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Osszefoglalas

A szerzok jelen tanulmanyukban a hazai angolna indukalt szaporitasi kisérletek soran
nyert ikrakon megtelepedd baktériumos fertézések felmérését és a védekezési lehetoségek
feltérképezését tizték ki célul. A mikrobiologiai vizsgéalatok soran egyetlen uralkodo faj, a
V. cyclitrophicus keriilt izolalasra. Megjelenése a kisérleti rendszerben, a mesterséges
tengerviz eldallitasahoz hasznalatos tengeri s6 fertdzottségének lehet az eredménye. Az
antibiotikum érzékenységi tesztek alapjan, zart rendszerekben a stlyos kimenetelii vibriozis
hatékony megel6zésére florfenikol kezelés, €s az altalanos sterilitas fenntartdsa érdekében,

gyakori higitott formalinos atmosas ajanlott.



Summary

The global warming; the overfishing of the sexually mature adult fish (the spawners) and the
offspring; the environmental pollution and parasites have significant impact of severe decline
in the European eel (Anguilla anguilla) stock. For restocking purposes, several research
projects about the elaboration of captive breeding methods and hatchery technology of eel,
have been initiated. The detection of piscine pathogens and the development of effective
therapeutic and prevention strategies against their infections during the early life stages in fish
(eggs, larvae, fry, and smolts) under controlled conditions are essential for successful work.
The aim of the present study was to identify the pathogen(s), and to make propose for the
possible treatments against the infection of the developing eel embryos, that produced by the
controlled reproduction process following hormone-induced sexual maturation of female
European eel.

The pathogenic bacteria were isolated on different selective media. They were characterised
by morphological -, microscopic examinations and with some biochemical tests. Their
taxonomic status was verified by using the Biolog MicroStation ID system, and by
amplification and sequencing of the 16S rDNA genome region. Then their antimicrobial
sensitivity was checked by Kirby-Bauer disc diffusion method using 10 various antibiotics
(ampicillin, chloramphenicol, cotrimoxazole, enrofloxacin , erythromycin, florfenikol,
furazolidone, gentamicin,oxytetracykline, polymyxin-B).

The phenotypic and genotypic microbiological assays detected the presence of only one
dominant species; that was the Vibrio cyclitrophicus, a member of Vibrio splendidus clade.
The pathogenicity of these bacteria to larvae of molluscs and shrimps has been already
known. Their emergence in the closed experimental system may be the result of the artificial

sea water prepared from contaminated sea salt. Based on the antibiogram of the isolated



bacterium strain the use of chloramphenicol has been suggested for prevention, but a

consequent formalin treatment of the water for general disinfection is also necessary.



Irodalmi attekintés

Az eur6pai angolna (Anguilla anguilla) a katadrom tipust halak csoportjaba tartozik, ami azt
jelenti, hogy egy hosszantartd édesvizi életciklust (3-40 év) kovetden a tengerbe vandorol
szaporodni (Sargasso tenger, Atlanti 6cean). A lebegd ikrabol kikeld larvak a Golf — és az
Eszak-Atlanti aramlat segitségével jutnak el az eurdpai partvidékig, onnan a folyokba
vandorolva kezdik meg édesvizi életciklusukat. Az eurdpai angolnanak az északi félteke
felmelegedésével szembeni érzékenysége, de a Golf-aramlat 20 000 év eldtti erejének és
ivadék aranak villamgyors emelkedése; az ivadék - és az ivohelyre vandorl6 feln6tt egyedek
tulhalaszata; kornyezetszennyezési problémak; valamint elhullast okoz6 parazitozisok (mint
példaul a balatoni 1991-es angolna-pusztulasaban is f6 szerepet jatszo Anguillicoides crassus
uszOholyagparazita (2,11) mind negativan hatnak az angolnapopulacidé méretére. Az
oEgyezmény a Veszélyeztetett Vadon EI6 Allat- és Novényfajok Nemzetkozi
Kereskedelmérdl” (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora, CITES) a II. kategodriaba sorolja az eurdpai angolnat, azaz nem fenyegeti a kihalas
kozvetlen veszélye, de befogasukra és kereskedésiikre stlyos korlatozasok vonatkoznak (7).
Allomanyuk névelésére tobb programot inditottak, melynek egyik eleme a fogsagban torténd
indukalt ivarérlelésiik és szaporitasuk. Az angolna tenyésztésérdl a szo eredeti értelmében
nem beszélhetiink, mivel még senkinek nem sikeriilt indukalt szaporitds utan felnevelni
egyetlen eurdpai angolnalarvat sem. Az Gsszes, Eurdpaban taldlhatd angolna természetes
ivasbol szarmazik! Az egyik fontos megoldando probléma a kontrollalt koriilmények kozott
nevelt embrié-, majd a larvagenezis soran fellépd ikra- és larvakarosodasok felismerése és az
ellentik valé védekezés kimunkaldsa. Az ilyen iranyd kezdeményezések koziil emlitendd

