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Review

A Brief Review of the European Directive on 3Rs and
Facilitating Animal Experimentation

Omeralfaroug ALI*

Agrobiotechnology and Precision Breeding for Food Security National Laboratory, Institute of Physi-
ology and Animal Nutrition, Department of Animal Physiology and Health, Hungarian University of
Agriculture and Life Sciences, 40 Guba Sandor Street, 7400 Kaposvar, Hungary.

ABSTRACT - The value of animals to humankind extends beyond their provision of food and physical
resources; they also serve a wide range of purposes, including their role in experimentation. Given that
animals play a substantial part in experimentation, it becomes imperative to improve their living con-
ditions, at the very least as a form of compensation. As a result, the driving force behind the enactment
of various legislations, including the European Union Directive (2010/63/EU), is human morality. This
directive primarily pertains to specific European member states and is fundamentally aimed at safe-
guarding the welfare of animals used in experimentation by advocating for the implementation of the
3Rs: replacement, reduction, and refinement. Nevertheless, concerns have arisen, particularly regard-
ing how the provisions of the directive might constrain or influence the advancement of experimenta-
tion, notably within the biomedical field. This review explores the nexus between Directive
2010/63/EU and the facilitation of animal experimentation, with a specific focus on the 3Rs. Findings
reveal that the judicious application of the 3Rs markedly enhances the progress of experimentation
without compromising the quality of outcomes. Furthermore, recent studies propose that the 3Rs alone
may not suffice, suggesting the need to introduce additional relevant Rs. Hence, the current decrees are
deemed adequate for a certain period, with potential modifications in the future. In order to encourage
the advancement of experimentation without jeopardizing animal welfare, it is imperative to conduct
periodic, routine reviews.

Keywords: animal welfare, reduction, refinement, replacement, research.

HISTORICAL BACKGROUND ON THE DIRECTIVE

The history of legalization and legislation for animal protection dates back
over a century. For instance, in 1876, the United Kingdom introduced an Act to
amend laws related to Animal Cruelty (Wells, 2011). Since then, animal welfare
has become the focus of scientific experimentation worldwide, spanning vari-
ous domains, including farm animals, animals used for scientific purposes, and
captive wild animals. The European Union (EU) has played a crucial role in es-
tablishing comprehensive animal protection laws. On September 22, 2010, the
EU issued Directive 2010/63/EU, which, following its revision in 2009, out-
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A BRIEF REVIEW OF THE EUROPEAN DIRECTIVE ON 3RS AND FACILITATING ANIMAL EXPERIMENTATION

lines the legal framework governing animal protection in scientific experimen-
tation (EU, 2009 and 2010). This directive represents the culmination of ef-
forts that began with Directive 86/609/EEC. Its primary objective is to ad-
vance animal welfare by promoting the application of the three principles
known as the 3Rs: replacement, reduction, and refinement (Olsson et al. 2016;
EU,1986). Hartung (2010) provides a comprehensive discussion of the distinc-
tions between the previous and current directives.

Directive 2010/63/EU set an implementation deadline of January 1, 2013,
for all EU member states. In April 2013, Hungary, as a member state, incorpo-
rated the directive through Ordinance 40/2013 (II. 14.) and Ordinance
98/2014 (III. 25) of the Hungarian Government (Hungary, 2013; Hungary,
2014), which replaced the 1998 Hungarian Animal Welfare Act (XXVIIIL.
Act) pertaining to animal experiments (Hungary, 1998). The current Directive
2010/63/EU consists of two sections and eight annexes. The first section out-
lines the intentions (56 points), whereas the second section covers general
provisions, the use of particular animals in procedures, authorization proce-
dures, measures to prevent duplication, alternative approaches, and final pro-
visions (a total of 66 articles). The directive chiefly pertains to animals, encom-
passing whole animals, organs, and tissues intended for use in scientific exper-
iments, regardless of whether the usage involves the entire animal or only a
part. Its central aim is to replace animal use with alternative approaches. Thus,
EU guidelines mandate that every project, including breeders, suppliers, and
users, establish an animal welfare body, be it at the local, regional, or national
level, with a consultant and regular supervision and monitoring activities, as
specified in Article 27. Within the directive, these animal welfare bodies bear
aresemblance to the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) in
the United States (Van der Meulen-Frank et al., 2017). Generally, the directive
excludes sectors unrelated to scientific experimentation, such as cruel chemi-
cal and industrial testing, cosmetic tests, educational demonstrations, and vet-
erinary clinic experiments.

The provisions of Directive 2010/63/EU are fundamentally anchored in the
implementation of the 3Rs, which aim to protect animals used in scientific ex-
perimentation without compromising the quality of the results. However, the
adoption of the 3Rs can pose numerous challenges related to the quality of in-
puts and outputs in scientific experiments. Restricting methodologies and es-
tablishing criteria for animal protection may significantly impact study design,
budget, and timelines compared to previous management systems. To address
these aspects, this review attempts to assess the directive by investigating the
effectiveness of the 3Rs in animal experimentation.
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THE THREE PRINCIPLES (3RS)

When animals are extensively utilized in experiments, and given their status
as sentient beings capable of experiencing pain, it becomes our ethical obliga-
tion to respect and acknowledge their suffering. This principle underlines the
implementation of the 3Rs, a framework governing the use of animals in ex-
perimentation. The foundational work in this area is the book titled “The Prin-
ciples of Humane Experimental Technique,” authored by Russell and Burch in
1959. This seminal work categorizes animal techniques into what are known
as the 3Rs: replacement, reduction, and refinement. The principles laid out in
this book have been incorporated into numerous directives worldwide, includ-
ing Directive 2010/63/EU, the Australian Code for the Care and Use of Animals
for Scientific Purposes (NHMRC, 2013), and the Canadian Council on Animal
Care Policy Statement on Ethics of Animal Investigation (CCAC, 1989). With re-
gard to Directive 2010/63/EU, the 3Rs form the core of the directive’s frame-
work, with the primary objective of protecting the welfare of animals and elim-
inating or minimizing their suffering. The directive introduces a classification
system for the severity of procedures, categorizing them into four levels: mild,
moderate, severe, and non-recovery. This categorization is designed to be flex-
ible, acknowledging the evolving body of knowledge regarding specific animal
species. [t recognizes that animal species are undergoing genetic modifications
due to both environmental (epigenetic) factors and artificial engineering
aimed at enhancing productivity.

In contrast to Russell and Burch’s book, which primarily focuses on non-
human vertebrate animals, both terrestrial and aquatic, Directive 2010/63/EU
extends its scope to independently feeding larval and fetal forms of mammals
in the last third of their normal development, as well as cyclostomes and ceph-
alopods. Moreover, it permits the use of genetically modified animals, subject
to certain constraints, including consideration related to laboratory construc-
tion, infection prevention, housing design, management procedures, and ani-
mal handling at the endpoint of a project (Van der Meulen-Frank et al., 2017).

The 3Rs and animal experimentation progress

The utilization of animals in scientific experimentation confers significant ben-
efits to humanity. Animals serve as vital components in the testing of vaccines,
medications, therapeutic approaches, and various other products and proto-
cols (Barbee & Turner, 2019; Gruen, 2011). The generation of more data from
animal experiments can have both positive and negative implications for the
3Rs, although this aspect remains to be thoroughly evaluated. The accrual of
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additional data has the potential to diminish the future necessity for animals
in experimentation procedures while concurrently augmenting the reliability
of these procedures and their associated findings. However, the accumulation
of data from animal experiments also underscores the extensive scale of ani-
mals involved in scientific research. In 2015, approximately 79.9 million ani-
mals were engaged in scientific experiments (Taylor & Alvarez, 2019), with
nearly 25% of these being used in regulatory studies. After 2019, there has
been a remarkable decline in the number of animals involved in experimenta-
tion within the EU (EARA, 2023), primarily attributed to reduced research ac-
tivity during the COVID-19 pandemic, which prompted the imposition of re-
strictive measures. Interestingly, in 2020, the EU used fewer animals in re-
search compared to the United States, China, and Japan (Statista, 2020), re-
flecting the strict theme of the directive. Nevertheless, the total number of an-
imals used in scientific studies is influenced by numerous events. These in-
clude the extent of research activities, financial investment in the field, ad-
vancements in technology, and the implementation of systematic data gather-
ing methods, among others.

From a political and public standpoint, there are substantial expectations
regarding the measurable impacts of the 3Rs principle. Animals participating
in scientific experimentation, particularly those involved in biomedical re-
search, frequently undergo invasive procedures that may, in some cases, result
in fatality. In light of this, Louhimies (2012) raises a pivotal question concern-
ing the assessment of legislative effectiveness: “Where are we today, and what
are the next steps? We have real opportunities ahead of us—are we grabbing
them?”. From a logical perspective, it is acknowledged that no single piece of
legislation can be considered 100% perfect. This realization has led numerous
researchers to propose that the 3Rs may not be entirely sufficient or concep-
tually suitable for certain animal experimentation groups. In addition, some
debate elevates from social and ethical perspectives. Hence, DeGrazia & Beau-
champ (2019) advocate for the incorporation of social benefit Rs, and Curzer
etal. (2013) propose the implementation of ecosystem Rs. Moreover, Sloken-
berga (2017) emphasizes the urgent need for comprehensive administrative
and criminal liabilities within directives to enhance the protection of animals
used in experimentation. Lately, extreme arguments are taking place, merely
focusing on the elimination of animal use in research. These arguments have
escalated to level of political arguments, such as in the EU, USA and Switzer-
land (Han, 2023; Bundesrat, 2022; European Commission, 2015). While these
proposals and demands aim at improving directives and protecting animals
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from experimentation, they may also present potential obstacles to the ad-
vancement of scientific experimentation. Given that the directive is founded
upon the 3Rs, an examination of the efficacy of the 3Rs in facilitating experi-
ments can offer insight into the directive’s adaptability to address emerging
challenges in the field. In this review, this approach is employed to highlight
contemporary issues within the realm of animal experimentation and assess
the directive's capacity to accommodate these concerns.

Replacement

Replacement intends to substitute animal experimentation with alternative
approaches, thereby safeguarding animal species and preserving their natural
diversity, particularly endangered species. This approach can only be achieved
by minimizing mortality, enhancing living conditions (welfare), and rehabili-
tating animal reproduction and habitats. According to Van der Meulen-Frank et
al. (2017), replacement can take two forms: absolute and relative, depending
on the requirements of the specific experiment. Furthermore, these authors
detail two variants of relative replacement: 1) employing the minimal number
of animals, and 2) adopting a minimal-pain approach. In this regard, Directive
2010/63/EU highly encourages the implementation of absolute replacement.
However, achieving absolute replacement in several scientific domains, such
as in vivo toxicological experiments, can be particularly challenging. Hence, the
directive permits partial replacement, classifying relative replacement into the
following categories: 1) non-recovery experimentation, where animals are
fully anesthetized without experiencing any discomfort, and 2) experiments
that necessitate the use of animals who are painlessly euthanized. The extent
of replacement varies based on numerous variables, including the animal spe-
cies, the maximum permissible level of pain or stress, and the value pursued
by the experimentation within its respective field. According to available liter-
ature, numerous biomedical experiments conducted on animals may lack
strong justification or direct relevance to the human model (Van Norman,
2019; Bracken, 2009). Moreover, replacement may appear beneficial in the
context of non-research observations, such as restricted measurements rela-
tive to the development of treatments. Though the directive upholds the prin-
ciple of scientific freedom, it also mandates adherence to ethical principles and
practices. It stipulates that animal involvement must be a last resort, and ex-
periments must aspire to justifiable goals aimed at potentially improving the
quality of life. Consequently, the experimental design must aim to closely rep-
licate the actual pathogen dose range to minimize undesirable scenarios, such
as severe physiological implications and an unjustifiably high mortality rate.

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS
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Over the past decades, funding for 3R research has facilitated advance-
ments in replacement, predominantly through the establishment of alternative
approaches. These approaches are not designed as direct replacements; ra-
ther, they represent an alternative approach to addressing a specific research
query. In other sections, this term can include animal methods. However,
within the scope of this section, these alternative approaches are fundamen-
tally non-animal methods, which is the sector that receives significant funding
under the 3Rs development project. Advocacy for these methods plays a cru-
cial role in their implementation, especially since many of these methods are
not widely recognized. For instance, in vivo experiments reveal the state of ac-
tual complex organism reactions to substance(s), albeit their reliability may be
hampered by inherent individual genetic variations. To mitigate variability
factors and minimize harm in experiments, numerous recognized alternative
approaches are available. However, Genzel et al. (2020) note that currently,
there is no alternative method sophisticated enough to predict organ and body
complexity. Therefore, the directive does not mandate the exclusive use of al-
ternative methods but encourages the application of computer models (pre-
dictive mathematical methods), in vitro studies, in silico approaches (such as
computational methods: QSARs, systems biology, pathway modeling, PBPK
and PKPD modeling), and cell and tissue culture and engineering as alterna-
tives to whole-animal experiments. Though a single alternative approach may
not entirely replace in vivo experiments for complex endpoints, a combination
of alternative methods can provide prediction tools with a certain level of ac-
curacy (Laroche et al., 2019). It is important to note that the development and
validation of alternative methods are ongoing processes. The European Part-
nership for Alternative Approaches to Animal Testing (EPAA) promotes the
use of read-across tools (predicting a substance’s toxicological endpoint based
on available data from one or more related substances) and ab initio methods
(safety assessment based on in vitro tests combined with in vitro to in vivo ex-
trapolation through computational approaches) to enhance the decision-mak-
ing framework (Mahony et al,, 2020). Fortunately, substantial data on the risk
assessment of thousands of substances in Europe are publicly available online.
Much credit goes to the activities of the European Commission, the European
Food Safety Authority, the European Medicines Agency, the project EuroMix—
European Test and Risk Assessment Strategies for Mixtures, and the project
EU-ToxRisk. These risk assessment summaries contribute tremendously to the
advancement of 3Rs implementation and the development of alternative ap-
proaches.

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS
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According to Goh et al. (2015), in vitro tests exhibited consistent growth in
the pharmaceutical industry from 1980 to 2013, significantly contributing to
the replacement principle. However, under some circumstances they may not
seem sufficient (Krebs et al., 2022). Therefore, it's imperative to emphasize
that in vitro tests should not be viewed as mere supplements to in vivo tests;
rather, they present valid substitutes. In the field of biomedical research, enor-
mous efforts spanning the past two decades have been dedicated to imple-
menting these alternative approaches. One such approach is tissue-engineered
skin, which has been validated and recognized as a viable method for achieving
replacement (Basketter and Gerberick, 2022; ESAC, 2008). Furthermore, omics’
technologies, encompassing genomics, proteomics, metabolomics, meta-
genomics, phenomics, and transcriptomics, have played a remarkable role in
promoting the 3Rs in the context of animal experimentation, with a particu-
larly notable impact on replacement. Methods using "omics" technologies in-
volve the analysis of gene expression of metabolites related to treatment
(Kroeger, 2006), potentially substituting studies that require more time and
involve the use of animals. In addition, computational toxicological modeling
has emerged as a valuable tool in toxicological investigations, and its adoption
in the pharmaceutical field has progressively increased over the last three dec-
ades (Ford, 2016). Recent technological advancements have been significantly
contributing to the revolutionary development of computational models, lead-
ing to a paradigm shift from 2D to 3D models. Notably, advancements in ma-
chine learning, particularly artificial intelligence, have enabled the develop-
ment of models capable of predicting hormone receptor binding affinity (Wong
et al,, 2017). It is worth highlighting the substantial contribution of in silico
simulation in predicting the human response to COVID vaccines. A further
marked tool among alternative methods is the meta-analysis approach, a sys-
tematic review method involving the statistical treatment of accumulated data.
This method serves as a valuable tool in minimizing unnecessary duplication
of animal experiments (Hooijmans et al., 2014), contributing remarkably to re-
placement as well as, to a lesser extent, reduction. In contemporary scientific
investigations, meta-analysis plays a critical role in preventing similar data re-
dundancy in genomic, clinical, pharmacodynamic, and toxicological investiga-
tions. Notably, researchers like Harding (2017) have noted the availability of
genomic data for non-human primate laboratory animals, representing a
promising development in this domain.

Replacement offers the potential to reduce research expenses by minimiz-
ing the substantial costs associated with animal experimentation (Polli, 2008),
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including the costs of animals themselves, housing, transportation, and feed-
ing. However, it is important to note that in certain circumstances, additional
costs may be incurred, such as software licenses, equipment (complete or
spare), and quality assurance kits. Challenges may also arise due to the acces-
sibility and variability of materials and reagents required for recommended
alternative approaches. These challenges may make the implementation of al-
ternative methods and the 3Rs difficult, especially in regions with limited re-
sources, such as low-income and third-world countries. The potential for un-
affordable price increases can jeopardize the adoption of replacement meth-
ods, leading to limitations in publications and potential compromises in the
quality of research outcomes. Reputable journals typically demand high stand-
ards as well as article processing charges (APCs). In such cases, the lack of an-
ticipated publications (DEFRA, 2010) can be directly attributed to budget con-
straints and indirectly linked to inadequate animal protection laws. Therefore,
effectively implementing the 3Rs framework necessitates international har-
monization and collaboration to overcome the challenges faced in advancing
experimentation progress. Global adoption of the 3Rs is imperative, thereby
ensuring that no scientific organization can outsource unjustified experiments
to other nations. Technological advancements have facilitated worldwide col-
laborations that benefit both humans and animals. Subsequently, the concept
of a cooperative framework has gradually gained prominence among scientific
institutions. For instance, the “3R Blackboard” is a recognized platform that
provides a space for various research groups to distribute excess biological
materials obtained from animals (Czubala et al., 2022). Notably, the current EU
directive, Directive 2010/63/EU, has expanded and continues to broaden the
collaboration zone. It genuinely encourages the sharing of technical and non-
technical information among scientific communities through open-access da-
tabase systems, enhancing the prediction and validation of methods, both di-
rect and alternative, as well as promoting more effective directive execution.
This strategy is rapidly advancing, with numerous easily accessible databases
now available.

One of the most frequently voiced concerns regarding replacement is the
reliability of these methods or models. Although alternative approaches offer
comprehensive animal protection, not all methods are as reliable or suitable
as human models (Ritskes-Hoitinga, 2022; Mikhaylova & Thornton, 2019; Kat-
tan & Gerds, 2018; Ferdowsian & Beck, 2011). According to Hackam & Redel-
meier (2006), only 33% of the most highly cited studies (selected citations)
were deemed suitable for human simulation in clinical applications. In numer-
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ous instances, the intricate interactions and complexities of organisms and tis-
sues are not readily discernible or fully comprehensible without the inclusion
of data obtained from in vivo animal studies. This concern is particularly pro-
nounced in certain fields, such as pharmacodynamics, metabolism, epigenet-
ics, and toxicology. For instance, certain medications intended to target spe-
cific cell types may elicit unexpected or unconventional responses during ex-
perimentation (Saeidnia et al., 2015). In this context, the directive does not
take an extremist stance. In urgent studies, the replacement principle allows
for the utilization of a limited number of animals in experimentation (relative
replacement) without compromising the quality of findings. According to Hop-
per (2016), automated microsampling represents one of the approaches in bi-
omedical experimentation to minimize sample sizes without sacrificing the
quality of results. The same author asserts that the use of microsampling in
animal experimentation aligns with all the criteria of the 3Rs.

Another noteworthy issue is that specific animal data is not always applica-
ble or accurate when extrapolated to other species (Saeidnia et al., 2015; Van
der Worp et al,, 2010). This issue is exemplified in cases involving drug with-
drawal periods. In this regard, a well-devised plan can ultimately aid in avert-
ing crises and mitigating errors. Notably, the directive has established clear ob-
ligations for projects to ensure the accuracy of results. These obligations en-
compass comprehensive feasibility studies, a well-structured work plan that
includes a sound understanding of species differences, and the engagement of
qualified and competent teams. Moreover, the directive specifies the qualifica-
tions required for members at various project phases: project design, proce-
dure design and implementation, animal care, and animal euthanasia. These
acquisitions are imperative to verify the correctness of experimental design
and the reliability of outcomes, especially regarding their potential applicabil-
ity to other species.

