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1. BEVEZETES

1.1. A fert6z6 halbetegségek ellen alkalmazott hagyomanyos védeksi mddszerek

és azok korlatai

A vilag halfogyasztasa napjainkban évente kb. ¥BKal névekszik (FAO,
2010). 2009-ben a globdlis haltermelés (a természézi haldszat és a haltenyésztés
egylttes teljesitménye) 145 milli6 tonna volt, aynek 38%-4t a haltenyésztés
(akvakultura) biztositotta (FAO, 2010). A termésmwizi haladszat leh&tégeinek
korlatozottsaga miatt az akvakultira egyre fontbsaberephez jut, az éekjelzések
szerint néhany éven belll tébb mint 50%-kal fogzessdni a vilag haltermeléséb
(FAO, 2010). Az akvakultura szerepének novekedéseéggre fontosabba valnak az
intenziv haltenyésztési rendszerek, amelyekben lakdita nagy népesitésiirsiség
mellett tenyésztik halastavakban, ketrecekben, vagpcirkulacios halnevél
rendszerekben (Stindl, 2011). Az ezekkel a tengésmtddszerekkel egyitt jaré magas
népesitésiigiiség, a szallitasi és kezelési stressz, illetvesszabb vizmifiség azonban
karosan hat a tenyésztett halak egészségi allapa@tara betegségekkel szembeni
ellenallo-képesséegére (van Muiswinkel és mtsai9910liva-Teles, 2012). llyen
korilmények kozott a halak sokkal érzékenyebbeler®Z betegségekre, hiszen a
stressz jeleids mértékben gyengiti az immunvalaszt (Jeney ési.mmi€97; Volpatti és
hagyomanyosan antibiotikumokat, kemoterapias seerek oltdbanyagokat (vakcinakat)
alkalmaznak a halbetegségek mégékére és kezelésére, ezek alkalmazasanak azonban
komoly korlatai vannak.

Az antibiotikumok és kemoterapias szerek a mikranigmusokat
(baktériumokat és gombakat) és a parazitdkat pdsztiel, vagy gatoljak a
novekedésuket (Schwarz és mtsai., 2001). Az atklimokat mas
mikroorganizmusok termelik, a kemoterapias szerekstont mesterségesen, kémiai
szintézis atjan allitjdk él A legismertebb ilyen szerek az amoxicillin, aizremicin, a
furazolidon, a florfenikol és az oxitetraciklin (Agw és Barnes, 2007; Burridge és
mtsai., 2010), amelyeket sokaig a haltenyésztésbezéles kérben alkalmaztak. Az
utébbi években azonban szdmos orszagban, példaturapai Unio tagorszagaiban is
korlatoztak vagy betiltottak a hasznalatukat, annafyanis tébb hatranyos

kovetkezménye is van (Cabello, 2006). Tuladagolésuialak elhullasahoz és egyéb



nemkivanatos kovetkezményekhez vezethet, a forntaladagolasa példaul sulyos
kopoltyukarosodashoz, a nitrofurazoné pedig fel@lrgyulladashoz (Punitha és
mtsai., 2008). A haltenyésit ezeket az anyagokat nemcsak a halbetegségek
kezelésére, hanem megmtsikre is alkalmazzak (Cabello, 2006). Az ehhékszges
hosszabb ideig tarté adagolas az immunrendszeggiéset (immunszuppressziot) és a
szovetekben a gydgyszermaradékok felhalmozodasahaka (Rijkers és mtsai., 1980;
Harikrishnan és mtsai., 2009). A haltenyésztéstkamszmalt antibiotikumok egészségre
karos maradékai a vizi kérnyezetben is felhalmoatuik (Alderman és Hastings,
1998; Burridge és mtsai., 2010).

Az antibiotikumok tulzott hasznalatdnak masik hdyas kovetkezménye a
velik szemben ellendlld (rezisztens) kérokozokakalasa, amelyek a taplaléklancon
keresztil egészen az emberig eljuthatnak, a rensert felels géneket pedig human
korokozoknak is atadhatjak (Alderman és Hastin@981 Cabello, 2006). A tulzott
antibiotikum-hasznalat hatrdnyos kovetkezményei ttmisaz Eurdpai Unio
tagorszagaiban 2006 oOta tilos barmilyen antibiotikwagy kemoterapias szer
megebzeési céll hasznalata az allattenyéesztésben (KesaMaison és mtsai., 2008).
Az Eurépai Unio ezen kivil korlatozza az akvakwdtéermékeinek behozatalét olyan,
foként azsiai orszagokbdl, ahol nem tiltjak az antiklimok és kemoterapias szerek
preventiv hasznalatat (Verschuere és mtsai., 2R88arcodi-Watson és mtsai., 2008;
Harikrishnan és mtsai., 2011).

A fert6z6 halbetegségek meg@geksének legelterjedtebb és leghatékonyabbnak
tartott mdédszere a halak szerzett (specifikus) immalaszanak javitasa vakcindk
alkalmazasaval. Oltdbanyagokkal nemcsak a bakteridlanem a virusos eretiet
megbetegedések ellen is hatékony védettség alakithéGudding és mtsai., 1999). A
vakcinalas azonban koltségesé-ides munkaigényes eljaras, és egy vakcina altalaban
csak egy vagy néhany korokozo ellen hatasos (Eémmstsai., 2004; Pashnik és mtsai.,
2005), emiatt még a fontosabb halbetegségek elblinalas is gyakran olyan anyagi
és idbeli raforditast jelent a terntddnek, amely csak az értékesebb halfajok (példaul a
lazacfélék) esetében kifiz@lo. Sok korokozé (pl. aAeromonas hydrophilaaktérium)
immunoldgiai szempontbol heterogén, azaz sokfélgymastol kulonbda torzse
létezik. Az ilyen patogének esetében rendkivil loduly feladat olyan vakcinat
kifejleszteni, amely valamennyi torzs ellen hatasosakcina éallitasa pedig nagyon
koltséges (Poobalane és mtsai., 2008, 2010). Arsbplil ébskod baktériumok (pl. a

harcsaféléket megbetegiEdwardsiellafajok, vagy a lazacfélék sejtjeibensgkods



Renibacterium salmoninarymelleni oltdanyagok kifejlesztésére tett kiséepedig
egyebre nem jartak sikerrel (Sakai, 1999). Csak vakcinldalmazasaval tehat nem
lehetséges a védekezés valamennyi halbetegseqg ekmbsul a vakcinak kizarolag
megebzésre alkalmasak, a betegségek gyogyitasara nem.

Az antibiotikumok, kemoterapias szerek és oltdbankaalkalmazasanak korlatai
miatt a termdlk és a kutatdk figyelme az utdbbi két évtizedbenregnkabb a
természetes (nem-specifikus) immunvalaszési# immustimulatorok felé fordult
(Galeotti, 1998; Sakai, 1999). Immunstimulatornakerziink minden olyan vegyluletet,
gyogyszert, hatast vagy tevékenységet, amelyekijjlvia természetes védekez
mechanizmust, az alkalmazasukat kdvetkcinalas vagy fefzés esetén pedig a
specifikus immunvalaszt is (Anderson, 1992)ul&bb értelemben azok a természetes
vagy mesterséges eretletegyilletek tartoznak ide, amelyek etetés, furdet@gy
injekcid utjan alkalmazva ésitik a nem-specifikus immunvalaszt. Alkalmazasikkaa
haltenyésztésben kilondsen jo Iélségei vannak, hiszen a halak betegségek elleni
védekezésében joval fontosabbak a természetes irandszer elemei, mint a
magasabb reriidgerincesek esetében (Magnadottir, 2006).

A régota ismert, fleg éleszisejtekidl, baktériumokbdl vagy tengeri algakbol
kivont immunstimulatorok mellett napjainkban az iommstimulatorként hasznélhato
gyogynovénykivonatok kutatasa is jelémt fellendilést mutat (Citarasu, 2010;
Chakraborty és Hancz, 2011; Harikrishnan és mt2ail1). Az azsiai orszagokban,
kilondsen Kinadban és Indiaban a hagyomanyos ows/asidr tobb mint 4000 éve
alkalmaz gyoégynovényeket tobbek kozoétt az immurszilabsitésére is, hiszen a
hagyomanyos orvoslas mindkét orszagban nagyobbshbmghelyez a betegségek
megebzésére, mint a gyogyitasukra (Tan és Vanitha, 2094yogynévenykivonatok
immunstimulalé hatasat legtbébbszor egereken, dserkévagy human sejtvonalakon
sikertlt kimutatni (Cao és Lin, 2003.; Lin és Zha@@Q04), Ujabban viszont egyre t6bb
kisérletet végeznek vellik halakon is (ChakrabogyHéncz, 2011; Harikrishnan és
mtsai., 2011), mivel a hagyomanyos immunstimul&aorellett egy Gjabb lehéséget
nyujtanak a haltenyésztésben alkalmazott antihiotikk és kemoterapias szerek
kivaltaséra.

A Halaszati és Ontozési Kutatdintézet (HAKI) immidwpai kutatbcsoportja
kozel 20 éve foglalkozik az immunstimulatorok kétdtval. A korabbi, tobbféle
immunstimulatorral (pl. glukanok, C-vitamin) elvé kisérletek eredményeire és az

ezek soran kiprébalt vizsgalati moddszerekre alapokezddott 2004-ben a



gyégynovények immunstimulalé hatasanak vizsgalatyuttmikdédve a kinai Wuxi
varosaban talalhaté Edesvizi Halaszati Kutatokétpb(Freshwater Fisheries Research

Center, FFRC). A dolgozatban ennek a kisérletstmakaaz eredményeit ismertetem.
1.2. Célkitizések

1. In vivo Kkisérletekben vizsgaltuk harom kinai gyégynovéraz Astragalus
membranaceysGanoderma lucidurgs aLonicera japonicaivonatainak, illetve ezek
kombinacidinak hatasat intenziv koralmények koztdttott tilapiak é€s pontyok

természetes immunvalaszara.

2. Ugyanezekben a kisérletekben vizsgaltuk a gyidggmykivonatok hatasat a halak
betegségekkel szembeni ellenallé-képességére islyl@z modell-kérokozoként az

Aeromonas hydrophilaaktériumot valasztottuk.

3. A kisérletek eredményei alapjan kivalasztottukeghatékonyabb gydgynovény-
kombinaciot, amelynek gyakorlati alkalmazhatdsatftizemi probakon teszteltiik
intentziv korilmények kdzott tartott pontyokonaglakon és afrikai harcsékon.

4. A gyogynovénykivonatokat onmagukban, vakcin@bsegyutt, illetve egy

nyomelemmel, a borral kiegészitve is vizsgaltuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A halak természetes immunrendszere

2.1.1 A természetes immunitas jelesége

A gerinces Aallatok immunrendszerét hagyomanyosarmégzetes (nem
specifikus) és adaptiv (specifikus) immunrendszezekas felosztani (Magnadottir,
2006). Evoluciés szempontbol a természetes immusean tekinthét 6sibbnek, mivel
bizonyos elemei minden tobbdejéllatban megtalalhaték. Mindkét immunrendszer
sejtes (cellularis) és a vérplazmaban oldott (hahs)r elemekbl all. Sokéig ugy
gondoltak, hogy a természetes immunrendszer szesgheannyi, hogy egy gyors, de
kevéssé hatékony immunvalaszt biztosit a patogétiek, megdizve a lassubb, de
hatékonyabb adaptiv immunvalasz kialakuldsat. Ma udljuk, hogy azdsibb
immunrendszer  fkodése szamos ponton  dsszefondédik a  specifikus
immunrendszerével. A természetes immunrendszeradjktia specifikus immunvalaszt
és hatarozza meg annak természetét, emiatt igatékamy adaptivimmunvalasz nem
alakulhat ki a természetes immunrendszer részveétdlail (Gergely és Erdei, 1998;
Whyte, 2007).

A kétféle védelmi rendszer kozoétt a patogénekividleegyes alkotorészeik
felismerési modjat tekintve alapwekilonbség van. A specifikus immunvalasz mindig
egy adott antigén ellen alakul ki, amelyet az immnendszer képes fajlagosan felismerni
és eliminalni. Ezt a felismér molekuldk (antigénreceptorok és ellenanyagok)
szomatikus génatrendires altal kialakulo, szinte végtelen sokféleségeitiehetve.

A specifikus immunvalasz soran az antigénnel valcddnhatas eredmenyeképpen
hosszl élét memoriasejtek is képdnek, amelyek egyrészt azt biztositjak, hogy az
adott antigénnel valo ismételt taldlkozas esetémaaunvalasz hamarabb és a primer
valasznél hatékonyabban indukalddik, méasrészt a driasejteknek kdszonhetaz
adott koérokozoval szemben kialakulé folyamatos, kgga egész életen at tarto
immunitas.

A természetes immunrendszer felisthenolekulai nem képesek kilonbséget
tenni az egyes antigének kozott, hanem a patogémekiapcsolodd molekularis
mintazatokat Pathogen Associated Molecular Paterns, PANdPerik fel. Ezek olyan
molekulak, vagy molekulacsoportok, amelyek a patogéikroorganizmusokban

(elsssorban baktériumokban és virusokban) fordulnak, eh magasabbrefid



szervezetek sejtjedb viszont hianyoznak. llyen megkulonbozianintdzat példaul a
Gram-negativ baktériumok sejtfalaban jeledleNpopoliszacharid (LPS), a Gram-
pozitiv baktériumokra jellentztejkolsav, az élesgsejtek sejtfalat alkotdé mannan vagy
bizonyos virusok keis szali RNS-e (Magnadottir, 2006). Magasabhiend
szervezetekben ezek kozul egy sem fordud, ed patogének szédméra viszont
létfontossdguak. A természetes immunrendszer falisimert molekuldk etssorban
poliszacharidok, lipidek vagy nukleinsavak, ezza¢reben az adaptiv immunrendszer
felismeképessege altaldban fehérjék ellen iranyul (Whg@07; Aoki és mitsai.,
2008).

