A bér és
nyalkahartyak altal termel antimikrobidlis peptidek gyakran folyamatosan termelddnek, de
sokszor csak bizonyos tipusu antigének hatasara kezd el termelddni a fehérje, kiilonben nem
expresszalodik, avagy koncentracidja olyan alacsony, hogy a jelenlegi vizsgalati modszerekkel

nem detektalhato.
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3. CELKITUZES

Vizsgalatunk egy eldkisérlet volt a szajkolté halakban és rakokban eléforduld
antimikrobidlis peptidek kimutatasahoz, izolalasahoz és felhasznalasahoz. Korabban Adorjan
Gabor ¢s Sellyei Boglarka vizsgalatai (személyes kozlés) alapjan a szajkoltés soran a halak
normal szajfloraja drasztikusan lecsokken a nem forgatod halakéhoz képest, mely eredményt
antimikrobialis peptidek hatasanak tudtdk be. Ez a sterilhez kozelitd allapot mélyen
elgondolkodtatd. Egyrészt felveti a kérdést, hogy vajon mikorra teheté példaul az
emldsmagzatok mikroflorajanak kialakulasa, és ez milyen hatassal lehet az Gjsziilott életére
(Martin-Peldez és munkatarsai, 2022). Masrészt, ha az antimikrobialis peptidek a halak szajat
ténylegesen képesek kozel sterillé tenni, akkor vajon van-e ezeknek a fehérjéknek mas, akar
human vagy eml6s patogénekkel szembeni hatasa (pl. multirezisztens baktériumok esetében).
Kutatasunk célja tehat megvizsgalni, hogy a halak szajliregének és rakok haspancéljanak
mikroflérdjaban milyen mennyiségi és mindségi valtozas kovetkezik be koltés soran, illetve
tesztelni, hogy a termelddott antimikrobidlis peptidek képesek-e fakultativ emldspatogének

szaporodasara gatlo hatast gyakorolni.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Vizsgalt allatok

Az altalunk végzett vizsgalatok targyat kizarolag Adorjan Gabor bioldgus tulajdonaban
1évd, otthon tartott halai és rakjai képezték. A vizsgalatok sordn 2 afrikai halfajbdl is vettiink
mintat: sargafarka lazacsiigérbdl (Cyprichromis leptosoma) és narancsfoltos csaszariigérbdl
(Aulonocara OB). A halakat az 1. dbra mutatja be, Az elsé a narancsfoltos csaszarsiigér, a

https://tropus-szeged.hu/narancsfoltos-csaszarsuger-aulonocara-sp-ob honlaproél szarmazik, a

masodik a sargafarka lazacsiigér, a tulajdonos fényképe. El6bbi egy a Tanganyika-toban
endemikus, viszonylag kis testli (7-9 cm testhosszll), nyiltvizi halfaj, melynek egyedei
jellemzden nagyszamu rajokban szeretnek tiszni. Testiik szine nemenként eltérd. A néstények
eziistds sziniek, a himek neonkékek. Fejiik szine a fakd sargatol a vilagos sargaig valtozhat,
farok alatti iszojuk és a hatuszojuk lilas-kékes, miga farokuszo altalaban sarga, de kék is lehet
(Boulenger, 1898a). A narancsfoltos csaszarsiigérre jellemzd, hogy a Malawi-tobdl szarmazd
csaszarsligér (Aulonocara stuartgranti) egy kitenyésztett szinvaltozata. Mérete nagyobb, 10 és
15cm kozott valtozik, szinezetét tekintve teste €s uszoi narancssargak, melyeket valtozatos
formaju, fekete foltok tarkitanak. Ragadozohal, taplalékat természetes koriilmények kozott
kisebb halak, larvak és férgek képzik, akvariumban tartva szaraztappal is etethetd (Jia Zhao és
Jian Gao, 2015) . Mindkét fajra szaporodasbioldgiai viselkedésiiket tekintve a maternalis

szajkoltés jellemzd, tehat ivas utan a ndstények ikraikat szajiiregiikben inkubaljak.

1. abra: Halfajok, melyektdl mintat vettiink. Az elsé a Aulonacara OB (a kép a https://tropus -
szeged.hu/narancsfoltos-csaszarsuger-aulonocara-sp-ob tulajdona), a masodik a Cyprichromis leptosoma
(tulajdonos felvétele).
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A rékok torpe folyami rdkok (Cambarellus patzcurensis), melyek narancs- és kék
szinvaltozatban is megtalélhatoak az akvaristanal. Eredetileg az Egyesiilt Allamok déli részérdl,
féleg Alabama és Mississippi allamokbol szarmazik, a mi altalunk is vizsgalt szinvaltozatokat
késébb tenyésztették ki. A C. patzcurensis méretét tekintve 4-5 cm-es testnagysaggal
rendelkezik, habar a ndstények és az idésebb egyedek ezt par centiméterrel meghaladhatjak
(Kawai ¢és munkatérsai, 2015). Akvariumban tartasuk s szaporitasuk egyszeriinek mondhato,
kis helyigénnyel rendelkez8, hémérsékletre és vizkeménységre kevésbé érzékeny faj. A rakot a
2. abra mutatja be. Fénykép csak a narancs szinvaltozatrol késziilt, mert a kék sokkal kevésbé

volt latvanyos a sziirkés kdveken.

