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Possibilities of applying lactoferrin as an immunostimulant in fish and crustacean farming

Summary

Lactoferrin (LF) is an iron-binding protein from the transferrin family present in mucosal secretions,
several organs, secondary granules of neutrophils and the serum of mammals. Many biological functions
have been attributed to lactoferrin, including immunomodulatory and anti-inflammatory properties. Although
the presence of LF in fish is unknown, it has similar effects in fish as in mammals. In the majority of
the investigated fish species LF promoted proliferative response of lymphocytes, modulated macrophage
functions or increased phagocytosis and respiratory burst of fish leukocytes in vitro. Administration of LF
reduced the mortality of fish challenged with pathogenic bacteria and viruses, and enhanced the resistance of
fish to parasitic infections. Moreover LF treatment reduced the stress response of aquatic organisms cultured
under deteriorating conditions. As a natural protein LF shows very low toxicity, high biocompatibility and
biodegradability, and is considered safe for the environment and consumer health as well. Although LF had
no effect on the immune system of several fish species, its use as an immunostimulant in aquaculture is still

a promising area.
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Akwakultura jest wazna gatezia przemystu, a $wia-
towa produkcja ryb morskich i stodkowodnych oraz
skorupiakoéw wzrasta z roku na rok. Wiaze si¢ to ze
zwigkszaniem produktywnos$ci gospodarstw hodow-
lanych w przeliczeniu na jednostke wykorzystywane;j
powierzchni, co z kolei staje si¢ przyczyna stresu zwia-
zanego z przegeszczeniem, pogorszenia warunkow
srodowiskowych, a w efekcie supresji uktadu immu-
nologicznego zwierzat, objawiajacej si¢ ich zwigkszo-
na podatnoscia na choroby zakazne. Sukces w hodowli
wynika z utrzymania rownowagi pomigdzy czynnika-
mi srodowiskowymi, dzialaniami prewencyjnymi i sta-
tusem zdrowotnym hodowanych zwierzat. Ten ostatni
warunkowany jest sprawnie funkcjonujacym systemem
odporno$ciowym. Podstawe mechanizmow obronnych
u ryb stanowi odpornos$¢ nieswoista. Wigksza aktyw-
nos$¢, jak rowniez wigksza réznorodno$¢ komponen-
tow odpornosci nieswoistej u ryb, w porownaniu do
analogicznych parametrow u ssakow, wynika z ich sta-
tusu ewolucyjnego 1 faktu zmiennocieplnosci. Czyn-
niki te warunkuja ograniczony repertuar przec1wc1a%
11ch stabe powmowactwo do antygenu, ograniczona
pami¢¢ immunologiczng 1 powolng proliferacjg lim-
focytow. Odporno$¢ swoista w odpowiedzi na anty-
gen rozwija si¢ u ryb bardzo wolno, w poréwnaniu
z natychmiastowa i relatywnie niezalezna od tempe-

ratury odpowiedzig nieswoista (13). Na parametry od-
pornos$ci nieswoistej, procz uwarunkowan genetycz-
nych, wplyw maja czynniki zewngtrzne, takie jak: tem-
peratura srodowiska, jego zanieczyszczenie, stres, sto-
sowana dieta 1 dodatki paszowe, a takze szczepienia.
Immunosupresyjny wptyw wieloczynnikowego stresu
hodowlanego probuje si¢ od lat rownowazy¢, stosujac
roznorodne immunostymulatory, ktére wzmagaja
gléwnie odpornos¢ nieswoista zwierzat. Ten sposob
suplementacji okazuje si¢ szczegdlnie dobroczynny
w hodowli narybku, gdzie masowe straty zwiazane sa
z dlugim okresem hodowli, niezb¢dnym do rozwinig-
cia petnej immunokompetencji mtodego organizmu
(13, 15). W ostatnich latach szczeg6lnym zaintereso-
waniem w akwakulturze ciesza si¢ immunostymula-
tory naturalnego pochodzenia, z powodu ich zgodnos-
ci biologicznej, biodegradowalnosci 1 bezpieczenstwa
stosowania, zarowno dla srodowiska naturalnego, jak
1 zdrowia cztowieka. Jednym z takich preparatow jest
laktoferyna.