Reduction

The primary objective of reduction is to minimize and restrict the number of
experimental animals without compromising the project's objectives. Thus,
within the confines of the existing legal framework, the principle of the 3Rs is
a crucial component of responsible research conduct. However, it does not
constitute an attempt to alter the legal foundation itself. It is crucial to note
that reduction does not imply the absolute elimination of animals from exper-
iments. Hence, the in situations where alternative approaches are lacking, re-
duction becomes of fundamental importance, and its value becomes more pro-
nounced when implemented in conjunction with refinement (Van der Meulen-
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Frank etal., 2017). For instance, during the uncharted COVID-19 pandemic, di-
verse animal models were indispensable in examining the disease’s patholog-
ical mechanisms and immune responses (Kiani et al., 2022; Genzel et al., 2020).
To curtail animal exploitation in similar cases, the strategy outlined in Di-
rective 2010/63/EU revolves around eliminating needless duplication and in-
corporating the findings of preliminary experiments, such as in vitro tests. This
emphasizes the significance of careful planning and well-defined objectives in
the reduction process (Das et al., 2009). In this regard, the directive stipulates
minimal requirements for application approval, encompassing the proposal,
technical and non-technical summaries, and 3Rs-related information. Further-
more, it demands the maintenance of project records, including historical and
current information, qualifications of team members, stock replacement ap-
proaches, and veterinarian activities to ensure an accurate assessment. Ac-
cording to Felsmann et al. (2014), conducting animal experiments in practice
may differ from what the protocol outlines. In this case, it is essential to have
continuous monitoring and supervision to ensure the fulfillment of all obliga-
tions by the project.

The assessment performed before and during the project, as described by
Van der Meulen-Frank et al. (2017), might appear insufficient, prompting the
need for a critical retrospective severity evaluation after the project’s conclu-
sion. The primary objective of this retrospective assessment is to provide rec-
ommendations for subsequent projects. Fortunately, the current EU directive
has adopted the “upper limit to harm” approach, as seen in the first report in
the Danish law on animal protection (Olsson et al., 2020). In addition, it com-
pels member nations to conduct a retrospective assessment considering ob-
jective attainment, harm, and factors relevant to the 3Rs. This indirectly un-
derscores the recognition that the complete elimination of harm is often unat-
tainable. Under such a context, it is desirable to broaden the scope of some
models, adopt novel updates, and assure accurate execution. Grimm et al.
(2017) have noted that existing animal welfare directives and their decrees
may negatively impact the credibility of experimentation. Consequently, nu-
merous European and non-European organizations are actively engaged in de-
veloping, improving, validating, and implementing models that reduce animal
exploitation in experiments. Remarkably, the outputs of these entities have ex-
hibited steady increases and have contributed to the reduction of animal co-
horts in experiments, notably in the biomedical sector.

A recent study has proposed an alternate model for evaluation that centers
on the potential knowledge gains as an outcome of a project rather than a pro-
spective assessment of potential societal benefits (Eggel & Grimm, 2018a). The
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harm-benefit analysis report, which plays a crucial role in the appropriate
evaluation, is one of the most significant elements requested by Directive
2010/63/EU from scientific projects. In fact, the directive places a high value
on harm-benefit analysis, setting it as an obligatory purpose for research. Nev-
ertheless, according to certain reports, the 3Rs might not be sufficient to pro-
vide comprehensive insights into the cognitive and emotional capacities of an-
imals, their distinct interests, and the evolving understanding of harm-benefit
analysis in animal experimentation (Eggel & Grimm, 2018a and b; Grimm et al,,
2017; Ferdowsian & Beck, 2011). Given these considerations, it is advisable
that Directive 2010/63/EU undergo periodic revisions. Such reviews should
encompass new outcomes, including severity categorization, the reliability of
current and newly developed alternative approaches, and harm-benefit analy-
sis. The performance of periodic reviews must be carefully balanced to ensure
they do not compromise the quality of experimentation output or animal com-
fort, which remains the directive’s primary objective.

Replacement and reduction in animal experimentation are closely related,
with each principle influencing the outcomes of the other. Notably, the expan-
sion of reduction, as well as refinement, seems to be accompanied by the im-
practicability of eliminating animals from experiments. For instance, the meas-
urement of the median lethal dose (LDsg) has alternative methods, such as im-
proved UDP, modeling, and algorithm approaches. However, the reliability of
estimated findings can sometimes be compromised when the reduction prin-
ciple is not appropriately implemented. In such circumstances, validation is
often necessary, and this is typically accomplished through animal studies
(Akhila etal.,2007). The occurrence of this type of validation (re-investigation)
is notably attributed to inadequate knowledge in the specific scientific field.
This requirement for validation is particularly evident in fields with high reli-
ance on toxicological experiments and genomic investigations (Spencer et al,,
2019; Brannen et al.,, 2016), notably requiring a large number of animals for
validation. In such cases, proper planning and validation can provide a degree
of reliability in reduction and/or replacement within the designated method
(Grimm et al., 2023).

The variability in reduction across scientific reports is influenced by cate-
gorical preferences and the reliability of findings. Therefore, Directive
2010/63/EU acknowledges the need for proper plans and operational goals to
enhance validation and minimize re-investigation. Reusing animals has been
recognized as an effective strategy for reduction and is commonly employed
in pharmacological and toxicological investigations. However, its effectiveness
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is more pronounced in the context of reduction than refinement. Properly su-
pervised (under veterinarian) animal reuse, taking into account the animals'
lifetime experiences, can significantly contribute to reduction. Screening as-
says and in vivo imaging are also valuable pharmaceutical experimentation ap-
proaches that enhance statistical power and reduce the number of animals re-
quired for validation (Brannen et al., 2016; Campbell et al., 2016). The utiliza-
tion of appropriate statistical evaluation methods with higher powers has led
to areduction in the animal cohort of 20-40% (Akkermans et al., 2020) by min-
imizing the use of invalid methods.

Directive 2010/63/EU encourages researchers to develop, seek, and eval-
uate similar scientific approaches that reduce error-related noise and enhance
the planning process and the quality of outcomes. In order to promote similar
approaches, a non-professional summary of the project, including its purposes,
techniques, and circumstances, must be available to the public. Furthermore,
documentation and method transparency are fundamental practices and es-
sential components of the professional project summary. Transparency is a
central objective of Directive 2010/63/EU, aimed at increasing public aware-
ness, especially among advocates against animal exploitation and liberation-
ists. Given that public funding plays a substantial role in the majority of the
research sector, transparency is key. While not all animal protection authori-
ties have equal access to research facilities and data (Clark et al., 2019), the
underlying concept emphasizes the importance of greater transparency.
Transparency not only enhances the perception of scientific experimentation
but also improves the image of the commercial sector. According to an exten-
sive survey conducted by the European Commission in 2005 across over 25
member states, 74% of the products derived from animals raised in accord-
ance with ethical recommendations were deemed ethically acceptable, while
58% and 57% predicted improved food quality and safety, respectively (Bo-
nafos et al., 2010). It's worth noting that with the recent expansion of internet
networks and social media (which are rapid, widespread, and user-friendly),
as well as the current shortage of animal protein sources, public perceptions
may have evolved compared to a few years ago.

Refinement

Refinement has a profoundly positive impact on animal welfare, thereby pro-
moting animal comfort and enhancing the quality of research outcomes. It im-
plies that all compatible methods are suitable for the intended purpose of the
procedure, while minimizing and eliminating any discomfort to animals. Ac-
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complishing this approach involves measures such as breeding animals, en-
riching housing systems and facilities, and employing proper animal care
methods. In this context, the highest level of refinement achieved correlates
with the highest scientific quality. Directive 2010/63/EU strongly emphasizes
the need for environmental enrichment, encompassing proper housing condi-
tions, area, facilities, and equipment. This favorably enriches the lives of re-
search animals, broadens their range of activities, and enhances their coping
processes. According to Van der Meulen-Frank et al. (2017), environmental en-
richment contributes more to refinement than to reduction. The implementa-
tion of refinement, along with transparency, improves the public perception of
animal use in scientific experimentation and industry.

The directive also establishes minimum standards for individuals involved
in experiments, especially those responsible for procedure design, method ex-
ecution, animal care, and euthanasia. Member governments are further
obliged to implement training programs for research team members. The es-
tablishment of an online educational system in the EU, featuring lectures and
webinars, offers an effective means of promoting awareness and understand-
ing of the 3Rs, particularly refinement. Courses and training significantly en-
hance the expertise of research staff (Abelson et al., 2023; McCormick-Ell & Con-
nell, 2019). However, as found by Franco & Olsson (2013), participation in
these courses may not alter participants’ perceptions of the current and future
requirements for animal use in experiments. This discrepancy in outcomes is
largely attributed to improper planning and implementation. Therefore, effec-
tive courses or trainings must be constructed to fulfill defined goals and con-
sider the attendee’s knowledge level. This approach has the merit of not limit-
ing the utilization of human resources through refinement, enabling young re-
searchers (who may not yet be considered experts) to contribute novel ideas
to scientific projects without causing unnecessary discomfort or pain to ani-
mals. Accordingly, the directive permits the involvement of young researchers
under specific criteria and qualifications, a necessary step toward fulfilling the
requirements of refinement. This process plays a crucial role in optimizing the
conduction and consistency of scientific investigations (Kirby, 2004) and min-
imizing unjustified discomfort or pain.

Reproducibility issues in experimentation can undermine the credibility
and legitimacy of research in some disciplines (Macleod & Mohan, 2019; John-
son, 2013; Richter et al., 2009). Implementing refinement measures can re-
markably enhance experimental accuracy and reproducibility. Directive
2010/63/EU established guiding principles to bolster the credibility and pro-
gress of experimentation, including considerations like animal homogeneity,
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environmental enrichment (facilities consideration), randomization in exper-
imental design, appropriate statistical methods, qualifications of individuals
handling animals, and the potential for animal reuse or rehoming. Notably,
these principles are undergoing assessments and recommendations. In a re-
cent assessment, Ecuer et al. (2023) suggested a comprehensive framework
for the rehoming of laboratory animals, which includes aspects of socialization.
They also offered actionable guidance on the necessary procedures in a re-
homing program. These guiding principles, referred to as the "hidden Rs" (Lou-
himies, 2012), strongly contribute to high reproducibility. Improving the con-
sistency of animal coherence in scientific experimentations is crucial for
achieving precise reproducibility. These hidden Rs not only enhance animal
welfare and experimental reproducibility but also reduce the ecological foot-
print. The directive positively contributes to the advancement and sustainabil-
ity of a wide range of scientific disciplines, extending beyond animal protec-
tion, with climate change being one of the most prominent fields in social me-
dia.

The animal endpoint serves as an early indicator (biomarkers) or a poten-
tial source of pain and/or distress in an animal experiment. This discomfort
can often be minimized or avoided by applying a framework of ethical justifi-
cation and scientific endpoints. One measure for mitigating pain and discom-
fort involves the humane euthanasia of the animal. According to Van der Meu-
len-Frank et al. (2017), the endpoint is deliberated as a refinement option with
the primary goal of maintaining a balance to align with ethical justifications.
Various approaches, such as biomarkers, temperature measurements, bio-
chemical assessment, and clinical indicators, are commonly used to determine
endpoints (Kendall et al., 2019). In smaller-scale experimental designs, a pilot
study is an effective tool for achieving refinement and reduction goals. Its im-
portance is particularly pronounced in certain fields, such as nuclear medicine
studies involving PET, SPECT, CT, and MRI scans (Van der Meulen-Frank et al.,
2017). Moreover, it aids in the development of experimental procedures and
the refinement of the number of animals involved, as multiple data points are
collected from individual animals (Hassan et al., 2006; Hudson, 2006). The true
value of a pilot study lies in its ability to identify shortcomings in the proposed
experimental design or protocol. This knowledge enables researchers to make
necessary improvements to environmental conditions and methodologies,
thus preventing the unnecessary use of animals in experiments lacking reliable
or validated approaches (Van der Meulen-Frank et al., 2017). However, during
the planning phase, researchers and animal welfare bodies must critically as-
sess whether the small-scale design of the pilot study is suitable for the

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS
20



ALl

large/full-scale study. An additional tool that markedly benefits environmen-
tal enrichment is home cage monitoring for mice (Giles et al., 2018), which al-
lows for improved assessment of pain, animal welfare, and their impact on ex-
perimental outcomes.

OTHER RELEVANT “R” PRINCIPLES

Directive 2010/63/EU has solely adopted the 3Rs of Russell and Burch. This
decision has sparked controversial discussions and led to the establishment of
other principles, referred to as relevant Rs. It is essential to differentiate be-
tween the hidden Rs of refinement and other relevant Rs. While the 3Rs are
the core of the directive and the primary focus of experiments, other relevant
Rs are additional principles that complement and enhance the credibility of
experimentations. The concept of implementing other relevant Rs was ob-
served even before the formulation of Directive 2010/63/EU, with advocates
like Dolan (1999) proposing their inclusion. However, the 3Rs remain the es-
sential foundation of the directive (mandatory to implement), and strengthen-
ing experiments in line with these principles is the current ultimate goal. Ex-
panding the directive by incorporating other relevant Rs can markedly pro-
mote a reduction in animal use. Hence, other relevant Rs do not replace the
3Rs stated in the directive; rather, they are considered as aspects that have
been identified to be associated with the enhancement of animal experimenta-
tion. In contrast, there are initial concerns that the implementation of other
relevant Rs might make animal experimentation more complex due to their
challenging integration and the need for additional legislative considerations.
The adoption of relevant Rs heavily depends on the constraints within various
research disciplines, which affect their acceptability levels. Therefore, any fu-
ture adoption of additional Rs within the European Union should proceed with
caution, considering the specific field of experimentation and the diverse na-
tional legislations across member nations.

Ongoing investigations on other relevant Rs and hidden Rs have been con-
ducted, with notable efforts to adopt other relevant Rs over the last decade.
For instance, in 2013, Mandal and Parija advocated for a 4t R known as “reha-
bilitation,” focusing on the post-experiment rehabilitation of animals (Mandal
& Parija, 2013). Curzer et al. (2013) also urged for a 4th R called "removal" or
"refusal,” which involves rejecting experimental protocols that could cause un-
justified harm. There are ongoing efforts to expand the 3Rs into 6Rs, which
include “responsibility” (referring to the management tasks within the exper-
iment), “respect” (designing and performing experiments with the utmost re-
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spect for animals), and “reproducibility” (ensuring that test outcomes are re-
producible) as complementary Rs for fostering a culture of care (6Roundtable,
2022; Akkermans et al., 2020). Though the concept of a culture of care has been
gaining global attention, the term is most commonly recorded in the EU guide-
lines and published workshops (Hawkins & Bertelsen, 2019). Other common
relevant Rs, such as “reason” (justifications for conducting animal experimen-
tation), “recognition” or “relevance” (considering the possible implementation
of appropriate alternative approaches), “reflection” (sincerely searching for al-
ternative approaches that align with 3Rs), “reconsideration” (evaluating the
feasibility of applicable alternative approaches), and “relief” (minimizing ani-
mal harm as much as possible) are also being advocated. Intriguingly, recent
conferences and workshops have not merely focused on Rs but have also con-
sidered elements that influence the quality of research. For instance, in a re-
cent conference, the so-called “mental health and work wellbeing” were pro-
posed for consideration (Ferrara et al., 2022), as a strong connection has been
identified between a culture of caring in animal experimentation and individ-
ual performance.

CALL FOR GLOBAL 3RS IMPLEMENTATION

Scientific, legal, political, economic, and cultural barriers all contribute to the
implementation challenges of the 3Rs. Most of these obstacles have been ad-
dressed in the aforementioned sections and can be overcome by advocating
for the benefits derived from the implementation of the 3Rs. The advocacy for
global adoption of the 3Rs is not a recent development; it predates the estab-
lishment of Directive 2010/63/EU. Nevertheless, it is essential to emphasize
this historical perspective to expedite the worldwide implementation and har-
monization of the 3Rs. One of the primary challenges in achieving global 3Rs
implementation is the divergence in guiding provisions across nations, which
is primarily founded on national-level social, cultural, and ethical grounds.
Grimm et al. (2023) identified four major challenges related to these premises,
including moral foundations point of view, highlighting practical recommen-
dations, establishment of national legislation, and actual implementation.
Hence, some opinions assert that 3Rs directive decrees may not be suitable or
feasible in certain countries where cultures rely more on guidance within a
limited legal framework established by lawmakers (Ormandy & Schuppli,
2014). However, this notion is not entirely accurate since the 3Rs can be read-
ily adopted across continents. For instance, Directive 2010/63/EU allows for
modifications to national and secondary legislation (which leads to minimal
disparities in laws among member states). Hence, it respects stringent
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measures and cultural values when there's no viable alternative and no undue
harm incurred. It is noteworthy that legislation comparable to the Directive
can also be observed in non-member states, such as Switzerland (Hehemann,
2019). This similarity is evident both in terms of major provisions and specific
details.

Though recent organized initiatives strongly promote the adoption of rele-
vant Rs, the primary emphasis should be on achieving global 3Rs harmoniza-
tion. A fundamental understanding of the 3Rs, as defined by Bayne et al.
(2013), makes their incorporation feasible in nations lacking a well-developed
directive. The global adoption of the 3Rs provides a legal framework that nur-
tures scientific advancements and ethical evolution, considering cultural di-
versity (Louhimies, 2012). Furthermore, the global adoption of the 3Rs can
lead to harmonization, minimizing errors (reducing discrepancies and elimi-
nating duplication), and thereby improving reliability and reproducibility.

Despite the absence of complete global 3Rs harmonization, several initia-
tives aimed at international harmonization have emerged. Across Europe, the
European Partnership for Alternative Approaches to Animal Testing plays a
substantial role in fostering international collaborations. Additional joint ef-
forts involving universities and small or medium-sized enterprises are also
contributing to the global development, validation, dissemination, and imple-
mentation of the 3Rs. However, further endeavors, including international
meetings and discussions, collaborations, and sponsorships, are imperative to
achieving global 3Rs adoption. These efforts should be established within a de-
fined framework with adaptable specifics, adhering to a structured timeline.

CONCLUSION

To date, the EU’s legislative framework has mandated the incorporation of the
3Rs within its member states. This mandate has remarkably enhanced the con-
ditions and protection of animals involved in scientific investigations. Di-
rective 2010/63/EU has, therefore, elevated the credibility and quality of ex-
perimentation through the promotion of best practices, streamlined work-
flows, data dissemination, public health safeguarding, and the development of
alternative approaches. The directive’s inherent flexibility safeguards our eth-
ical justifications at present; however, it is critical to evaluate the extent to
which the 3Rs principle fulfils its designated ethical objective. This is extreme
necessary for altering the viewpoints on societal norms and research method-
ologies, which can enhance the comprehensiveness of policies that regulate
animal research.
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By embracing the 3Rs, Directive 2010/63/EU aspires to promote the value
and quality of scientific experiments, which are the cornerstones of the project
evaluation process. Although the 3Rs have made immense contributions to the
scientific community and the public at large, the expansion of these principles
to include other relevant Rs can potentially enhance animal protection prac-
tices. However, it is crucial to acknowledge that such an expansion might also
impede experimental progress, especially from a quantitative perspective.
Therefore, while the current provisions of Directive 2010/63/EU based on the
3Rs should be rigorously upheld, any future adjustments should be made with-
out undermining the directive's foundational principles. Nevertheless, such
adjustments should only occur following a comprehensive assessment of the
EU directive's efficacy and the attainment of its objectives, which depends on
future reports.
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To ensure sustainable growth, feed-fed aquaculture needs to reduce its reliance on fishmeal and oil.
Introducing of novel aquaculture feeds such as macroalgae, bacteria, yeasts, and insects can greatly
reduce the need for fish in aquaculture while maintaining efficiency and omega-3 fatty acid profiles.
Insects, particularly, can efficiently convert organic waste into valuable products, thus reducing waste
management costs and replacing fish and soybean meal. The flexibility and efficiency of insect metab-
olism contribute to their potential in mass food and feed production. However, for insect farming to
have a global impact, it needs to be economically viable and capable of supplying insect products in
industrial quantities. Extensive research has been conducted to explore the potential of insect meal for
various physiological effects in important crustacean and fish species in aquaculture. This paper aims
to summarize the relevant literature on these topics and highlight the results of experiments conducted
with key species.