¥’ il l el ;
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2. abra: térpe folyami rak narancsszinii valtozata

4.2. Tartasi koriilmények

Az él6lények fajonként, egymastdl elkiilonitve voltak elhelyezve. A halakat kb. 200 1-
es csapizzel t61tott, 24 °C-os vizhdmérsékletii akvariumokban tartottdk, melyekben a viz pH-ja
indikatorpapirralmérve (VWR International KFT, Debrecen, Magyarorszag) 7,5 volt. A tartési
koriilményekkel kapcsolatos paramétereket és az étrendet, melyekrél ismert, hogy
befolyasoljak a szajlireg mikrobiotajat, a kisérleti idoszak alatt allandd értéken tartottak. Az
allatok a mintavételek alkalmaval kb. 1,5-2 évesek voltak. Az akvariumokban himeket és
néstényeket vegyesen tartottak (nagyjabol 1:2 ivararanyban). A megvilagitasért egy a
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természetes napciklust imitalé neon lampa volt felelés, a takarmanyozast pedig Neptun
spirulina lemezes diszhaltappal végezték. Arakokbol akvariumonként kb. 20-30 db-ot tartottak
egyiitt, a halak akvariumahoz hasonl6 kériilmények kozott. A kék szinvaltozat vegyesen voltak
tartva az allatok korat és ivarat tekintve is. Kozottilk egyarant voltak fiatalabb és iddsebb
egyedek is, az ivararany pedig koriilbeliil 1:1 volt. A narancs szinvaltozatu torpe folyami rakok
esetében egy him mellett nagyjabol 20 ndstény volt elhelyezve. A fiatal allatokat kiilon

akvariumban nevelték.

4.3. Mintavételi modszer

Mintavételt 6sszesen 5 alkalommal végeztiink (1,2,3,4,5).

(1,2) Az elso két kisérletet 2022.09.29-én és 2022.10.20-an végeztiik, melyek soran dsszesen
18 db tamponmintat vettiink kék torpe folyami rakokbol és 8 db tamponmintat sargafarki
lazacsiligérbdl. A halakat tekintve a mintavétel soran a 2 db him és 3-3 db ndstény egyed
szajliregébdl vettiink tamponmintat. Nostények esetében iires és éppen forgatd allatbol
egyarant. Forgaté ndstények esetében az ikrakat eldzetesen el kellett tavolitani, hogy a
tamponnal ne tudjunk kart okozni az utéodokban. Ez az ikrdk magukra hagyasaval jarhat,
ugyhogy minden esetben biztositottuk azt, hogy a mintavételezés a lehetd leggyorsabban
torténjen, és azt kdvetden az allat (ijbdl fel tudja venni azokat. Ugyanezen okbol kifolydlag a
kontrollokat mindig eldbb fogtuk ki. Rakok esetében 12 db petés és 6 db pete nélkiili allatot
vizsgaltunk. Mivel a rakoknal a mintakat az allatok abdominalis régidjardl, a haspancél ikrak
melletti részeirdl, illetve az ikrak feliiletérdl vettiik az ivadékok eltavolitasat elkeriilve, ezért
esetiikben nem volt jelentésége a mintavétel sorrendjének. A masodik mintavétel alkalmaval a
tamponokbol kett6t vettiink allatonként, az egyiket szaraz tamponnal, a masikat 20 pl steril,

foszfattal pufferolt fiziologias s6oldatba (PBS) helyezve taroltuk a laboratériumba érkezésig.

(3) A kovetkezé mintavétel soran, melyre 2023.05.22-én keriilt sor, szintén sargafarki
lazacsiigér és kék torpe folyami rakokat hasznaltunk. Az el6z6ekhez hasonldan 4 db néstény
halbol vettiink mintat, egy esetben ikras, 1 esetben kés6i ikras és 2 ikra anélkiili allatbol
egyarant. A korabbiakhoz hasonldan 8 rakrol is vettiink mintat. Ezen alkalommal minden
egyedrdl 2 tamponmintat vettiink. Ezeket 20l PBS-be helyeztiink, és igy taroltunk egészen a