Laktoferyna (LF) jest glikoproteina z rodziny trans-
feryn, wytwarzana przez ssacze komorki epitelialne,
obecna w wigkszo$ci wydzielin organizmu, licznych
narzadach, a takze w drugorzedowych ziarnisto$ciach
granulocytéw obojetnochtonnych ssakow. Biatku temu,
procz roli w metabolizmie Zelaza, przypisuje si¢ tak



rozne funkcje, jak dziatanie: przeciwzapalne przeciw-
bakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, prze-
mwpasozytmcze czy antynowotworowe przy czym
najszerzej zbadano do tej pory jego dziatanie immu-
notropowe. Wielokierunkowe oddziatywanie LF na
uktad immunologiczny ssakéw mozliwe jest dzigki
obecnosci receptorow dla LF na wielu typach ssaczych
komorek. Mimo Ze do tej pory nie wykazano ani obec-
nos$ci LF, ani tez receptoréw dla tego biatka w orga-
nizmie ryb, korzystny wptyw LF dodawanej do paszy
na aktywno$¢ uktadu immunologicznego réznych ga-
tunkow ryb zdaje si¢ potwierdza¢ podobny mechanizm
jej oddzialywania na ich organizm, jak u ssakow (2,
6, 8).

Wplyw laktoferyny na rybie leukocyty in vitro

Stosunkowo nieliczne badania dotycza wptywu LF
in vitro na parametry odpornosci u ryb. Pozytywny
1 wielokierunkowy wplyw tego biatka zanotowano
uryb zrodziny karpiowatych (Catla catla). LF wzma-
gata odpowiedz proliferacyjna limfocytow nerki gto-
wowej tego gatunku, stymulowanych Con A, produk-
cje aniond6w nadtlenkowych (RBA) i nadtlenku wo-
doru oraz aktywnos¢ bakteriobojcza i fagocytarna ko-
morek zernych (8). U pstraga teczowego (Oncorhyn-
chus mykiss) komorki nerki glowowej stymulowane
LF wykazywaty zwigkszona aktywno$¢ fagocytozy
1 pinocytozy, cho¢ jednocze$nie LF nie wplywata na
zdolnos¢ limfocytow do produkcji przeciwcial w wa-
runkach in vitro (3, 16), za§ u dorady (Sparus auratus)
LF wzmagata jedynie nasilenie wybuchu tlenowego
(RBA), nie wplywajac na poziom peroksydazy, zdol-
nosci fagocytarne czy aktywnos¢ cytotoksyczna ko-
morek (5). W badaniach wiasnych wykazano wzmo-
zona proliferacj¢ limfocytow stymulowanych ConA
u pstraga teczowego 1 wegorza europejskiego (Angu-
illa anguilla) 1 stymulowanych LPS u pstraga tgczo-
wego w obecnosci bydlecej LF, a takze wigksze nasi-
lenie wybuchu tlenowego u pstraga i suma pospolite-
go (Silurus glanis) po stymulacji komoérek fagocytu-
jacych tym biatkiem (dane niepublikowane).

Laktoferyna jako dodatek paszowy w hodowli ryb

Znaczaca ilo$¢ badan przeprowadzonych na rybach
z zastosowaniem laktoferyny dotyczy przydatnosci
tego biatka jako dodatku paszowego, przy czym bada-
czy interesowaty gtownie takie oddzialywania LF, jak:
wplyw na wykorzystanie paszy i przyrosty, przebieg
reakcji stresowej organlzmu wrazliwo$¢ na czynn1k1
zakazne czy wreszcie parametry odpornosci nieswo-
istej. W wigkszosci przeprowadzonych do$wiadczen
dodatek LF do paszy nie wptywal na takie parametry,
jak jej pobieranie i wykorzystanie, przyrosty czy wresz-
cie naturalne straty w hodowli. Obserwacje te dotycza
takich gatunkow ryb, jak: Epinephelus coioides, tila-
pia nilowa (Oreochromis niloticus), dorada (Sparus
auratus) 1 toso$ atlantycki (Salmo salar) (5, 12, 22,
23). Nie zaobserwowano rowniez wptywu LF na
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wskazniki hematologiczne u tilapii nilowej, poziom
witaminy C w watrobie, poziom biatka catkowitego,
catkowitej bilirubiny, LDH i GOT w surowicy we-
gorza japonskiego (Anguilla japonica) czy poziom
zelaza w watrobie 1 bialtka catkowitego w surowicy
tososia atlantyckiego. Natomiast wysokie dawki LF
w paszy powodowaly obnizenie poziomu zelaza
w plazmie 1 wzrost catkowitej zdolno$ci wiazania Ze-
laza u tilapii nilowej (12, 14, 22).