Keywords: edible insects, feeding, aquaculture, sustainability

BEVEZETES

A fenntarthat6sag és a kdrnyezetbaratsag méltan valtak korunk talan legnép-
szerilibb hivoszavaiva. Tovabba a legtobb élelmiszertermeléssel kapcsolatos
tudomanyos cikket hagyomanyosan a gyorsan névekvd vildgnépesség élelme-
zésének siirgetd problémaira val6 hivatkozassal inditanak, ami szintén tejesen
indokolt az akvakultira témakorében is (FAO 2013, 2022). Altalanossagban,
de mégis inkabb a szarazfoldi allati termék el6allitasra koncentralva Dunkel és
Payne (2016) az "Insects as Sustainable Food Ingredients" cim{i konyv beveze-
t6jében atfogd attekintést nyudjtanak az ehet6 rovarok globalis jelent6ségéro],
kiemelve az allati eredetii fehérjék iranti novekvd keresletet, a term6fold és a
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viz hatékony felhasznalasat, valamint a nem megujul6 energiaforrasok korla-
tait. Kiemelve a fenntarthatésaggal kapcsolatos novekv aggodalmakat, Guiné
és munkatarsai (2021) fontos megallapitadsokat tesznek a rovarok hatékony-
sagarél mas haszonallatokkal 6sszehasonlitva. Allitjak, hogy a rovartermelés
kornyezeti hatasat értékelve figyelembe kell venni a taplalék értékesitésének
hatésfokat, a foldhasznalatot és a vizfogyasztast. Tény, hogy a rovarok igénylik
alegkevesebb takarmanyt, foldet és vizet, 6ket kovetik a baromfifélék/tytkok,
a sertések és a szarvasmarhak.

Az is egyértelmdi, hogy a takarmanyozott akvakultiranak a jovében tovabb
kell csokkentenie a halliszt- és olajfiigg6séget a fenntarthat6 agazati noveke-
dés biztositasa érdekében. Az Gjszerd akvakultdra takarmanyok (makroalgdk,
baktériumok, éleszték és rovarok) globdlis bevezetése 2030-ra jelentdsen
csokkentheti az akvakultira takarmanyhal-sziikségletét, a takarmanyhaté-
konysag és az omega-3 zsirsavprofilok fenntartasa mellett (Cottrell és munka-
tarsai, 2020).

A rovarok az allatok legnagyobb és legvaltozatosabb taxonjat képviselik,
tobb mint egymilli6 leirt fajjal, amelyek az 6sszes ismert él6 szervezet tobb
mint felét, az allati 1étformak tobb mint 90%-at teszik ki. Kulcsfontossagu sze-
repet jatszanak az un. 6koszisztéma-szolgaltatasok biztositasaban, beleértve a
beporzast, a biolégiai védekezést, a taplalékellatast és a szerves anyagok ujra-
hasznositasat. A rovarok a legtobb szarazfoldi 6koszisztémaban a biolégiai
sokféleség meghatdrozé oOsszetevdjét képviselik, és kritikus fontossaguiak a
tapanyagkorforgasban és az 6koszisztéma altalanos miikodésében (Weisser és
Siemann, 2004; Noriega és munkatarsai, 2017). Bar a névényevd rovarok kar-
okozasa a globalis mez6gazdasagi termelésben jelentds (mintegy 18%-osra te-
hetd), az ismert rovarfajok kevesebb mint 0,5%-a tekinthet6 kartevének
(Jankielsohn, 2018). A vizi rovarok is rendkiviil valtozatosak, tobb mint
100.000 faj él az édesvizi 6koszisztémdakban, és 1étfontossagu dkoldgiai szere-
pet jatszanak, példaul lebontjik a szerves anyagokat és energiat kozvetitenek
a trofikus szintek kozott. A vizi rovarok a tapanyagkorforgas lancszemeként
szolgalnak, és biologiai kdlcsonhatasaik jelentés hatassal lehetnek az édesvizi
6koszisztéman beliili k6zosségi szerkezetre (Baskar és Gawade, 2021).

Az 6koszisztéma-szolgaltatasok mellett a rovarok masik alapvet6 elénye a
mezogazdasagi és egyéb szerves hulladékokon alapulé tomeges termelésiik. A
rovarok hatékonyan alakitjak at a szerves hulladékot 0j termékekké, ami olyan
elényoket tesz lehetévé, mint a hulladékgazdalkodasi koltségek csokkentése
és arovarokbol szarmazo termékek (liszt és olaj) felhasznaldsa a halliszt, s6t a
szobjaliszt helyettesitésére (Gasco és munkatarsai, 2020). A rovarok élelmiszer-
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ként és takarmanyként valé felhasznalasaval kapcsolatos legtjabb fejlemé-
nyekrdl van Huis (2022) adott attekintést, megallapitva, hogy a figyelem a ter-
mészetbdl vald osszegyiijtésérdl mar egy évtizeddel ezelStt azok ipari terme-
1ésére helyez6dott at. A termelés nagy része kezdetben a kedvtelésbdl tartott
allatok tapjainak kiegészitését jelentette, de hamarosan az Un. aquafeed felé
iranyult.

A rovarbdl szarmazé takarmanyok szdmos allatfaj takarmanyozasi prog-
ramjanak részét képezik. Legf6bb el6nyiik, hogy fenntarthaté médot biztosita-
nak a hulladékok tdpanyagokban gazdag 6sszetevokké torténd tjrahasznosi-
tasara. Mivel sok allat természetes médon fogyasztja a rovarokat, a takarma-
nyozasi programba val6 bevonasuk ténylegesen javithatja akar az allatok j61é-
tét is. Ezen kivil a rovarokbdl szarmazé 0sszetevék tapanyagosszetétele és
emészthetdsége altaldban nagyon kedvezd az élettani kovetelményekhez és a
formulazasi igényekhez képest, tovabba az olyan 6sszetevdk, mint a Kitin, a fe-
hérjék és az antimikrobidlis hatasu zsirsavak tovabbi elényoket biztositanak,
ahogy azt Koutsos (2021) 6sszefoglalta. Végiil, de nem utolsésorban hamaro-
san komoly gazdasagi megfontolasok is felmeriilhetnek az egyéb allati fehérje-
forrasok, kiillondsen a halliszt helyettesitésére torténd felhasznalasukkal kap-
csolatban. Az alacsony termelt mennyiség és a magas termelési koltségek miatt
azonban a rovaralapu fehérjék ara még mindig magas és nem versenyképes a
halliszthez vagy a sz6jaliszthez képest, bar a termelés névelésére iranyul6 fo-
lyamatos eréfeszitések novelni fogjak a termék elérhet6ségét és mindségét, va-
lamint csokkenteni fogjak a koltségeket (Pippinato és munkatarsai, 2020). A
Pinotti és munkatarsai (2019) altal k6zolt adatok azonban figyelmet érdemel-
nek. Osszehasonlitva a kiilonb6zé rovarlisztek arat a széjaliszt (45% nyersfe-
hérje) és a halliszt (65% nyersfehérje) araval, megallapitottak, hogy az utéb-
biak 3, illetve 7-12-szer dragabbak. Amikor azonban ezt az 6sszehasonlitast
100 g fehérjére vonatkozdan végezték, ezek az értékek 2, illetve 6-9 kozott ala-
kultak.

A rovarok a legkorabbi id6k 6ta szolgalnak az emberek taplalékaul, és fo-
gyasztasuk (entomofagia) a vilag szamos részén a hagyomanyok része, és tijab-
ban a fejlett orszagokban is terjed6ben van, 4m ennek targyalasa jelen munka-
nak nem célja. Célkitiizése viszont az iparszeri termelés és az erre alkalmas
rovarfajok, valamint a rovarlisztek és -olajok felhasznaldsaban elért eredmé-
nyek rovid bemutatasa.

A rovarok iparszer(i termelésének természetesen tobbféle célja van. Amint
az Francuski és Beukeboom (2020) attekintésébdl kidertiil, 6sszesen 62 faj so-
rolhat6 fel ebben a kérben a kovetkez6 kategéridkban: bioldgiai védekezés
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(33), élelmiszer (6), takarmdany (5), beporzas (4), ipari termelés (3),

gyogyaszat és kozmetika (4), hulladékgazdalkodas (2) és kutatas (5).

A legfontosabb ehet6 rovarfajokat az 1. tdblazat tartalmazza. Mas szerzok,
mint példaul Alfiko és munkatarsai (2022) részben mas fajokat (Bombyx mori,
Hermetia illucens, Musca domestica, Tenebrio molitor, Alphitobius diaperinus,
Acheta domesticus, Gryllodes sigillatus, Gryllus assimilis) sorolnak ebbe a kate-

goridba.

1. tablazat
A legfontosabb ehetd rovarfajok

Faj Koznapi név Fejlédési stadium a Elelmi- Takar-
felhasznalaskor szer many

Acheta domesticus Hazi tiicsok Kifejlett X X

Tenebrio molitor Kozonséges Larva X X
lisztbogar

Gryllus bimaculatus ~ Mediterrdan mezei  Kifejlett X
tlicsok

Bombyx mori Selyemlepke Larva, bab X X

Galleria mellonella Nagy viaszmoly Larva X

Apis mellifera Euré6pai méh Kifejlett X

Musca domestica Hazilégy Larva (nyt) X

Lucilia sericata Selymes doglégy  Larva (nyd) X

Rhynchophorus Palmafiré Larva, bab X

ferrugineus ormanyosbogar

Rhynchophorus Afrikai Larva X

phoenicis palmazsizsik

Pachnoda marginata Kongoi Larva X X
rozsabogar

Hermetia illucens Fekete Larva X X
katonalégy

Forras: Cortes Ortiz és munkatarsai., 2016; Varelas, 2019
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ROVAR BIOMASSZA TERMELES

A rovarok anyagcseréjének rugalmassaga és hatékonysaga minden bizonnyal
a legfontosabb szempont a tdmeges és gazdasagos élelmiszer- és takarmany-
termelésben. Ramos-Elorduy (2008) hangsulyozza, hogy ez els6sorban azon a
jol ismert tényen alapul, hogy a rovarok poikiloterm, azaz valtoz6 testh6més-
ékletd allatok, ami takarékosabb anyagcserét biztosit szamukra. Adatai szerint
az ehetd rovarok energiatartalma fajonként és régionként eltérd, de altalaban
a Coleoptera és Lepidoptera fajok tobb energiat szolgaltatnak. Kiemelendd,
hogy mig a haszonallatok energiaértéke 165-705 kcal /100g, a z61dségeké 308-
352 kcal/100g, a szerves hulladékon nevelt rovaroké 288-575 kcal/100g.
Waldbauer (1968) nyujtotta taldn az els6 atfogo attekintést a rovarok taplalék-
fogyasztasarol és felhasznalasardl, elemezve a fajok, étrendek és kornyezeti té-
nyez6k kozotti kiilonbségeket. Maino és Kearney (2015) szerint a rovarokat kis
méretiik, nagy szamuk, lenyligdz6 szaporodasi teljesitményiik és gyors nove-
kedésiik jellemzi, amely mindségileg mas novekedési modellt kovet, mint sok
mas allaté. A rovarok biomasszara jut6 energiatartalékai a kor el6rehaladtaval
nének, ami magasabb termelési hatékonysagot és biomassza energiastirtiséget
jelent, amit a fajlagos asszimilacié novelésével és az energiatartalékok novelé-
sével érnek el. Halloran és munkatarsai (2016) életciklus-leltarak alapjan ele-
mezték a kiillonboz6 rovartermelési rendszerek kdrnyezeti hatasait. A terme-
lékenység novelése érdekében a genetikai munka (szelekcid) sziikségessége is
felmertlt a takarmanyhasznositas javitdsa érdekében (Rumbos és munkatar-
sai, 2021).

Cortes Ortiz és munkatarsai (2016) egy konyvfejezetben foglaltdk 6ssze a
rovarok tomegtermelésérdl aktudlisan rendelkezésiikre all6 tudnivaldkat.
Megallapitottak, hogy a termelési szintek emelkedésével varhaté a rovarok
szamara gyartott mindségi takarmanyok és nyersanyagok iranti igény noveke-
dése is. A tenyésztett rovarok tdpanyagsziikségletének és az alapanyagok altal
kinalt tapanyagoknak a kiegyensulyozasa tovabbi dragabb adalékanyagokat,
takarmanygyartasi modszereket igényel. Mindemellett sziikséges az ingye-
nes/hulladékaramba keriil6 anyagok és/vagy a fel nem hasznalt, nem kell6en
hasznositott vagy djszerd, allati takarmanyként még nem hasznalt biomassza
kihasznalasa is.

Alfiko és munkatarsai (2022) arra a megallapitasra jutottak, hogy a tenyész-
tett halak takarmanyozasaban a rovarok halliszt helyettesitésére torténo fel-
haszndalasa problémadkat is felvet. Az egyik a rovarok taplaléértéke, amely fa-
jonként és fajon beliil fejlédési stadiumonként eltérd. Ezért a rovarok ipari mé-
reti termeléséhez sziikséges takarmanyok tervezésekor elengedhetetlen,
hogy a termel6k allandg, j6 mindségii 6sszetevékkel rendelkezzenek a rovarok
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etetéséhez. Egy masik kérdés, hogy tulajdonképpen a rovarfajok egyike sem
helyettesiti tokéletesen a hallisztet. Az aminosavak dsszetételét és a fehérjék
emészthet6ségét tekintve a fekete katonalégylarva liszt hasonlit leginkdbb a
hallisztre. A legtobb rovarfajnak alacsonyabb a metionin és cisztin tartalma a
halliszténél. Zsirjukbol hianyzik az EPA és DHA, igy zsirsavkiegészités nélkiil
nem alkalmazhatdék a tengeri halak takarmanyozasaban. Meg kell vizsgalni to-
vabba a rovartenyésztés gazdasagilag életképes méretilire torténd bévitésének
megvalosithatosagat, amely ipari mennyiségben (azaz 6sszesen >1 millio
tonna/év) képes terméket produkalni. A rovarlisztek mennyisége jelenleg még
minimalis, de ndvekszik, bar a kévetkez6 néhany évben szerepilik még mindig
csekély lesz az akvakultira-tapok gyartasaban. A rovartenyésztési agazat a ko-
vetkez6 évtizedben valdszintleg fellendiil és a kozeljovében a rovarliszt, mint
haltakarmany-osszetevd, jelentésen befolyasolja majd az akvakultirat, zolddé,
jovedelmezbvé és fenntarthatéva téve azt.

A rovarok takarmanyozasra valé felhasznaldsanak taplalkozasi szempont-
jair6l Makkar és munkatarsai (2014) irtak kivalo és részletes attekintést. A ro-
varok taplalkozasi adaptacidjuk alapjan a kovetkezdk szerint osztalyozhatok:
folyékony taplalkozasu, szivo szdjszervekkel rendelkezd rovarok; harapé szaj-
szervekkel rendelkezd, allati vagy novényi anyagok ragasat lehet6vé tevo tap-
lalkozasuak; és szuré-szivé rovarok, amelyek médositott szivd szajszervekkel
rendelkeznek. A folyékony vagy cseppfolyos takarmanyok jobban megfelelnek
a szivo szajszervekkel rendelkez6 rovarok szamara, bar a legtobb, igy taplal-
koz6 faj képes a szilard taplalékot extraoralis emésztéssel cseppfolyodsitani
(Eggink, 2004). Mivel a rovarok szajszerkezete fajonként specifikus taplalko-
zasi igényekhez igazodik, ezt a nekik kinalt mesterséges takarmanyok terve-
zése és gyartdsa soran figyelembe kell venniink.

A rovarok szamara szant takarmanyok el6allitasara a jelenlegi technolégiai
eljarasok alkalmazasa a nyilvanval6 kiindulépont. A gyartasi technolégia jelen-
t6sen befolyasolja a takarmany funkcionalis tulajdonségait, hibai a takarmany
emészthetdségének csokkenéséhez vagy a takarmany tdpanyagtartalmanak
csokkenéséhez vezethetnek. Tovabba az iz, az aroma, a textiira, a szin vagy mas
tulajdonsagok megvaltozasa miatt a rovarok szadmara kevésbé elfogadhatéva
valhat a takarmany.

Alegtobb rovarfaj, amelyet vilagszerte élelmezési vagy takarmanyozasi cél-
lal tenyésztenek, mindenevd, természetes kornyezetiikben gyakran dégevok.
A mindenevdk nagyfoku taplalkozasi rugalmassagot mutatnak, és sokféle ere-
det(i taplalékot képesek fogyasztani. Taplalkozasi igényeik azonban 6sszetet-
tek és nehezen meghatarozhatok. Mivel sokféle taplalékforrast hasznalnak fel,
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és ennek megfeleléen kiillonb6zo6 taplalkozasi jellemzékkel rendelkeznek, ne-
héz meghatarozni, hogy milyen ardnyban fogyasztjak az egyes taplalékokat a
természetben. Masrészt a mindenevd rovarok taplalkozasi rugalmassaga lehe-
tové teszi szamukra, hogy tobb generacion keresztil fejlédjenek és szaporod-
janak szuboptimalis taplalékkal taplalkozva. Ez a taplalkozasi rugalmassag te-
heti 6ket konnyen felnevelhetdvé alacsony értékii taplalékforrasok felhaszna-
lasaval, ami idedlissa teszi 6ket a nagyiizemi termelés szdmara (van Huis és
munkatarsai, 2013). Mindazonaltal a tenyésztett rovarok termelékenysége ja-
vithat6 a megfelel6en kiegyensulyozott étrend biztositasaval.

A harom f6 tdpanyagcsoport, a fehérje, a lipid és a szénhidrat (F, L és Sz
vagy angolul: P,L,C). Morales-Ramos és munkatarsai (2014) a kovetkez6k sze-
rint hasznaltak ezek abszolut aranyait a mesterséges étrend kialakitasahoz. A
PLC-ardnyok kiszamitasdhoz az egyes f6 tdpanyagok szazalékos aranyat el-
osztjuk a fehérije, lipid és emészthetd szénhidrat (6sszes szénhidrat - rost) sza-
zalékos aranyainak osszegével. Példaul egy adott étrend fehérjearanyat ugy
szamitjak ki, hogy %P/(%P + %L + %C). A harom arany (P, L és C) Osszege
mindig = 1; azonban a PLC-aranyok 100-as vagy 1000-es bazisra alakithatok
at az egyes aranyok megfelel6 bazissal valé megszorzasaval. A tenyésztett ro-
varok (konkrétan 5 faj) takarmanyaiban altaldnosan hasznalt 6sszetevdk f6bb
tdpanyag-csoportjainak tartalma és PLC-ardnyai alapjan késziilt in. hdromosz-
tatu dbra jol mutatja, hogy a rendszertani és taplalkozasi kiilonbségektdl fiig-
getleniil a szdmukra elfogadhaténak mindsiilé tapok tdpanyag-aranya viszony-
lag sziik intervallumban mozgott (1. dbra).
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1. abra. Kiil6nb6z6 rovarfajok szamara készitett tipok fehérje (P), lipid (L) és szénhidrat
(C) tartalmanak aranyai. (A kiilonb6z6 szint alakzatok értékeit kiilonb6z6 szerzék kozle-
ményei alapjan szamitottak.)
(Cortes Ortiz és munkatarsai, 2016 nyoman)
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A mikrotapanyagok kis mennyiségben, de a rovarok taplalkozasahoz is nél-
kiilozhetetlenek, és egy mikrotapanyag hidnya jelentds negativ hatassal van bi-
olégidjukra még akkor is, ha a f6bb tdpanyagcsoportok megfelel6 mennyiség-
ben és ardnyban vannak jelen a tdplalékukban. A mikrotapanyagok tobbnyire
komplex lipideket, példaul szterolokat, vitaminokat és néhany dsvanyi anyagot
tartalmaznak.