felhasznalasig.
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(4) Kovetkezd alkalommal 2023.09.02-4n vettiink mintat, az els6éhdz hasonléan. Ebben az
esetben narancsfoltos csaszarsiigereket is vizsgaltunk, ugyanis ezek kozott fordult eld ikras
allat. Kozilik vettiink egy ikras és egy nem ikras allatbdl is mintat (2 minta/hal, PBS-ben
tarolva). A narancsszinii torpe folyami rakokat, ikras és nem ikréas egyedeket egyarant (1db nem
ikras, 1db olyan allat, melyen még csak néhany ikra volt, 1db ikras, 1db larvas és 1db késdi
ikras) vizsgaltunk. A kiilonbség a korabbi mintavételekhez képest az volt, hogy a mintavételt
megel6zden az allatokat 10 percre autoklavval csiratlanitott csapvizbe helyeztiik. Ezzel azt
probaltuk elérni, hogy az allatok szdjiiregében, illetve rakok esetén a felsziniikon 1évé viz kozel
steril legyen, ezzel kikiiszobolve azt, hogy ne a mikrobakban gazdag akvariumvizet mintazzuk

meg.

(5) A tulajdonos altal bekiildott akvarium és csapviz mintakkal egyiitt 3 db Tilapia jelzési
tamponminta is érkezett, melyeket szintén a tulajdonos vett le 2023.10.19-én. Ezekr6l az
allatokrol sokat nem tudunk (az eredményeknél leirtak magyarazatul szolgalnak, hogy miértis

nem érdeklddtiink), autoklavozott csapvizbe Gsztak a mintavételt megeldzden.

4.4. Mintak feldolgozasa

A gyljtott mintakat minden alkalommal a kiszallast koveté 24 oran beliil feldolgoztuk. A

szallitasuk hiitétaskéaban tortént, feldolgozasig pedig 4 °C-on téroltuk Sket.

A kiszallasok alkalmaval gytijtott, illetve a tulajdonos altal bekiildott tamponmintakat 5%
mosott juh vorosvértestet tartalmazo columbia agarra (réviden véres agar) szélesztettik. A
lemezeket a Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék Bakteriologiai Osztalyanak munkatarsai
elvégeztiik. Els6 alkalommal mind aerob, mind anaerob koriilmények kozott is. A taptalajokon
kin6vo baktériumok értékelését az inkubacios idé megkezdését kovetden 24 és 72 orat kovetden
is elvégeztiik (az anerob taroldt 72 d6ra utan értékeltiik). Ezt kdvetden a kindtt baktériumokat
ujabb taptalajokra oltottuk at, majd tekintve, hogy a homérsékletek tekintetében nem voltak
kiilonbségek a baktériumpopulaciok osszetételében, ezért 24 °C-on 24 ora elteltével értékeltiik
oket. Az egyes baktériumokat a szintenyészetekbdl (Gram szerint megfestve, oxidaz, katalaz)
bakteriologiai tesztek segitségével, illetve hemolizis és pigmenttermelés alapjan
meghatarozasra keriiltek az Allatorvostudomanyi Egyetem Jarvanytani és Mikrobiologiai

Tanszékén. A vizsgalatokat dr. Toth Gergely végezte.
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(3) Az antimikrobialis peptidek jelenlétét és esetleges baktericid, vagy bakteriosztatikus hatasat
két féle képpen probaltuk igazolni. A harmadik és negyedik mintavételt kovetden a
tamponmintakat olyan véres agart tartalmazo taptalajokra is kikentiik, melyekre ezzel
egyidében meghatarozott baktériumokat oltottunk. Elsé esetben a szélesztett baktériumok
mellé, majd masodszor kozvetleniil rajuk. Ezen baktériumok kozott halakban eléforduld
mikrobak, (Edwardsiella tarda, Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila és Vibrio
parahaemolyticus) is voltak, de nem halpatogén baktériumokra is teszteltiink: Staphylococcus
aureus (ATCC29212), Streptococcus agalactiae, Escherichia coli (ATCC25922). A
taptalajokon kinétt baktériumokat ezutan az el6z6ekhez hasonld moddszerekkel 24 és 72 ora

elteltével is megvizsgaltuk.
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5. EREDMENYEK

Az akvariumvizbdl vett minta nagyszamu vegyes florat tartalmazott, a tenyésztéses
vizsgélatot kdvetden elsdsorban Aeromonas telepeket lehetett kimutatni. A csapviz és az
autoklavval sterilezett viz is bakterioldgiailag negativnak bizonyult mind 37 °C-on, mind 24

0C-on, 72 éras inkubacios idét kdvetden.

Az anaerob tenyésztés esetében a taptalajokon ugyan néhany Clostridium-szeri
baktérium is kinétt (Dr. Tenk Miklos véleménye alapjan), de elenyész6 szamuk a kutatas korai

fazisaban nem adott elég okot arra, hogy az anaerob tenyésztést folytassuk.