Korlatozott antigénfelismérképessége ellenére a természetes védekedszer
igen hatékonyan képes a kulonbopatogén mikroorganizmusok elpusztitaséara.
Kllénosen fontos a szerepe a halak betegségek efidekezésében. A halak adaptiv
immunrendszere ugyanis viszonylagos evollcios tfejlsége és a halak valtoz6
testtbmérséklete miatt nem annyira hatékony, mint a nmatgaend gerinceseké. Az
ellenanyagok sokfélesége és az immunolégiai meméndatozott, az adaptiv
immunrendszer sejtjei, a limfocitdk pedig lassabl@srtodnak. Emiatt a halak
specifikus immunvalaszanak kialakulasahoz hosszél (dsetenként 10-12 hét)
szikséges, szemben a gyors és viszonyldméhséklet-fliggetlen természetes
immunvalasszal (Secombes, 1996; Yano 1996; Maghigdfi06).

2.1.2 A halak immunrendszerének szervei

Kétéltiiekben és magasabbréngerincesekben a vér sejtes elemeinek &egze
a csontvalben megy végbe, a halakban viszont ez a szerv akihaté meg (Ellis,

1982). Szerepét a vese és a lép tdlti be.
A vese

A halak veséjének kialakulasa az egyedtigks soran két szakaszra oszthato.
El6szor a fejvese (pronephros) jelenik meg, amelyldgsa térzsvese (opistonephros)
kialakulasa utan elvesziti kivalasztd szerepét &képsd (hematopoetikus) szervként
miikodik tovabb (Ellis, 1982). Kifejlett halakban a see mindkét része tartalmaz
hematopoetikus szovetet, amely funkcigjat tekintweegfelel a magasabbreid
gerincesekben megtalalhaté csonimek (Zapata, 1979), de azzal ellentétben sok
ellenanyag-termél és fagocitalé sejtet tartalmaz (Rijkers és mtsk880a). Emiatt a



halak veséje a kivalasztdé funkcido mellett ellatip embsokibl ismert csontvel és
nyirokcsomoék feladatat is (Whyte, 2007). A fejvdegnagyobb szambanoébrduld
sejtiei a makrofagok, amelyek Ugynevezett melanoofag kdzpontokba
csoportosulnak. Ezeken kivil még a limfocitakaddkjai, a limfoid sejtek valamennyi

fejlédési stadiuma is megtalalhat6 (Uribe és mtsai.1p01

Alép

A lép a halivadék etstaplalkozasa idején alakul hematopoetikus szefklés,
1977; 1982). Szerepe a vérben kefiragtigének kisirése (Uribe és mtsai., 2011). A
lépet belulél kapillarisok (ellipszoidok) halézzak be, melyeldt kotszoveti rostok és
makrofagok alkotjak (Ellis, 1976). Az ellipszoidak Iép vorés pulpa allomanyaban
szinuszokat alkotnak, amelyek vénas kapillarisakdeddnek 6ssze. Fontos szerepik
van az antigének Kkifirkesében és valosfileg az immunologiai memoéria

kialakulasahoz is hozzajarulnak (Ellis, 1982).

A csecser@mirigy (timusz)

A csecserdmirigy a legkordbban kifejdé limfoid szerv (Ellis, 1982). A
legtbbb csontoshalban a kopoltyaireg detészén talalhatd. A timuszban torténik a
specifikus immunrendszer T-limfocitdinak érése, a&mmi nagy mennyiségben
tartalmazza a T-sejtek ¢allakjait, a timocitakat, de makrofagok és granuéciis
talalhatok benne (Uribe és mtsai.,, 2011). A madasadai gerincesek
csecserdmirigye élesen elkulonél kéreg- és véllomanyra oszlik, a halakban ez a
differencialédés joval kisebb mériekAz érett T-sejtek a véraramba kerllnek és tébbé

mar nem térnek vissza a timuszba (Ellis, 1982).
A kultakaro

Tagabb értelemben véve a halak kiltakargja is akeirendszer szervei kozé
sorolhato, mivel egyrészt fizikai akadalyt képekd@okozokkal szemben, masrészt
pedig a halak klistestfellletét boritdé nyalkaréteg olyan fehérjéletidaul lizozimot,
lektineket vagy immunoglobulinokat) tartalmaz, aype#hek fontos szerepik van a
fertozések megakadalyozasaban (Uribe és mtsai.,, 2011). nyalkdban az
immunrendszer humoralis alkotorészei mellett arfedrdejtek (limfocitak, makrofagok

és granulocitak) is megtalalhatok (Ellis, 2001)ki#itakaré mechanikai sérlilése esetén



a koérokozék akadaly nélkil juthatnak be a vérarambgy a szovetekbe (Uribe és
mtsai., 2011).

2.1.3 A természetes immunrendszer sejtes elemei

Monocitak és makrofagok

A természetes immunrendszer legfontosabb sejtjgetoid progenitor sejteki
szarmaznak (Gergely és Erdei, 1998). A vérképzés@poezis) soran ezek a sejtek a
vérbe jutnak, és ott monocitdkka érnek. A monocit@kl5um atmeééji sejtek, magjuk
bab alaku. A vérdl kijutd monocitak megtelepszenek a kulonbézovetekben és
makrofagokka differencialodnak. A monocita és a roflg tehat két kilonbéz
sejttipus (MacKenzie és mtsai., 2003). Etarsejtek morfologidja, fagocitalo aktivitasa
és az altaluk termelt fehérjek sem egyeznek meegddtiik viszont k6zos, funkciojuk
pedig hasonlé.

A monocitdknak és makrofagoknak egyarant fontosepiek van a termeszetes
€és a szerzett immunitas kialakitasaban. Fagocitafjgn eltavolitidk a kilénbéz
eredeti részecskéket, mikrob4kat, elpusztult sajat sejteke fagocitézis a sejtek
legésibb taplalkozasi és védekezési modja. A fagocisdi membranjan megtapadt
molekula vagy kisebb sejt tapadasi helye bemélyedit@plazma felé, majd egy
vakudlumot képezve lézédik. A vakuolum tartalmat a sejt lizoszomalis engim
lebontjak (MacArthur és Fletcher, 1985; Neumanmésai., 2001). A makrofagok a
lebontott antigéneklh szarmaz6é molekulakat képesek bemutatni (prezahté
specifikus immunrendszer T-limfocitainak, amelyek antigéninger és a makrofagok
altal termelt jelatvié molekulak (citokinek) hatasara ségihelper) vagy citotoxikus T-
sejtekké differencialodnak (Gergely és Erdei, 1998)tigénbemutatd képességuk miatt
a makrofagok nélkilézhetetlenek a specifikus imndlesz aktivalasdhoz, ugyanis a T-
limfocitdk a B-sejtekkel ellentétben az antigéntkcamegfelalen feldolgozott és
prezentalt formaban tudjak felismerni.

A T-sejteket aktivalo fehérjék mellett a makrofaggddmos masféle citokint is
termelnek. Ezek egy része a gyulladasos folyamkit@ittasaban fontos, masok a sértilt
szovetek gyogyulasat segitik. A makrofagok és loiték kozotti kapcsolat kétoldalu.
Az aktivalt T-sejtek olyan citokineket termelnekmelyek hatasara a makrofagok
hatékonyabb fagocitdzisra képesek, ezzel hozzagkubh hatékonyabb természetes

immunvéalasz kialakulasahoz.
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A makrofagok sejtmembranjan sokféle receptorfehégj@lhatd, amelyeken
keresztll a sejtek kdzvetlendl aktivalhatok. llyesteptora van példaul a bakterialis
sejtfal alkotorészeinek, mint a glukanoknak vagyipmpoliszacharidnak, illetve a
komplementrendszer C3 jekomponensének is (Engstad és Robertsen, 1994z Gset
mtsai., 2004).

A fagocitdzis mellett a makrofdgok szamos mas moéképesek a patogén
mikroorganizmusok elpusztitasara (Neumann és ma01; Rieger és Barreda, 2011).
Legfontosabb ezek kozll a 1égzési (respiraciosyishs novekedéserespiratory Burst
Activity). A folyamat soran a sejtmembran stimulécidjanakdsara a membranban
taldlhato NADPH-oxidaz enzimek az oxigénmolekulakdisen toxikus szuperoxid-
anionokka alakitjak. A reakcié jeldist mértékben néveli a sejtek oxigénfelvételét.
Tovabbi reakciok soran a szuperoxid-anionbdl hidregeroxid, hippoklorit és
hidroxilgyok keletkezik, amelyek szintén toxikust&sak, de nemcsak a patogén,
hanem a gazdaszervezet szamara is. Az utobbi negatést a sejtekben taldlhato
antioxidans molekuldk (C- és E-vitam{Brkarotin) kiiszobolik ki (Secombes, 1996). A
légzési aktivitas ndvekedése az egyik legkdnnyelbérnet immunoldgiai paraméter
(Secombes, 1990; Anderson és mtsai, 1992).

Granulocitak

A granulocitdk a citoplazmajukban megfigyelhezemcsékil (granulumokrél)
kaptak a nevilket. A monocitakhoz hasonléan ezedjtaksis a mieloid progenitorbdl
szarmaznak. Funkcidjuk is hasonlo, képesek a pataogikrobak fagocitozis altali
eltavolitdsara és respiracios aktivitAsuk névedésantigénbemutatd szerepik viszont
nincs (Ainsworth, 1992). A légzési aktivitds ndveése altaldban csekélyebb méiiték
mint a makrofagok esetében, habar bizonyos halfgjblaz atlanti lazacSalmo sala))
esetében ennek ellenkget figyelték meg (Lamas és Ellis, 1994). A graruidék
festbdési tulajdonsaguk alapjan haromféle csoportballsai@k: neutrofil, eozinofil
vagy bazofil sejtek lehetnek. Az eozinofil vagyazbfil sejttipus sok halfajbdl hianyzik
(Secombes, 1996).

A neutrofil granulocitak adjak a fehérvérsejtek homint 50%-at (Ainsworth,
1992). Legfontosabb szereplk az idegen anyagolkcitéges Gtjan vald eltavolitasa. A
komplementrendszer kilonb®xomponensei és a makrofagok altal termelt citdkine
aktivalhatjdk oket. SzoOveti sérllés esetén a sérllés helyéh aakrofagokbdl,
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endotélsejtekdi és hizdsejteldl olyan molekulak szabadulnak fel, amelyek hatasara
neutrofil sejtek a sértlés helyére vandorolnak (@iktikus jelek). A granulocitak
rendkivil gyorsan reagalnak ezekre az ingerekreiatenfiontos szerepik van a

gyulladasos reakcié kialakulasaban (Secombes, 1996)

Hizosejtek (masztocitak)

Ezek a sejtek nem taldlhatok meg a keringésbenfemifcialddasuk utan
kilonbod szovetekbe vandorolnak és elszortan talalhatok anesgt minden részében
(Reite és Evensen, 2006). Egyarant részt veszndkrraészetes és az adaptiv
immunvalasz beinditasaban, illetve a tulérzékeny&digrgias) reakciok legfontosabb
sejtjei. Az altaluk termelt sokféle citokin (pl. A\ vagy IL-1) pedig a gyulladasos

reakci6 kivaltdsahoz sziikséges.

Nem-specifikus citotoxikus sejtek (Non-specific Ggixic Cells, NCC)

Az embsok természetes ddejtjeihez (Natural Killer Cells, NK-sejtek)
szerkezetileg és funkcionalisan hasonl6 sejtekdi@bes, 1996). Csontos halakban a
limfocitak ebalakjaibol, a limfoid progenitor sejtekb keletkeznek, azonban a
limfocitakkal ellentétben nem az adaptiv, hanem eamészetes immunrendszer
alkotorészei. Az enib NK-sejtekkel szemben a halak NCC sejtjei nenaltadznak
granulumokat. El&dleges szerepik a tumorsejtek, egyseprazitak és virusfeizott
sejtek elleni védekezés (Evans és Jaso-Friedm&®2; Ellis, 2001). Az NCC sejtek
onalléan is képesek az elpusztitandé sejt felispéeeé emiatt mas aktivacios jelet nem
igényelnek (Gergely és Erdei, 1998).

2.1.4. A természetes immunrendszer humoralis elemei

A komplementrendszer

A természetes immunrendszer legfontosabb humatkitdrésze a vérben és a
kilonbo®d testnedvekben talalhatd, egymast lancreakcidbasziédban) aktivald
fehérjék és adket szabalyozé molekulak dsszessége (Gergely és,Er@98). Eddig
tobb mint 30 komponensét azonositottdk, kozottikkaszkad soran aktivalodo
molekulakat, a folyamatot szabalyoz6 fehérjéketkiddnb6zd sejtek membranjan
megtalalhatd komplementreceptorokat és a szerveggtt sejtjeinek oldasat gatlo

membranfehérjéket. A komplementkomponensek inaktivnaban vannak jelen a

12



szérumban. Aktivacié hatdsara a komplementrendebeérjéi egymast meghatarozott
sorrendben, proteolitikus hasitas utjan aktivaljkinden komponens lehasit egy
darabot a kdvetkébol, a keletked két fragmentum kézil a nagyobbik (,b”-vel jelolt)
viszi tovabb a reakciot, a kisebbik (,a’-val jelopbedig a kdrnyezetbe diffundal. A
kaszkad tovabbvitelén kivil mindkét fragmentumngkkyan fontos szerepe van mas
bioldgiai funkcié beinditasaban is. A C3a fragmemtpéldaul hisztamint szabadit fel a
hizésejtekbl, ezzel fokozza a simaizom-kontrakciot és a hdgsel permeabilitasat. A
C3b az antigén felszinéhez &dve fokozza a fagocitalé sejtek aktivitasat, a ¢édig
kemotaktikus szignalt jelent a makrofagok és gracitdk szamara.

A komplementrendszer haromféleképpen aktivalédhgang, 1996). A
klasszikus utat a specifikus immunrendszer altané# ellenanyagokat tartalmazo
komplexek indithatjadk el a C1 fehérjén keresztid. #ternativ és a lektinindukalt at
aktivaciéjahoz nincs szilkség ellenanyagra. Az raéiitv Ut kozponti eleme a C3
fehérje, amely hidrolizalt formaban képes a sejtim&mokhoz kddni, azonban az
eukaridta sejtek membranjdban nagy mennyiségbéfor@lld szialsav gyorsan
inaktivalja (Gergely és Erdei, 1998). A baktériumék gombak felszine viszont joval
kevesebb szidlsavat tartalmaz, a C3 igy aktiv foam&marad. A lektinindukalt utat a
kilonb6d szénhidratokat (pl. lipopoliszacharidot vagy math&o® lektin tipusa
fehérjék aktivalhatjak a C4 fehérjén keresztil. didrom aktivacios Gt soran
bekovetkezik a C3 fehérje hasitasa. A kaszkad eZdads uton folytatodik, a C5-C9
fehérjékldl kialakul a membrankarositd kompleilémbrane Attack Complex, MAC
amely egy kb. 10 nm atmi#fi pOrust alakit ki a célsejt membranjan, ezzel anirasét
okozza. A porus nemcsak baktériumsejtek, hanem meéas magvas sejtek, példaul
vorosveértestek liziséhez is elegénéd komplementaktivitas mérésének ez utébbi hatas
az alapja (komplement hemolitikus aktivitas, CHB@hyte, 2007).