Az ehetd rovarok tomeges tenyésztésének egyik f6 kihivasa 6kondmiai
szempontbo6l a megfelel6 egyensily megtaldldsa a gépesités, az automatizalas,
a munkaerd, a beruhazas és a termelékenység szintje kozott. A rovartermelés-
sel kapcsolatos mindségi elvarasok és termelési koltségek, mint példaul a ta-
karmdanyozas, az itatds, a kezelés, a termékbetakaritas, a tisztitérendszerek, a
feldolgozas, a csomagolds és a tarolas, jelentésen javithaték a technoldgia fej-
lesztésével. Korabban a rovarokat termel6 lizemek nem érték el a gépesités
magas szintjét, aminek két kovetkezménye volt: a piacon kaphat6 termékek
tularazottak, és gyakran alacsony vagy nagyon eltéré mindségiiek voltak. Ez a
helyzet azonban rohamosan valtozik a fejlett orszagokban épiilé6 Gjabb és
Ujabb “rovargyarak” termelésének beindulasaval, ahol a feliigyeleti rendsze-
rek integralhatok a vezérl6rendszerekkel, amelyek folyamatos teljesitmény-
adatokat szolgdaltatnak, beleértve a takarmanyozast, a parosodasi és a pete-
érési aranyt, a kornyezetet és a mikrobioldgiai ellen6rzést, valamint az életcik-
lus aktudlis fazisat (Cortes Ortiz és munkatarsai, 2016). A rovarok iparszeri
termelésére és feldolgozasara épiil6 termékelballitas (rovarliszt és -olaj gyar-
tas) jelenét és jovojét formald tényezokrdl szemléletes képet ad a Gasco és
munkatarsai (2020) munkajaban taldlhaté SWOT analizis, valamint annak 6sz-
szefoglal6 tablazata (2. tdbldzat).

2. tablazat
A rovarok felhasznalasanak SWOT analizise. Bels6 (Erdsségek és Gyengeségek) valamint
Kiils6 (Lehet&ségek és Fenyegetések) tényezdk

Erdsségek Gyengeségek
Bels6 tényezok Testosszetétel Magas piaci dr

Magas tapanyagtartalom, ami a Relativ PUFA és dsvdnyianyag
nevel6 szubsztrat altal alakit- hidny.

hato. Versengd vallalatok, viszonylag
Bioaktiv vegyiiletek jelenléte. kis volumenii termelés.
Lehetdségek Fenyegetések

Kiils6 tényezok Szerves hulladék, melléktermék
hasznositds. A jogi szabdlyzas bizonytalan-
Takarmdny vs. tapldalék. sdgai.

A termelés jelentdsen névelhetd.

Forras: Gasco és munkatarsai (2020)
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A ROVARLISZTEK ALKALMAZASABAN ELERT EREDMENYEK AZ AKVA-
KULTURABAN

Az akvakultdraban hasznalt takarmanyok els6sorban gabonafélékbdl, olajos
magvakbdl és tengeri eredet(i 6sszetevokbdl allnak, ugyanakkor a szarazfoldi
allattenyésztés takarmdanyai iranti kereslet kihivast jelent el6bbiek jovedelme-
z0sége szempontjabdl, ami sziikségessé tette egyéb kiegészit6 dsszetevik fel-
hasznalasanak tesztelését (Freccia és munkatarsai, 2020). Szdmos tanulmany
az alternativ allati fehérjeforrasokra 6sszpontositott, de a névényi fehérjék, a
mikroorganizmus-alapu fehérjék és a kiilonboz6 allati melléktermékek kuta-
tasa is folyamatban van az antinutritiv tényezdk és a kiegyensulyozatlan tap-
anyagprofilok kezelése céljabol. A rovarok felhaszndldsa a vizi allatok takar-
manyozasaban szintén intenziven folyik, és a rovarok az akvakultiraban is je-
lent&s szerepet kezdenek bet6lteni, mint helyettesitd fehérjeforrasok. A rova-
rok a legtobb édesvizi kornyezetben béségesen el6fordulnak, mig a tengerviz-
ben csak hdrom nemzetség él (Henry és munkatarsai, 2015). A halak nevelés-
ében elsGsorban larva- ivadékstadiumban jelentések a kiilonb6z6 rovarfajok,
mert értékes fehérjeforrast jelentenek a halak szdmara (Makkar és munkatar-
sai, 2014; Sdnchez-Muros és munkatarsai, 2014) és 7,9% és 40% kozotti zsir-
tartalmuk (Finke, 2015; Meneguz és munkatarsai, 2018) miatt. Figyelembe kell
azonban venni a zsirsav- és aminosav tartalomban mutatkozé kiillonbségeket
is. Fontos tény tovabba, hogy a rovarok nem csak hal- és huslisztp6tlék, hanem
a kitin és az AMP (adenozin monofoszfat) tartalmuk miatt prebiotikumok is,
igy a rovarliszteknek a halak és rakfélék tapjaiba vald beillesztése, még vi-
szonylag alacsony mennyiségben is, javithatja azok immunrendszerének m-
kodését és novelheti a teljesitményiiket, ahogyan azt korabban méas haszonal-
lat fajok esetében is kimutattak. Szem el6tt kell ugyanakkor azt is tartani, hogy
tobb mint 200 tenyésztett halfaj 1étezik, melyek taplalkozasi igényei nem
eléggé ismertek. Ezenkiviil figyelembe kell venni a rovarliszt gyartasi folyama-
tat is (pl. fejlédési fazis ,betakaritdskor”) miel6tt azt takarmanyban hasznal-
nak (Nogales-Mérida és munkatarsai, 2018).

Rakfélék

A rakok rendszertanilag az izeltldbuak altorzse, amelynek 5 osztalyaba fajok
sokasaga tartozik. A természetes taplaléklancok meghatarozo tagjai, gondol-
junk csak a tengeri krillre vagy az édesvizek Cladocera és Copepoda taxonjaira.

Utobbiak nem csak a természetes vizek életében, de az un. félintenziv (azaz
halastavi) akvakultdraban alkalmazott ivadéknevelésben is meghatarozo sze-

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS
37



A ROVAROK SZEREPE A VizI ALLATOK FENNTARTHATO ES KORNYEZETBARAT TAKARMANYOZASABAN

repet jatszanak. Jelen tanulmany viszont az emberi taplalékként, dltaldban in-
tenziv koriilmények kozott nevelt fajokra, illetve azok takarmanyozasara kon-
central.

Az agazatban a tengeri garnélarakok dominalnak, mint a legjelent6sebbnek
nevezhet6 Litopenaeus vannamei és a Penaeus monodon, de az édesvizi Pro-
cambarus clarkii, az Eriocheir sinensis és a Macrobrachium nipponense vagy a
M. rosenbergii szintén jelent6sek. (Mivel ezek fogyasztasa hazankban elenyé-
sz0, a fajok magyar nevének altalaban nincs is egységesen elfogadott valtozata,
ugy, mint az angolban, ezért inkdbb nem adunk meg ilyet.)

Hasonléan az akvakultiradban termelt halakhoz, a tenyésztett rakfélék
kozel 90%-4t is Azsidban termelik (ebbél 50%-ot Kinaban), és a legtobbet ott
is fogyasztjak. Az intenzivebb termelés az 1980-as években kezd6dott, amely-
nek mértéke a vizcsere, a leveg6ztetés, a (pelletalt) takarmanyok, a miitragya
és a gybgyszerek bevitele, valamint az ebbdl szarmazé magasabb hozamok
alapjan szamszer(sithetd. A mai garnélarak tenyésztés a nevel6hely tipusa (to,
atfolyovizes medence vagy tartaly), a vizcseréld rendszer tipusa (nyitott, félig
zart vagy zart), a relativ allomanys{ir(iség, valamint a vizellatas, a takarmanyo-
zas és a szallitas energiaigénye (extenziv, félig intenziv, intenziv vagy szuper-
intenziv) alapjan osztalyozhaté (R6thig és munkatarsai, 2023). A modern, szu-
perintenziv raktenyésztésben vizmindség-kezelés és specialis takarmanyok
szlikségesek a szennyezbanyagok kibocsatasanak elkertilése ill. csokkentése
és az optimalis tartasi feltételek biztositasa érdekében. Az 4j technologiak le-
hetévé teszik az "intelligens akvakultdrat”, ami az internetes technolégia és a
hagyomdanyos akvakultira kombinaciéja (Hu és munkatarsai, 2020; Mustapha
és munkatdarsai, 2021). A szuperintenziv rendszerek két f6 formaja a recirkla-
cios akvakutdra rendszer (RAS) és a bioflokk. Az el6bbiben a nagy teljesitmé-
nyl szilir6knek kdszonhetben a viz kevesebb mint 1%-at cserélik ki naponta az
ammoniat eltavolito bioszlir6k és a mechanikus szlir6k kombinalasaval, vala-
mint UV vagy 6zon lizem{ vizfert6tlenitékkel, bar ez nagymértékii beruhazasi
koltségekkel jar, és sok energiat fogyaszt (Badiola és munkatarsai, 2018). Eze-
ket a koltségeket részben ellensulyozhatja a nagyon magas allomanysir{iség,
ami viszont noveli a betegségek kockazatat. Rothig és munkatarsai (2023)
részletesen targyaljak a molekularis mechanizmusokat, amelyek a rakfélék ak-
vakultirajaban immunitast és betegségekkel szembeni ellenallast biztosita-
nak, bemutatjak tovabba a rakfélék akvakultirajanak és a rovartenyésztésnek
kornyezeti fenntarthat6sagat, a rovaralapu takarmanyok hasznalatanak jogi
kereteit és a fogyasztdi elfogadottsag kérdéseit.

A rovaroknak a garnélarakok takarmanyozasaban jatszott szerepével fog-
lalkozik Sdnchez-Muroz és munkatarsai (2018) irodalmi attekintése, majd
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Gasco és munkatarsai (2023) is kitérnek erre a korkoros gazdasag szempont-
jaira fokuszal6 legujabb Aattekintésiikben. Osszefoglalé tanulmanyukbdl az
alabbi eredmények emelhet6k ki, mint legfontosabbak. A Litopenaeus van-
namei faj teljesitményében nincs kiilonbség a teljes zsirtartalmu lisztkukac
(Tenebrio molitor) liszt 30,5%-0s aranyu beviteléig, amely teljes mértékben
helyettesiti a hallisztet az esszencidlis aminosavak megfelel6 egyenstlya tekin-
tetében is. Egy nem kiegyenstlyozott tdpban viszont mar a 7% zsirtalanitott
fekete katonalégy larvalisztet tartalmazo szazalékos arany negativan befolya-
solta a L. vannamei novekedését. A hallisztet tartalmazé tap etetésével 6ssze-
hasonlitva, a teljes zsirtartalmu fekete katonalégy larva liszt 10%-os bevitele a
halliszt részleges helyettesitésére a garnélaivadékok teljesitményének javula-
sat eredményezte. A teljes zsirtartalmu lisztkukac liszt alkalmazdsa esetén
azonban nem mutatkozott kiilonbség, még akkor sem, ha mindkét rovareledel-
kezelés magas emészthetdségi egylitthat6t mutatott a nyersfehérje (84%, il-
letve 85%) és a nyerszsir (95%, illetve 97%) tekintetében (Shin és Lee, 2021).
Richardson és munkatarsai (2021) a (zsirtalanitott) fekete katonalégy larva
liszt pozitiv hatisat talaltak a L. vannamei névekedési teljesitményére.

Aagqillah-Amr és munkatdrsai (2021) attekint6 tanulmanya szerint a rakfé-
1ék taplaléktipusai, taplalkozasi viselkedése és a tapok dsszetétele kozotti kol-
csonhatésok létfontossaguak. Kitérnek a rakfélék szamara dsszeallitott tapok
fejlesztésével kapcsolatos kihivasokra és lehetéségekre is, mint példaul az al-
ternativ fehérje- és lipidforrasok hasznalata, a funkciondlis 6sszetevék beépi-
tése, a takarmanygyartas optimalizalasa, valamint a takarmanyhatékonysag és
fenntarthatdsag értékelése. A szerzék javasoljak, hogy a jovobeni kutatasok-
nak olyan fajspecifikus és kdrnyezetbarat tapok kifejlesztésére kell 6sszponto-
sitaniuk, amelyek képesek kielégiteni a rakfélék taplalkozasi és élettani igé-
nyeit, valamint fokozzak novekedésiiket, szaporodasukat, egészségiiket és jo-
létliket. Ezen altalanossagokon tilmenden kiemelendd az a megallapitasuk,
hogy az akvakultira dgazat globdlisan heterogén, az lizemméret tekintetében
is. A fejl6dé orszagokban a kkv kategériaba tartozo gazdasagok az akvakultira
termelésének ugyan nem tul jelentds részét teszik ki, a helyi lakossag megél-
hetése azonban gyakran t6liik fligg. Itt a rakfélék és a rovarok kombinalasaval
ezeknek a gazdasagoknak lehetdségiik van a regionalis termelés gazdasagos-
saganak novelésére.

Halak

Az aldbbiakban olyan halfajokkal végzett kutatdsi eredmények bemutatasara
vallalkozunk - természetesen a teljesség igénye nélkiil -, amelyeket vagy kiza-
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rélag intenziv moédon nevelnek, vagy az intenziv technolégiai koriilmények ko-
zOtti tartasuk is elterjedt és gazdasagos. (Ezek emlitésiik sorrendjében a ko-
vetkezOk: atlanti lazac, szivarvanyos pisztrang, tengeri keszeg, eurdpai tengeri
sligér, nilusi tilapia, afrikai harcsa.)

A vilag haltermelését haldszatra (fogasra) és akvakultirara osztjak. 2021-
ben koriilbeliil 92,6 milli6 tonna halat fogtak ki, mig 85,5 millié tonna halat
neveltek és tenyésztettek ellenérzott akvakultdraban. A fogas és a termelés
adatai ellentétes tendencidt mutatnak a tengervizbdl és az édesvizb6l (a FAO
nevezéktana szerint: inland waters) szarmazo halak esetében. E16bbi esetében
ez az arany 68:8, mig az utébbinal 12:48 millié tonna (FAO, 2022).

A tenyésztett lazac dgazat az 1960-as évekbeli kezdetek 6ta az elmult évti-
zedekben jelentésen nétt, és ma mar a vilagszerte termelt lazac mintegy 70%-
at tenyésztett lazacbol allitjak eld. A 2021-es évben tobb mint 2,8 milli6 tonna
tenyésztett lazacot allitottak eld. Ehhez képest a vadon €16 lazacfélékbél csak
mintegy 705.000 tonnat fogtak ki. Ezek a szdmok, ha nem is tlinnek meghata-
rozénak a vilagszintli 6sszes akvakultira termelésen beliil, azért a tengeri ha-
lakon beliil példaul jelentds aranyt jeleznek. Azt pedig, hogy az irodalmi atte-
kintést ezzel az dgazattal kezdjiik az a tény is indokolja, hogy a pisztrang és
lazacfajok takarmanyozasara vonatkoz6 kutatasok tekinthet6k hagyomanyo-
san a leggazdagabban dokumentaltnak.

A rovarok lazactdpokban val6 felhasznalasaval kapcsolatos kutatasok igé-
retes eredményekre vezettek. Lock és munkatarsai (2015) két rovarliszt ter-
méket teszteltek kb. 250 g tomegii atlanti lazacok (Salmo salar) takarmanya-
nak 6sszetevéjeként. A modern kontrolltap 200 g/kg hallisztet (FM100) tartal-
mazott, amelyet fokozatosan 25, 50, 100%-ban helyettesitettek A és B rovar-
liszttel. A két kisérleti tap zsirtartalma volt kiilonb6z6 (A: 25,5 vs. B: 17,0%). A
teszt 15 hétig tartott, a halak novekedési teljesitményén tul értékelték a zsir-
sav és aminosav 0sszetétel alakulasat és azok emészthet§ségét, tovabba a maj,
tat is elvégezték. Az A tdp mindharom verzi6ja ugyanolyan jél teljesitett, mint
az FM100-es étrend. A szovettani vizsgalat nem mutatott kiilénbséget a cso-
portok kozott, és az FM100, A100 és B25 filék érzékszervi vizsgalata sem mu-
tatott jelentds kiillonbséget a csoportok kozott a szag, az iz vagy a textura te-
kintetében. Az A tap alkalmas volt a halliszt 100%-os helyettesitésére, mig a B
tdp nem teljesitett hasonléan jol. Belghit és munkatarsai (2018) kimutattak,
hogy a halliszt teljes helyettesitése fekete katonalégy larva (BSFL) 6rlemény-
nyel a lazactapokban karos hatasok nélkiil alkalmas. Megallapitottak, hogy le-
hetséges 600 g/kg rovarlisztet rovarolajjal kombinalva hozzaadni az édesviz-
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ben nevelt atlanti lazacok takarmanyahoz anélkiil, hogy az barmilyen karos ha-
tassal lenne a novekedési teljesitményre, a takarmanyhasznositasra, a latszo-
lagos emészthetdségre és a teljestest dsszetételére. Tovabba a fekete katona-
légylarva fehérjedara j6 aminosav-forrasnak tinik, mert magas biolégiai hoz-
zaférhet6séggel rendelkezik. Figyelembe kell azonban venni a BSFL lisztben
lehetséges hatasait. Weththasinghe és munkatarsai (2021) megallapitottak,
hogy a teljes zsirtartalmu fekete katonalégy larva liszt javitotta az atlanti laza-
cok takarmanyfelvételét és novekedési iitemét. Hat extrudalt takarmdanyt tesz-
teltek atlagosan 28 g kezdeti tomeg(i lazacokkal: kontroll tap; teljes zsirtar-
talma BSFL-lisztet tartalmazé tap; zsirtalanitott BSFL-lisztet tartalmazo tap;
kitinmentesitett BSFL-liszt; BSFL-olajos és BSFL exoskeletonos tap. A kontroll-
tapban 1évé fehérje 15%-at helyettesitették. A teljes zsirtartalmu és a kitin-
mentesitett tipok szamszerlien csokkentették a pellet keménységét, a duzza-
dast és a vizstabilitast. A teljes zsirtartalmu és a kitinmentesitett tapok javitot-
tak a lazacok novekedési litemét, mig a zsirtalanitott liszt, az olaj és az exoske-
leton a kontrollhoz hasonlé névekedési teljesitményt nytjtott. A takarmany-
felvétel és a halak novekedési liteme a teljes zsirtartalmu lisztet tartalmazo
tappal etetett halaknal magasabb volt, mint a tobbi rovaros tappal etetett ha-
lakndl, de a zsirtalanitott liszt jobb takarmany-hasznositasi aranyt adott, mint
a teljes zsirtartalmu liszt. Osszefoglalva, a teljes zsirtartalmd BSFL-liszt hasz-
nalata javitotta a takarmanyfelvételt és a halak novekedési ilitemét, a takar-
manyfehérje 15%-os helyettesitési aranyanal. Ezek az eredmények azt sugall-
jak, hogy a BSFL kevésbé feldolgozott, teljes zsirtartalmu forméja optimalisabb
alazacok takarmanyozasaban. Mindezek a vizsgalatok egyiittesen azt bizonyit-
jak, hogy a rovarlisztek, kiilondsen a BSFL-b6l szarmazé rovarlisztek, a hagyo-
manyos fehérjeforrasok életképes és fenntarthatd alternativai lehetnek a la-
zactapokban.