A halak és a rakok nem alland6 testhomérsékletii allatok. Az akvarium vize alland6 24
0C, ezért feltételeztiik, hogy a rajtuk 1év6 flora hdoptimuma is 24 °C koriil van. Ezért a szokésos
37 °C mellett szobahémérsékleten (illetve 24 °C-os termosztatban) is novesztettiik. Utobbi
esetben a baktériumok lassabb névekedést mutattak, de az 6sszetételben valtozas nem volt. Ez

lathato a 3. abran.

v,

3. dbra: Az elsé Petri-csésze a 37 "C-on, a mdsodik a szobahémérsékleten inkubdlt 72 éra alatt kindtt
baktériumtelepeket tartalmazza. A mintakat nem-ikras rakok haspancéljardl, steril csapvizes usztatast kovetden
vettiik

A halakrol és rakokrdl vett mintak esetében is jol latszott a kiilonbség azon mintak
kozott, amik esetében az allatokat a mintavételt megel6z6en autoklavozott vizben tisztattunk és
amelyek esetében ezt nem tettiik meg. Mind a halak szajiiregéb6l, mind az rakok abdominalis

haspancéljarol vett mintak joval kevesebb baktériumot tartalmaztak, azokban az esetekben,
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ahol az allatokat a mintavételt megelézden steril csapvizben tsztattuk. A flora dsszetételében
jelentds valtozas nem kovetkezett be, bar tény, hogy az Aeromonasok nagyobb szamban voltak

jelen a halak esetében.

A mintakat harom személy vette. Dr. Lérincz Marta és az altalam vett mintakbol vegyes
mikroflorat Iehetett kimutatni. Ahalak tulajdonosa altal vett és bekiild6tt mintak mind teljesen
negativ eredménnyel zarultak, ezeket a kutatas szempontjabol figyelmen ki viil hagytuk. Ahalak
széjmikroflorajat és a rdkok haspancéljan 1évé mikroflorajat mindkét mintavételi modszer
esetében elsdsorban Gram-pozitiv baktériumok jellemzték. A telepmorfologia alapjan
elkiilonitve az uralkod6 populécié a Bacillusoké volt. Ezeken kiviil érdekességként emlitem,
hogy néhany Clostridium-szeri baktériumot is sikeriilt kimutatnunk. Gombakat egyik

mintatipus sem tartalmazott.

Az éltalunk vizsgalt modszerekkel a halak esetében nem tudtunk kiilonbséget kimutatni
forgatd és iires halak (4. dbra), illetve himek és ndstények szajflorajat 6sszehasonlitva. Aképen
jol szembetiinik, hogy 6sszetételét tekintve nem lehet kiilonbséget 1atni a két mintaban, viszont

a forgatd ndstény esetében a sarga pigmentet termeld baktériumok szdma megnovekedett.

4. dbra: A) nem forgato néstény narancsos csdszarsiigér szdajmicroflordja; B) ugyanezen gaj forgato ndstényének
szajmikrofloraja Jol lathatoak a sarga pigmentet termeld baktériumok megnovekedett szama

Ezzel szemben a rakok haspancéljanak florajaban viszont kiilonbség volt a larvas/ikras
¢és az tres allatok kozott (5. abra). Esetiikben ugyan a flora osszetételének besziikiilését nem
figyeltiik meg, de a kin6tt baktériumtelepek szama jelentsen csokkent larvas/ikras allatokrol

vett mintak esetében.
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5. dbra: folyami térperdk abdomindlis pancéljarol vett minta 37 C-os mintavétel utan. A) ikrdzas utan B) ikrds
C) késdi ikras D) larvas E) ikra nélkiili allapotban

A kin6tt baktériumok bakteriologiai vizsgalata alapjan patogéneket nem Ilehetett
kimutatni. Sajnos Toth Gergely tovabbi meghatarozast nem végzett a dolgozat elkésziiltéig,
emiatt a kindtt baktériumok fajat tekintve pontosabb eredményeink nincsenek. Mivel a korabbi
mintavételek nagyszamu telepet tartalmaztak, melyeket egyesével elkiiloniteni nehézkes lett

volna, igy ezzel nem probalkoztunk.

Az antimikrobialis peptidek esetleges baktericid, vagy bakteriosztatikus hatasat
kétféleképpen vizsgaltuk. E16szor a vett tamponmintékat a szélesztett baktériumok mellé tettiik,
de nem kozvetleniil a telepekre. Masik esetben a baktériumok szélesztésével egyidoben
kozvetleniil rajuk kentiik a tamponokat. Egyik esetben sem lehetett hatékonysagrol beszélni.
Bar a Streptococcus esetében a baktériumok kezdetben lassabban néttek AMP-k jelenléte
mellett, de 36 o6ra elteltével mar nem latszott kiilonbség a kizardlag Streptococcust tartalmazo
taptalajhoz viszonyitva. A két nap elteltével tartott ellenérzés soran az AMP-ket tartalmazo
mintdk helyén mar apré baktériumtelepeket is meg lehetett figyelni az alap

baktériumpopulaciok mellett.