Lizozim

A monocitdk és neutrofil granulocitak altal termebzim a Gram-pozitiv
baktériumok sejtfalat alkotdé N-acetil-glikdzamin Msacetil-muraminsav k6zotf (1-
4) kotéseket képes elhasitani, ami a baktériunksdjiséhez vezet (Magnadottir,
2006). Gram-negativ baktériumok a lizozimmel szemlsdienallbbbak. Ezeket a
lizozim csak akkor képes karositani, hézéleg a komplementrendszer és mas enzimek
leemésztették a kifissejtfalat, feltarva ezzel a bélgpeptidoglukan réteget (Yano,
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1996). Kdzvetlen antibakterialis hatasa melletizazim képes a fagocitalé sejtek és a
komplementrendszer aktivalasara is.

Halakban a lizozim a vérplazman kivil a bakteritdigozésnek leginkabb kitett
testrészekben fordul &la legnagyobb koncentraciéban, példaul a kopoltgakba
bérben vagy az ikrdban. A plazma lizozimaktivitdsg &myeges és konnyen mérhet
immunoldgiai paraméter, habar értéke az egyesjbklfan igen eltér lehet és fligg a
hal ivaratol, fejpdési allapotatdl és kulénbézkornyezeti hatasoktol, mint a viz

hémérséklete és szennyezettsége (Saurabh és Sab8p, 20
Transzferrin

Ez a fehérjemolekula szabdlyozza a vérben szabaochdban 166 vas
mennyiségét, amely a baktériumok szaporodasabatallinfaktorként szerepel. Ezen
kival a gyulladas kialakulasaban is fontos szerege tovabba képes a makrofagok

aktivalaséra is (Jurecka és mtsai., 2009).
Interferonok

Az interferonok a monocitak altal termelt fehérjéknelyek a gatoljak a virus
nukleinsavak atiraséat, ezaltal fokozzak a gazdaeszet virusokkal szembeni ellenallé-
képességét. Mindig a virusférést kdveten jelennek meg. Mas antiviralis fehérjék,
példaul az Mx protein atirdsat is indukaljak. Aztenferon-hatdst sok halfajban
kimutattak, az atlanti lazacSélmo salay esetében pedig az interferon gének

szekvenciaja is ismert (Robertsen, 2008).

Protedz inhibitorok

A halak vérében és egyéb testnedveiben talalhaté&dor inhibitorok etileges
szerepe a testfolyadékok homeosztazisanak fenswarde fontos szereplk van a
proteolitikus enzimeket termielpatogének (pl. aAeromonas salmonicidbaktérium)
elleni védekezésben is (Ellis, 1987; Salte és mt$8D3). A legismertebb ilyen fehérje
az a2-makroglobulin, egy széles specificitasu inhihitamely a proteazok aktivitasat
azok elszigetelésével gatolja (Armstrong és Quigl®®9). Aza2-makroglobulin és a
C3 komplementfehérje nagyon hasonld szerkiezenloszidileg kdzos evollcios

eredetiek (Sottrup-Jensen és mtsai., 1985).
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Aqgglutininek és precipitinek:

Ezek a fehérjék a baktériumok sejtfalat alkoté rkolék felismerésére és
megkotésére képesek (Magnadottir, 2006). A manrézlkektin (Mannose Binding
Lectin, MBLD példaul kalciumionok jelenlétében manndzt, N-kgpiikozamint és
fukdzt tud megkétni, amivel a fagocitozist €s a ktementrendszer lektinindukalt Gtjat
aktivalja (Arason, 1996). A pentraxinok a kulonbdestfolyadékokban megtalalhato
lektin tipusu fehérjék (Bayne és Gerwick, 2001).legismertebb ilyen molekulak a C-
reaktiv protein (CRP) és a szérum amiloid prot&AF), melyek kozul az ébbi a
bakteridlis sejtfalban |évfoszforilkolin, az utébbi pedig a foszforil-etamatin és a
lipopoliszacharid (LPS) felismerésére képes (Lun@®é&fsen, 1998). Altalaban szoveti
sérulés vagy febzés hatadsara aktivalédnak és az MBL-hez hasonl@gesek a
komplementrendszer lektinindukalt utjanak beinditas (Jiang és mtsai.,, 1991).
Bizonyos halfajokban (pl.ékehalban vagy csatornaharcsaban) csak a CRP fekijul
méasokban (pl. az atlanti lazacban) csak a SAP,aémak olyan fajok, amelyekben

mindkett) megtalalhat6 (pl. a szivarvanyos pisztrang) (Laadlafsen, 1998).
2.2. Immunstimulatorok

2.2.1. Az immunstimulatorok altalanos jellemzése

A halbetegségek medgelésének taldn legigéretesebb mddszere a halak
ellenalloképességének novelése, amely oltbanyagaitcihak) valamint a természetes
immunrendszert ésit6 anyagok, az immunstimulatorok alkalmazasaval vedasd
meg. A vakcindkkal ellentétben az immunstimulatorém a specifikus, hanem a
természetes immunvalasztsitik, emiatt a hatasuk rovid tava és nem jarulmakza az
immunologiai memoria kialakulasdhoz. Ennek ellenagekonyan alkalmazhatok a
halak betegségekkel szembeni ellenallé-képességeieklésére (Galeotti, 1998;
Sakai, 1999).

Az immunstimulacié pontos molekularis mechanizmussdak néhany anyag,
példaul a lipopoliszacharid (MacKenzie és mtsdi)2, Goetz és mtsai., 2004) vagy a
glukanok (Engstad és Robertsen, 1994) esetébenrjiinea legtbbb esetben a
természetes immunrendszer méshparamétereinek valtozasa jelzi az immunvalasz
er6sodéseét. Az immunstimulatorokkal kezelt halakbdagmcitalo sejtek, etsorban a
makrofagok |égzési lletve fagocitald aktivitasa vekszik. Ezt sokféle
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immunstimulator, példaul a glukanok, a levamizd, FK-565 vagy a Kitin esetében
bizonyitottdk (Galeotti, 1998; Sakai, 1999). A huéls elemek kozul a
komplementrendszer aktivitasaeddik C-vitamin és glukan hatasara (Hardie és mtsai
1991), a glukadn ezen kivul a vérplazma lizozimatésanak noévelésére is képes
(Engstad és mtsai., 1992). A természetes és afigpecimmunrendszer szoros
egyuttmikddése miatt bizonyos immunstimulatorok képesepexifikus immunvalaszt
is esiteni, illetve a vakcinalas hatékonysagat névelmely az adott patogén elleni
specifikus antitestek koncentraciojanak novekeddsaletektalhatdé. Ezt a hatast
mutattak ki glukannal kezelt csatornaharc$etalurus nebulosys és atlanti lazac
(Salmo salar esetében (Chen és Ainsworth, 1992; Aakre és mt$8b4), utdbbi
halfajnal a C-vitaminnak és az FK-565-nek is uglyem hatasa volt (Thompson és
mtsai., 1993)

Az immunstimulatorok alkalmazasanak a gyakorlatleghatasosabbnak tartott
mobdszere az injekcio, amely azonban rendkividl ils munkaigényes, tovabba 15
grammnal kisebb halaknal alkalmazhatatlan (Sak#®9). Emiatt egyre elterjedtebbe
valik a méasik két alkalmazasi mod, az etetés dxdetés. Az etetéses modszernél az
immunstimulatort a haltaphoz keverik, amely telfesstresszmentes és tomeges
alkalmazast tesz leligte a halak méretéit figgetlenil. Sokféle immunstimulator
példaul a glukan, a laktoferrin, a levamizol vagkimzan hasznalhaté ilyen médon
bakterialis eredéthalbetegségek (furunkuldzis, vibriozis) mégeésére (Sakai, 1999).
A furdetéses modszernél a halakat meghatarozaott ety vagy tébb immunstimulator
adott koncentracioju vizes oldataba meritik. Ez @szer szintén jol alkalmazhaté a
gyakorlatban, hatadsossagat tobb halfaj, példamivaryanyos pisztrangdncorhynchus
mykis$ esetében kimutattak (Jeney és Anderson, 1993gsod és Siwicki, 1994).
Minden alkalmazasi méd esetében nagyon fontos dete#gdozis kivalasztasa, a tul
magas koncentracié ugyanis gyakran hatastalanlegsehég gyengitheti is az
immunvalaszt (Kajita és mtsai., 1990). Hasonloands a kezelés ddartamanak helyes
megvalasztasa is, kulondsen az etetéses alkalndzasivel a hosszabb ideig tarto
etetées nem feltétlentl okoz 6eebb védettséget (Galeotti, 1998; Sakai, 1999). Az
optimalis dozist és kezelésidid minden egyes halfaj és immunstimulator esetében
egyedileg kell beallitani.
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2.2.2. Fontosabb immunstimulatorok

Levamizol

Eredetileg féregtelertitszer (antihelmintikum), amely gombas &edsek ellen
is hatasos, igy példaul pontynal alkalmazzak sagrobsis ellen (Anderson, 1992). A
szer immunstimulélé hatassal is rendelkezik. Onagasagy vakcinalassal egyiitt is
alkalmazhat6. Az 5 mg/kg do6zisu levamizollal kezglvarvanyos pisztrangok\ébrio
anguillarumbaktériummal szemben magas foku védettséget rakit@€ajita és mtsai.,
1990). A levamizollal és moédositott Freund komphatjuvanssal injektalt coho lazac
(Oncorhynchus kisutgrellenalloképessége megndvekedetir@romonas salmonicida
baktériummal szemben (Olivier és mtsai., 1985). dmizol injekci6 hataséara
emelkedett a ponty neutrofil granulocitainak fag@d és mieloperoxidaz aktivitasa,
valamint a fehérvérsejtszam és a plazma lizozingsz{®iwicki, 1987, 1989). A szer
nemcsak injekcié, hanem etetés és flrdetés utjakamazhatd. A ponty esetében
példaul levamizol etetés hatasara novekedett a rfétsejtszdm, a plazma
lizozimaktivitasa és a makrofagok légzési aktiat@Siwicki, 1989). 30 percig fg/ml
koncentraciéju levamizol oldatba, majd két perdigsalmonicidaO-antigén oldataba
meritett szivarvanyos pisztrangok pedigsetbb természetes (fagocitald aktivitas) és
specifikus (antitestszint) immunvalaszt mutattadn@ly és Anderson, 1993). Tul magas
dézisban adva a szer gyengiti a természetes immdswert, ezért az alkalmazasi
maodot minden egyes halfaj és korosztaly esetémkkiliion kell meghatarozni.

FK-565

Szintetikus tetrapeptid, amelynek alapjaul Sdreptomyces olivaceogriseus
tenyészetekdl izolalt peptid szolgalt. Szivarvanyos pisztrangakinjektalva novelte a
fagocitalo sejtek aktivitasat és a halak ellen&ipességéh. salmonicidaellen (Kitao
és Yoshida, 1986). AA. salmonicidaés aYersinia ruckeribaktériumokbdl készult
vakcinakkal egyutt alklamazva pedig a falosejtednsanak névekedését és az antitestek

titerének emelkedését tapasztaltak (Kitao és mt28.7).

Lipopoliszacharid (LPS)

A lipopoliszacharid a Gram-negativ baktériumok fagnhak alkotérésze.

Elsdsorban a specifikus immunrendszer B-sejtjeinek afbads mtsai., 1987) és a

17



makrofagoknak az aktivitasat képes stimulalni. A krotagok esetében az
immunstimulacié molekularis mechanizmusa is ismart:.LPS a sejtmembranon é&v
receptorokon keresztll szamos, a makrofagok dtahelt citokin (pl. TNFe, IL-1[3,
IL-8) és egyéb fehérje expresszidjat képes stimul@lacKenzie és mtsai., 2003;
Goetz és mtsai., 2004n vitro alkalmazva az LPS novelte az atlanti lazacbéléitol
makrofagok légzési és fagocitalé aktivitasat (Sole@m mtsai, 1995), illetve
lizozimtermelését (Paulsen és mtsai., 2001).

Muramil-dipeptid (MDP)

A Mycobacterium fajok membranjanak alkotérésze a makrofagokat, -a B
limfocitdkat és a komplementrendszer alternativatatgépes aktivalni. MDP és
maédositott Freund komplett adjuvans keverékévekidjt coho lazacok. salmonicida
baktériummal szembeni ellenallo-képessége nagykidteé emelkedett (Olivier és
mtsai., 1985), az MDP-vel injektalt szivarvanyosszpiangok makrofagjai pedig

megnodvekedett Iégzési és fagocitozis aktivitastamait (Kodama és mtsai., 1993).