Serensen és mtsai. (14) munkaja, akik foglalkoztak az angolna indukalt ivarérlelése és



szaporitdsa nyoman nyert ikratételek inkubécidja soran fellépd mikrobidlis fertdzésekkel, és
probalkoztak azok kezelésével (antibiotikum mixek és fertdtlenitészerek), azonban a kisérleti
allapotok eltértek az altalunk biztositott koriilményektdl, valamint nem végeztek baktérium
meghatarozast.

Munkénk soran célul tliztiik ki a hazai angolna indukalt szaporitasi kisérletek soran nyert
termékenyitett és fejlodé embridt tartalmazé ikrain megtelepedd baktériumos artalmak

felmérését, valamint az elleniik valo védekezési lehetéségek kidolgozasat.

Anyag és Modszer

A Balatonbo6l szarmazé angolna ikrasokat indukalt ivarérlelési kisérletbe vontunk (n=6, atlag
testtomeg 741,5£154,1 g), melynek soran egy halat sikeriilt ovulacié el6tti allapotig
felkésziteni (a Horvath és mtsai. altal modositott protokoll alapjan (6)). Ezt a halat egy elore
felkészitett ivatd kadban (1580%2100x51 mm 1,49 m?® hasznos viztdmeg, mesterséges
tengerviz ((Aqua Medic Meersalt), sokoncentracido 35%o), 2ug 17alpha, 20beta-dinydroxy-4-
pregnen-3-one (Sygma Aldrich) / testtomeg kg kezeléssel (a Miiller és mtsai. altal modositott
protokoll alapjan (12)) sikeriilt 3 hasonld6 méodon felkészitett tejessel ivasra birni. Az utolso
kezelést kovetd 14 ora 45 percben az ikras a harom himmel leivott. Ezt kovetden a kadbol a

halakat kiemeltiik, és a termékenyiilt ikraszemeket a kadban keltettik (18 °C). A

termékenyitést kovetd 38. ordban a termékenyiilt és fejlddd embriot tartalmazo ikraszemeket
(n=20, gerinchiiros allapot, 1. 4bra) a Magyar Tudomanyos Akadémia Allatorvos-tudomanyi
Intézetébe szallitottunk tartoviziikkel, ahol mikrobiologiai vizsgéalatokra keriilt sor.

Két-két ikraszemet homogenizaltunk 100 pl mesterséges tengervizben, majd a széleskorii
vizsgalatokhoz 5% defibrinalt juhvérrel kiegészitett Trypticase Soy (TSA), Aeromonas,
Phenylethyl Alcohol (PEA) (LabM, Lancashire, UK) és Cytophaga, Sabouraud agarra oltottuk

a mintat. Az ikranevelési homérsékletnek megfelelden a taptalajokat 18 °C-on inkubaltuk, a