Wplyw LF na tolerancjg stresu Srodowiskowego

Niewatpliwie pozytywne skutki stosowania LF jako
dodatku paszowego zwiazane sq z jej wplywem na
tolerancjg stresu przez organizm. Efekt taki zaobser-
wowano u réznych gatunkow ryb, zaré6wno morskich,
jak i stodkowodnych. U Epinephelus coioides LF po-
dawana w paszy zwigkszata tolerancj¢ na stres zwia-
zany z niskim zasoleniem i ekspozycja na powietrze,
co objawiato si¢ obnizeniem §miertelnos$ci i zwigkszo-
nym poziomem biatka szoku termicznego (HSP70s)
u badanych ryb (23). U Plecoglossus altivelis (ayu,
azjatycka ryba slodkowodna, spokrewniona ze $le-
dziem) LF zwickszata odpornos$¢ na stres spowo-
dowany niedotlenieniem i czynnikami chemicznymi,
takimi jak siarczan miedzi i roztwor formaliny (24).
U karpia (Cyprinus carpio) obnizala odpowiedz na
stres spowodowany przeggszezeniem badz niedotle-
nieniem, co manifestowalo si¢ obnizeniem poziomu
kortyzolu, adrenaliny i noradrenaliny w plazmie (7).
Podobny byt wptyw tego biatka na stres zwiazany
z przeggszcezeniem u pstraga tgczowego. U japonskiej
fladry (Paralichthys olivaceus) LF znaczaco wydtu-
zata czas przezycia ryb poddanych letalnemu streso-
wi termicznemu, za$ ryby poddane subletalnemu stre-
sowi termicznemu wykazywaly podwyzszony poziom
biatka szoku termicznego (HSP70s) w skorze (24).
Zadnego wptywu LF na odpowiedz stresowa orga-
nizmu, mierzong poziomem glukozy, mleczanéw i kor-
tyzolu nie zanotowano natomiast u tilapii nilowej
(22).

Przypuszcza sig, ze zwigkszenie odporno$ci ryb na
stres Srodowiskowy po podaniu LF wynika z jedno-
czesnego poprawienia kOndYCJl zw1erza;c obnizenia
odpowiedzi stresowe] organizmu i wreszcie stymula-
cji uktadu odpornos$ciowego, cho¢ oczywiscie zawsze
mozna spodziewac si¢ odmiennej reakcji, co wynika
z roznic gatunkowych, typu dzialajacego stresora, dtu-
gosci czasu podawania LF lub interakcji miedzy po-
wyzszymi czynnikami.

Wplyw LF podawanej w paszy na odporno$é
nieswoista i wrazliwo$¢ organizmu na zakazenia

W przypadku licznych gatunkéw ryb otrzymujacych
LF w paszy zaobserwowano korzystny wplyw tego
biatka na badane parametry odporno$ci nieswoiste;.
Niezaleznie od zastosowanej dawki LF u Epinephelus
coioides obserwowano wzmozong produkcj¢ $luzu,
ktéry stanowi naturalng barierg organizmu, chroniaca



Medycyna Wet. 2009, 65 (2)

ryby przed infekcjami bakteryjnymi, inwazja pasozy-
tow 1 bezposrednia ekspozycja na stresory srodowi-
skowe (23). Zwigkszong sekrecjg $luzu pod wptywem
LF obserwowano takze u pagrusa czerwonego (Pagrus
major) 1 karasia zlocistego (Carassius auratus), u ga-
tunku Plecoglossus altivelis zanotowano wzrost licz-
by komodrek wytwarzajacych §luz, za$ u japonskiego
wegorza LF w potaczeniu z witaming C stymulowata
bojcza aktywnos¢ Sluzu w stosunku do E. coli (14, 23).
LF podnosita réwniez aktywnos¢ komorek fagocytu-
jacych, zarowno w zakresie pochtaniania i zabijania
drobnoustrojoéw, jak i zdolnosci do wybuchu tlenowe-
go u dorady, pstraga teczowego i dlugowasa zabiego
(Clarias batrachus), a takze naturalng aktywnos¢ cy-
totoksyczng leukocytéw u dorady (5, 10, 11, 16, 17).
Wyrazna stymulacje aktywnosc1 fagocytamej leuko-
cytow zanotowano rdwniez u transgenicznego amura
biatego (Ctenopharyngodon idellus) z wprowadzonym
genem ludzkiej laktoferyny (21). LF wptywata takze
na humoralne czynniki rezystencji, wzmagajac aktyw-
nos¢ surowiczego lizozymu u wegorza japonskiego
1 dfugowasa zabiego, podnoszac poziom surowiczej
peroksydazy u dorady, wzmagajac aktywacje dopet-
niacza na drodze alternatywnej u pstraga teczowego
czy wreszcie aktywno$¢ mieloperoksydazy i miano
naturalnych hemaglutynin u dlugowasa zabiego (5, 7,
10, 11, 14).