Freund komplett adjuvans (Freund’s Complete AdjiivBGA)

A Freund-féle komplett adjuvans egy viz-olaj emilzamely vizes fazisdban
vakcinat, olajos fazisaban pedig elticobacteriumoit tartalmaz. J6l hasznalhaté a
vakcinalas hatékonysaganak novelésére, mivel asvideisban oldott antigén csak
lassan, fokozatosan kerul kapcsolatba az immunzend®jtjeivel, aMycobacteriurok
sejtfalaban talalhat6 MDP pedig aktivalja a makgokéat (Gergely és Erdei, 1998). A
lazacféléken példaul sikerrel alkalmaztakRa salmoninarumés azA. salmonicida
baktériumokbol készitett vakcinakkal (Olivier éssait, 1985). Az FCA dnmagaban,
vakcinalas nélkil is hasznalhaté immunstimulatotkéa FCA-val injektalt coho lazac
ellendlloképessége jeléist mértékben névekedett &z salmonicidaA. hydrophilaés
V. ordalii baktériumokkal szemben (Olivier és mtsai., 1988jiert a makrofagok
megndvekedett fagocitdzis és Iégzési aktivitasaldel(Olivier és mtsai., 1986). FCA-
val kezelt szivarvanyos pisztrangok pedig ellerdiid valtak azA salmonicidadltal
okozott furunkuldzis betegséggel szemben (Adanmstéai., 1988).
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Kitin és kitozan

A kitin a rakok és rovarok kids vazanak & alkotorésze, de a gombak
sejtfaldban is éfordul. Ezzel magyarazhatd immunstimulalé hatéasaelget halak
esetében is bizonyitottak (Kawakami €s mtsai., L98&itin deacetilalt szarmazéka, a
kitozdn szintén hasznélhatd immunstimulatorkéntledamizol mellett a kitin és a
kitozan is jeleris mértékben javitotta a pontyok fehérvérsejtjeingspiracios
aktivitasat és a vérplazma lizozimaktivitasat 30,68 90 napos etetést kdyat, illetve
45 napig tartd etetés utan csokkentetteAazhydrophilafertézést koéved elhullast
(Gopalakkanan és Arul, 2006). A lazacfélékhez wrtpataki szajbling Salvellinus
fontinalis) A. salmonicida fertézéssel szembeni ellenall6-képessége megndvekedett
kitozan injekcid vagy kitozan oldatban valo flurdetéan (Anderson és Siwicki, 1994).
Szivarvanyos pisztrangoknal ugyanezt a hatast ligyeneg kitozan etetést kdvden
(Siwicki és mtsai., 1994).

Glukéanok

A baktériumok, élesgdgombak és bizonyos ndvények sejtfalaban megtatalhat
poliszacharidok a legjobban tanulmanyozott immumstatorok kozé tartoznak
(Anderson és mtsai., 1997; Sahoo és Mukherjee, ,2@0D2.). A glukanok a
makrofagok aktivitasat stimulaljak a sejtmembrantaalhaté receptoraikon keresztil,
amelyek jelenlétét tébb halfajbol, példaul az dtlaazacbol (Engstad és Robertsen,
1994) vagy a csatornaharcsabol (Ainsworth, 199dlaiz makrofagokon is kimutattak.
Immunstimulalé hatasuk gyors, de legfeljebb néhdmapig tart (Galeotti, 1998;
Anderson és Siwicki, 1994). A gyakorlatban az él@gambak sejtfalabdl izola-1,3-
és-1,6-glukanok hasznalata a legelterjedtebb, tobbflikanalapt immunstimulator
is kaphat6 a kereskedelmi forgalomban (Andersomtggi., 1997). Hatasukat igen sok
hal- és rékfajon vizsgaltak (Sakai, 1999). A glukdinnjektalt atlanti lazac fejveséj@b
izolalt makrofagoknak példaul megnovekedett a baki®lo és a légzési aktivitasa
(Jorgensen és mtsai., 1993; Jorgensen és Robei@@h). Szintén glukan injekciok
hatasara jeletis mértékben emelkedett a pontyfélékhez tartozé r@labeo rohitd
fehérvérsejtjeinek fagocitalo és respiracidos atésa, illetve vérplazmgjanak Osszes
fehérje- és immunoglobulin-szintje, ezen kivll java halak ellenallo-képesséde
hydrophila és Edwardsiella tardafertézésekkel szemben (Misra és mtsai., 2006). A

glukanok etetéses vagy furdetéses modszerrel mnadizhatok (Selvaraj és mtsai.,
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2005). Glukannal etetett tokhibrideldipenser ruthenus X Acipenser baddolalt
makrofagjai példaul megemelkedett |égzési és fagnisi aktivitast mutattak (Jeney G.
és Jeney Zs., 2002). Hasonldé hatast figyeltek magkag oldataban flrdetett
szivarvanyos pisztrangoknal is (Jeney és Ander$883). A glukanok alkalmazhatdk
még adjuvansként a vakcinalas hatékonysaganak ésirel (Aakre és mtsai., 1994;
Rorstad és mtsai., 1993), illetve a széllitasisszammunrendszert gyengthatasanak

csokkentésére (Jeney és mtsai., 1997).

Allati eredeti kivonatok

Néhany gerinctelen allatbdl készilt kivonatnak higtottan immunstimulalo
tulajdonsaga van. A legismertebbek Beteinascidia turbinatatengeri zsakallatbol
(ETE) és a kaliforniai ehétkagylobdl Haliotis discu$ (HDE) készilt kivonatok. Az
ETE angolnakba injektalva novelte a fehérvérseftajocitalo aktivitasat €és a halak
ellenallo-képességdt. hydrophilafertozéssel szemben (Davis és Hayasaka, 1984), a
fagocitdzis novekedésén vitro korlilmények kozott is megfigyelték (McCumber és
mtsai., 1981). A HDE szivarvanyos pisztrangok médgminak és termeészetes
Olosejtjeinek aktivitasat ndvelte, valamint csokemtety. anguillarumfertézést kovet
elhullast (Sakai és mtsai., 1991).

Ergosan

Kereskedelmi forgalomban kaphaté immunstimulatomely a Laminaria
digitata tengeri algabdl készult kivonatot tartalmaz. Agakivonat stimulalja az oxigén
felvételét és atjuttatasat a sejtmembranon, eZékalzza az immunrendszer sejtjeinek
metabolikus aktivitasat, ami d@eljesebb immunvalaszhoz vezet. Szivarvanyos
pisztrangokba injektalva novelte a fagocitak Iégeédsfagocitalo aktivitasat, a neutrofil
sejtek aranyat, és a makrofagok altal termeltB,.4L-8 és TNFe citokinek atirdsanak
mértékeét, a humoralis paraméterekre viszont nemhatéssal (Peddie és mtsai., 2002).
A tengeri sugér Qicentrarchus labrax esetében ezzel szemben 15 napos Ergosan-
etetést koveéen jelenbs mértékben megemelkedett a vérplazma lizozim-és
komplementaktivitdsa. Ez a két humordlis paramétéwezelt csoportokban még az
etetést kovet 30. napon is szignifikansan magasabb volt a kintsmportokban mért

ertékeknél (Bagni és mtsai., 2005).
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Vitaminok

A C-vitamin (aszkorbinsav) altalanosan alkalmazapialékkiegészét Elettani
szerepe alapvéen az, hogy semlegesiti a metabolikus folyamatalarsdkeletkeé
oxidativ szabadgyokoket, ezzel megvédi a sejtekeahadgyokdok okozta karosodastol.
Magasabb ddzisban adagolva a természetes immureshdseésiti. Ezt a hatast tobb,
gazdasagilag fontos halfaj, igy a szivarvanyos tgfisg, az atlanti lazac és a
csatornaharcsa esetében is kimutattak (Navarrakei11989; Hardie és mtsai., 1991;
Li és Lovell, 1985), habar ennek ellentmondé kitedredmények is lIéteznek (Jeney és
Jeney, 2002). Az E-vitamin (tokoferol) fontos spmie jatszik a sejtmembran
szerkezetének mézésében és kulonbdzsejtfunkciokban (Anderson, 1992). Az E-
vitaminhoz hasonl6 szerke#etegyiletek disegitik a makrofagok és limfocitak altal
termelt citokinek, elssorban a TNF, az IL-1 és az IL-2 termelését, illetve
megakadalyozzak a makrofagok membranjanak karoabdd&&aleotti, 1998).
CsoOkkentett E-vitamin tartalmu tap etetése jélentmértekben gyengitette a
szivarvanyos pisztrang nem specifikus immunvalag2ktzer és Wolke, 1984) és az
atlanti lazac betegségekkel szembeni ellendllé-dsdmpet (Hardie és mtsai., 1990).
Emelt dozisd E-vitamint tartalmazd tap etetése onszebsegitette a makrofagok

fagocitalo és légzési aktivitasanak ndvelését esatmrcsakban (Wise és mtsai., 1993).

Asvanyi anyagok

Az éllati és emberi szervezet szadmara a szervettgagok szamos élettani
folyamathoz, példaul a csontok kii&jleséhez, a sav-bazis egyensuly szabalyozasahoz,
a kolloid rendszerek fenntartasahoz vagy a hormoéekenzimek szintéziséhez
nélkulozhetetlenek. Az asvanyi anyagok hianya hiuké szerkezeti vagy tikodésbeli
zavarokat okozhat, amelyek sulyossaga a megvonégkésl és idtartamatol fligg
(Watanabe és mtsai., 1997). A szervetlen elemek&gpe (példaul a kalcium, a kén, a
foszfor vagy a magnézium) makroelem, tobbséguildéuela cink, a szelén, a vas, a bor
vagy a réz) mikro- vagy nyomelem. Az utdObbiak abiétApanyaghoz képest igen
alacsony (napi 100 mg/kg-nal kisebb) koncentraaicdmikségesek a szervezet szamara
(Lim és mtsai,, 2001). A nyomelemek tuladagolasa sohkan karos
kovetkezményekkel jar, mint a hianyuk. A szervezratatt a nyomelemek szintjét azok
felvételével, raktarozasaval és Uritésével igentqeam szabalyozza (Watanabe és
mtsai., 1997).
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A fentebb emlitett élettani folyamatok mellett agva@nyi anyagoknak az
immunvalasz és a betegségekkel szembeni ellendfiédség kialakitdsaban is fontos
szerepik van, amelyet szamos kisérleti eredmérgplig,4 és 0,85 mg/kg foszfort
tartalmazo haltappal etetett csatornaharcsakotlfrus punctatuspéldaul nem volt
mortalitAsEdwardsiella ictalurifertszés utan. Ugyanebben a kisérletben a 0, 0,05 és 0,1
mg/kg foszfort tartalmazo tappal etetett halak 58zaléka elpusztult (Eya és Lovell,
1998). Az antitest-szintézis folyamataban mindepesgamidkotés kialakitasahoz egy
adenozin-trifoszfat (ATP) molekula két pirofoszkiitésének energiajara van szikseég.
Elegend foszfor hianyaban az antitestek szintézisében kprmavarok allhatnak be
(Lim és mtsai., 2001).

A nyomelemek kdzil a szelén a glutation-peroxid@zra alkotorésze (Rotruck
és mtsai., 1973), amelynek az E-vitaminnal egydtitds szerepe van az oxidativ
szabadgyokok semlegesitésében, ezaltal a sejtmeokbsaerkezetének mégésében.
Ezzel magyarazhat6 a szelénnek az immunvalasikkidaban bet6ltott szerepe, mivel
a glutation-peroxidaz a monocitak, makrofagok @mglocitak membranjait is megvédi
az oxidativ karosodastol (Lim és mtsai., 2001). t@s@aharcsak fejveséjébizolalt
makrofagok intracellularis respiracids aktivitagdentis mértékben ndvekedett olyan
halak esetében, amelyeketzleg a normalis névekedéshez szikséges szelén- és E-
vitamin-koncentracié négyszeresét tartalmazé tampetiek (Wise és mtsai., 1993).
Szintén csatornaharcsakkal végezték el azt a &fs€rlamelyberk. ictaluri fert6zéest
koveen szignifikhns mértékben emelkedett a vérplazmabamaktérium elleni
specifikus antitestek koncentracidja azokban a rlefsécsoportokban, amelyeket
magasabb szeléntartalmi tappal etettek. A leghayéhd szelénforrasnak a
szeléntartalmu élesztbizonyult, a szelén szervetlen formajanak (natrarelenit)
meérsékeltebb hatasa volt. Ugyanebben a kisérletlzeB. ictaluri fert6zést kovei
mortalitas jeleris mértékben csokkent a szelén szerves formajabliisnértékben
pedig a szervetlen formajat tartalmazo tappal #tbdak esetében (Wang és mtsai.,
1997b). Hasonlo eredményeket kaptak egy csendesiocehinook lazacokkal
(Onchorhynchus tshawytsohalvégzett kisérletben, amelyben a szelént égdenimt
nem tartalmazo6 tapokkal etetett halak mortalitaalanfys mértékben megit egy
Renibacterium salmoninarufertszést koveien (Thorarinsson és mtsai., 1994).

Egy masik nyomelemnek, a cinknek is fontos szeregoe az immunvalasz
kialakithsaban, habar a hatasmechanizmus nem isiyart pontosan, mint a szelén

esetében (Lim és mtsai., 2001). Cinkkel kiegédzifgipal etetett csatornaharcsakbol
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izolalt makrofagok kemotaktikus aktivitdsa példgyult a kontroll csoportéhoz képest,

a fagocitélo aktivitas viszont csokkent (Lim és ants1996). Egy masik kisérletben a
cinkes tapkiegészités jelést mértékben javitotta a csatornaharcsak ellenallo-
képességeét ak. ictaluri fertézéssel szemben. A szelénhez hasonléan a cink szerve
formaja (cink-metionin) joval hatékonyabbnak bizoltymint a szervetlen cink-szulfat
(Paripatananont és Lovell, 1995).

A bornak az immunvalasz kialakitdsaban betoltéereszéél ennél kevesebbet
tudunk. Ez a nyomelem azoéészervezetben hidroxil-, valamint amino- és imidazo
csoportokat tartalmaz6 vegylletek részeként fumidio A bértartalmd szerves
molekulak sokféle enzim @kodését szabalyozzak, amelyek a Ca-, Mg- és P-
anyagforgalomban, az energia-metabolizmusban ésimaaunrendszer megfelel
miikodésében jatszanak szerepet (Szigeti és mtsd5).2@ bor immunrendszerre
gyakorolt pozitiv hatasanak mechanizmusa még nerarispontosan, azonban magat a
hatdst tobb allatfajon, példaul szarvasmarhdkony vagrtéseken is kimutattak

(Armstrong és Spears, 2003; Fry és mtsai, 2010).
2.3. Gyogyndvenyek, mint immunstimulatorok

2.3.1. A gyégyndvények alkalmazasa a népi gyégybama

A népi gydgyaszatban régota ismert bizonyos gydggngek immunrendszert
erésity hatasa (Tan és Vanitha, 2004), habar az aktiv koemsek izolalasa és
azonositasa csak a 19. szazad végénokiérd A természetben ezek a vegylletek a
novények sajat védek&zndszerének részei, leggyakrabban a mikrobiatt$zések
ellen termabdnek. A flavonoidok és hidroxilalt fenolok példafdrtézések hatasara
szintetizalodnak (Dixon é€s mtsai, 1983). Az alkaddd kdzul a kinin pedig a malaria
legrégebben ismert és alkalmazott gyogyszere. B§0-s jelentés szerint a vilag
népességenek 64%-a hasznal ndvényi eiegigigyszereket a betegségek lekiizdésére,
a szintetikus aton édllitott gydgyszereknek pedig 50%-a novényi enrgdetagy
valamilyen természetes vegyilet alapjan készul @avanitha, 2004).