baktériumnodvekedést 24 és 48 ora elteltével ellendriztiik. A kitenyésztett baktérium alapvetd
sajatsagait fliggécsepp készitmény mikroszkopos vizsgalataval, valamint Gram-festéssel,
katalaz-oxidaz probaval, valamint, a Biolog MicroStation ID system (Biolog, Ca)
hasznalataval GEN III Microplate™ lemezen jellemeztik. A torzs antimikrobialis szerekkel
szembeni érzékenségét juhvérrel kiegészitett Miiller-Hinton (MHA) taptalajon (LabM,
Lancashire, UK) Kirby-Bauer korongdiffuziés modszerrel, az alabbi antibiotikumokkal
szemben vizsgaltuk: ampicillin (10pg), kloéramfenicol (30ug), cotrimoxazol (25ug),
enrofloxacin (5ug), erytromicin (15ug), florfenikol (30ug), furazolidon (20ug), gentamicin
(10pg),oxytetraciklin (30ug), polymixin-B (300iu) (Abtek Biological Ltd., Liverpool, UK). A
mintabol Chelex-modszerrel (17) DNS-t vontunk ki molekularis bioldgiai vizsgalatok céljara.
A fajazonositas érdekében elvégeztiik a riboszomalis 16S RNS gén univerzalis 27F és 1512R
primerekkel torténd felszaporitasat €s szekvencia elemzését.

A statisztikai kiértékelést SPSS for Windows 10.0 programcsomag segitségével végeztik el.
Az antibiotikum rezisztencia vizsgalat soran mért gatlasi mez6 atmérdk adatait egytényezos
varianciaanalizissel (one-way ANOVA,Tukey Post Hoc teszt) vetettiik 6ssze egymassal 5%-

os szignifikancia szinten.

Eredmények és megvitatasuk

A termékenyitett — €s fejl6dd embridt tartalmazo angolna ikrdkon megtelepedd baktériumok
vizsgalata soran egy uralkodo faj jelenlétét tudtuk igazolni.

A TSA agaron mar 24 ora elteltével szintenyészetben megjelend aprd, kerek, konvex, ép
sz¢l, krémszinii telepek nativ mikroszkdpos vizsgalata mozgd, enyhén hajlott palcika alaka
baktériumok jelenlétét mutattak. Az izolalasra keriilt torzs Gram-festéssel negativnak, a
katalaz és oxidaz probaban pozitivnak bizonyult. A Vibrio fajokra szelektiv TCBS

(Thiosulphate Citrate Bile salts Sucrose) agarra oltva jellegzetes sargan pigmentalt telepeket



képzett (2. abra). A szénforras-hasznositason alapuld Biolog rendszer V. splendidus fajként
azonositott.

Végiil, a torzs, 16S rDNS 1463bp hosszi szekvencia 1égi6 vizsgalata alapjan
V. cyclitrophicus- nak bizonyult. Ez a faj a V. splendidus klad tagja (10), melyen beliil a
szekvencia hasonlosag igen nagy (3. abra). A csoport tagjainak osztrigara- (Crassostrae spp.,
Ostrea edulis), vénusz kagylora (Venerupis spp.) és féstikagylokra (Pecten maximus) valo
patogenitasat mar vildgszerte kimutattak (4, 15,16). A bakteridlis nekrozis vagy larvakori
vibridzis néven ismert megbetegedésben a Vibrio fajok altal termel exotoxinok hemocitakra
kifejtett citotoxikus hatasanak tulajdonitanak elsédleges jelentGséget (9). A klad kiilonbozo
tagjait, egyes tengeri halak  (Scophthalmus maximus, Hippoglossus hipoglossus,
Gadus morhua) ikra vagy larva-stadiumaban tapasztalt nagymértékii elhullasaval is
kapcsolatba hoztak, de egyértelmii pathogenitasuk nem nyert bizonyitast (1, 3, 13).

Az eredményes kezelés érdekében az izolalasra keriilt baktériumtorzs, altalanosan hasznalt
antibiotikumok elleni érzékenységének vizsgalata soran leginkabb hatékonynak a:
kloramfenikol, florfenikol, enrofloxacin, oxitetraciklin, furazolidon, kevésbé hatékonynak a:
cotrimoxazol, eritromicin, polimixin-B és a gentamicin bizonyult (4.abra). A kapott adatok
alapjan mind az ikrakeltetéshez, mind a larvaneveléshez a megbetegedést okozo Vibrio
torzsek féken tartasara a florfenikol hatéanyag javasolt. Ez utobbi készitmény alkalmazasa a
vibridzis megeldzésére a nemzetkdzi kagylo- €s raktenyésztésben hosszl ideje széleskoriien

elfogadott (5, 8, 16).