U niektorych gatunkow ryb wywotana przez LF sty-
mulaCJa odpornosc1 przektadata si¢ na zwigkszona
oporno$¢ organizmu na eksperymentalne zakazenia
bakteryjne lub wirusowe. U tilapii nilowej otrzymuja-
cej w paszy LF zanotowano istotnie wyzsza przezy-
walnos¢ ryb po zakazeniu Streptococcus iniae, u pstra-
ga teczowego po zakazeniu Vibrio anguillarum, za$
u dlugowasa zabiego zwigkszona opornos¢ zwierzat
na zakazenie Aeromonas hydrophila, przy czym u tego
ostatniego LF nie wptywata na niewrazliwo$¢ ryb
wezesniej szczeplonych na zakazenie (test challenge),
nie obserwowano roéwniez stymulacji odpornosci swo-
istej, mierzonej poziomem aglutynin u ryb zaszcze-
pionych (11, 17,22). Obnizona wrazliwos$¢ organizmu
na zakazenia obserwowano takze u transgenicznego
amura biatego z wprowadzonym genem ludzkiej LF,
eksperymentalnie zakazanego Aeromonas hydrophila
1 GCHYV (grass carp haemorrhage virus). U ryb trans-
genicznych zaobserwowano duzo pdzniejsze wysta-
pienie objawdw choroby w poréwnaniu z rybami kon-
trolnymi, a takze istotnie nizszy procent $§miertelnosci
(21, 25).

Nieliczne prace wskazuja takze na lepsza ochrong
ryb otrzymujacych w paszy LF przed pasozytniczymi
orzgskami. Efekt taki udokumentowano u pagrusa
czerwonego w stosunku do Cryptocaryon irritans oraz
u karasia ztocistego w stosunku do kulorzgska (Ich-
thyophthirius multifiliis) (7).

Z drugiej strony, istnieja takze doniesienia o braku
wplywu LF na odporno$¢ u niektorych gatunkow ryb.
U tilapii nilowej i tososia atlantyckiego biatko to nie
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wywierato zadnego wptywu na badane parametry od-
pornosci nieswoistej. U tososia nie wptywato rowniez
na odpornos¢ przeciwzakazng ani w stosunku do tes-
towanego czynmka bakteryjnego, ani wirusowego (12,
22). Powyzsze roznice w odpowiedzi organizmu na
LF wynika¢ moga z r6znic gatunkowych, a takze za-
stosowanej dawki bialka.

Laktoferyna jako adiuwant

Immunostymulatory stosowane sa w akwakulturze
zazwyczaj samodzielnie, jako §rodki podnoszace od-
pornos¢ nieswoista organizmu, tym niemniej niektore
znich (zwlaszcza glukany) znalazty zastosowanie jako
szczeplonkowe adiuwanty. Kamilya 1 wsp. (9) jako
pierwsiuzyli bydlgcej laktoferyny w polaczeniu z for-
malizowana szczepionka przeciw Aeromonas hydro-
phila u Catla catla. Uzyskany efekt w postaci stabej
stymulacji swoistej odpowiedzi proliferacyjnej limfo-
cyt(')w 1 wytwarzania przez nie MAF oraz znaczaco
WyZzszego poziomu przeciwcial przeciw antygenowi
szczeplonkowemu wydaje si¢ $wiadczy¢ o adiuwa-
cyjnym dziataniu LF. Z drugiej jednak strony, wysoki
poziom przeciwcial uzyskany dzigki stymulacji orga-
nizmu tym biatkiem nie przetozyt sig¢ na lepsza ochro-
ng¢ szczepionych zwierzat przed zakazeniem w tescie
challenge. Dla potwierdzenia ewentualnej przydat-
nosci LF na tym polu konieczne sa zatem dalsze ba-
dania.