A gyogynodvényeknek kiulondsen fontos szerepik vakinai és indiai népi
gyogyaszatban, ahol mar tébb mint 4000 éve alkatdaiadket. A tradicionalis orvoslas
mindkét orszagban nagyobb hangsulyt helyez a b&gegs megélzésére, mint
gyogyitasukra. Ezzel magyarazhatd, hogy sok imnmn$ilé hatasu gydgyndvényt

hasznalnak, amelyek biolégiailag aktiv komponereein azonositasa és
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hatdsmechanizmusuk kutatasa napjainkban fiedefeilendilést mutat (Lin és Zhang,
2004). El$sorban kinai és indiai kutaték foglalkoznak ezzeltémaval, de az

erdekbdés vilagszerte ndvekszik (Dugenci és mtsai, 200&8sar €s Moravcova, 2004).
A gyoégynovéenyek immunstimulalé hatasat legtobbsegereken, csirkéken vagy
huméan sejtvonalakon vizsgéljak (Cao és Lin, 2008; és Zhang, 2004.), az utobbi
években viszont egyre tobb kisérletet végeznekkvghzdasagi szempontbdl fontos
halfajokon, mivel a gyogynovényellb készilt kivonatok a hagyomanyos
immunstimulatorok mellett alkalmasak lehetnek a tdmlésztésben alkalmazott
antibiotikumok és kemoterapias szerek kivaltas&@aafasu, 2010; Chakraborty és
Hancz, 2011; Harikrishnan és mtsai., 2011). Az afod attekintés tovabbi részében
ezért altalanossagban fogom ismertetni a gyogyn@kénmmunstimulaléo hatasat

igazolo irodalmi adatokat, esetenként kitérve akial végzett kisérletekre is.

2.3.2. Immunstimulatorként hasznéalhaté gydégynévknye

Aloe vera(aloé)

Ez a ndvény Afrikabatishonos. Innen a 7. szazadban kerilt Kinaba, alnoaha
a népi orvoslas fontos eszkdzévé valt (Tan és Wanie004.). A ndvény leveléb
készilt kivonat sokféle vegylletet tartalmaz (jpird, aldopentozt, kalcium-oxalatot és
poliszacharidokat), amelyek koézil egy poliszachald az acemannannak van
jelentbsebb immunstimulalé tulajdonsaga. Az acetilalt n@dmrképes ndvelni a
makrofagok fagocitalo aktivitasat, tovabba az akalermelt citokinek (IL-1, IL-6 és
TNF-a) elvalasztasat (Egger €s mtsai., 1996; Zhang gard,i 1996). Acemannan-
kezelés hatasara a Iépben és a csditieal intenzivebbé valik a limfocitak osztodasa

(Egger és mtsai., 1996).

Angelica(anqgyalgyokér) fajok

Az Angelica fajok leveléldl és gyokerédl készitett kivonatok mikrobialis
fertozések megékésén kivil a természetes és a specifikus immuszend
stimulaciéjara is hasznalhatok (Kwon és mtsai., 71989z Angelica gigasgyokeréldl
izolalt poliszacharid, az angelan serkenti az ILH>4, IL-6 és IFNx citokinek
termelését. Az IL-6 szintie az angelannal toftékezelést kovéen azonnal
megemelkedik, a tébbi citokin termelésének fokozad&aldszitileg csak ennek
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kovetkezménye (Tan és Vanitha, 2004.). Ezek a jighér TH2 sejteket aktivaljak, az
angelan elédleges hatasa tehat a T-sejé¢kiiggo antitesttermelés fokozasa.

Astragalus membranace@songol csudf)

Az egyik legfontosabb és legismertebb kinai gyoggmy gyokere sokféle
biolégiailag aktiv vegyuletet tartalmaz. Vannak #&thidk mono- és poliszacharidok
(glikuronsav), szteranvazas vegyuletdgkstitoszterol) és flavonoidok (izoflavon),
tovadbba 14-féle nyomelem (pl. szelén, cink, vagn(€s Vanitha, 2004). Ezek kozil a
legfontosabb egy poliszacharid Adtragalus poliszacharid, APS), amelynek
immunstimulalé hatadsat sok kisérleti adat bizoayij\PS-kezelés hatasara példaul
novekszik az aktivalt B-limfocitak szama (Song édsan, 2000), fokozddik a
makrofagok altal termelt citokinek (IL-1, IL-6 éNF-a) expresszidja, emelkedik a
makrofagok szama és a fagocital6 sejtek aktivi(8sag és mtsai., 2000).

Az Astragalus egyike azoknak a gyogyndvényeknek, amelyek hattisdt
tenyésztett halfajon is vizsgaltaln vivo kordlmények kozott. A nilusi tilapia
(Oreochromisiloticus) esetében a taphoz kevAdtragaluskivonat kétféle dozisa (0,1
és 0,5%) stimulalta a makrofagok fagocitozisat &erplazma lizozimaktivitdsat egy-,
illetve haromhetes etetést kofen. A makrofagok respiracios aktivitdsara nem volt
hatassal (Yin és mtsai., 2006). Kinai kutatOkAstragalusés azAngelica5:1 aranyu
keverékének hatasat tanulmanyoztak a pontyonRseadosciena crocddnai halfajon
(Jian és Wu, 2003; 2004). A gyogynovénykeverékét & 1,5%-ban tartalmazé tap
hatasara mindkét faj esetében jalsnmnértékben emelkedett a fagocitald sejtek szama
és a verplazma lizozim- illetve a komplementrendsmmolitikus aktivitdsa. Szintén
kinai kutatok mutattak ki, hogy aAstragalus poliszachariddal injektalt pontyok
fejveséjében dézisfuggnodon megemelkedett az IIB-MRNS szintje (Yuan és mtsai.,
2008), a kopoltyaban és a lépben viszont a vizsgétikinek kifejedése nem

valtozott.

Azadirachta indica

Az A. indicaa hagyomanyos indiai orvoslas egyik legfontosapdiggnévenye,
amelynek szamos @lyos tulajdonsagat leirtak mar (Govindachari, 199yiai
kutatok altal elvégzett kisérletekben a névénynaiktiobialis és antitumor aktivitisat

sikertlt igazolni (Agarwal és Singh, 1999). Az indica immunrendszert stimulalo
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hatasat is kimutattak patkanyokon (Sen és mts2®6)l egereken (Ray és mtsai., 1996)
és gyengitett immunrends#ecsirkéken (Sadekar és mtsai., 1998). A gyogyndbény
izolalt terpenoid szerkeZet vegyllet, az azadirachtin javitotta a tilapiak
fehérvérsejtjeinek respiracios aktivitasat, néveltbalak fehérvérsejtjeinek szamat és
anti-SRBC aktivitasukat (Logambal és Michael, 20Q001). Ugyancsak tilapiakban
figyelték meg, hogy azA. indica jelents mértékben javitotta a vakcinalas utani
elssdleges és masodlagos antitestvalaszt, ezzel nodeelakcinalas hatékonysagat
(Venkatalakshmi és Michael, 20033. hydrophilabaktériummal fetizott pontyok 30
furdetve teljesen kigyogyultak a betegséigimég a Brikon 1éw fekélyek is eliintek,
ezzel egyltt novekedett a vorosvérsejtieik szamamdglobinszintjuok és a

vérplazmajuk fehérjekoncentracioja is (Harikrishéammtsai., 2003).

Ganoderma lucidunfpecsétviaszgomba)

A tobbi kinai gyégynovényt eltérben a Ganodermanem viragos novény,
hanem egy gombafaj. Gydgyaszati célokra a gomhmdstestét hasznaljak, amelynek
immunstimulalé és antitumor hatasa régota ismernt €s Zhang, 2004). A teidtestldl
készUllt kivonat vizoldékony frakcidjaban talalhafiikoproteinek és poliszacharidok
hatasara fokozodik az IL-1, IL-2, IL-6, IFj-€s TNFea citokinek termelése (Wang és
mtsai., 1997a). Az IFN- hatasara aktivalodnak a dendritikus sejtek, ankelyle fontos
szereplk van az antigénprezentalasban és a spedifitnunvalasz beinditdsaban (Cao
és Lin, 2003). A poliszacharidok ezen felll a B-Tédimfocitakat is képesek aktivalni
(Bao és mtsai., 2002). A vizzel illetve etanollébkkitett kivonat pedig képes novelni a

természetes 6ejtek szamat (Tan és Vanitha, 2004).

Lonicera japonicdjapan lonc)

A Loniceraviragabol készitett kivonat tobbféle aktiv kompasteis tartalmaz,
amelyek k6zul a klorogénsav human sejtvonalakbae@& makrofagok aktivalasara a
kalcineurin jelatviteli aton keresztul (Wu és mts@D04). A kinai népi gyégyaszatban a
Lonicera kivonatat régoéta alkalmazzak, &srban fel§ leguti fertizések és a reumas

izlleti gyulladas kezelésére (Lee és mtsai., 2001).
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Ocimum sancturtbazsalikom)

A ndvény levele a fenolhoz hasonlo szerkézeizben oldhatd vegylleteket,
illetve eugenolt, metil-eugenolt és kariofillintrtaimaz, amelyek immunstimulatorként
miikddhetnek, a természetes mellett a szerzett imntasgetas edsithetik (Logambal és
mtsai.,, 2000). A levélid készitett vizes kivonat példaul egerekben gatdta
tumorndvekedést, illetve &sitette az ellenallo-képességiiket adBFsekkel szemben

(Devi és Gnanasoundari, 1995).

Panax ginsengginzeng)

Az Astragalushotasonloan a ginzengnek is a gyokerét hasznaljdka népi
gyogyaszatban. Aktiv komponensei fehérjék, mono-pélészacharidok, valamint a
ginzenozidoknak nevezett szteroidszevegylletek (Tan és Vanitha, 2004). Az
utobbiak kézul eddig 28-félét azonositottak. A ¢dxit komponensnek bizonyitottan van
immunstimulalé tulajdonsaga. A ginzenozidok példandukéljak a limfocitak
osztédasat és az IL-6 citokin termelését (Cho ésaimt2002). A poliszacharidok
szintén stimulaljak a citokinek expressziojat, wailst a makrofagok fagocitalo
aktivitasat és nitrogénoxid-termeléseét, amely amativ szabadgyokok termeléséhez
hasonld citotoxikus folyamat (Lim és mtsai., 2008)ginzeng gyokerében talalhato
fehérjék elésorban antimikrobidlis hatasuak, immunstimuldlodbak jelenleg nem

ismert (Lam és mtsai., 2002, Tan és Vanitha, 2004).

Phyllantus emblicdamla)

A P. emblica kivonatanak antioxidans (Bhattacharya és Ghos&lQ0R
gombadd (Dutta és mtsai., 1998) és antimikrobialis hatésaan (Ahmad és mtsai.,
1998). A gyumolcs kivonataval kezelt patkanyokbelents mértékben ndvekedett a
peritonealis makrofagok fagocitald aktivitasa (Dalear és Tatte, 1997). Az amla
gyumolcshisa nagy mennyiségben tartalmaz C-vitamirgmely szintén

immunstimulator (Li és Lovell, 1985).

Scutellaria(szelbr6zsa) fajok

A Scutellaria fajok gyokere igen magas (35%) koncentraciobanaltanz
flavonoid tipusu vegytleteket, amelyek antibakteridatasat tobb kisérleti adat is

igazolta. A S. barbata gyokeréldl készult kivonat hatasosan alkalmazhat6
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Staphylococcus aureugrtzés ellen (Sato és mtsai.,, 2000; Tan és Vanith@4)20
hatdsa azonban erre a baktériumra specifikuS. Baicalensikivonata viszont sokféle
baktérium (pl.StreptococcusMycobacteriumvagy Pseudomongsellen is hatasos (Tan
és Vanitha, 2004). A flavonoidok hataséra névekazikakrofagok altal termelt TNé&-
citokin expresszioja (Hyung és mtsai., 1999), ami n#rogénoxid-termelés
fokozodasahoz vezet, de csak megéelancentracié esetén (Chiu és mtsai., 2002). Az
Astragalufioz hasonléan &cutellaria hataséat is vizsgaltak tilapiakon (Yin és mtsai.,
2006), de ez a gyogyndvény nem volt pozitiv hataas@rmészetes immunrendszer
jellemzsire, 0,5 és 1,0%-o0s dozisban pedig még csokkenistta fehérvérsejtek
respiracios és fagocitald aktivitasat. Feutellariaimmunrendszerre gyakorolt hatasa
tehat ebsen dézisfiigg lehet.

Solanum trilobatum

Ezt a gyogynovényt elsorban léguti betegségek, asztma, sziv- és
majbetegségek kezelésére hasznaljak (Shahjahaisas, ®8004). Antimikrobialis és a
tumorok novekedését gatld tulajdonsagat is kimakafMohan és Devi, 1997; Mohan
és mtsai., 1998). Indiai kutatok vizsgaltdk a gydipenyldl vizzel és hexannal
készitett kivonatok hatasat a tilapia természetamunvalaszara és a betegségekkel
szembeni ellenallé-képességére. A vizben oldhatkcid valamennyi vizsgalt dézisa
jelentbss mértékben novelte a fehérvérsejtek respiracidividisat és csokkentette az
Aeromonas hydrophiléertozést kdvet elhullast (Divyaganeswari és mtsai., 2007).

Toona sinensis

A Toona sinensifa levele sokféle, terpén és fenol szerkigzeioldgiailag aktiv
vegylletet tartalmaz. A b#ék készult kivonatot régota alkalmazzak a hagyoronany
kinai orvoslasban. Kinai kutatok a kivonat gyulagdld (Yang és mtsai., 2006) és
antioxidans (Hseu és mtsai., 2008) hatasait mut&itaA néveny levelébl készitett
vizes kivonat kétféle koncentracioban (4 és 8 pphidpiak hasiregébe injektalva
javitotta a fehérvérsejtek respiracidés és fagaritaktivitasat, illetve a vérplazma

lizozimaktivitdsat (Wu és mtsai., 2010).
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Zingiber officinale(gyombér)

A gyombér porrdrolt és szaritott gyokerét nemcsak Kindban, hanéstévol-
keleti orszagokban is hasznaljak népi gyogyaszdtkea (Tan és Vanitha, 2004). A
gybmbérgyokeér egyik aktiv komponense a kurkuminirtevpénvazas vegyilet, amely
sokféle mikroorganizmus (pBtaphylococcusagyCandidg ndvekedését képes gatolni
(Martins és mtsai., 2001). A gyokétbkészitett alkoholos kivonat pedig 6id és

dozisfig@g modon fokozza az IL-1 és IL-6 citokinek termelé&@&bri és mtsai., 2003).