A keltetés alatt az embri6 életképességét csokkentd korokozok (baktericid és bakteriosztatikus

hatas) kartételének megakadalyozasa céljabol a kovetkezd eljarast ajanljuk:

1.) Formalin oldatos kezelés (formaldehid 37%-0s vizes oldatabol 1:20.000 higitas),
atmosas 24 o6ranként egy alkalommal.

2.) Florfenikol 20 mg/L dozissal, 24 éranként 20 perc kezelés atfolyo rendszerben.
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1.4bra. Gerinchuros angolna embrio. A szik kozpontjaban lévé olajcsepp biztositia
az ikra lebegését

Figure 1. Eel embryo. The oil drop in the center of the yolk provides the buoyancy




2.abra. Az angolna ikra mikrobiologiai vizsgalataban izolaldsra keriilt baktérium
tenyészete juhverrel kiegeszitett TSA és szelektiv TCBS agaron

Figure 2. Cultivation of the strain isolated from eel embrios on TSA (Tryptic Soya
agar) supplemented with sheep blood and on the selective TCBS (Thiosulphate

Citrate Bile salts Sucrose Agar)




3.abra. Az angolna ikra mintabdl izolalt torzs (ANik) filogenetikai helyzete a

Vibrio splendidus kiddon beliil a 16S rDNS 1463bp hosszu szakaszon végzett
szekvenciaelmezésnek megfeleléen (DNASTAR Lasergene 7 Software CLUSTAL W
multiple alignment algorithm)

Figure 3. The phylogenetic status of studied bacterial strains (ANik) within the
Vibrio splendidus clade (14 species) based on sequence analysis of 16S rDNA
(1463bp). The tree was constructed with the DNASTAR Lasergene 7 Software, using

using the CLUSTAL W multiple alignment algorithm.

Vibrio kanaloae (AM162657)
Vibrio lentus (NR_028926)
Vibrio tasmaniensis (AJ514912)
Vibrio atlanticus (EF599163)
Vibrio cyclitrophicus (AM162656)
ANik

Vibrio chagasii (AJ316199)
Vibrio splendidus (X74724)
Vibrio pomeroyi (AJ491290)
Vibrio toranzoniae (HE978310)
Vibrio artabrorum (EF599164)
Vibrio crassostreae (EF094887)
Vibrio celticus (EF599162)
Vibrio gigantis (AJ582810)
Vibrio gallaecicus (NR_044520)
Vibrio cholerae (NR_044853)

2.9

2 0
Nukleotidcsere aranya 100 nukleotidonként



4, abra. Az angolna ikra mintabdl izolalt VIDrio torzs antibiotikum érzékenységének

vizsgalata korongdiffuzios modszerrel juh vérrel kiegészitett Miiller-Hinton agaron.

Figure 4. Antimicrobial susceptibility testing of Vibrio sp. isolated from eel embrios by the

Kirby-Bauer disc diffusion method on Méller-Hinton agar supplemented with sheep blood




1.tablazat. Az angolna ikra bakteridlis vizsgadlata soran izolalt Vibrio sp. rezisztencia

vizsgalatok eredményei (a kiilonbozo betiijelek a statisztikailag igazolhato kiilonbségeket

Jjelolnek p<0,05 szinten)

Table 1. Zone of antimicrobial drugs’ inhibition (in mm) against Vibrio sp. isolated from eel

embrios (The different characters show the statistically certifiable difference on the level p <

0.05)

Antibiotikum Antibiotikum gatlasi mez6k mm-ben
(atlag+szoras)

Cotrimoxazol 22,5+0,6 d
Eritromicin 19,5+£09 ¢
Furazolidon 359+0,4 ¢
Oxitetraciklin 39.4£1,2 b
Polimixin-B 18,0+1,1 ef
Ampicillin 6,0+0,0 g
Gentamicin 16,0+0,5 £
Florfenikol 50,6+0,7 a
Kléramfenikol 49,0+1,9 a

Enrofloxacin

39,7£1,5b