A pisztrangfélék, jelesiil a szivarvanyos pisztrang (Onchorynchus mykiss),
takarmanyozasanak irodalma szintén gazdag, altalaban és a rovarlisztek fel-
hasznalasat illetéen is. Chemello és munkatarsai (2020) szerint a rovarlisztek
j6 jeldltek arra, hogy az un. aquatipok Uj fehérjeforrasaként helyettesitsék a
hallisztet, ezért vizsgalatukban a halliszt helyettesitésének hatasat értékelték
kiilonb6z6 takarmanyozasi szinteken. Vizsgaltak a részben zsirtalanitott Te-
nebrio molitor (L.) larvaérlemény (TM) hatasat szivarvanyos pisztrang nove-
kedésére, a taplalék emészthetdségére és a maj koztes anyagcseréjére. A 154
napos novekedési kisérletben négy kisérleti tappal etettek, amelyek novekvo
mennyiségli TM-et tartalmaztak: 0% (TMO0), 25% (TM25), 50% (TM50), és
100%-o0s (TM100) halliszt-helyettesitést, ami megfelelt 0%-o0s, 5%-0s, 10%-
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0s, és 20%-o0s TM aranynak a tapban. Az emészthetdségi vizsgalatot szivarva-
nyos pisztranggal (94,6 + 7,31 g) végezték. A novekedési paramétereket nem
befolyasolta TM-tapok etetése. A latszolagos emészthetdségi egyiitthatékat te-
kintve ez csak a nyersfehérje emészthetségét befolyasolta, a kovetkezd ten-
denciat mutatva: TMO = TM25 > TM50 > TM100. A kulcsfontossagu aminosav-
katabolikus és lipogén majenzimek aktivitdsat nem befolyasolta a takarmany
Osszetétele. Az eredmények azt sugalljak, hogy a részben zsirtalanitott TM tel-
jes mértékben helyettesitheti a hallisztet a kereskedelmi szivarvanyos piszt-
rang tapokban a halak teljesitményére gyakorolt negativ hatdsok nélkil. Me-
lenchdn és munkatasai (2022) vizsgalataban a fekete katonalégy larva és a
sarga lisztkukac liszt szerepelt a hallisztet 50%-ban kivalt6 aranyban a kisér-
leti (HI ill. TM) tapokban. A kontroll tap nyersfehérje tartalma 43,9% volt. Bar
a novekedés abszolut értékeit tekintve a HI vagy a TM haszndlata a szivarva-
nyos pisztrang takarmanyaban egyarant hatékony volt, a TM-mel etetett halak
jobban néttek, mint a HI-val etetettek. Ezeket a kiilonbségeket a nagyobb ta-
karmanyfelvétel jellemezte és az aktivabb emésztési funkcid, amit a bél szo-
vettani vizsgalatai is aldtdmasztottak, kiilondsen a TM esetében a bélbolyhok
magassaganak novekedésével. Az is figyelemre mélto, hogy az enterocitdk ma-
gassaganak kismértékid novekedését irtak le a rovaralapu taplalék esetében,
ami a rovarzsir eltéré felszivodasaval fiigghet 6ssze. A maj szovettandban vagy
a koztes anyagcserében nem észleltek valtozast. Az antioxidans és immunolé-
giai rendszer aktivitdsa a rovaralapd takarmanyok esetében kismértékben ja-
vult, ami a szdvetkarosodasi mutaték (malondialdehid és savas foszfatdz)
csokkenésében tiikroz6dott, de ez nem valtoztatta meg a halak altalanos
egészségi és joléti allapotat. A filék dsszetételében kisebb valtozasokat figyel-
tek meg, de a rovarokkal etetett halak fehérjetartalma nagyobb volt. Egy koz-
elmultban megjelent cikkben Dietz és munkatarsai (2023) a takarmanyfel-
hasznalast és a novekedési teljesitményt értékelték kiilonbo6zé szivarvanyos
pisztrangtorzsek esetében. Kisérletiikben a halliszt (FM) helyettesitésére rész-
ben zsirtalanitott rovarlisztet vagy mikroalga-port alkalmaztak. Az izonitrogén
és izoenergetikus tapokkal 495,15 + 37 g kezdeti sulyu fiatal szivarvanyos
pisztrangot etettek. Mig a kontroll tadp 20% FM-et tartalmazott, a két kisérleti
tap FM-mentes volt. Ehelyett ugyanolyan mennyiségii permetszaraz Spirulina
por (SP) vagy részben zsirtalanitott Hermetia-liszt (HM) kertlt alkalmazasra
alternativ fehérjeforrasként. A takarmanyhasznositas és novekedés mutatoit
egy kereskedelmi fajtan és harom helyi torzson vizsgaltak 56 napon keresztiil.
A tapokat allando, 1,0%/napos napi adagban etették. Bar a novekedés hasonld
volt a kiillonb6z6 tapok kozott, a novekedés és a takarmanyhasznositas kiilon-
bozott a fajtak kozott. A fehérje hasznosulasa a helyi torzseknél a takarmanytél
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fliggetlentil jobb volt, a kezdeti testtomegek kozotti nagy kiilonbségek miatt a
kompenzacids novekedés lehetett, ami befolydsolhatta a vizsgalat eredményét.
Mindkét alternativ fehérjeforras megfelelének bizonyult a szivarvanyos piszt-
rang taplalékaban az FM teljes kord helyettesitésére. A nagy mennyiségi HM-
et vagy SP-t tartalmazé taplalékhoz valé jobb alkalmazkodas az eredmények
alapjan szelektiv tenyésztéssel érhet6 el.

A rovarlisztek felhasznalasi lehet6ségét a mediterran tengeri akvakultira
legfontosabb halfajai esetében is vizsgaltak. Randazzo és munkatarsai (2023)
vizsgalatainak célja a tengeri keszeg (Sparus aurata, GSB) és az eurdpai tengeri
stigér (Dicentrarchus labrax, ES) novekedési reakcidjanak, bélrendszeri
egészségének és fiziologiai dllapotanak értékelése volt a teljes mértékben hal-
lisztmentes és alternativ 6sszetevékkel kiegészitett étrenddel torténd etetést
kovetGen. A halakat (45%) és izolipid (20%) tartalmu tapokkal etették. A fe-
kete katonalégybd6l szarmazé lisztek (Hermetia illucens, H) prepupakbdl, egész
vOros mocsari rakbdl (Procambarus clarkii, RC) vagy mikroalgakeverékbol ké-
sziilt lisztekbdl késziilt Tisochrysis lutea és Tetraselmis suecica, MA keverékét
hasznaltak arra, hogy a 10%-os fehérjetartalmd, hallisztmentes, névényi fe-
hérje alapt, magas szdjaliszt-tartalmu kontroll tap (CV) kiegészitésére. Mind-
egyik tapot haromszoros ismétlésben etették, 12 (GSB) és 18 (ES) héten ke-
resztll. Mindkét halfaj esetében az MA-taplalék eredményezte a legrosszabb
fajlagos novekedési ratat (SGR), takarmanyegyiitthatot (FCR) és fehérjehaté-
konysagi aranyt (PER) a CV-hez képest. A H diéta csak a GSB esetében javitotta
jelent6sen az SGR-t anélkiil, hogy az FCR-t befolyasolta volna. A szarazanyag
latszélagos emészthetdségi egyiitthatd (ADC) a H tapban volt a legmagasabb
(kb. 76%), és a kontroll tipban a legalacsonyabb (kb. 73%), mig az RC-taplalék
esetében mindkét halfaj esetében koztes értéket mértek. Enyhén gyulladt bél
és megvaltozott nyalkahartya-morfolégiat figyeltek meg mindkét halfajndl, a
CV tappal etetett csoportokban, a GSB nagyobb érzékenységgel reagalt ezzel a
tappal szemben. Viszont a H, RC és MA étrendek a gyulladasos gének modula-
ciéjahoz vezettek. Osszességében az eredmények azt mutattak, hogy a novényi
fehérje alapu étrendben a H és az RC 10%-os fehérjetartalma javitja a halak
novekedését és bélrendszeriik egészségét mindkét halfaj esetében. Az ES ese-
tében a mikroalgakat tartalmazé étrend szintén kedvezen hatott a halak bél-
rendszerének egészségére, a CV-hez képest, bar a receptira tovabbi finomita-
saravan sziikkség a novekedésre és a fizioldgiai dllapotra gyakorolt kedvezétlen
hatdsok csokkentése érdekében. Az eredmények azt sugalljak, hogy a rovar- és
rakeleségek funkcionalis sszetevéként felhasznalhatok a szubadult halak sza-
mara készitett tapokban mindkét faj esetében, mig a mikroalgak funkcionalis
takarmanyként val6 felhaszndldsdban tovabbi vizsgilatokra van sziikség.
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Rangel és munkatarsainak (2024) vizsgalata a rovarlisztekben kiilonboz6
aranyban jelenlévd kitin emészthetéségének javitasat célozta. Megallapitottak,
hogy a szénhidratbont6 spéraképzé probiotikumok versenyképes ipari meg-
kozelitést kinalnak, mivel képesek ellenallni a takarmanygyartasi folyamatnak,
a szallitasnak, a tarolasnak és az allatok gyomor-bélrendszerének, mikozben
képesek novelni az egyébként emészthetetlen 6sszetevok emészthetdségét. A
kitin emészthet6ségének novelése céljabol két, a Bacillus licheniformis fajjal
kozeli rokonsagban 4llo, Kkitinolitikus spéraképzé halizolatumot /645-0s
(F1645) és 658-as (FI658) halizolatum/ kiilonitettek el az eurdpai tengeri sii-
gér gyomor-bélrendszerébdl, és (egyenként vagy keverékként) nagy mennyi-
ségli zsirtalanitott Hermetia illucens larvalisztet (HM) tartalmaz6 siigértapba
keverték (30%-os ardnyban). Az FI izolatumokat a halak ndvekedési teljesit-
ményére és az emészthetdségére gyakorolt hatasuk alapjan értékelték. A spé-
rak a 180 napos, szobahémérsékleten torténé takarmanytarolds soran mind-
végig megbrizték életképességiiket. A F1645 takarmanyba val6 bevitele maga-
sabb kitin emészthetéséget eredményezett. Ezzel parhuzamosan a szaraz-
anyag (DM), a fehérje és az energia emészthet6sége is nétt, ami 6sszességében
magasabb takarmanyhatékonysagot és fehérjehatékonysagi aranyt eredmé-
nyezett. A F1645 étrendi bevitele a plazma N-acetilgliik6zamin (GIcNAc) szint-
jének novekedéséhez vezetett. Ez az els6 bizonyiték a plazma GlcNAc-koncent-
megnovelte az N-acetilgliikozamin-kinazt (nagk) és a GlcNAc-foszfomutazt
(pgm3), a GIcNAc-ment6 utvonal és a hexozamin-bioszintézis utvonal (HBP)
til-D-gliikozamin-6-foszfat-deacetildz (amdhdz2), a GIcNAc glikolizisbe torténd
atirdnyitasanak el6enzimje expresszidjanak tekintetében. Ezek az eredmé-
nyek arra utalnak, hogy a megnovekedett kitin emészthet6ségbdl szarmazé
szabad GIcNAc a halak sejtjeiben a HBP-n keresztiil preferencidlisan a fehérjék
0O-GlcNAcylation folyamataiba irdnyulhat &t. Tovabba, amikor Vibrio
anguillarum fert6zésnek tették ki, és miutan egy honapig ugyanazzal a tapla-
1ékkal etették 6ket, az F1645 szintén novelte a halak tulélését 52,5%-rd1 77,5%-
ra a kontrollhoz képest. Ezek az eredmények egyiittesen megalapozzak a
F1645 probiotikumként val6 felhasznaldsanak lehet6ségét a kitin emésztésé-
nek fokozasara és a tengeri stigér V. anguillarum fert6zéssel szembeni védel-
mét szolgal6 profilaktikus szerként valé miikodésére. Ez a stratégia 4j lehetd-
ségeket nyithat az alapanyagok felhasznalasara, beleértve a magas kitinszintet
a haltapokban, és az antibiotikumok hasznalatanak csokkentésére az akvakul-
tiraban.
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A hazankban is méltdn népszerii és jelentés mennyiségben termelt afrikai
harcsa (Clarias gariepinus) takarmanyozasa egyre inkabb kutatott teriilet, be-
leérve a rovarlisztek felhasznalasi lehet6ségeit kiilonb6z6 korcsoportjai sza-
mara. Fawole és munkatarsai (2020) egy 60 napos kisérletet végeztek annak
vizsgalatara, hogy milyen hatdssal van a halliszt fekete 1égy larvaval torténd
helyettesitése az ivadékok ndvekedési teljesitményére, tdpanyag-felhasznala-
allitottak dssze izonitrogén (418 g/kg nyersfehérje), izolipid (95 g/kg nyers-
zsir) és izokalérias (20,14 M]/kg brutté energia) mutatokkal. A kontroll tdpot
ugy allitottak 6ssze, hogy a f6 fehérjeforras a halliszt (FM) volt, amelyet foko-
zatosan helyettesitettek Hermetia illucens (a tovabbiakban: HP) larvadrle-
ménnyel 25, 50 és 75 %-ban, egyenértékii fehérjealapon, ami 57, 115 és 172
g/kg taplalékbeviteli szintnek felelt meg. A kisérlethez 6sszesen 180 4g indu-
16sulyd ivadékot hasznaltak fel. A kisérlet végén a HP 50%-kal etetett halaknal
volt alegmagasabb a végsé testtomeg, a sulygyarapodas, a silygyarapodas sza-
zalékos aranya és a fajlagos novekedési rata a tobbi csoporthoz képest
(p<0,05). A tdpanyaghasznositasi mutatok, mint példaul a takarmanyegytitt-
hatd, a fehérje hatékonysagi arany is jobbnak bizonyult a HP 50%-kal etetett
halakndl a kontrollhoz képest, de a takarmanyfelvételre nem észleltek szigni-
fikans hatast (p > 0,05). Szignifikdnsan magasabb teljes testfehérje-tartalmat
mértek a HP 50%-ban, mig a lipid- és hamutartalom nem mutatott eltérést
(p>0,05). A vérparaméterek és a differencidlis leukocitaszamok statisztikailag
nem kiilonboztek, azonban a szérum dsszfehérje, globulin, gliikdz, trigliceridek
és az dsszes bilirubin szignifikdnsan kiilonbozott a takarmanyozasi csoportok
kozott (p<0,05). A majfunkcioés enzim (AST és ALT) azt mutatta, hogy a HP
50%-kal etetett halakndl volt a legalacsonyabb az érték. Az oxidativ stressz
biomarker eredményei azt mutatjak, hogy a HP-alapu tappal etetett halak ma-
londialdehid tartalma hasonlé volt a kontrollhoz, de a szuperoxid-dizmutaz és
kataldz enzimaktivitds magasabbnak bizonyult a kontroll és a HP 50%-ban.
Osszefoglalva, a vizsgélat eredményei azt mutattak, hogy az afrikai harcsa ha-
tékonyan hasznosithatja a fekete katonalégy larvaérleményt 172 g/kg-ig
(75%-0s FM-helyettesités) anélkiil, hogy a halak novekedése, tdpanyag-hasz-
nositasa, antioxidans- és egészségi allapota romlana.

Feltétleniil emlitést érdemelnek még azok az eredmények, amelyeket egy
vilagszerte jelent6s mennyiségben tenyésztett faj, a nilusi tilapia (Oreochromis
niloticus) takarmanyozasaban értek el a rovarlisztek alkalmazasaval. Fontes és
munkatarsai (2019) a szarazanyag, fehérje, zsir, energia és kitin (!) latszélagos
(ADC) emészthetGségének értékelését him nilusi tilapia ivadékkokkal végez-
ték. Hat takarmanyozasi kezelést alkalmaztak: (kontroll, Nauphoeta cinerea
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liszt (NCM) (Blattodea), Zophobas morio 1arva liszt (ZMM) (Coleptera), Gromp-
hadorhina portentosa liszt (GPM) (Blattodea), Gryllus assimilis liszt (GAM)
(Orthoptera) és Tenebrio molitor 1arvadrlemény (TMM) (Coleptera) harom is-
métlésben, tartalyonként 50 hallal. A kontrolltdp nem tartalmazott rovarlisz-
tet, a masik 6t kezelés pedig 80%-ban kereskedelmi forgalomban kaphat6 ta-
pot és 20% vizsgalati dsszetevét tartalmazott, 0,1% krémoxiddal mint inert
markerrel. A TMM magasabb ADC-t eredményezett a szarazanyag, a fehérje, a
korrigalt fehérje és a kitin tekintetében, mint a tébbi kezelés (p < 0,01). A GPM
viszont a legmagasabb ADC-t mutatta a lipidek esetében (p< 0,01). Altalanos-
sagban elmondhatd, hogy a TMM mutatta a legjobb emészthetGséget a tap-
anyagok, az energia tekintetében, de az 6sszes vizsgalt rovareledel potencialis
takarmany a nilusi tildpia ivadékok szamara. Kiemelend6 még az a tény, hogy
a kitin emészthetdsége is kivalonak bizonyult, 60-81%-s ADC értéket mutatva.
Ezt a kedvez0 képet drnyaljak egyébként Eggink és munkatarsai (2022) kisér-
letének eredményei, akik fekete katonalégy larvainak lisztjét, mint j haltakar-
many 6sszetevot tesztelték 8 ill. 50 grammos nilusi tildpia és szivarvanyos
pisztrang ivadékkal. A BSFL lisztet hdrom méretfrakciora szitaltak, és igy kii-
16nb6z6 kitintartalmat kaptak: 0-200 um (finom), 200-400 pm (koézepes),
>400 pm (durva), 1,8, 2,7 és 15,4% Kkitin szarazanyag alapjan. Minden faj sza-
mara négy izoenergetikus és izonitrogén-mentes takarmanyt allitottak 6ssze,
beleértve egy kisérleti referenciatapot is. Hirom olyan tapban, amely a kisér-
leti referencia-taplalék 25%-at egy olyan tdpanyaggal helyettesitette, amely a
harom BSFLM méretfrakcié egyikét tartalmazta. A durva BSFLM-frakcid ét-
rendi beiktatdsa szignifikdnsan alacsonyabb DM, nyersfehérje, nitrogén-men-
tes kivonat és kitin emészthet6séget eredményezett mindkét halfaj esetében,
ami aldtdmasztja azt a hipotézist, hogy a Kkitin antitdpanyagként miikddhet.
Ugyanakkor, azt is megallapitottak, hogy mindkét faj képes megemészteni a
kitint, de annak emészthet6sége csokkent a taplalékban 1évé kitin magasabb
szintjével. Tippayadara és munkatarsai (2021) a fekete katonalégy larvainak
lisztjét egy 12 hetes kisérletben tesztelték nilusi tildpian. Négyszazhusz
(14,77+2,09 g) halat hét csoportban hétféle tappal etettek: kontroll (0%
BSFLM-100% FM), illetve az FM-et BSFLM-mel helyettesit6 FM 10%, 20%,
40%, 60%, 80% és 100%-os aranyban. A névekedési mutatdk, a takarmany-
hasznositasi mutatok, a takarmanyfelvétel és a tulélési arany nem kiilonbozott
szignifikdnsan az FM és a BSFLM kezelések kozott. A vords vértest, fehér vér-
sejt, hemoglobin, hematokrit, vérlemezke értékeket nem befolyasolta a BSFLM
alkalmazas. A bér, a nyalkahartya lizozim és peroxidaz aktivitasi értékei javul-
tak a rovarliszttel etetett halaknal. Tehat kisérletiik eredményei alapjan a
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BSFLM karos hatdsok nélkiil hasznalhat6 a halliszt helyettesitésére a nilusi
tilapia esetében akar 100%-os aranyban is.

KOVETKEZTETESEK

Az akvakultiranak a jovében tovabb kell csokkentenie a halliszt és halolaj fiig-
gOséget a fenntarthatd agazati novekedés biztositasa érdekében. Az Ujszeri
akvakultira takarmanyosszetevék (rovarok mellett a makroalgak, baktériu-
mok, éleszt6k) globdlis bevezetése jelentdsen csokkentheti az akvakultira ten-
geri fogasokbol szarmazé takarmanyhal sziikségletét, az optimalis takarmany-
egyltthatok és az omega-3 zsirsavprofilok fenntartasa mellett. Az 6koszisz-
téma-szolgaltatasok mellett a rovarok tovabbi alapvetd elénye, hogy akar me-
z0gazdasagi és egyéb szerves hulladékokon is tdomegesen termelhetdk, igy a
korforgasos gazdasag elvét alkalmazva ezeket hatékonyan alakitjak at j ter-
mékekké. Ez olyan elényodket tesz lehetévé, mint a hulladékgazdalkodasi kolt-
ségek csokkentése és a rovarokbol szarmazé termékek (liszt és olaj) felhasz-
nalasa a halliszt, s6t a szdjaliszt helyettesitésére.

Bar 6nmagaban a rovarfajok egyike sem helyettesiti tokéletesen a hallisz-
tet, az aminosav dsszetétel és a fehérje emészthetdségét tekintve a fekete ka-
tonalégylarva liszt hasonlit leginkdbb a hallisztre. A legtobb rovarfajnak ala-
csonyabb a kéntartalmt aminosav (cisztein, cisztin és a metionin) tartalma,
mint a halliszté és zsirjukbol hianyzik az EPA és DHA, ezért felhasznalasukkor
az ezekkel torténd kiegészités nélkiilozhetetlen. Ugyanakkor a rovarok nem
csak hal- és huslisztpdtlok, hanem kitin és adenozin monofoszfat tartalmuk mi-
att prebiotikumok is, igy a rovarliszteknek a takarmanyokba keverése, még vi-
szonylag alacsony mennyiségben is, javithatja az immunrendszer miikodését
és novelheti a teljesitményt.