Egyéb gyégynovények

Kina és India mellett mas orszagokban, példaul kiban, Thaiféldon,
Japanban és Torokorszagban is végeztek olyan détisiéet, amelyekben kilonféle
gyogynovénykivonatok alkalmazasaval sikerilt a ésayett hal- és rakfajok
természetes immunvalaszat és daft betegségekkel szembeni ellenallé-képességét
javitani (Auro de Ocampo és Jimenez, 1993; Direalalom és mtsai., 1996; Digenci
és mtsai., 2003).

Torok kutatok a gyombeéren kivil a fagyonggigcum albumés a nagy csalan
(Urtica dioica) immunstimulalé hatasat is vizsgaltak szivarvangisztrangokorin vivo
kortlmények kozott. A harom gydgynoveny kozil ceafgyombér novelte jeletgebb
mértékben a fehérvérsejtek respiraciés és fagdcitaktivitasat, a vérplazma
fehérjeszintje viszont mindharom ndvényi kivonatisara megemelkedett (Dlgenci és
mtsai., 2003). A Chevimmun né\gyogynéveny-kombinacioé szivarvanyos pisztrangok
haslregébe injektalva jelést mértékben javitotta a fehérvérsejtek vandorlasi
képességét, valamint fagocitalé és respiraciosvithdat. Ez a készitmény haromféle
gyogynovény, a kasvirdg E€hinacea angustifolla a vizikender Fupatorium
perfoliatun) és a vad indigo Baptisia tinctorig kivonatait tartalmazta (Peddie és
Secombes, 2003). Négyfele gyogynovéailybCynodon dactylon Aegle marmelqgs
Withania somnifera és Zingiber officinal@ készitett acetonos kivonat 1%
koncentraciéban a haltaphoz keverve pozitiv hatédssét a mozambiki tilapia
(Oreochromis mossambiqus leukokrit  értékére, fehérversejtjeinek fagocitalo
aktivitasara és a vérplazma lizozimaktivitasaraniemuel és mtsai., 2009). Szintén
tilapidakon mutattak ki japan és thaiféldi kutatdbogy a C-UP Il neft, kilonbos
gyégynovények8l készitett és dleg poliszacharidokat tartalmaz6é immunstimulator

0,2%-0s koncentracidban a haltaphoz keverve mireédsgetnapos etetés utan is
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jelentbs mértékben novelte a fehérvérsejtek fagocitaldvitksat és a halak ellenallé-
képességéheromonas hydrophildertézéssel szemben (Chansue és mtsai., 2000). A
bibor kasviragEchinacea purpurgeés a fokhagymai(lium sativum 1,0 ppt (parts per
trillion), illetve 3% koncentracioban a haltaphoavkrve javitotta a tilapiak ellenallé-
képességéh. hydrophilafertézéssel szemben, ezen kivil a fehérvérsejtek adhézid
képességére és a fehérvérsejtek (limfocitak) szanspozitiv hatassal volt (Aly és
Mohamed, 2010). A fokhagymanak az afrikai harcgaknészetes immunvalaszara is
kedve®d hatadsa volt, hiszen 0,5%-0s koncentracibban aotagkeverve jeleris
mértékben novelte a vérplazma fehérjeszintjét, Bdsx@rsejtek szaméat és a halak
rezisztenciajat a&. hydrophilafertszéssel szemben (Thanikachalam és mtsai., 2010).

2.4. AzAeromonas hydrophila baktérium

Kisérleteink végén minden csoportbdél azonos szamlat Hertztiink az A.
hydrophila baktérium egy virulens torzsével (B2/12). Ez ar®reegativ baktérium a
mozgasképederomonadajok kozé tartozik, amelyek legnagyobb szambamamas
szervesanyag-terhelés édesvizekben fordulnak &l (Roberts, 1993). Fakultativ
patogének, azaz majdnem mindig jelen vannak akéimyezetben, betegséget okozni
azonban csak meghatarozott korilmények kozott ledpeakkor, amikor a halak
immunrendszere legyengll, ellenallo-képességuk kesbkvalamilyen stresszhatas, a
vizi kérnyezet kedveéitlen valtozasa vagy virusos féxes (p! Rhabdovirus carpip
miatt (Roberts, 1993; Jeney G. és Jeney Zs., 1998)egfertzott halakban mindéssze
néhany nap alatt kiféjtlik a mozgbéAeromonasszeptikémianak (Motile Aeromonad
Septicaemia, MAS) nevezett betegség, amelynek méggabb tinetei a 6bdn
megjelerd, valtoz6 mélyséfy és kiterjedés vorts szit fekélyek. A beteg halak
haslrege gyakran duzzadt, folyadékkal telt (6démAg) egyebként is legyengult
immunrendszér halak a mozgo Aeromonaskkal fertzédve szinte biztosan
elpusztulnak (Roberts, 1993). Napjainkbanfazhydrophilaaz egyik legkomolyabb
problémat jelerit halpatogén baktérium, az altala a haltetike¢k okozott veszteségek
dollarmilliékban mérhéik (Poobalane és mtsai., 2008). A baktérium ell@udekezést
nagyban megneheziti, hogy szamos, kulogkaizigén-tulajdonsagu térzse létezik, és a
kereskedelemben jelenleg nem kaphat6 olyan vakeim&ly mindegyik ellen hatasos
lenne (Poobalane és mtsai.,, 2010). Kezelésére agyakalkalmaznak kilonbéz

antibiotikumokat és kemoterapias szereket (pl. ebsatiklint vagy szulfamerazint),
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ezek talzott hasznalata azonban rezisztens bakttiiasek kifejpdéséhez vezet
(Roberts, 1993). Az Aeromonadert6zés leghatasosabban a kivaltd okok
megsiintetésével, azaz a viz szervesanyag-terheléesénékkergésével és az
immunrendszer legyengulésének megakadalyozas&zie#l meg (Jeney G. és Jeney
Zs., 1995). Az utébbi cél a halakat ért stressauwktéminimalisra cstkkentésével és

immunstimulatorok hasznalataval éhet.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti elrendezések

Kisérleteinket a HAKI recirkulacios halnedetendszerében hajtottuk végre. A
halakat a kisérletek ideje alatt 100 literegamyag tartalyokban tartottuk. A kisérlet
soran a viz dtmérséklete és pH-értéke allandd volt (22-23 °C; H). A viz
oldottoxigén-tartalmat a telitettségi éerték 80-98f4; a vizatfolyas sebességét 7
liter/percre allitottuk be.

Kisérleteinkben olyan gyégynovénykivonatokat alkadmonk, amelyekkel kinai
kutatasi partnereink kordbbi vizsgalataik sordn vkedl eredményeket kaptak. A
kisérleti tapok elkészitéséhez a kinai XuancherigaBaPlants Industry and Trade Ltd.
és a Nantong Sihai Plant Extracts Co. Ltd. kereslkeidforgalomban kaphato termékeit
hasznaltuk, amelyek k&zll akstragaluskivonat 40% Astragaluspoliszacharidot, a
Lonicera kivonat 25% klorogénsavat, @anodermakivonat pedig 30%Ganoderma
poliszacharidot tartalmazott. A poré&dlt gydgyndveénykivonatokat roppantott ponty-,
tilapia- vagy harcsatap szemcséivel kevertik 6ssmgd a tdpokhoz allando keverés
mellett kukoricacsira-olajat adagoltunk (1 kg tapl3@ mi-t). Hasonl6 modon kevertik
a tapokhoz a bort is. Kisérleteinkben az Orszagtisteyészségiigyi Intézet (OAI)
munkatarsai altal édllitott bdérkoncentratumot alkalamaztuk, amely atlgzerves
molekuladkhoz kotott formaban tartalmazta. Az alkatoit dozis kivalasztasa elismert
magyar taplalkozéas-élettani szakér(Dr. Szigeti Gabor (ADI) és Dr. Csengeri Istvan
(HAKI)) javaslatai alapjan tortént. A kontroll tapocsak olajat tartalmaztak,
gyégynovényeket vagy nyomelemeket nem. A kiséthgtiokat a felhasznalassdl
harom napig levein szaritottuk.

A kisérletek ideje alatt a halakat olyan otames Oneteikkel etettiik, amelyek a
felhlzast koveien 12 oOra alatt, egyenletes sebességgel adagelidlkiserleti tapokat a
haltart6 kadakba. A napi takarmanyadag a Kkisértestbportok 06ssztomegének
(biomasszajanak) 2%-a volt. Az 6ssztomegek megheidadhoz kéthetente lemértik a

halak egyedi tomegét.
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3.1.1. Az Astragalus,a Lonicera és a Ganodermakivonatainak hatdsa a tilapia

természetes immunvélaszara és Arromonas hydrophilaferttzéssel szembeni

ellenallo-képességére

A 3 hénapos, 70,940,5 g egyedi atlagtomédilapiakat 4 csoportra osztottuk,
csoportonként 50 db hallal. A halakat a kovetkegydgyndvényeket tartalmazo
tapokkal etettiikAstragalus0,5%;Loniceral%; Astragalus0,5%+#GanodermaD,5% és
a kontroll tap. A halakat harom hétig etettik. Eavetben 20-20 db halat mindegyik
csoportbdl mesterségesen dettink A. hydrophilaval (3x10" sejt/ml, ami LB¢-nek
felel meg, i. p. 0,1 mi/hal), és az elhullast egtidnfigyeltik.

3.1.2. Az Astragalus és a Ganodermakivonatainak hatdsa a ponty természetes

immunvalaszaraAeromonas hydrophildertdzéssel szembeni ellenallo-képességére és

azA. hydrophilaelleni vakcinalas hatékonysagara

Ebben a kisérletben nyolc csoportot allitottunkds®portonként 60 db hallal. A
négy hénapos pontyok egyedi atlagttmege a kiskdetetén 56,949 g volt. A
halakat a kovetkéz gyogynovenyeket tartalmazé tapokkal etetthstragalus0,5%;
GanodermaD,5%; Astragalus0,5% +GanodermaDd,5% és a kontroll tap. Az élségy
csoportban a halak#@teromonas hydrophila/A. salmoniciddleni vakcinaval (Shering
Plough Ltd, Essex, Nagy Brittania) oltottuk be kéts ebszor a kisérlet elején, majd
masodik hetet kbvéen. A masodik 4 csoportban téhalakat nem vakcinaltuk, csak a
fent leirt tapokat kaptak. A halakat 6t hétig dikttEzt kdveben 30-30 db halat
mindegyik csoportbdl mesterségesendisgink A. hydrophilaval (1,2x1§ sejt/ml, ami
LDgo-100-nak felel meg, i.p. 0,1 mi/haks az elhullast egy hétig figyeltuk.

3.1.3. Kétféle gydgyndveénykivonaAstragalusés Lonicergd és a bor hatdsa a ponty

természetes immunvalaszara és Asromonas hydrophilaferttzéssel szembeni

ellenallo-képességére

A 4 hénapos, 59,3%6 g egyedi atlagtomégpontyokat 4 csoportra osztottuk,
csoportonként 60 db hallal. A halakat a kovetkegydgyndvényeket tartalmazo
tapokkal etettiikAstragalus0,1% + boér (B);Lonicera0,1% + B;Astragalus0,1% +
Lonicera0,1 % + B és a kontroll tap. A bor koncentracidjang/kg volt. A halakat

négy hétig etettlik. Ezt kovin 20-20 db halat mindegyik csoportbél mesterségese
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fertztink A. hydrophilaval (5 x 10 sejt/ml, amely LRB¢-nek felel meg) és az elhullast
egy hétig figyeltik.

3.1.4. Kétféle gyogynovéenykivonafgtragalusés al.onicerg és a boér hatasa a tilapia

természetes immunvalaszara és Asromonas hydrophilaferttzéssel szembeni

ellenall6-képességére

A 3 hoénapos, 79#1,6 g egyedi atlagtomedilapiakat 6 csoportra osztottuk,
csoportonként 50 db hallal. A halakat a kovetkkisérleti tApokkal etettibAstragalus
0,1%; Lonicera 0,1%; Astragalus0,1% + B;Lonicera0,1% + B;Astragalus0,1% +
Lonicera0.1% + B és a kontroll tap. A bor koncentraciojasmis 4 mg/kg volt. A
halakat négy hétig etettik, ezt késem 20-20 db halat mindegyik csoportbdl
mesterségesen fértiink A. hydrophilaval (5 x 10 sejt/ml, ami LRg.100nak felel

meg,) és az elhullast egy hétig figyelttk.
3.2. Féluzemi prébak

A laboratériumi kisérletekben leghatékonyabbnakobyzilt gyégynovény- és
gyogynovény-nyomelem kombinaciot félizemi kortlmehkozott teszteltik. Harom
ilyen vizsgalatot végeztunk tilapiakon, pontyokos afrikai harcsakon. Ezeket a
kisérleteket is a HAKI recirkulaciés halneeendszerében hajtottuk végre. A pontyok
és a tilapiak 200-200 egysetibkialakitott kisérleti csoportjait 500 literes, afrikai
harcsak 49 egyedb allé csoportjait pedig 20 literes medencékbenették, harom
ismétléssel. A halakat mindharom kisérletben a @z Osszetétdl tapokkal etettiik:
Astragalus0,1% +Lonicera0.1%;Astragalus0,1% +Lonicera0.1% + B és a kontroll
tap. A bor koncentracioja 2 mg/kg volt. A napi takanymennyiség a tilapiaknal a
biomassza tdmegének 4%-a, pontyoknal 8%-a volt, amigfrikai harcsanal a kezdeti
8%-rol fokozatosan 3%-ra csoOkkentettik. A takarnoadgt most is Onetiikel
veégeztuk. A félizemi kisérletekhez a tapokat a Hedflizeme készitette el.