Laktoferyna w hodowli skorupiakow

Stosunkowo nieliczne badania przeprowadzone do
tej pory na skoruplakach hodowlanych pozwalajqprzy-
puszczac ze LF mogtlaby znalez¢ zastosowanie row-
niez w tej gatezi akwakultury. Intensywna hodowla
skorupiakow wiaze si¢ z wystgpowaniem podobnych
problemow, jakie napotyka si¢ w hodowli ryb, tj. stre-
su i zwiazanej z nim zwigkszonej podatno$ci na zaka-
zenia bakteryjne 1 wirusowe. Najczesciej spotykany-
mi u tej gromady zwierzat czynnikami zakaznymi sa
wirusy, cho¢ nierzadko problemy powoduja takze bak-
terie oportunistyczne z rodzajow Vibrio i Pseudomo-
nas. Atakuja one przede wszystkim mtodociane osob-
niki, prowadzac do masowych upadkoéw i znacznych
strat materialnych. W celu zwigkszenia opornosci ho-
dowlanych skorupiakow na patogeny do tej pory z po-
wodzeniem stosowano takie immunostymulatory, jak
glukany oraz bakteryjne peptydoglikany i lipopolisa-
charydy (1, 18). Natomiast Chand i wsp. (4) wykazali
korzystne dzialanie LF podawanej w paszy na odpor-
no$¢ stodkowodnej krewetki Macrobrachium rosen-
bergii. LF nie wptywata wprawdzie na ilo$¢ hemocy-
tow w hemolimfie badanego gatunku, podnosita nato-
miast aktywnos¢ fenolooksydazy, poziom hemagluty-
nin 1 aglutynin oraz szybkos$¢ usuwania bakterii z he-
molimfy po zakazeniu eksperymentalnym. Ponadto
krewetki zywione pasza z dodatkiem LF byly mniej
wrazliwe na zakazenie 4. hydrophila 1 stres azotyno-
wy, co objawialo si¢ znacznie nizsza $Smiertelno$cia



zwierzat. Korzystny wptyw LF na reakcj¢ stresowa,
zwiazana ze zbyt niskim zasoleniem, zanotowano row-
niez u morskiej krewetki Penaeus japonicus (24).

Perspektywy zastosowania LF
jako dodatku paszowego w akwakulturze

Przy stosowaniu immunostymulatoréw w akwakul-
turze bardzo istotna sprawa, ze wzgledu na stosunko-
wo krotkotrwaly efekt dziatania tych preparatow, jest
moment ich podania zwierzgetom. Najkorzystniejszy
z punktu widzenia minimalizacji strat spowodowanych
choroba jest okres przed jej wybuchem, cho¢ $rodki te
stosowane sa rowniez w celu zniwelowania immuno-
Supl‘eS]l wywolanej przez stres. Kolejnymi czynnika-
mi wplywajacymi na oczekiwany efekt koncowy sa:
droga wprowadzenia leku, jego dawka i dtugo$¢ okre-
su podawania. Niektore preparaty stosowane sa ruty-
nowo w iniekcji. Ta droga administracji jest czaso-
1 pracochlonna, naraza zwierzgta na dodatkowy stres
manipulacyjny 1 staje si¢ zupelnie nieprzydatna w przy-
padku ryb o wadze ponizej 15 g. Stad preferowane sa
srodki, ktére mozna stosowaé¢ w immersji lub jako
dodatek paszowy. Efekt dziatania immunostymulato-
ra jest rowniez zalezny od uzytej dawki. Wysokie daw-
ki moga nie tylko nie dziata¢ stymulujaco, lecz wrecz
obniza¢ odpowiedz immunologiczna organizmu. Po-
dobnie dtugoterminowe stosowanie tych srodkow
powoduje obnizenie ich efektywnos$ci. W zwiazku
z powyzszym przed zastosowaniem jakiegokolwiek
immunostymulatora konieczny jest wczesniejszy do-
boér dawki, czasu i1 drogi administracji preparatu dla
kazdego gatunku zwierzgcia z osobna (15).

PowyzZsze ograniczenia dotycza réwniez laktofery-
ny, o czym dobitnie §wiadcza réznice w wynikach prze-
prowadzonych do tej pory badan. Z cala pewnoscia
jednak LF cechuje szereg zalet, czyniacych ja dobrym
immunostymulatorem, nadajacym si¢ do zastosowa-
nia w akwakulturze. Jako biatko naturalnego pocho-
dzenia, LF jest srodkiem bezpiecznym dla hodowa-
nych zwierzat, Srodowiska naturalnego i zdrowia czto-
wieka z powodu swojej biokompatybilnosci, biode-
gradowalnos$ci 1 empirycznie potwierdzonej niezwyk-
le niskiej toksycznosci. Ponadto, dzigki swojej stosun-
kowo wysokiej opornos$ci na czynniki fizyczne i che-
miczne, jest ona w stanie przetrwa¢ warunki pro-
dukcji paszy, kwasne srodowisko zotadka i proteolize
w jelitach, co zapewnia mozliwos$¢ jej masowego sto-
sowania jako dodatku paszowego, bez wywotywania
niepotrzebnego stresu manipulacyjnego u hodowanych
zwierzat. Niewatpliwa zaleta LF jest rowniez fakt, ze
nie jest ona stalym sktadnikiem diety ryb, jak np. wi-
taminy, co czyni tatwiejszym wprowadzenie jej do
paszy w okreslonym st¢zeniu (11, 19, 20).
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