Az akvakultira legfontosabb rak- és halfajai szdmara legijabban fejlesztett
tapokban a rovarlisztek felhasznalhatésaganak lehet6ségeit intenziv kutata-
sok alapozzak meg. Ugyanakkor igazi attorést globalisan csak a rovartenyész-
tés gazdasagilag életképes méretiire torténd bévitése hozhat, ami ipari meny-
nyiségben képes rovarterméket biztositani, lehet6vé téve a versenyképes hal-
liszt arak elérését.
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The most common disease in growing rabbits is diarrhoea, in the development of which parasites can
also play a role in addition to bacteria. Among endoparasites, Eimeria species responsible for coccidio-
sis are detected in most cases in the digestive system of rabbits. This review collects and discuss the
scientific literature on different Eimeria species identified in rabbits, such as their life cycles and path-
ogeneity or their location in the different parts of the digestive system, and possible alternatives to
prevention and treatment.
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BEVEZETES

A korszer(, nagylizemi nyulhus termelés egyik fontos és kritikus eleme a mo-
dern tartastechnoldgia, amely az anyak és ndvendéknyulak igényeit minden
tekintetben kielégiti. Eurépa nyultenyésztéssel foglalkoz6 orszagaiban, igy
Magyarorszagon is tobb szaz-, vagy tobb ezer anyas telepeken tartjak a nyula-
kat, altaldban olasz, francia vagy spanyol, hazankban legnagyobb aranyban
olasz ketrecekben (Szendrd, 2016). Sajnalatos modon, a mai korszer( tartas-
technoldgiai, takarmanyozasi és higiéniai feltételek biztositasa mellett is hat-
raltathatjak a termelést a nyulak emészt6szervi megbetegedései. Az Eimeria
fajok gyakran el6forduld parazitdk a nyulak bélrendszerében, amelyek egyéb
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tiinetek mellett hasmenést, sulyos esetekben pedig elhullast is okozhatnak
(Sioutas és mtsai, 2021).

A nagylizemekben tartott nyulak is komoly allategészségligyi kockazatnak
vannak kitéve, hiszen hasonléan mas gazdasagi dllatfajokhoz megtdmadhatjak
Oket virusok (Myxomatdézis és a nyulak vérzéses betegsége (RHD)), 1égzbszer-
vekre is veszélyes baktériumok (Pasteurella multocida, Bordetella bronchisep-
tica, Staphylococcus sp.), emésztérendszert is tAmadé baktériumok (Clostridi-
umok, Escherichia coli), gombak (Dermatophytosis, Saccharomycosis) és para-
zitak (Eimeria fajok, férgek, Encephalitozoon cuniculi, tetvesség, riihdsség).

A leggyakoribbak a gyomor-bélrendszeri problémak, hasmenést legtobb
esetben a fiatal nyulakndl észlelnek (URL1). Az emészt6szervi megbetegedések
hatterében a baktériumok mellett jelentds szazalékban a parazitdk jatszanak
szerepet (Vetési, 1990). Ezen beliil a nagyiizemben termel6 hazinyulak leggya-
koribb endoparazitds fert6zottsége a kokcidiézis, amelynek el6idézésében
tobb Eimeria faj jatszik szerepet. Jelent6ségére az intenziv nyudltenyésztés tér-
héditasa hivta fel a figyelmet, de fontossdganak megitélésében a szakemberek
véleménye eltérd (Vetési, 1990).

Mind a klinikai, mind a szubklinikai kokcidi6zis fert6zések jelentds gazda-
sagi veszteségeket okozhatnak a nydlfarmokon, gy, mint emésztési rendelle-
nességek, a taplaléanyagok rossz felszivodasa, kiszaradas, hasmenés, suly-
csokkenés, fokozott fogékonysag a bakteridlis és virusos fert6zésekre, és a je-
lent6sen fert6zott Allomanyokban nagy aranyu elhullas (Pakandl, 2009).

Almozott tartas esetén, Jekkel és mtsai (2007) valamint Dal Bosco és mtsai
(2002) szerint a nyulak fogyasztanak a vizelettel és bélsarral szennyezett
alomanyagbdl, ezért nagyobb az emésztészervi megbetegedések, elsésorban a
kokcidiézissal torténé fert6z6dés esélye. A fert6zés mindig jelen van a nyulfar-
mokban, és gyakorlatilag lehetetlen megsziintetni (Vancraeynest és mtsai,
2008).

A nyultenyésztésben az Eimeria fert6zés elleni védekezésben rendkiviil
fontosak a hatékony gyogyszerek és a higiéniai intézkedések helyes alkalma-
zasa. Vereecken és mtsai (2012) szoros dsszefliggést figyeltek meg az Eimeria
fert6zés, a higiénés allapot és a megel6z6 kezelések kozott. A legmagasabb
morbiditasi és mortalitds arany altalaban az elvalasztott allatoknal figyelhet6
meg (El-Ashram és mtsai, 2020).

A magyarorszagi nagyilizemi vizsgalataink is alatdmasztjak a kutatdk fenti
allatasait. A termelési eredmények és a bélsarban jelenlévé oocisztak szama-
nak vizsgalata, valamint a fajok felismerése jelentGs szerepet tolt be a jelen és
a jovo tudatos, hatékony, precizids nyultenyésztésében.
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Altalanos attekintés a kokcidiumokrol és a kokcidiézisroél

A Coccidiomorpha, bélben é16 sporas egysejtliek okozzak a hazidllatok kokcidi-
Ozisait és szamos mas betegségét. Valamennyi haziallatnak és gazdasagi allat-
nak van egy vagy tobb Coccidiomorpha parazitaja. Az allatok kedvez6tlen tar-
tasi kortlmények kozott (mint zstfoltsag, vagy bélsar szennyezés), sokkal na-
gyobb gyakorisaggal fogyasztjak el a fert6z6 oocisztakat mint a természetben,
ezért a haziallatok, vagy gazdasagi allatok kérében gyakrabban fordulnak eld
fatalis kimenetell fert6zések, mint a vadonél6 rokonaiknal. Kiilonosen a fiatal
allatoknal jellemzé a Coccidiomorpha okozta kérok elhullassal jaro lefolyasa
(Torék, 2012).

A kokcidiézis a nagylizemi baromfitermelésnek is vildgszerte jelenlévd
problémadja. A zart rendszerti, intenziv baromfitermelés fejl6désével parhuza-
mosan e betegség gazdasagi jelentésége is novekszik. A betegség szubklinikai
form3ja jelentds hatast gyakorol a hiistermelés céljabdl tartott madarak telje-
sitményére, tovabba karos hatdssal van az allomanyok homogenitasara a tojok
és tenyészjércék esetében is. A nem megfelel6en menedzselt kokcidiézis ter-
melési eredményromlast és elhulldsokat okozhat (McDougald és Fitz-Coy,
2013).

A bél kokcidiézisa vilagszerte gyakori nyulbetegség (Varga, 1982). A nyul,
mint gazdasagi allatfaj agrargazdasagi jelent6ségében eltorpiil vilagviszony-
latban a monogasztrikus (sertés, baromfi), vagy akar a szarvasmarha agazatok
nagysagahoz képest. Ezzel pdrhuzamosan, a multban és a jelenben is relativ
kevés figyelmet forditottak a nytl allategészségiigyi kutatdsaira és ezen beliil
az egyik legnagyobb gazdasagi kart okoz6 fertdzésre, a kokcidiézisra. A fert6-
z0Ottségi szint és a jelen 1év0 fajok telepi ismerete pedig alapvetd feltétele a gaz-
dasagos termelésnek.

Levine (1973) leirasa szerint Leeuwenhoek mar 1674-ben megfigyelte a
nydlmajban 1évé oocisztakat, vagyis az Eimeria stiedai-t, a nyulak maj- és bél-
kokcidiumainak megkiilénboztetését pedig 1879-ben Leuckart irta le legels-
szor, Coccidium oviforme (mai nevén Eimeria stiedai; az epeér kokcididzis kor-
okozobja) és Coccidium perforans (mai napig is a perforans nevet alkalmazzuk a
faj azonositasban) néven nevezte el 6ket.

A XX. szazad eleje 6ta szamos neves kutato foglalkozott a nyul kokcididzi-
saval és nyul oocisztdk diagnosztikajaval. Megfigyeléseik a bélrendszerben
val6 elhelyezkedés mellett a morfolégiai, a sporulécids és a prepatens id4sza-
kok feltérképezésén tul a fajazonositasra is kiterjedtek. Kézottiilk magyar vo-
natkozasban féként Pellérdy L. és Vetési F., nemzetkozi viszonylatban pedig
Coudert, Norton, Gregory, Cheissin, Balicka-Ramisz, Szkucik, Vancraeynest,
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Yin és Chao Li emlitenddk, akik tudomanyos tevékenységiiket részben vagy
egészben a nyul parazitolégidjanak szentelték.

Coudert és mtsai (1995) és Eckert és mtsai 1995-ben mar 11 Eimeria faj
azonositasat és leirasat végezték el. Cui és mtsai 2017-ben tovabbi 1 fajjal b6-
vitették az Eimeria fajok listajat, ugyanis a filogenetikai analizisiik kimutatta,
hogy az 1j faj ITS-1 szekvencidja csak csekély hasonlésagot mutatott (27,1-
30%) anydlnal kordbban azonositott 11 Eimeria fajéval. Az 4j fajt Fanyao Kong
kinai parazitologus tiszteletére Eimeria kongi n. sp.-nak nevezték el.

A nyulakndl ezidaig azonositott Eimeria fajok és azonositasuk idépontja:

E. stiedai 1865-1907
E. perforans 1879-1912
E. magna 1925
E. media 1929
E. irresidua 1931
E. exigua 1934
E. piriformis 1934
E. flavescens 1941
E. coecicola 1947
E. intestinalis 1948
E. vejdovskyi 1988
E. kongi 2017

A jelenleg ismert fajok mellett felmeriilt tovabbi Eimeria fajok jelenléte is,
ugy mint az E. neoleporist, az E. nagpurensis, az E. oryctolagi, vagy az E. matsu-
bayashi, azéta azonban kimutattak, hogy ezek a fajok megegyeznek korabban
mar azonositott fajokkal.

Bélszakaszok szerinti elhelyezkedés

A nytl Eimeria oocisztai az emésztérendszer kiilonb6zd, jol lokalizalt részein,
valamint a nyalkahartya kiilonboz6 mélységeiben talalhatéak. A kifejlédés sok
esetben atfedést és hasonldsagot mutat, de ennek ellenére elmondhaté, hogy
bizonyos fajok tobbnyire egyes specialis bélszakaszokban élnek (1. tdbldzat).

Kokcidiumok életciklusa

Az Eimeria fajok a gazdaallat bélcsatornajanak kiilonboz6 szakaszaiban, ezen
beliil pedig a nyalkahartya hamsejtjeiben él6skodnek. A nyul és a liid esetében
vannak kivételek: az E. stiedai a nyul epeér falanak a hamjaban (Pakandi,
2009), az E. truncata pedig a lud vesecsatorndjanak hamjaban szaporodik
(Entzeroth és mtsai, 1981).
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1. tablazat
Az egyes Eimeria fajok bélszakaszok szerinti elhelyezkedése

Eimeria faj Elhelyezkedés Forras

E. coecicola vakbél féreg nytlvanyaban Pakandl és mtsai, 1993, 1996a
E. exigua paktébélben, csipbélben Jelinkovd és mtsai, 2008

E. flavescens vékonybélben, vakbélben Norton és mtsai, 1979

Gregory és Catchpole, 1986
Pakandl és mtsai, 2003

E. intestinalis csipdbélben, éhbélben Licois és mtsai, 1992

E. irresidua csipdbélben, éhbélben Norton és mtsai, 1979

E. magna csip6bélben, éhbélben Ryley és Robinson, 1976

E. media éhbélben, patkébélben Pakandl és mtsai, 1996b
E. perforans csip6bélben, éhbélben Streun és mtsai, 1979

E. piriformis vastagbélben Pakandl és Jelinkovd, 2006
E. vejdovskyi csip6bélben Pakandl és Coudert, 1999
E. stiedai maj hamszoévetében Pellérdy és Diirr, 1970

Az Eimeria fajok életciklusa nagyjabdél hasonld, a kiilonbségek az aszexualis
(ivartalan) nemzedékek szamaban, tovabba az egyes fejlédési staddiumok 1ét-
rejottéhez sziikséges id6ben vannak (Pellérdy, 1974; McDougald és Fitz-Coy,
2013). A cikluson beliil hdrom {6 fazist lehet megkiilonbdztetni (1. abra): a kor-
nyezetben zajl6 exogén stddium, az Un. sporogénia, valamint a gazdaszerveze-
ten beliil zajl6 endogén stadium, amelynek tovabbi két része a skizogénia (me-
rogdnia), mint aszexualis fazis és a gametogdnia, mint ivaros fazis (Horvdth-
Papp, 2008; McDougald és Fitz-Coy, 2013; Quiroz-Castaneda és Dantdn-Gon-
zdlez, 2015; Ahmad és mtsai, 2016).

A bélsarral iiriil6 sporulalatlan oocisztdk az ivaros fazis eredményeként
jonnek 1étre. A sporulacié egy sejtosztédas (meidzis), amelynek kovetkeztében
a zigbtat tartalmazé oocisztaban mozgasra és sejtekbe val6 behatolasra képes
sporozoitak alakulnak ki. Ehhez optimalis hémérsékletre és paratartalomra,
tovabba elegendé mennyiségli oxigénre van szilikség. A sporulalt oocisztak e
parazita fert6z6képes formai. Az atalakulasi folyamat Eimeria fajonként hosz-
szabb-révidebb id6t (2-4 napot) igényel. Az oocisztak kdrnyezeti ellenallé ké-
pessége kivalo, és akar tobb mint 1 évig képesek tulélni a szarazsagot és a hi-
deget. A gazdatest szajon at fert6z6dik a sporulalt oocisztakkal. Majd az oo-
ciszta burka a gyomorban részben feloldédik, a benne talalhaté 4 sporociszta-
bél a fert6z6képes sporozoitak kiszabadulnak. Minden oocisztabdl 8 sporozo-
ita szabadul ki. A kiszabadult sporozoitak a bél nyalkahartyajan keresztiil a sej-
tekbe hatolnak, ahol megkezdik a sejten beliili aszexudlis fejlédési szakaszukat
(McDougald és Fitz-Coy, 2013; Ahmad és mtsai, 2016).
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FERTILIZACIO

MEROZOITAK
a béthémsejtekben

.

1. abra. Az Eimeria fajok fejlédési ciklusa (Ahmad és mtsai, 2016 nyoman)

A skizontak az ivartalan szaporodasi szakasz els6 lépése, amelynek kovet-
keztében sok utddsejtre hasadd, oriasi sejtek jonnek 1étre (David, 1998). Az
elsd generacids skizontdk nagyszamu un. masodik invaziv dllapotd, merozoitat
termelnek, hogy azok atjutva mas bélsejtekbe, a skizontak kévetkez6 genera-
cidjat képezzék. A merozoitdk tehat megfertdzik a bél nyalkahartya mas sejtjeit
is (URL2). Egy id6 utan tomegiik megrepeszti a fert6zott sejtet, ami természe-
tesen elpusztul. A kiszabadult fejl6dési alakok ismét - tobbszor - Gjabb ham-
sejtekbe hatolva sokszorozédnak és tjabb sejteket pusztitanak el (URL3).Ez a
folyamat legalabb kétszer, de el6fordulhat, hogy négyszer is ismétlédik. Az
aszexualis megsokszorozddas és novekedés mértéke aranyos a mennyiséggel,
azaz exponencialisan névekv6 szamu utddsejthez vezet. Végiil ivaros format
(gametocita) képeznek, amelyek egyesiilnek, és zigotat alkotva hozzak létre az
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oocisztakat. Ez a szexualis szakasz, amelyben az aprd, mozgékony mikroga-
métak (himivarsejtek) keresik fel a makrogamétikat (néi ivarsejteket) és
egyeslilnek azokkal. A folyamat eredménye a zigota, amely egy nem sporulalt
oocisztava érik, és a bél nyalkahartyajan atjutva a bélsarba kertil. A nem spo-
ruldlt oocisztak tobb napon keresztiil is iiriilhetnek. Ezzel a folyamatos korfor-
gassal novekszik a kérnyezetben az oocisztdk szama (Horvdth-Papp, 2008;
McDougald és Fitz-Coy, 2013).

Patogenitas

Coudert és mtsai (1993) SPF nyulakon végzett kisérletek alapjan, a kokcidiu-
mokat patogenitasuk szerint 6t csoportba soroltak:

¢ nem patogén (E. coecicola);

¢ enyhén patogén (E. perforans, E. exigua és E. vejdovszkyi);

¢ enyhén patogén vagy patogén (E. media, E. magna, E. piriformis és
E. irresidua);

¢ magas patogenitasu (E. intestinalis és E. flavescens);

o fert6zé dozistol fiiggd patogenitasu” (E. stiedai).

A korszovettani leletek azonban nem minden esetben korreldlnak a meg-
hatarozott patogenitassal, a mortalitassal vagy a testtomeg-gyarapodas valto-
zasaval. Példaul, az E. coecicola sulyos elvaltozasokat okoz a vakbélben (Vi-
tovec és Pakandl, 1989), de az egész szervezetre gyakorolt hatasa alapjan, nem
tekinthet6 patogénnek.

Osszefiiggéseket talalhatunk a patogenitas és a kokcidiumok elhelyezke-
dése kozott. A legmagasabb patogenitassal rendelkezé nyul kokcidiumok, az E.
intestinalis és E. flavescens, a vékonybél vagy a vakbél kripta sejtjeit fert6zik
(Norton és mtsai, 1979; Licois és mtsai, 1992; Pakandl és mtsai, 2003). Gregory
és Catchpole (1986) ugy vélik, hogy az a folyamat, amikor az E. flavescens el-
pusztitja a kripta sejteket, dont6 tényezé a megbetegedés sulyossagaban. A
Coudert és munkatarsai (1995) szerint patogénnek osztalyozott E. irresidua, E.
magna és E. piriformis endogén fejl6dése, legalabbis az utolsé merogdnia és
gametogonia szakaszban a kripta sejtekben torténik meg, az enyhén vagy nem
patogén fajok (az E. perforans kivételével, amely kriptdkban és bolyhokban
egyarant fejlédik) a bélbolyhokban élgskddnek.

A bél kokcidiumai tobbé-kevésbé stilyos megbetegedést okozhatnak nyu-
lakban, els6sorban a fert6z6 dozistol, a parazita fajoktol, az allatok immunalla-
potatdl és életkoratol fiiggden. A bél kokcidiézisanak jellegzetes tiinetei a has-
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menés, a taplalékfelvétel és bélsar lirités csokkenése, a fogyas és sulyos eset-
ben az elhullas. A kokcidi6zis altaldban nem okoz kiszaradast, de befolyasolja
az ionanyagcserét, valamint a hasmenés altal gyorsan és nagy mennyiségben
urilé bélsar kaliumveszteséghez, hypokalaemidhoz vezet a vérplazmaban
(Licois és mtsai, 1978a,b; Peeters és mtsai, 1984).

A két leginkabb patogén nyul kokcidium faj altal okozott patomorfoldgiai
elvaltozasokrdl kisérleti eredmények is rendelkezésre allnak. Peeters és mtsai
(1984) E. intestinalis fert6zés utan sulyos bélboholy atréfiat figyeltek meg a 7.
és 10. nap kozott. A bélbolyhok megduzzadtak, a hdmsejtek tobbnyire levaltak,
és a mikrovillusok szabalytalanna valtak, megvastagodtak. Amint azonban a
parazita fejlédése majdnem befejez6dott, azaz kortlbeliil a 12. nap kortl, a
nyalkahartya visszanyerte a normalis morfoldgiai mintazatot.

Latvanyos, de csak néhany napig tartd elvaltozasok tobbnyire a parazita fej-
16désének gametogonia fazisaban fordulnak elé. A kokcidiumok altal okozott
bélgyulladast gyakran kiséri az E. coli és a rotavirus szamanak jelentds nove-
kedése a gazdaszervezet emésztérendszerében (Licois és Guillot, 1980; Peeters
és mtsai, 1984) és igy a kérokozok kozotti kdlcsonhatas is egy fontos tényezd
lehet.