24



6. MEGBESZELES

A vizsgalataink eredményei alapjan egyrészt elmondhato, hogy a mintavevd személye,
illetve a mintavételezés helyes kivitelezése rendkiviil fontos. A hal tulajdonosa altal levett és
bekiildétt mintak mind negativak voltak. Az el6zéekben Sellyei Boglarkaék altal végzett
kutatasok soran valodszinilileg a helytelen mintavételezésbél adododan jutottak arra a
kovetkeztetésre, hogy forgatd halak esetében a szajmikrofloratalkoto baktériumok mennyisége
lecsokken. A mintavételezés soran halak esetében nagyon fontos, hogy a mintavételi palca a hal
szajliregébe keriiljon, a kiilso feliiletek érintése nélkiil. Ezt kovetden a szajflora mintavételezése
ugy kell, hogy torténjen, hogy a tampon szajiireg faldhoz megfeleld mértéki erdvel legyen
hozzadorzsolve. Mivel az allatok elég kisméretiiek, ezért a tampon mérete sem mindegy. Annak
kellden kis fejlinek kell lennie, hogy az a halak szajan sériilés okozasa nélkiil beférjen. Az
altalunk vizsgalt halfajok esetében a COVID-tesztekhez is hasznalt orrtamponok a megfeleld
méretlinek bizonyultak, melyek esetében a megfelelé mintavételezést szintén eldsegitette, hogy
a palca hajlékony és nem merev, vagy torékeny. Vizsgalatunk soran azt tapasztaltuk, hogy a
flora levétele szempontjabol a kissé benedvesitett vattafej elonydsebb. Ehhez mi steril PBS-t
hasznaltunk. Ez fizioldgias s6oldat, pH-ja 7,5, a hémérséklete pedig szobahdmérsékleti volt.
Azt gondolom, hogy a mintavételezés melletta mintak szallitadsanak és a felhasznalasig torténd
tarolasuknak korilményei szintén kritikus pontok lehetnek. A szallitast termodobozban,
jégakku mellett végeztiik. A mintakat az Erd-Budapest kozotti, 30-45 percet igénybevevd
autouton mozgattuk (a kritikus reggeli és délutani idGészakokat elkeriiltiik). A mintakat a
laboratériumba érkezést kovetden hiitészekrényben taroltuk, és a lehetd legkorabban (az utolsd

alkalommal 24 6rén beliil, a tobbi esetben egy oran beliil) feldolgoztuk.

Kutatasunk soran a halak esetében az egyik elsddleges célunk a szajflora valtozasanak
és kiilonbségeinek vizsgalata volt ikras és ikra nélkiili, illetve him és ndstény allatokat
Osszehasonlitva. Ezért a mintavételezések soran ndstények esetén az éppen forgatd halak
mindegyikébdl vettiink mintat. Az irodalmi adatok szerint (Yousri Abdelhafiz és munkatarsai,
2021) mennyiségbeli kiilonbségek bizonyosan vannak egyrészt a két nem kozott, illetve ikrés
és ikra nélkiili halakban is, de ez az altalunk végzett direkt baktériumtenyésztéses modszerrel
nem volt megfigyelhet6. A tovabbiakban a pontosabb mennyiségi eredményekhez, illetve a
baktériumok pontosabb meghatarozasahoz mindenképpen sziikséges lehet tujgeneracids
modszerek alkalmazasa. Mennyiségi adatokhoz aramlasi citométer is igénybe vehetd, mig a

flora pontos Osszetételének meghatarozasahoz Maldi-Tof moddszer (Matrix segitett 1ézer
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deszorpcid €s ionizacid — repiilési id6 analizator, azaz egy olyan vizsgaldomoddszer, mellyel a
kinétt baktériumtelepek kozvetleniil fajszintig meghatarozhatoak), illetve a pigmenttermelés és
a rezisztenciak vizsgalathoz pedig szekvenciaadatok sziikségesek. Mivel a vizsgalatokra
palyazatunk nem volt, ezért anyagilag sem tudtunk tul sokat raforditani. Remélhetdleg, ha a
kutatas tovabb folytatodik, ilyen jellegii vizsgalatokra is sor keriil. Ugyan a rdkok esetében ezzel
a témaval kapcsolatban Sellyei Boglarkaék elézetes megfigyeléseket nem tettek, mi ugy
gondoltuk indokolt lehet ezen allatok tanulmanyozasa is. Esetiikben azt tapasztaltuk, hogy az
ikras/larvas rakokrol vett mintaknal kevesebb telepformalo egységet lehet latni a taptalajokon,

mint az utdédok nélkiili egyedekrdl vett mintaknal.