A kisérletek kezdetén a tilapidk egyedi atlagtom@$e0,7 g, a pontyoké
2,6+0,1 g, az afrikai harcséké pedig 6,6+0,4 g.wWlhalak kis mérete miatt ezekben a
kisérletekben csak egyszer vettink mintat, a léaml hat hétig, a pontyoknal és az

afrikai harcsaknal pedig négy hétig tart6 etetés.ut
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3.3. Az immunvalasz és az ellenall6-képesség megirazasara alkalmazott

laboratériumi médszerek

3.3.1. Vérmintavétel a kisérleti halakbol

A természetes immunvalasz jellefitz a halak fehérversejtjetth és
vérplazmajabdl hataroztuk meg, amelyhez a kisdridéiktol vérmintat kellett venniink.
A kisérleteknél hetente egyszer, csoportonként Shalbol vettink vért. A félizemi
probaknal csak egyszer, a négy- vagy hathetes seteégén volt mintavétel,
csoportonként 10 db halbdl. A mintak térfogata reméisérletben 1 ml volt. A vérvétel
elétt a halakat literenként 40g norcaicumot és 10 dnemalint (Tonogént) tartalmazo
altatoval (Matuk és Gulyas, 1987) elaltattuk. Egybldl csak egy vérmintat vettink,
hogy elkerlljuk a tobbszori vérvétel okozta strbssast. A mintavételek @t
véralvadasgatloként heparinnal kezeltink minderarolgszkozt, amely érintkezett a

vérrel (injekcidsiik, fecskendk, transzfer pipettdk, Eppendorf-csévek).

3.3.2. Fehérvérsejtek és vérplazma izolalasa ain&ikindl

A vérmintakbol firiséggradiens-centrifugalassal izolaltuk a fehérytalset és a
vérplazméat. Szilikonizalt centrifugacsdvekbe 1-1 hiistopaque 1.119-et (Sigma)
toltottink, amelyre 1-1 ml Histopaque 1.077-et (&) rétegeztiink. Mindkét réteg 120
ul Bacto Hemagglutination Buffert tartalmazott (f USA). A vérmintakat évatosan
a Histopaque 1.077-re rétegeztik, majd 4°C-on, @®®®Bvel centrifugaltuk. A
centrifugalas iftartama a tilapiakbdl és afrikai harcsakbdl szadmauntak esetében
30 perc, a pontyokbdl szarmazé mintak esetéberg@@sliperc volt. A centrifugélas
utan a fehérvérsejtek a két Histopaque réteg kagdttek 6ssze, a vérplazma pedig a
gradiens felett. A vérplazmat eltavolitottuk ésdbli vizsgalatok céljara -20 °C-on
lefagyasztottuk. A fehérvérsejteket is eltavoliikités centrifugacsovekben Hank-féle
séoldatban (Hank’s Balanced Salt Solution, HBS§nai) centrifugalassal mostuk. A
sejtszuszpenziok térfogatat ezutdn HBSS-sel 1 ndliieottuk be. Birker-kamraban
megszamoltuk a sejteket, és a sejtek koncentré@pjalapjan minden mintaban 1X10
sejt/ml-re allitottuk be. Ebben a koncentraciobasegtek fagocitalé és respiracios

aktivitdsa megbizhat6an detektalhaté (Secombe$)199
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3.3.3. A fehérvérsejtek fagocitald aktivitAsanakdésé

A granulocitak, monocitak és makrofagok fagocita#jan képesek a kérokozok
elpusztithsara. Ez az aktivithAs az egyik legkorabbaktivalodo védekezési
mechanizmus. Mérése soran a sejtek kongovorossalfestett élesssejteket
fagocitalnak (Seeley és mtsai., 1990). Az élesjteket fagocitalt fehérvérsejtek
tomeguk alapjan elvalaszthatok az inaktiv sefleks a megmaradt éleézejtekél.
Mtianyag centrifugacsévekben minden mintabdl 1 ml rehdejt-szuszpenziot
kevertink 1 ml, Kkongovorossel festett élésztuszpenziohoz. 60 perces,
szobalbmeérsékleten tortént inkubacidt kogeh a sejtszuszpenziok ald 3 ml Percoll
1.055-06t (Sigma) rétegeztik. A mintakat 20°C-or) &efvel 3 percig centrifugaltuk,
ezzel elvalasztottuk a fehérvérsejteket a megmaiagdizésejtektl. A fehérvérsejteket
eltavolitottuk és HBSS-ben centrifugalassal mostuksejteket 1 ml tripszin-EDTA
oldatban (5,0 g/l tripszin és 2,0 g/l EDTA, Signsauszpendaltuk fel, és 37°C-on egy
éjszakan keresztul inkubdltuk, majd lemértik a &kntfényelnyelését 510 nm

hullamhosszon, a tripszin-EDTA oldatot hasznaldarenciaként.

3.3.4. A fehérvérsejtek respiracios aktivithsana&kése (sejten Kiviil)

A fagocitdézis mellett a makrofagok oxidativ szabgilgk termelésével is
képesek a patogén mikroorganizmusok elpusztitasdaraakcio kivaltasdhoz elegehd
a korokozo6 tapadasa a makrofag membranjahoz. Arody soran oxigénmolekulakbol
toxikus szuperoxid-anionok () keletkeznek, a sejtek oxigénfelvétele, azaz rasjus
(Iégzési) aktivitasa pedig novekszik. A szupercaiienok a sejtben maradnak, vagy a
sejten kivilre diffundalnak. Az izolalt fehérvértedj sejten kivili (extracellularis)
respiracios aktivitasat a ferricitokrom-c redukai@lapjan hataroztuk meg (Secombes,
1990). A sejtkoncentracio beallitasa utan a sejt@ée Ured mikrotiter-lemezekre
osztottuk szét. Egy Ureg 104 sejtszuszpenziot tartalmazott. A meérést mintahkén
hdrom parhuzamossal végeztik. A mintdkhoz azonosinyised, 2 pg/ml
koncentracidjua ferricitokrom-c oldatot adtunk, agpnélug/ml koncentraciéban forbol-
mirisztilsav-acetatot (phorbol-12-myristate-13-atet PMA, Sigma) tartalmazott. A
PMA a sejtek membranjahoz tapadva képes beinditamuperoxid gyokok termeléseét.
A reakcid specificitdsanak ellérzésére egy masik mintasorhoz olyan ferricitokrom-c
oldatot adtunk, amely a PMA-n kivil 300 U/ml kontréeiéban szuperoxid-dizmutazt

(SOD, Sigma) is tartalmazott. Ez az enzim a kelgtlszuperoxid-anionokat hidrogén-
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peroxidda (HO,) alakitja, megakadalyozva ezzel a ferricitokrormedlukcidjat. A
mintakat sotétben, szob@hérsékleten 30 percig inkubaltuk, majd megmértik a
fényelnyelésiket 550 nm hullamhosszon. A csak PNMPRkezelt mintak fényelnyelési
ertékeildl kivontuk a PMA/SOD-dal kezelt mintak értékeit, @adményt megszoroztuk

15,87-dal, igy megkaptuk a termelt szuperoxid-gykak@&nnyiségét nanomaolban.

3.3.5. A fehérvérsejtek respiraciés aktivitdasanakédse (sejten belil)

A fehérvérsejtek sejten bellli (intracellularis) speaciés aktivithsanak
meghatarozasara a nitroblue-tetrazolium (NBT, Signea{i festék oxidaciojan alapulo
médszert hasznaltuk (Secombes, 1990). A sejtekdriraciojat most is 1xIGejt/ml-
re allitottuk be, de nem HBSS-sel, hanem L-15 essjtészb tapoldattal (Sigma). A
koncentracié beallitasa utan a sejteket 96 linmgkrotiter-lemezekre osztottuk szét.
Egy ureg 100 ul sejtszuszpenziét tartalmazott. Arésté mintanként néegy
parhuzamossal végeztik. A sejtekedisebr két oraig 19 °Cdmérsékleten inkubaltuk,
majd eltvolitottuk a tptalajt, amelynek helyémeg@énként 100ul NBT oldatot (2
mg/ml NBT és 10 pl/ml forbol-mirisztilsav-acetat MR)) pipettaztunk. Egyoras,
szobaldmersekleten toértént inkubacid utan az NBT oldagdint6ttiik, és a sejteket Ot
percig 100%-0s metanolban fixaltuk, majd harom3f8h-o0s etanolban mostuk, ezutan
20 percig levegn, elszivofiulke alatt szaritottuk. A sejtek altelvett NBT az oxidativ
szabadgyokok hatasara vizben oldhatatlan, kékisdrmazanna alakult, amelyet
uregenként 120ul 2M kélium-hidroxid és 140 ul diftrstulfoxid hozzaadasaval
oldottunk fel. A tlrkizkék sziin oldat fényelnyelését spektrofotométerrel, 620nm
hullamhosszon mértiik. A fényelnyelés intenzitasyergsen aranyos a termelt

szabadgyokok mennyiségével.

3.3.6. A vérplazma lizozimaktivitasanak mérése

A fehérvérsejtek és neutrofil granulocitak altaimelt lizozim képes a Gram-
pozitiv baktériumok sejtfalatalkotd N-acetil-glik6zamin és N-acetil-muraminsav
kozotti B (1-4) kotéseket elhasitani, ezaltal a baktériutakef elpusztitani. Ez az alapja
a lizozimaktivitas mérési modszerének, amelyneldrsa@ lizozimra érzékeny Gram-
pozitiv baktériumok szuszpenzidjat adjuk a szérumdkihoz (Sankaran és Gurnani,
1972). Méréseinkhez Micrococcus  lysodeikticus baktériumokat  (Sigma)

szuszpendaltunk fel foszfatpufferben (0,05M; pH)6(202% (w/v) koncentracidban.
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Standard sorozatként liofilizalt tojasfehérje-limoz(Sigma) 0,5; 1; 2,5; 5; 10 és 20
png/ml-es oldatait hasznaltuk. Minden mérééttellj standard gorbét vettink fel. A
meérést mintanként harom parhuzamossal végeztikiokitdr-lemez tregeibe 50-50 pl
vérplazmat vagy standard oldatot pipettaztunk, ghezl 250 pl Micrococcus
szuszpenziot adtunk. A szuszpenzidk fényelnyelégiktrofotométerrel, 531 nm
hullamhosszon mértik két alkalommal,Micrococcusszuszpenzié hozzaadasa utan
azonnal és 20 perccel Kéb. A lizozim a baktériumok sejtfalat elbontja, a
baktériumokat elpusztitia (lizélja), emiatt a makodnérés fényelnyelés-értékei
alacsonyabbak az élsnérés értékeinél. Az @bi értékeket kivonva az utébbiakbdl a
standard gorbe segitségével kiszamitottuk a vér@azrntak lizozimkoncentracidjat.

3.3.7. A vérplazma fehérjeszintiének meghatarozasa

A vérplazma fehérjéi kozé tartoznak az immunrenddaemoralis elemei,
példaul az immunoglobulinok, a transzferrin, az latjginek és a precipitinek
(Magnadottir, 2006). A vérplazma Osszes fehérjggtira Biuret-reakcion alapulo
kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg, amelylgzedre dsszeallitott diagnosztikai
reagenskészletet (Reanal) hasznaltunk. A meéréstankiént harom parhuzamossal
végeztik. Mikrotiter-lemez Uregeibe 10-10 pl vérphkat vagy standard oldatot
pipettdztunk, amelyhez 300 pl higitott Biuret rewge adtunk. 20 perces,
szobaldmeérsekleten tortént inkubacié utan spektrofotométe50 nm hullamhosszon
lemértik az oldatok fényelnyelését. A fehérjekomi@mot az alabbi képlet segitsegével
szamoltuk ki:y = Am/ Ast * x, aholy a minta fehérjekoncentraciojdm a minta
fényelnyelése Ast a standard oldat fényelnyelése,pedig a standard oldat ismert

koncentracidja.

3.3.8. A vérplazma immunoglobulin-szintjének medhazasa

Az immunrendszer humoralis elemei koézul a vérpldazna oldott
immunoglobulinok koncentraciéjat kulon is meghatdné, amelyhez szintén egy
Biuret-reakcion alapulé maddszert alkalmaztunk. Mtker-lemez Uregeibe 50-50 ul
vérplazmat és ugyanennyi polietilén-glikolt (PEG, ig8a) pipettaztunk.
Szobalbmérsékleten két oraig inkubaltunk, majd a lemezé&entrifugaltuk 1000 G
erével, 15 percig. A centrifugélas sorén a vérplaznmamsapddott immunoglobulinok
az Uregek aljan ditek oOssze. Ezutdn meghataroztuk a feliliszé fazis
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h&drom parhuzamossal végeztik. Ezt az értéket kikoatfehérjekoncentraciobdl, ezzel

megkaptuk a vérplazma immunoglobulin-koncentratioja

3.3.9. Halak fefizéseAeromonas hydrophylbaktériummal

A Kkisérleteinkhez hasznalt baktériumtorzset a i8¢jrl Egyetem (Nagy-
Britannia) Akvakultira Intézetének Bakteriol6giai alloratériuma bocsatotta
rendelkezéstinkre. A 4°C-on, szilard taptalajonotarbaktériumokat 10 ml TSB
(Tryptic Soy Broth, Fluka) tapoldatba oltottuk, mh&8°C-on egy napig inkubaltuk. A
folyadékkultarat lecentrifugaltuk, a killepedetkbaEiumokat felszuszpendaltuk 10 mi
PBS (Phosphate Buffered Saline) oldatban, majd rifegdlassal mostuk. A
PBS-sel az Ly koncentraciora allitottuk be. Ez az a dézis, ansekisérleti allatok
50%-anak elhullasat okozza. Ertékét mindigzetes kisérletekkel hataroztuk meg. A
halak hasuregébe 0,1 ml baktériumszuszpenziéttuhiot majd egy héten keresztil
regisztraltuk az elhullast és kiszamoltuk a meguaesaértékeket. A kisérlet végéen a
tuléels halakat tulaltatassal elpusztitottuk. Valamenngitdiemet (a feéizés és a
tulaltatds miatt elhullottakat is) klormésszel ddenitettik. A ferbézéses kisérlethez
hasznalt 8 kbbméteres recirkulaciés haltartd resrdszét a kisérletek ideje alatt a
rendszerbe épitett ultraibolya (UV) fényampaval ferdtlenitettik, leeresztés Gt
pedig 24 6raig 14 liter haztartasi hipéval kezeltik