A kokcidiumokkal valé megfert6z6dés és annak stulyossaga életkorfliggd, a
20 naposnal fiatalabb nyulak altaldban nem fert6z6dnek meg kokcidiumokkal
(Pakandl és Hldskovd, 2007). Diirr és Pellérdy (1969) meg tudtak fertézni a szo-
pos nyulakat az els6 és a kilencedik életnap kozott, de ehhez nagyon nagy
szamu majkokcidiumot alkalmaztak, ennek ellenére az oociszta lirités nagyon
alacsony volt.

Pakandl és Hldskovd (2007) kimutattdk, hogy az E. intestindlis és az E. fla-
vescens-fajokkal fert6z6dott szopdsnyulak oociszta iiritése az allatok életkora-
val nétt. Nagy kiilonbséget figyeltek meg a 19 és 22 napos korban fert6z6dott
nyulak kozott. Ebben a korban a szop6snyulak a tej mellett ltalaban mar szi-
lard takarmanyt is fogyasztanak, ami jelents emésztésélettani valtozasokhoz
vezet.

Immunitas

Az immunrendszer a sziiletéstdl felnétt korig folyamatosan fejlédik. A vakbél
donto szerepet jatszik az immunrendszerben. Renaux és munkatarsai (2003)
kiildnb6z6 immunoldgiai paramétereket vizsgaltak nyulakon, és arra a kovet-
keztetésre jutottak, hogy a fert6zés elleni védelem a hatékony nyalkahartya-
immunvalasznak kdszonhetd, mig a szisztémas valaszok csak az egymast ko-
vetl fert6zések utan névekednek és csak a parazita antigénekkel vald ismételt
talalkozasok kovetkezményei.
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Pakandl és munkatarsai (2008) dsszehasonlité vizsgalatot végeztek fert6-
zés altal kivaltott immunvalaszrél az er6sen immunogén E. intestinalis és gyen-
gén immunogén E. flavescens kokcidiumokkal. Az egyetlen lathato kiilonbség
az immunvalaszokban az Un. CD8+ sejtek szazalékos aranyanak markans no-
vekedése volt az ileum epitheliumaban, amely az E. intestinalis specifikus he-
lye. Az E. flavescens fajjal tortént fert6zés utan nem észleltek jelentds valtoza-
sokat a vakbélben. Ezek az eredmények a helyi immunvalasz fontossagara
utalnak.

Higiénia, fertotlenités

A kornyezetben a kokcidiumok dekontaminalasa kihivast jelent, ezért a pre-
vencid kiemelten nagy jelent6ségii (URL4). A sporulalt oocisztik - hasonl6an a
sporas baktériumokhoz - vastag burokkal koériilvett, rendkiviil stabil, hossz
ideig (hénapokig) taléld, kornyezeti hatdsoknak, szokvanyos tisztitdsnak és
sok fert6tlenitd szernek ellenalld sejtek. A 60°C feletti h6mérséklet elpusztit-
hatja 6ket, tehat alapos takaritas utan a forrasban levd viz vagy 1ig alkalmaza-
saval kell fert6tleniteni (URL5). Hatékony elpusztitasukhoz az épiiletek és be-
rendezések gondos takaritasan kiviil specidlis, Un. oocid fert6tlenitdszerekre
van sziikség (URL6). Sajnos manapsag mar tobb, k6zonséges fertStlenitd szer-
rel szemben tapasztalhaté rezisztencia az Eimeria fajok esetében is (McDou-
gald és Fitz-Coy, 2013).

A nagyiizemi nyultelepeken az oocisztak gyéritése céljabol jelenleg alkal-
mazott fertGtlenit6szerek a kovetkezék: GERMICIDAN® KOK, GERMICIDAN®
KOK Forte, AGAKOK 2.5, ALDECOC ® CMK.

Minden fert6z6 megbetegedés esetén, igy a kokcidiézisnal is els6 és legfon-
tosabb a tisztitas és fert6tlenités hatékony médon torténd elvégzése, és az el6-
készitett istalloknal a megfeleld hosszisagu iiresen allasi id6 megléte (Chap-
man, 2008; Hafez, 2008; Peek és Landman, 2011).

A kokcidiézis inkabb a kornyezetben torténd felddsulds miatt jelent na-
gyobb gondot, nem pedig valamilyen 6kolégiai niche megiiriilése miatt. A
nagylizemi baromfitenyésztés gyakorlatara jellemzd, hogy mikozben elérjiik
szamos kartékony parazita visszaszoritasat, addig ezzel egy id6ben akaratla-
nul elésegitjiik egyéb é16skodbk térhez jutasat - hiszen ezek k6zott a parazitdk
kozott is versengés zajlik a mind nagyobb életterek elnyeréséért (McDougald
és Fitz-Coy, 2013).

A gyakorlatban szinte lehetetlen eltdvolitani az 6sszes oocisztat, de szamuk
jelentds csokkenése a kornyezetben csokkentheti a fert6zés dozisat és ezaltal
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a betegség klinikai tlineteit. Nyul esetében a kis d6zisokkal torténé napi fert6-
zés a legjobb mddja annak, hogy akar jelentés immunitas alakuljon ki a nyulak
szervezetében.

Gyogykezelés - Takarmanyozas

Tobb mint 50 éven keresztiil a kokcidiozis elleni védekezés a folyamatosan fej-
lesztett ijabb és Gjabb gyégyszereken alapult. A kokcidiosztatikumok alkalma-
zasa soran el6nyos tulajdonsagaik mellett azonban szdmos hatranyuk is kide-
riilt. Baromfinal az j szerek alkalmazasa esetén egyre rovidebb id6 alatt jelen-
tek meg rezisztens Eimeria torzsek (URL?7).

A nyul esetében viszonylag szilik a valaszthat6é antimikrobialis készitmé-
nyek listaja, igy a rotdlasara is szlikebb lehet&ségek allnak rendelkezésre. Az
Eurépai Uniéban takarmanyba kevert ionoforok csak baromfi kokcidiosztati-
kumként és hisztomonosztatikumként hasznalhaték, nyilnal viszont nem. A
tagallamokban - a korabbi gyakorlattél eltéréen — 2006. janudr 1. utan a kéré-
dzo6k, a sertés és a nyul ionofor hatéanyagot tartalmazé takarmannyal nem
etethet6k. Az ionoforokra, vagy a takarmany ionofor szennyezésére kiilondsen
érzékeny fajok kozé tartozik a nyul is (sajat gytijtés, 2022).

A gyakorlatban 3 antikokcidialis gyégyszert hasznaltak nyulakban, ezek a
szalinomicin, a robenidin és 2008 vége 6ta a diklazuril, ami a nyulak takar-
many-adalékanyagaként engedélyezett Franciaorszagban, Olaszorszagban és
Spanyolorszagban (Pakandl, 2009).

Vanparijs és mtsai (1989a,b) altal végzett kutatasok hatékonynak itélték
meg a diklazuril hasznalatat takarmanyadalékként, ahogyan Coudert (1978) is
pozitiv eredményekrdl szdmolt be a robenidinnel végzett kutatasai soran. Cou-
dert (1981) és Varga (1982) egyarant igazolta a szalinomicin-natrium haté-
konysagat.

Gyogykezelés - Itatas

A nyulak ivévizében, gyogykezelési céllal harom terméket alkalmaznak jelen-
leg a hazai nagylizemek: Baycox (Toltrazuril), szulfanomid (antibiotikum) és
amprolium.

A Baycox egy parazitaellenes készitmény, amely megzavarja a parazitdknak
az energia el6allitasdhoz szilikséges enzimeit. Ennek kévetkeztében fejlédésiik
valamennyi szakaszaban képes elpusztitani a parazitakat, valamint képes meg-
el6zni a kokcididzist és a fert6zés terjedését. A Baycox a kokcidiumok 6sszes
intracelluralis fejl6dési alakjara hat, igy a skizontdk és gamontak proliferald
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alakjaira is. Vanparijs és mtsai (1989) szerint a termék hatékonyan alkalmaz-
hat6 a nyultenyésztésben és csokkenti az oocisztak szamat.

Az amprolium egy tiamin analég, amely kompetitiv médon gatolja a tiamin
aktiv transzportjat, negativan befolyasolva az Eimeria fajokat anélkiil, hogy ka-
rositana a gazdaszervezet szoveteit (McDougald és Reid, 1997). Fitzgerald
(1972) és Joyner és mtsai (1983) kevésbé hatékonynak értékelték az amproé-
lium alkalmazasat.

A szulfonamid antibiotikumok hatasosnak bizonyultak a kokcididzis keze-
lésére. Ezek csak a betegség gyogyitdsara hasznalhatoak, megel6z6 intézke-
désként nem. A termék hatékonysagat tobb kutaté igazolta (Coudert, 1981;
Danék és mtsai, 1978; Joyner és mtsai, 1983). Sajat integracionkban elvégzett
kezeléseink eredménye is pozitiv hatdst mutatott és radikalisan cs6kkentette
az oocisztak szamat.

Vakcinazas

A jov6 nagy kihivasa, hogy - hasonléan a baromfifajokhoz (Williams, 2006) — a
nyul kokcidiumokban is rezisztencia alakulhat vagy alakult mar ki az antikok-
cidialis szerekkel szemben, ezért felmeriil nytl esetében is a vakcinazas lehe-
tésége. Az é16, legyengitett kokcidium vonalakkal torténd vakcinazas egy le-
hetséges modszer a kokcidiozis kontrolljara. A nagylizemi baromfi esetében ez
mar egy gyakorlatban is alkalmazott lehet6ség. Példaul a LIVACOX T 300-500
oocisztat tartalmaz az E. acervulina, E. maxima és E tenella fajokbdl, a Paracox-
5 vakcina minden adagja 500-650 E. acervulina, 200-260 E. maxima CP, 100-
130 E. maxima MFP, 1000-1300 E. mitis és 500-650 E. tenella sporulalt oocisz-
tat tartalmaz.

A nytl esetében is kutattak a vakcinazas lehet6ségét. Az oltasi kisérleteket
Drouet-Viard és mtsai (1997a,b) E. magna vonallal végezték. RAmutattak, hogy
a teljes immunitas nagyon gyorsan, akar a parazitaval valé elsé érintkezés utan
9 nappal megszerezhetd. A 25 napos korig elvégzett vakcindzas elegend6 id6t
biztositott a szopdsnyulaknak arra, hogy elvalasztas idejére megfelel immu-
nitast alakitsanak ki. A vakcinazas azonban a fejlesztés magas koltségei miatt
sajnos egyel6re nem jelent meg a nagylizemi nytltenyésztés gyakorlatadban.

KOVETKEZTETESEK

A parazitolégiai monitoring vizsgalat elengedhetetlen a nytltelepeken, hiszen
az oocisztak egyértelmiien igazoltan jelen vannak a nagyiizemi gazdasagok-
ban. A hazai, nagylizemi farmokrdél szarmazé bélsarmintakbdl sziikséges elvé-
gezni az oocisztak mennyiségi vizsgalatat, azonositasat, mérettartomanyainak,
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sporulacidinak megfigyelését és mas kutatok altal leirtakkal valé 6sszehason-
litasat.

A vizsgdalatok kivitelezését a gyorsabb és hatékonyabb prevencié miatt ter-
meléskozelivé sziikséges tenni, hogy a farmokon akar napi rendszerességgel is
nyomon tudjak kovetni az oocisztadk szamanak alakuldsat, az oocisztak sporu-
laltatasat kovetSen pedig a fajok azonositasat.

A gyogyszerhasznalat csokkentésére iranyulé intézkedések és a bélsarbol
kimutathato oocisztak relativ nagyarany jelenléte alapjan, nyitottnak kell len-
niink 4j természetes, kokcidiosztatikumként hasznalhat6 takarmanykiegészi-
ték kiprébalasara és vizsgalnunk sziikséges azok hatékonysagat és telepi fel-
hasznaldsanak lehet6ségeit.
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ABSTRACT - The giant liver fluke (Fascioloides magna) has four continuously expanding focus endem-
ics in Europe. The parasite is considered an invasive species in our continent and could affect the local
host populations or, after host switching, it can infect other potential host species. Therefore it is im-
portant to track this alien species' presence. The authors compared the gold standard test with the
effectiveness of two potential screening tests, the conventional sedimentation method and an illus-
trated guideline-based approach, which could be applicable in the field. The gold standard test was
based on the necropsy detection of adult flukes in the liver tissue of hunted animals (N=319). Besides
applying the linear regression, the sensitivity and specificity were determined in both approaches. The
analysis showed that the shed egg number was moderately associated with the fluke burden
(R%=0.5679; p<0.0001) and the flukes' dry mass (R2=0.6016; p<0.0001). The final results of sensitivity
(100%; CI95%: 97.2 - 100) and specificity (96.3%; C195%: 92.5 - 98.5) confirmed that the illustrated
guideline-based approach is a capable method for monitoring the F. magna expansion in endemic areas.

Keywords: Fascioloides magna, giant liver fluke, red deer, expansion, southwestern Hungary

INTRODUCTION

The European distribution of F. magna is well known. So far as we know, the
presence of two independent phylogenetic lineages is verified, the Italian pop-
ulation and a second one containing the fluke populations of the other endem-
ics, namely the Czech-Poland (CZ-PL) focus and the Danube floodplain forests
(DFF). Although the giant liver fluke dispersion is well confirmed in CZ-PL and
DFF foci, DFF seems to be the only continuously expanding focus in our conti-
nent (Krdlovd-Hromadovd et al., 2016). The characteristics of these abutting
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habitats provide optimal conditions for intermediate and final hosts of the gi-
ant liver fluke as well (Malcicka, 2015).

The knowledge about the parasite expansion in Hungary is a bit incomplete
because the first studies show the spread as a large-scale process. Studies con-
ducted in DFF suggested the continuous spread of this parasite in the adjacent
countries (Novobilsky et al.,, 2007; Florijanci¢ et al., 2010). The appearance of
F. magna ensued at the beginning of the 1990s. The worm dispersion was ver-
ified after almost 15 years and approximately 300 km farther (Majoros and
Sztojkov, 1994; Giczi, 2008). A subsequent study revealed that giant liver fluke
reached the River Drava and moved towards the west and north within south-
western Transdanubia (Nagy et al. 2018).

The giant liver fluke is considered an invasive species in Europe. The para-
site was transported via different deer species at least twice from the Ameri-
can continent (Krdlovd-Hromadovd et al., 2011). In the indirect life cycle F.
magna, few hosts can be involved. The definitive hosts are usually deer species
in Europe, mainly red deer (Cervus elaphus) and fallow deer (Dama dama),
while the main intermediate hosts belong to the lymnaeid snails (Malcicka,
2015). Due to the quick expansion in our continent, the fluke appeared in new
habitats, and its spread seems being continuous (Nagy et al. 2018). Introducing
an emerging parasite into new geographic territories could affect the local host
populations or, after host switching, it can infect other potential host species.
Any situation can threaten the stability of the concerned host species and
cause severe economic losses in wild and domesticated ungulates (Laaksonen
et al,, 2009; Lymbery et al,, 2014; Sattmann et al. 2014). For this reason, it is
important to systematically track this alien species’ presence and range expan-
sion (Hulme, 2014).

The Hungarian hunting regulation does not allow the continuous shooting
of red deer. The hunting season lasts from the 1st of September to the end of
the next February. Therefore the monitoring, based on necropsies, does not
suitable for continuous surveying. For this reason, this study aimed to compare
the effectiveness of two different methods, which could be applicable all year
round. We compared the conventional sedimentation method and an illus-
trated guideline-based approach to evaluate the F. magna infection in red deer
populations living in Hungary's new Transdanubian endemic area.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Our study involved the investigation of red deer populations from southwest-
ern Hungary between September 2020 and January 2021. The animals were
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shot for hunting purposes, and none of them was killed for accomplishing the
research.

Parasitological examination

The participant hunting estates covered about 768 km2 area from Somogy
County (Figure 1).

Ab

A5

A3

Al Ad
A2

Figure 1. Location of sampling areas of the present study (Yellow circles named A1-A6 in-
dicated the involved hunting areas.)

We involved areas where the worm's presence was not confirmed until the
beginning of this study. For this reason, we prepared an illustrated guideline
(IG) for hunters to confirm the presence of giant liver fluke infection (Appendix
1). Based on IG, after evisceration, the hunters identified the infected animals.
Liver and fecal pellets were collected from every animal to confirm the sensi-
tivity and specificity of IG and the conventional sedimentation method. The or-
gans were cut into 1.5 cm slices, and after gentle washing, the collected F.
magna specimens were counted (FM). Using the fecal material, we performed
a sedimentation method to determine the egg number in one gram (EPG) fae-
ces (Zajac and Conboy, 2012). The gathered worms were dried at 65°C until
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constant weight and measured with 0.0001 g accuracy to determine the total
dried fluke matter (TDFM).

Statistical analyses

We evaluated the associations between EPG and the other variables, viz. FM
and TDFM. Linear regressions were performed using the SPSS statistical soft-
ware version 27.0 after logarithmic transformation to stabilize the variance. In
the case of FM and EPG, we added 1 to each count before taking the log10
transformation (Alexander, 2012). Only those deer samples were involved in
the linear regression analyses, which were characterized by fluke burden after
evaluating the surface of the organs (N=137; 45 stag and 92 hind samples).

The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive
value, and accuracy (with 95% confidence interval; CI95%) of IG and fecala
sedimentation methods were calculated using MedCalc online software ver-
sion 20.110. (https://www.medcalc.org/calc/diagnostic test.php). Liver fluke
detection by necropsy was considered a gold standard test. For determining
true positives (TP), false positives (FP), true negatives (TN), and false nega-
tives (FN), we followed the general epidemiological rules by Trevethan (2017).
The method was presented in Table 1.

Table 1
Determination of true positives (TP), false positives (FP), true negatives (TN), and false
negatives (FN)

Gold standard test (necropsy) results

+ -
New screening test + TP FP
New screening test - FN TN

Sensitivity (SENS), specificity (SPEC), positive predictive value (PPV), and
negative predictive value (NPV) were calculated by the following formulas
(Trevethan, 2017):

TP
ENS(%) = ——==Xx1
SENS(%) TP+FN 00

TN
SPEC(%) = m x 100

PPV (%) = ™ 100
= TP +FP

NPV(%) = ™ 100
“ “TN+FN
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The test accuracy (ACC) viz overall probability that a new screening test
result correctly demonstrates the gold standard test result was also calculated
by the MedCalc online software version 20.110. as follows:

ACC(%) = SENS x prevalence + SPEC x (1 — prevalence)

RESULTS

The regression analysis showed that the EPG was associated with both other
variables, the FM and TDFM. The most definite relationship was observed be-
tween TDFM and EPG (R2?=0.6016; p<0.0001), while fluke burden showed a
moderate connection with EPG (R?=0.5722; p<0.0001) (Figure 2).

Using the IG, hunters confirmed the fluke presence in 137 animals, but after
necropsies, flukes were collected only from 130 organs. We found eggs in 50
fecal materials from the 137 IG-confirmed animals during the sedimentation.
The true and false positive and negative values used for sensitivity and speci-
ficity calculation showed in Table 2. The sensitivity, specificity and character-
istics differed between the two methods (Table 3).

Table 2

The true positive (TP), false positive (FP), true negative (TN), and false negative (FN) values
in IG (illustrated guideline) and sedimentation methods.

Gold standard test (necropsy) results Total
+ -
IG + 130 (TP) 7 (FP) 137
IG - 0 (FN) 182 (TN) 182
Sedimentation + 50 (TP) 0 (FP) 50
Sedimentation - 80 (FN) 189 (TN) 269
Total 130 189 319

Table 3.

Sensitivity (SENS), specificity (SPEC), positive predictive value (PPV), negative predictive
value (NPV), and accuracy (ACC) values for IG (illustrated guideline) and sedimentation
methods (screening tests).

IG test Sedimentation test
SENS 100% (CI95%: 97.2 - 100) 38.5% (CI95%: 30.1 - 47.4)
SPEC 96.3% (CI95%: 92.5 - 98.5) 100% (CI95%: 98.1 - 100)
PPV 94.9% (CI95%: 90.0 - 97.5) 100%
NPV 100% 70.3% (CI95%: 67.3 - 73.0)
ACC 97.8% (C195%: 95.5 - 99.1) 74.9% (C195%: 69.8 - 79.6)
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Correlation between egg and fluke counts
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Figure 2. Linear regressions between egg count (EPG), fluke count (FM) and total dried

fluke matter (TDFM).
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DISCUSSION

The study aimed to develop a simple, cost-effective field method for monitor-
ing the occurrence and spread of F. magna at the borders of an endemic area.
For this reason, we compared two new screening methods with the gold stand-
ard, necropsy detection of adult F. magna parasites in the liver tissue. The first
screening method was based on a photo-illustrated guideline, which was pro-
vided to the hunters who worked in the study area. The hunters evaluated all
hunted animals by comparing the livers to photos of characteristic lesions
caused by F. magna infection.