A flora sszetételbeli valtozasa egyik esetben sem volt megfigyelhetd. Ugyanazon
baktériumokat lehetett kitenyésztenia hordozoé és nem hordoz6 rakokbdl, illetve forgatd és nem
forgatd halakbol is. Valosziniileg ezen az eredményen szintén valtoztatna, ha a mintakat j
generacios modszerekkel vizsgalnank ki. Arra gondoltunk, hogy késobb érdemes lenne
megvizsgalni egy allaton a szdjflora Osszetételét kozvetleniil az ikrazas el6tt, szajkoltés
alkalmaval, és a larvak elengedése utan is. Ebben a vizsgélatban talan tobbet tudhatnank meg a
flora valtozékonysagardl. Ez a vizsgalat valoszinlileg idéigényesebb ¢és nehezebben
kivitelezhetd lenne, mivel korabbi megfigyelések és a haltartd elmondasa alapjan azok az
allatok, amelyekkel az ikrakat el6z6leg kikopettiik, nem mindig veszik fel ket Gjra. Emiatt a
vizsgalat elvégzése tobb halat igényelne, hogy minél tobb szaporodasi ciklus megfigyelése és

nyomonkovetése lehetséges legyen.

A flora Osszetétele az Osszes allatfaj esetében és mindkét mintavételi modszer
tekintetében vegyes volt, elsdsorban Bacillusokat tartalmazott. Ezek a baktériumokok nagyon
jellegzetes telepmorfologiaval rendelkeznek és kiilonboz6 pigmenteket is termelnek. Irod alomi
adatok bizonyitjak, hogy esetiikben a pigmenttermelés elsdsorban kiilonbdzd stresszhatasok
esetén torténik, emellett pedig antibakterialis, daganatellenes és gombaellenes hatasuk is lehet,
mely tulajdonsidgaikat mar a gyodgyszeriparban is elkezdték kihasznalni (Agarwal és

munkatarsai 2023).

Toéth Gergely elmondésa szerint halakra patogén baktériumok, melyek kozott
el6fordulnak Gram-pozitivok és Gram-negativok is, nem voltak megfigyelhet6ek az altalunk
kitenyésztett baktériumok kozott. A legfontosabb Gram-pozitiv patogén baktériumok az
Erysipelothrix rhusiopathae, egyes Mycobacteriumok (ezek zoonoétikus megbetegedéseket is
okozhatnak, ezért nagy jelentOséglinek tekinthetdk) és a Renibacterium salmoninarum
(elsésorban lazacfélék vesebetegségét okozd, 2006 6ta nem OIE listas betegség, mivel
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elterjedését csokkenni latjak, bar kétséges adatok vannak ezzel kapcsolatosan a
szakirodalomban (Nance és munkatarsai, 2010; Mahony és munkatarsai 2017). Elébbiekhez
képest a Gram-negativ, halakban megbetegedést okozo baktériumfajok koziil sokkal tbb fordul
el6 a magyarorszagi természetes vizekben. Ezek k6z6tt a leggyakrabbak az egyes Salmonella
fajok, az Aeromonas (A4.) salmonicida, az A. hydrophila, a Yersinia ruckeri, a Flavobacterium
columnare és a Pseudomonas fluorescens. Ugyan a flora besziikiilését nem tudtuk bizonyitani,
de az biztos, hogy ezekben az allatokban a mikroflora jellemzéen nem a Gram-negativ
Proteobacteria torzsbe tartozott. Az irodalom alapjan a nilusi tilapian Proteobacteria (Gram
szerint festve negativ), Bacteroidetes (Gram negativ), Firmicutes (Gram pozitiv), Deinococcus
(Gram pozitiv), Actinobacteria (Gram pozitiv) és Acidobacteria (Gram negativ) torzsek
talalhatoak fiziologias koriilmények kozott (Kuebutornye és mtsai., 2020; Sakyi és mtsai.,
2020). Eredményeink szerint a telepmorfoldgia alapjan az uralkodé populacié a Bacillusoké
volt, melyek Gram szerin festve pozitiv baktériumok. Ezek a baktériumokok nagyon jellegzetes
telepmorfologiat és kiilonbozo pigmentet is termelnek. Irodalomi adatok bizonyitjak, hogy a
pigmentek (Agarwal és mtsai, 2023) ugyan elsdsorban stresszre termelddnek, de antibakterialis,
daganatellenes és gombaellenes hatasuk is lehet, melyet a gydgyszeripar is kezd hasznalni.
Elképzelhetd, hogy ezek miatt a populaciobdl a Saprolegnia parasitica gombak kiszorultak.
Ezek a leggyakoribb édesvizi penészgombak, melyek az ikrapenész nevii megbetegedést
okozzak (Erdei és mtsai, 2023). A tulajdonos elmondéasa alapjan ikrapenésszel nem is
talalkozott a szajkoltés soran. Amikor Sellyei a halak szajflorajat vizsgalta a kimosott, nem ¢é16
ikrak esetében sem talalt penészt, melyet tovabb tartottak akvariumvizben. Ezutdn hamar
megjelent az ikrapenész. Ezen eredményeket érdemes lehet tovabb vizsgalni, ami miatt
kutatocsoportunk fel is kereste az Allatorvostodomanyi Kutatointézet Halparazitologia

Témacsoportjat, akik a vizipenészekkel foglalkoznak.

Az eddig is ismert volt, hogy szdmos halfaj rendelkezik lektinekkel (Wang és
munkatarsai 2021; Zhang és munkatarsai, 2020). Ezek a fehérjék az immunrendszer
mintazatfelismerd rendszerének részei, és olyan cukorszerii molekulakat ismernek fel, melyek
aktivitasa Gram-pozitiv és negativ baktériumok felismerésében is hatasos (Capaldi et al., 2015).
A nilusi siigér altal termelt lektinr6l példaul megallapitottdk, hogy mind az A. hydrophila és
Streptococcus agalactiae ellen hatasosan aktivalja a velesziiletett immunrendszert (Niu et al.,
2021). Igaz, a nilusi sligér nem szajkolto hal, az ivadékok védelmérdl habfészek készitésével
gondoskodik. Az Oplegnathus punctatus nevii hal egyik lektinjérdl kidertilt, hogy Vibriok ellen
is hatékony antibakteridlis anyag (Zhang et al., 2020). A halpenész és a rakpestisként is ismert
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vizipenészek képesek hatalmas pusztitast végezni a fiatal allatok korében (Philips et al., 2008).
Bizonyos lektinek ezekkel szemben is hatékonynak bizonyulnak (Wang et al., 2021). Szintén
ismert tény, hogy a halak mellett a rakok is rendelkeznek ezen védekezomolekulakkal. A
Metapenaeus dobsoni garnéla rendelkezik egy lektinnel, amely antibakterialis hatdssal
rendelkezik olyan halpatogének ellen, mint a Aeromonas hydrophila, Enterococcus fecalis és a

Streptococcus iniae (Rubeena).

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a vizsgilataink soran egy foleg Bacillusokbol allo
florat tapasztaltunk a halak szajiiregében. Ez eltér a szakirodalomban talalt adatoktol.
Véleményiink szerint tekintve, hogy szajkolto halak esetében a koltés idoszaka egy jelentds
stresszfaktorként hat az allatra, ezen szajkolto életmadd és a Bacillusok elszaporodasa, illetve
pigmenttermeld tulajdonsaga kzott lehet, hogy parhuzam vonhaté. Ez akar hozzasegitheti a
halat a patogének elleni hatékonyabb védekezésben és ezaltal egy mikrobialis védelem
nyujtasahoz az utddok szamara. Ugyanakkor a mikrofléra mennyiségi és mindségi paramétereit
tekintve nem sikeriilt kiillonbséget kimutatnunk ikras és ikra nélkiili allatokat 6sszehasonlitva.
Valoszinilileg eredményesebb lenne a jovébeni vizsgalatokat érzékenyebb, 0j generacids

modszerekkel elvégezni.

Az antimikrobialis peptidek vizsgalatanak esetében nem sikeriilt baktericid, vagy
bakteriosztatikus hatasukat igazolni. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy vagy a mintavétel nem
volt megfeleld, vagy annyira kis mennyiségben termelddnek, hogy hatdsukat az altalunk végzett
modszerekkel nem sikeriilt detektalni. Lehetséges, hogy a nyalkat az altalunk okozott enyhe
nyomassal nem lehetett megfeleld mennyiségben eltavolitani, ezért a tovabbi vizsgalatok soran
erdsebb dorzsolésre, vagy fokozott nyalkatermelés kivaltasara van sziikség, hogy pontosabb
eredményekhez jussunk. Természetesen a vizsgalati mddszerek érzékenyitése is egy jo
megoldas lehet. Egy altalunk javasolt lehetséges megoldas lenne, hogy a nyalka eltavolitasa
utan, azt egy 22 mikronos szliron atszlirve, bekoncentralva vizsgaljuk a benne 1évé AMP-k

esetleges hatésait]
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7. OSSZEGZES

Az éallatvilagban rengeteg faj esetében taldlkozunk az ivadékgondozas és a sziil6i
gondoskodd magatartds kiillonféle valtozataival. Ezen beliil halaknal és rékokndl is
megfigyelhetéek olyan fajok, melyek az utédaik védelmének érdekében sajat testiiket veszik
igénybe. A szajkoltd halak csoportjaba tartozok példaul a szajiiregiiket hasznaljak védelmi
eszkozként az ivadékaik szamara, mig bizonyos rakfajok abdominalis régidjuk alatt rejtik el és
védelmezik ikraikat mindaddig, amig azok el nem érnek egy megfeleld fejlettségiszintet. Ez a
sziil6i viselkedés feltételezhetGen kettds eldnyt biztosit az utddok szamara. Egyrészt, a fizikai
védelem révén az ivadékok hatékonyabban képesek elkeriilni a ragadozok tamadasaik, ami
vonatkozasai is vannak, ahol vélelmezhetéleg az antimikrobialis peptidek kulcsfontossagu

szerepet jatszhatnak.