The second method was developed by fecal egg count determination in all
hunter-evaluated and necropsied carcasses. By this double comparison, we
could investigate whether visual-only evaluation by hunting personnel or
counting fecal egg numbers could be a more efficient method for investigating
epidemiological trends of F. magna on a hot spot.

In comparison to the gold standard, screening by hunting personnel proved
to have a high sensitivity; whereas fecal egg number counting had high speci-
ficity and a very weak sensitivity. The diagrams of Figure 1 explained this phe-
nomenon as few flukes and/or a small amount of fluke dry matter can produce
very different numbers of eggs, indeed no eggs at all. In the case of a more se-
vere infection, the fecal egg count can represent the scale of infection moder-
ately. Despite the fair average correlation, field-collected fecal samples cannot
provide appropriate information about the epidemiological situation. Espe-
cially on the borders of an endemic area where plenty of animals should be
mildly infected.

Visual-only evaluation of the eviscerated livers resulted in 100% sensitivity
and 96.3% specificity. The hunting personnel claimed 137 liver samples to be
infected following the photo-illustrated guideline. Though only 130 of the sam-
ples proved to be positive by necropsy detection of adult flukes. The difference
originated in the gold standard test chosen for comparison. In the early stages
of infection, characteristic lesions can confirm the presence of F. magna;
though adult worms cannot be detected. In these cases, hunters seemed to
evaluate the samples falsely positive. If we had chosen molecular confirmation
of F. magna DNA in the livers as the gold standard test, false positives might
have proved true positives. In the future, it is worth investigating how the ini-
tial lesions are characteristic for F. magna and how different they are from
those caused by Fasciola hepatica.

Positive and negative predictive values (PPV & NPV) could better represent
the two tests' usefulness. Table 3 demonstrated that in IG test, the probability
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of true positive results (PPV) was 94.9%; while for negative results, this value
proved 100% (NPV). On the other hand, PPV and NPV in the sedimentation test
were 100% and 70.3%, respectively. This means that in the IG test, both the
positive and negative results appropriately showed the true condition of the
investigated samples. In the case of the sedimentation test, the positive results
were correct, while the negative results would have needed additional tests to
confirm the disease-free statement. This phenomenon could be demonstrated
by the accuracy of the two investigated screening tests, as I1G test showed much
better accuracy than the sedimentation test, 97.8%, and 74.9%, respectively.

Comparing the two potential screening tests, hunters’ evaluation of evis-
cerated livers (IG) proved appropriate for monitoring the epidemiological
trends of F. magna within and on the borders of an endemic area. Though we
attempted to develop a method that can be applied outside of the hunting sea-
sons, fecal egg count, which can be measured in field-collected samples, could
not fulfill the expectations. On the other hand, the photo-illustrated guideline
is a very simple tool to involve hunters in the monitoring activity. This method
has some disadvantages. It cannot run all year round and it needs contributors
who are trained in neither parasitology nor pathology. This monitoring re-
quires close cooperation between the stakeholders. Before the initiation of the
fieldwork, all contributing hunters must go through practical training on the
use of the photo-illustrated guideline and theoretical training on the im-
portance of F. magna infection in deer. Without the recognition of F. magna as
potential harm to the managed deer population, any efforts to teach monitor-
ing skills will remain useless.

In Hungary, the endemic area of F. magna is continuously extending. The
epidemiological role of the River Danube (Krdlovd-Hromadovd et al. 2016) and
the River Drava is known (Nagy et al,, 2018). On the other hand, the northward
spread in Transdanubia needs ongoing monitoring. This activity should focus
on the frontlines, the northern borders of the endemic area where newly in-
fected animals are expected to be found. In these conditions, those methods
could be suitable to detect the early stages of the infection. The hunters’ visual-
only evaluation of eviscerated livers is a very sensitive and specific method of
monitoring even initially infected populations. Unfortunately, this method can
be carried out exclusively during the hunting season in cooperation with non-
professional stakeholders. For this reason, it needs strict organization and in-
terdependent collaboration between the parasitologist and the hunting per-
sonnel.
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Appendix

Mételyek vandorlasanak nyoma a rekeszizom in lemezében.
Characteristic of fluke migration on the diaphragma.

&L

Mételyek vandorlasanak nyoma a maj felszinén.

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS
|




EPIDEMIOLOGICAL TOOLS TO ASSESS THE SPREAD OF FASCIOLOIDES MAGNA — APPENDIX

Characteristic of fluke migration ont he liver surface.

Mételyeket tartalmazé pszeudocisztak a maf felszinén.
Fluke contained pseudocysts on the liver surface.

: Q- L Lo
Métely vandorlas nyoma a maj metszéslapja.
Characteristic of fluke migration on cutting surface of the liver.
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Métely vandorlas nyoma a maj metszéslapja.

-

Characteristic of fluke migration on cutting su

Pszeudocisztak a maj metszéslapjan.
Pseudocysts on cutting surface of the liver.
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Kifejlett amerikai majmételyek (F. magna) és kozénséges majmétely (Fasciola hepatica).
Adult giant liver flukes (F. magna) and common liver fluke (Fasciola hepatica)
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Closed-chest occlusion of the left anterior descending artery in
swine infarction model
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ABSTRACT - Pigs have played a significant role in biological and medical research for many years. In
the case of non-rodent models, pigs are the primary choices as experimental animals in the cardiovas-
cular studies. Accumulating data indicate that the closed-chest coronary balloon-occlusion technique
is one of the most successful method for creating ischemic heart failure (HF). However, consistent and
thoroughly characterized large animal models of HF are a critical translational tool for drug develop-
ment and toxicology. The knowledge of the different catheterization protocols is crucial to ensure a
suitable animal model which can serve as a human-related preclinical validation process. Therefore it
is essential to follow an optimized and standardized experimental protocol on a homogenous animal
population, which help to obtain reliable and useful data for the translational large animal research
programs.

Keywords: myocardial infarction in pigs, translational research, coronary occlusion,
large animal modeling

INTRODUCTION

The cardiovascular diseases are increasing health problems worldwide; they
accounted for 18.6 million deaths globally in 2019, which amounted to an in-
crease of 17.1% since 2010 (Virani et al.,, 2021). Myocardial ischemia is the
most prevalent cause of death within the spectrum of cardiovascular illnesses.
Myocardial ischemia occurs when blood flow to the myocardium is obstructed
by a partial or complete blockage of the coronary artery. Coronary artery nar-
rowing causes insufficient oxygen delivery to the myocardium, causing myo-
cardial infarction (MI). The American Heart Association estimates that a new
MI case is diagnosed every 40 s in the United States (Virani et al., 2021). This
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number make a strong argument for the development of new cardioregenera-
tive treatments that rely on a reproducible and reliable large animal myocar-
dial infarction model that accurately mimics the human scenario (Koudstaal et
al.,, 2014).

Over the past several decades, the pathophysiological mechanisms driving
these cardiovascular complications have extensively been studied in animal
models (Shin et al., 2021). These facts justify the search for an ideal myocardial
infarction animal model to test new treatments and optimize diagnostic tests
(Munz et al., 2011).

Swine infarction model

Establishing an appropriate disease model that represents the complexities of
human cardiovascular disease is critical for evaluating the clinical efficacy and
translation success. The multifaceted and complex nature of human ischemic
heart disease is difficult to recapitulate in animal models. This difficulty is of-
ten compounded by the methodological biases introduced in animal studies.
Considerable variations across animal species, modifications made in surgical
procedures, and inadequate randomization, sample size calculation, blinding,
and heterogeneity of animal models used often produce preclinical cardiovas-
cular research that looks promising but is irreproducible and not translatable.
Moreover, many published papers are not transparent enough for other inves-
tigators to verify the feasibility of the studies and the therapeutics' efficacy.
(Shin et al., 2021).

The domestic pig is considered an ideal experimental choice to study hu-
man myocardial ischemia for several reasons: the heart size of pigs and its
weight relative to body weight is similar to those of the human heart; cardiac
and vascular anatomy, ventricular performance, and electrophysiology of pigs
are similar to those of humans, pigs have meager collateral circulation, so each
coronary artery supplies a specific cardiac region.

Open chest methods

Open- and closed-chest methods have been used for induction of MI in pigs.
Open-chest models have the advantage of easy access for precise control of site
of occlusion and direct visual assessment of contractile function. These tech-
niques are however especially invasive, with high peri- and postoperative
mortality risks. Lubberding at al. (2020.) demonstrated differences in hemody-
namic parameters and ventricular arrhythmias in open chest model compared
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to closed chest method. The myocardial infarction by thoracotomy and subse-
quent ligation decreased blood pressure and cardiac output and delayed the
onset of ventricular arrhythmia.

Closed chest methods

More recently, to avoid the trauma associated with thoracotomy or ster-
notomy and its possible effects on cardiac function, several closed-chest tech-
niques, mainly by means of percutaneous catheterization, have been devel-
oped. Nevertheless, these methods present important limitations: the exact lo-
cation, length, and duration of arterial occlusion; rate of thrombolysis; and re-
flux of the injected agent cannot be controlled reliably. Therefore, the correct
standardization of the infarct size is not possible. In addition, most closed-
chest models require substantial and expensive instrumentation to perform
the occlusion, identify its location, and assess the size of the coronary artery.
Furthermore, percutaneous models induce endothelial damage, and the time
required to perform the procedure can vary substantially, depending on the
operator's experience and anatomical variability of the coronary vessels
(Munz et al., 2011). Catheter-based occlusion is often used as a non-invasive
way to induce MI, but there is a significant variation in the occlusion sites and
durations followed by reperfusion across different studies.

Shin et al. (2021) published a detailed summary about the current status
and limitations of the large animal infarction models. The balloon-occlusion
for 30, 45, 60 or 90 minutes of the middle of Left Anterior Descending Artery
(LAD) or distal to the second largest diagonal branch are the mainly used
closed-chest models. Some studies have demonstrated that the longer occlu-
sion duration resulted in bigger infarct sizes and more severe left ventricular
dysfunction (Garcia-Dorado et al., 1987; Ghugre et al., 2013; Thomas et al,,
2021). However, besides the occlusion site and duration, the inconsistent in-
farct size and ventricular remodeling were likely to be affected by the subse-
quent reperfusion. Myocardial reperfusion using thrombolytic therapy or pri-
mary percutaneous coronary intervention is a treatment option for human MI
patients. It is known that the reperfusion of myocytes irreversibly injured by
ischemia following coronary occlusion may accelerate the necrotic process, a
phenomenon called “myocardial ischemia-reperfusion injury.” This could con-
sequently affect the infarct size and lead to adverse cardiac remodeling
(Braunwald and Kloner, 1985; Yellon and Hausenloy, 2007; Hausenloy and
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Yellon, 2013; Hausenlov and Yellon, 2016; Acharya, 2020). All these situational
specifics of a surgical procedure as part of MI preclinical study design (for ex-
ample, method, site, and duration of coronary artery occlusion, and presence
and duration of reperfusion following occlusion) potentially limit the general-
izability and reproducibility of scientific results and likely contribute to the
failure of subsequent clinical trials (Shin et al., 2021).

Krombach et al. (2005) performed a closed-chest infarction model in 44
pigs, where a balloon catheter was advanced into the left descending coronary
artery (LAD) under fluoroscopic guidance. The balloon was inflated and occlu-
sion of the vessel angiographically confirmed while ECG was continuously
monitored. In case of ventricular fibrillation, direct current defibrillation was
performed. In 6 animals, the balloon was left inflated during the following ex-
periments, to obtain occlusive MI. In all other cases, the balloon was deflated
after 45 minutes. After the experiments were finished, the hearts were stained
with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) for assessment of infarct size.
In this study MI was successfully induced in 34 animals (28 reperfused and 6
occlusive). Mean size of MI was 15.8 + 5.1% of left ventricular surface area for
reperfused and 21.5 * 8.7% for occlusive infarcts. In one pig, 2,3,5-triphenyl-
tetrazolium chloride did not confirm infarction. In 26 pigs, ventricular fibrilla-
tion occurred. Defibrillation was successful in 17 pigs. Failure rate because of
ventricular fibrillation decreased from 42% (6) in the first 14 to 10% (3) in the
next 30 animals. One animal died due to technical failure of the ventilator. After
initial experiences, balloon catheters with a diameter of 2-3 mm were used,
instead of 4 mm. The smaller balloon sizes were used so as to decrease the
incidence of fibrillation. This technique of LAD occlusion presented a less in-
vasive alternative to open chest models. The major pitfall, causing fatal ar-
rhythmia was over-dilatation of the LAD with the balloon catheter.

Suzuki et al. (2008) placed a balloon catheter in the left descending coro-
nary artery (LAD) in 78 juvenile Yorkshire swine and used to occlude the LAD.
To evaluate this model, left ventricular ejection fraction (LVEF), infarct size,
incidence of ventricular fibrillation (VF), and mortality was compared among
three groups: 60-min proximal LAD occlusion (60P), 60-min mid LAD occlu-
sion (60M), and 30-min proximal LAD occlusion (30P). Both mortality and in-
cidence of VF were highest in the 60P group (66.7% and 91.7%, respectively).
Myocardial infarction was successfully induced in all 72 animals and in situ
double-staining with Evans blue dye and TTC was performed to delineate area
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at risk for ischemia and infarcted myocardium. There was no difference in in-
farct size, expressed as a percentage of the area at risk, between the 60P and
60M groups (49.5% * 3.9% vs. 45.4% * 13.3%, respectively). Serial changes in
LVEF of the 60M group demonstrated that until 14 days after reperfusion,
LVEF improved naturally over time (36.4% * 6.6% at 24 hr, and 47.3% =*
10.1% at 14 days). In this study, most deaths (81.3%) were observed within
24 hr after induction of myocardial infarction, with the mortality of 60P group
being significantly higher (66.7%) than that of other groups. Since massive in-
farct size was induced in this group, the main cause of mortality must be in-
farct-related complications, such as fatal arrhythmia and heart failure. The
mortality of other groups were acceptable (16.3% in 60M group, and 0% in
30P group), and are similar to those in previous reports. One of the important
observations in this study was that no difference in %infarct/area-at-risk
(AAR) between 60P and 60M group was seen, despite the infarct size of the
60P group being the highest in %infarct/LV among all groups. When therapeu-
tic efficacy will be compared between a treated group and placebo using a
small infarction model such as the 30P group in this series (%infarct/AAR 5
16.8% 6 19.5%), it can be difficult to interpret the efficacy of the intervention
and treatment. The %infarct/AAR of both the 60P and 60M group was approx-
imately 50%, thus these models can evaluate therapeutic efficacy more pre-
cisely. According to the current study’s results, the 60M LAD occlusion seems
to be the most feasible for a porcine reperfused myocardial infarction model.
Also, to evaluate therapeutic procedures and drugs aimed at modulating in-
farct size, it is important not only to measure the size of myocardial infarction
but also to know how much myocardium was at risk. The percentage of in-
farcted myocardium within the area at risk can provide an index that controls
for factors that modulate infarct size other than the intervention or treatment.

In a study of Silvis et al. (2021) a total of fifty-one female Landrace pigs were
subjected to closed chest LAD balloon occlusion and evaluated in three
substudies with varying protocols. To assess the relationship between time of
occlusion and the infarct size (IS), 18 pigs were subjected to 60-, 75- and 90
min of occlusion and terminated after 24 h of follow-up. Influence of prolonged
follow-up on IS was studied in 18 pigs after 75 min of occlusion that were ter-
minated at 1, 3 and 7 days. The relation between AAR and IS was studied in 28
pigs after 60 min of occlusion and 24 h of follow-up. The relation between VF,
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number of shocks and IS was studied in the same 28 pigs after 60 min of occlu-
sion. Increasing occlusion time resulted in an increased IS as a ratio of the AAR
(IS/AAR). This ranged from 53 +23% after 60 min of occlusion to 88 +2.2%
after 90 min (P = 0.01). Increasing follow-up, from 1 to 3 or 7 days after 75 min
of occlusion did not effect IS/AAR. Increasing AAR led to a larger IS/AAR
(r2=0.34, P=0.002), earlier VF (r2=0.32, P=0.027) and a higher number of
shocks (r2=0.29, P=0.004) in pigs subjected to 60 min of occlusion.

Koudstaal et al. (2014) presented a standardized model that used a 90 min
closed-chest coronary balloon occlusion of the left anterior descending artery
(LAD) followed by reperfusion, thereby creating reproducible myocardial in-
farction covering the anteroapical, septal and inferoseptal walls of the left ven-
tricle. Out of 32 pigs (Female Dalland Landrace, 6 months old, ~70 kg) that
were subjected to this MI protoco], five (15.6%) died due to refractory ventric-
ular fibrillation during ischemia. This protocol created an infarct covering ap-
proximately 10-15% of the left ventricle, located in the anteroseptal, septal
and inferoseptal walls. Four weeks after MI, global and regional parameters
reflecting cardiac function should be decreased compared to healthy baseline
values. Specifically, left ventricular ejection fraction (LVEF) should decrease to
approximately ~35-45% four weeks post-MI. Besides global systolic function,
several parameters reflecting post-MI adverse remodeling can also be meas-
ured, such as left ventricular (LV) morphology and diameters using Cardiac
Magnetic Resonance Imaging (CMR) and echocardiography. Four weeks after
M], an increase in end diastolic volume (EDV) as a sign of adverse remodeling
can be expected. The 90 min balloon occlusion of the LAD leaded to extensive
myocardial damage and scar formation visualized by TTC staining at 1 month
follow up. The infarction was located in the anterior, anteroseptal and in-
feroseptal segments of the heart. The success of the described protocols is de-
pendent on the myocardial ischemia. Correct placement of the balloon distal
to the second diagonal branch of the LAD is crucial for reaching adequate in-
farct size whilst ensuring a high survival rate. Based on this MI model, a ~15%
mortality rate was observed, while extensive mid and apical segments of the
anterior, septal and inferior walls were infarcted as seen on contrast-enhanced
MR images (CMR) and TTC staining. The duration of ischemia can be tailored
according to the desired infarct size.

CONCLUSION

There are several disadvantages of using pig models, which can limit the re-
producibility of the research. One of the most important factors are the high
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cost required for performing the experiments, housing/maintenance and care,
and lower acceptance as model animals by society (Freedman et al,
2015; Camacho et al.,, 2016, Spannbauer et al., 2019). Additionally, swine, es-
pecially the meat-type landrace pigs, dramatically gain weight in adulthood,
which makes nearly impossible the long-term follow-up and makes it an un-
suitable model for chronic heart failure studies (Schuleri et al., 2008; Tohyama
and Kobayashi, 2019). Anesthetized swine of MI models often display high
mortality rates due to fatal arrhythmia, such as ventricular fibrillation, during
or shortly after the coronary artery occlusion or ischemia (Halkos et al,
2008; Lim et al., 2018), which may introduce sample size bias and confound
experimental results (Shin et al., 2021).

The aim of the closed-chest techniques is to create a significant and easy-
to-follow heart failure with the possible lowest mortality (~15%). Despite the
increasing knowledge about the etiologies of MI and relevant therapeutic
strategies, the translational gap between basic science and clinical research is
widening. Lack of experimental rigor and quality in preclinical research has
been accused as the main cause of slow translation of “promising” preclinical
results, and various issues regarding reproducibility have been raised across
different biomedical and social science fields (Shin et al., 2021).

The closed-chest mid LAD coronary occlusion is a well-circumscribed and
standardized method in large animal infarction models. The longer occlusion
time resulted in bigger infarct sizes and more severe left ventricular dysfunc-
tion. The myocardial ischemia-reperfusion injury could consequently affect
the infarct size and lead to adverse cardiac remodeling, which is a well-known
phenomenon in the swine infarction models. The used method, site, and dura-
tion of coronary artery occlusion, and presence and duration of reperfusion
following occlusion can limit the generalizability and reproducibility of scien-
tific results. Therefore it is essential to follow a standardized experimental pro-
tocol on a homogenous animal population, which help to obtain reliable and
useful data for the translational research programs.
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