Az antimikrobialis peptidek kis molekulatomegii, kevés aminosav alkotta, mikroba
ellenes hatast peptidek. Az immunrendszer részekéntfeladatuk a szervezet fertézéseknek
kiilonosen kitett teriileteinek fertdtlenitése, mint amilyen példaul a szem, a bélcsatorna vagy az
urogenitalis traktus. Patogén Dbaktériumokra kifejtett antibiotikus hatasuk révén
befolyasolhatjak a mikrofléra mennyiségi jellemzdit és hatassal lehetnek ezen mikrobialis

kozosségek strukturalis tulajdonsagaira is.

Kutatasunk soran Cyprichromis leptosoma és Aulonocara OB szajkolté  siigerek
széjiregének, valamint Cambarellus patzcuarensis rakok abdominalis régiojanak felszinén
talalhaté mikroflorat tanulmanyoztuk ikréds és ikra nélkiili allatokban egyarant. Ezen kiviil
vizsgalatokat végeztiink az ezen teriiletekrdl vett mintak esetleges baktériumellenes hatasarol
is. A kisérletek soran tamponmintakat vettiink az allatokbol, ezeket bakteriologiai taptalajokra
szélesztettiik, vagy a minta meghatarozott baktériumokra kifejtett gatlohatasat vizsgaltuk. A

taptalajokon kindtt baktériumokat kiilonféle bakteriologiai modszerekkel meghataroztuk.

Vizsgalataink els6sorban Bacillusokbol 4116 florat allapitott meg a halak széjiiregében
és a rakok abdominalis pancéljan is. A Kkitenyésztett baktériumok egy része ¢élénk
pigmenttermelést is mutatott. Az ikrazas és az azt kovetd koltés iddszaka stresszként hathat az
allatra. Ezért gondoljuk, hogy a fléra az irodalmi adatoktol eltér, és pigmenttermelés

jelentkezik. Irodalmi adatokra alapozva ez segithet a hatékony védekezésben.
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Az antimikrobialis peptidek vizsgalatanak esetében nem sikeriilt baktericid, vagy
bakteriosztatikus hatasukat igazolni. Feltételezhet6en a kis mennyiség és a nem megfeleld

mintavétel is hozzajarulhatott a sikertelenséghez.

30



SUMMARY

In the animal kingdom, various species exhibit diverse forms of parental care and
nurturing behavior. Among these, certain fish and crustaceans employ unique strategies using
their own bodies to protect their offspring. Mouthbrooding fish, for instance, utilize their oral
cavities as a defensive mechanism for the protection of their offspring, while specific crab
species conceal and safeguard their eggs beneath their abdominal region until they reach an
appropriate developmental stage. This parental behavior is presumed to provide dual
advantages for the offspring. Firstly, through physical protection, the offspring can more
effectively avoid predation, enhancing their chances of survival. Secondly, it is likely that this
defense mechanism has chemical implications, where we believe that antimicrobial peptides

play a crucial role.

Antimicrobial peptides are relatively small molecules, with microbidical properties,
consisting only a few amino-acids. As components of the immune system, their function
involves disinfecting areas of the body that are particularly exposed to infections, such as the
eyes, gastrointestinal tract, or urogenital tract. Through their expressed antibiotic effects against
pathogens, they can influence the quantitative characteristics of microbial flora and impact the

structural properties of these microbial communities.

In our research, we studied the microbial flora present in the oral cavity of
mouthbrooding perch species Cyprichromis leptosoma and Aulonocara OB as well as on the
surface of the abdominal region of Cambarellus patzcuarensis crayfish, in both egg-carrying
and nonegg-carrying individuals. Additionally, we conducted investigations on the potential
antibacterial effects of samples collected from these areas. During the experiments, we took
swab samples from the animals, placed them onto bacteriological media, and also assessed the
inhibitory effects of the samples against specific bacteria. After this the bacteria grown on the

media were identified using various bacteriological methods.

Our studies have identified a flora of mainly Bacillus in the oral cavity of fish and on
the abdominal shell of crabs. Some of the cultured bacteria also showed a vibrant pigment
production. The period of spawning and subsequent hatching can be stressful. Therefore, it is
thought that the flora differs from the literature and pigment production occurs. Based on

literature data, this may help in effective control.
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The antimicrobial peptides have not been shown to have bactericidal or bacteriostatic
activity. Presumably, the small amount and inadequate sampling may have contributed to the

failure.
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