3.3.10. AzAeromonas hydrophilalleni specifikus antitestek szintiének meghatasaz

A pontyokkal elvégzett egyik kisérletben a gyogyédykivonatok hatasat
nemcsak a halak természetes immunvalaszara viakghinem a?A. hydrophilaelleni
vakcinalas hatékonysagara is. A valamennyi vakticdbport halaibél és a nem
vakcinalt kontroll halakbdl vett vérplazma-mintakbagy indirekt ELISA (Enzyme
linked immunosorbent assay) mdodszerrel (Adams, 188€aroztuk meg a baktérium
elleni specifikus antitestek szintjét. Mikrotitemhezek UregeibeA. hydrophila
baktériumokbol készitett szuszpenzidt pipettaztuankelynek optikai denzitasat (610
nm hullamhosszon) PBS oldattal 1,0 értékre allitotbe. Egy éjszakan at 4°C-on
inkubaltunk, ezalatt a baktériumok kitapadtak azgék falara. A szuszpenziét ezutan
eltavolitottuk, a lemezeket a megfélel pufferrel haromszor mostuk. A
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vérplazmamintakbdl PBS-sel higitasi sorokat kégiiig 1/32-es higitastol egészen
1/4096-ig. A higitott vérplazmamintakbdl 100-106tjal lemezek Uregeibe pipettaztunk,
majd a lemezeket egy éjszakan at 4°C-on inkubadkhukiegfeleb pufferel elvégzett
OtszOri mosast kovéen az Uregekbe 100-100 pl antitest-szuszpenziainkdtAz
altalunk hasznalt monoklonalis antitestet a gy&i&quatic Diagnostics Ltd., Stirling,
Nagy-Britannia) a ponty antitestek ellen fejlesséti, és tormagyokér-peroxidazzal
konjugalta. Egyodras, szob@hersékleten tortént inkubacioé és az ezt kbwebsas utan
az Uregekbe 100-100 pl szinképZATetrametil-benzidin-hidroklorid (TMB), foszfat
pufferben oldva) pipettaztunk, majd szobwaiérsékleten tiz percig inkubaltunk. A
reakciot 50 pl 2M kénsav hozzaadasaval allitoteikA keletkezett sarga s#imldat
fényelnyelését spektrofotométerrel, 450 nm hullasskzon mertik. Egy reakciét akkor
tekintettiink pozitivnak, ha a fényelnyelése legaldromszor magasabb volt a negativ
kontroll értékénél. Az értékeléshez a végpontozhaluk, vagyis a mintdknak azt a
legnagyobb higitdsat, amely még pozitiv reakciéttad

3.3.11. Statisztikai elemzés

A méréseket mintanként harom vagy négy parhuzaresggztik, kiveve a
fagocitalo aktiviths meghatarozéasat, amelynél minohéentat csak egyszer mertink le.
Az adatok feldolgozdsa soran a parhuzamosok athgdeamoltunk. Minden
mintavételkor csoportonként 6t haltol vettink mingzek adataibol szamtani atlagot
szamoltunk. Az egyes csoportok méresi eredményaitkdkilonbségeket egytényies
variancia-analizissel és Student-Newman-Keuls palbg<0,05 szignifikanciaszinten
értékeltik, kivéve a megfetelvakcinalt és nem vakcinalt csoportok értékeit, tmer
ezeket t-probaval hasonlitottuk Ossze. Az adatas#iopdiagramokon abrazoltuk,
amelyeken az adatok szamtani atlagat és a stamiladét (Standard Error of Mean,
SEM) tuntettik fel.

Az adatok statisztikai kiértékeléséhez és az abmégrajzolasdhoz az SPSS.,
Inc. &ltal kifejlesztett SigmaStat és SigmaPlonsitdgépes programokat hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELES
4.1. A kisérletek eredményei

4.1.1. AlLonicera a Ganodermaés azAstragalus-Ganoderm&ombinacié hatasa a

tilapia természetes immunvalaszara

A fehérvérsejtek extracellularis 1égzési aktivitasagyogynovényes kezelések
hatdsara nem emelkedett szamdttenértékben a kontroll csoporthoz képest (1.b. abra)
A fagocitdlé aktivitas viszont szignifikhns novekstl mutatott a kétféle
gyogynovénnyelAstragalusesGanoderma kezelt csoportban az élges a harmadik, a
Loniceraval és aGanodermaal etetett halaknal pedig a masodik héten (1.ea)at
vérplazma lizozimaktivitAsa a masodik héten a k&tfgyogyndvénnyel kezelt
csoportban volt szignifikansan magasabb, mint arktnal (1.c. abra). A masik két
vizsgalt humoralis paraméter, a vérplazma fehé&gemmunoglobulin-szintje a kisérlet
soran egyik kezelt csoportban sem kilonb6zott jétemértékben a kontrolltédl (1.d . és
e. abra). AZA. hydrophilafert6zés utani kumulativ mortalitas a kontroll csopontbalt
a legmagasabb (60%),@anoderm4 illetve a kétféle gydgyndveényt tartalmazo tappal
kezelt csoportban pedig a legalacsonyabb (30%).s&k toniceréval, illetve csak

Ganodermaal kezelt csoportban az elhullas mértéke 45%(tolt. abra).
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1. abra. ALonicerg a Ganodermaés azAstragalus-GanodermiBombinacié hatasa a tilapia természetes

immunvalaszanak mutatdira. A fehérvérsejtek fagdeiaktivitasa (a), Iégzési aktivitasa (b), a vézpha
lizozimaktivitasa (c), Osszes fehérje- (d) és imoglabulin-szintje (e). Kumulativ mortalita#\.
hydrophilafertszés utan (f). *: szignifikans kilonbség a kontrofttképest (p<0,05).
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4.1.2. AzAstragalusés aGanodermakivonatainak hatdsa a ponty természetes

immunvalaszara és @ hydrophilaelleni vakcinalas hatékonysagara

A fehérvérsejtek fagocitalo aktivitdsa a kisérlatrhadik és negyedik hetében
mindharom, gyogynovényekkel kezelt, nem vakcinaboportban szignifikans
mértékben magasabb volt, mint a kontrollnal. EZefilkaz Astragaluskivonattal kezelt
csoport az 6todik, &anodermaal kezelt csoport pedig a masodik héten mutatott
jelentbsebb emelkedést a kontrollhoz képest (2. a. aBraakcinalt csoportok kozil a
Ganodermaal és a kétféle gyégynovénnyel kezelt csoportbair ez el§ héten
szignifikans mértékben megemelkedett a fehérvé@lségtgocitald aktivitdsa a vakcinalt
kontrollhoz képest. Ez a paraméter az 6todik h&e@amennyi vakcinalt csoportban
jelentbs mértékben magasabb volt, mint a kontroll csopdda. Ugyanakkor a
masodik héten &anodermaal és a kétféle gyogyndvénnyel, a harmadik héesthigpaz
Astragaluszal és &anodermaal kezelt csoportban is szignifikAns méttésokkenést
mutatott mindkét kontrollhoz képest (2.b. abra).

A fehérvérsejtek légzési aktivitasa a nem vakcihalaknal a kontrollhoz képest
szamotted mértékben megnodvekedettGanoderma&al kezelt csoportban az é|saz
Astragaluszal etetett csoportban pedig a harmadik héten éBra). A vakcinalas és a
gyogynovénykivonatok kombinaciéja ennél valtozabdsaeredményeket adott. A
harmadik héten ez a paraméter mindharom, gyogymyeénkezelt csoportban
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a csak vaitihalaknal. Ugyanakkor az 6todik
héten azAstragaluszal és a kétféle gydgyndvénnyel etetett halalel@hfis mértékben
magasabb volt, mint a kétféle kontroll csoportkhzud.(abra).

A vérplazma lizozimaktivitAsa a nem vakcinalt hal@kmar a masodik héten
szignifikansan magasabb volt mindharom kezelt cgbpo, mint a kontroll esetében. A
lizozimaktivitds szignifikansan magasabb maradt Astragaluszal és a kétféle
gyégynovénnyel kezelt csoportban a harmadik,Aaragaluszal ésGanodermaal
kezelt csoportban pedig a negyedik héten (2.e.).abka vakcinalt halaknal a
lizozimaktivitas jelenis mérték emelkedését mértik a masodik héten a
Ganoderma&al, a harmadik héten aZAstragaluszal, a kisérlet végén pedig a
gyoégynovények kombinaciojaval kezelt csoportokiiah @bra).

43



30

30
. Kontroll mmm Kontroll (vakcinalt)
[ Astragalus 0,5 % [ Astragalus 0,5 %
[ Ganoderma 0,5 % a [ Ganoderma 0,5 %
25 B Astragalus 0,5 % + Ganoderma 0,5 % 25 B Astragalus 0,5 % + Ganoderma 0,5 % b
£ E 20
o
5 &
g 8
2 E 15
) 5]
o ©
: g
S s i
) 8. 10
05 |
00
1d6 (hét) 1d6 (hét)
[ mmm Kontroll (vakcinalt)
Kontrol o [ Astragalus 0,5 % *+
[0 Astragalus 0,5 %
o [ Ganoderma 0,5 %
[ Ganoderma 0,5 % C Astragalus 0.5 % + Ganod 0.5%
15| . 0,5% + G 05% | ... 1.5 | Astragalus 0, anoderma 0,5 % | e |7
*
*= *
*
10 TI. i 1.0 [ ssesseaver: R seeeseaen | snsenmsen [ 0 I s

nmol 0,7 10° fehérvérsejt

+
05t N BF BB i [ — J 05 4 T R
I i ‘
_ i _ L

1d6 (hét) 1d6 (hét)
20 20
. Kontroll * mmm Kontroll (vakcina)
= Astragalus 0,5 % f *+ mmm Astragalus 0,5 %
[ Ganoderma 0,5 % e [ Ganoderma 0,5 %
I Astragalus 0,5 % + I Astragalus 0,5 % +
Ganoderma 0,5 % Ganoderma 0,5 %
1.5

*+

Lizozim, pg/ml
Lizozim, ug/ml
>

0.5

0.0

1d6 (hét) 1dé (hét)

2. &bra. AzAstragalus és a Ganodermakivonatok hatasa a ponty természetes immunvalakzan
mutatéira a nem vakcinalt (balra) és a vakcindblffa) csoportokban. A fehérvérsejtek fagocitalé
aktivitasa (a és b), Iégzési aktivitdsa (c éslidtve a vérplazma lizozimaktivitasa (e és f). zighifikans
kilénbség a nem vakcinalt kontrollhoz képest (p§h,8: szignifikans kilonbség a vakcinalt kontrolth
képest (p<0,05), -: szignifikans kilonbség medibelakcinalt és nem vakcinalt csoport kdzott (p<0,05)
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2. &bra (folytatads). Kumulativ elhull&&eromonas hydrophilfertszés utan a nem vakcinalt (balra) és
vakcinalt (jobbra) csoportokban (g és h), illetve A hydrophila elleni antitestek titere a vakcinalt
csoportokban (i). *: szignifikdns kiildnbség a koiitroz képest (p<0,05).

A megfeleb vakcindlt és nem vakcinalt csoportok kozétt éstsban a
fehérvérsejtek fagocitalé aktivitasaban volt kuléép. Az Astragaluszal kezelt és
vakcinalt halakban ez a paraméter a negyedik hgtgynifikansan alacsonyabb, a
masodik és 6todik héten viszont szignifikAnsan realgh volt, mint a megfel&élnem
vakcinalt csoportban. AGanodermaal és vakcinaval kezelt csoportban a fagocitald
aktivitas a kisérlet etsés utolsé hetében szignifikhnsan magasabb, a tiinvavételi
idépontban pedig alacsonyabb volt, mint a c$&sénodermaal kezelt halaknal. A
kétféle gydgyndvénnyel kezelt és vakcinalt halake#éla jellem# a harmadik héten
szignifikansan alacsonyabb, azéeés az 6todik héten viszont szignifikansan magasabb

volt, mint a megfelél nem vakcinalt csoportban. A kontroll csoportok #iéa vakcinalt
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halak fehérvérsejtieinek fagocitald aktivitasa aékliet masodik hetét kezdve végig
szignifikdnsan magasabb volt a negativ kontrollh@pest (2.a. és b. &brak). A
fehérvérsejtek légzési aktivitasa d@wstragaluszal kezelt és vakcindlt halaknal a
harmadik héten szignifikansan alacsonyabb volt,tn@anmegfelad nem vakcinalt
csoportban. Hasonlé eredményt kapturBamodermaal és vakcinaval kezelt halaknal
a masodik és harmadik héten. A vakcindlt kontrebportnal ez a jellendza kisérlet
masodik hetében volt szignifikdnsan alacsonyabhi eninegativ kontrollnal (2.c. és d.
abrak). A vérplazma lizozimaktivitasa a negyedikenhéa Ganodermsaal kezelt és
vakcindlt halaknal szignifikAnsan alacsonyabb vpitnt a megfelél nem vakcinalt
csoportban. A csak vakcinalt halaknél ez a jeliérazméasodik héten szignifikansan
magasabb volt, mint a negativ kontrollnal (2.€f. ébrak).

A Kkisérlet végénA. hydrophil&al fer6zott halak elhullasa a fédés utan 36
oraval kezddott és kb. négy napig tartott. A nem vakcinalt tkolh csoportban mar a
méasodik napon 50%-0s mortalitast figyeltink meg,elgmégy nap alatt 90%-ig
emelkedett. A kumulativ mortalitas a tobbi csopanttennél jéval alacsonyabb volt. A
csak gyogynovenyekkel kezelt halaknal 63@&aodermy, illetve 66% Astragalus
kétféle gydégynovény) (1.g. abra), a vakcinalt hafdkpedig 63 Ganodermy 57
(Astragalu3, 53 (csak vakcina), illetve 43% (kétféle gyogyany) (2.g. és h. abrak).

A csak gyogynovenyekkel kezelt csoportokkal elltb#d a vakcinalt
csoportokban mar a kisérlet &lbetében sikerilt aA. hydrophilaelleni specifikus
antitesteket kimutatni. A vérben kerth@ntitestek koncentracidja a kisérlet végéig
valamennyi csoportban fokozatosan emelkedett, a@ordz egyes csoportok kozott

nem volt szignifikans kilénbség (2.i. abra).

4.1.3. Kétféle gydgyndvénykivonahgtragaluséslLonicerg €s a bor hatasa a ponty

természetes immunvalaszara

A fehérvérsejtek fagocitalé aktivithsa a kétféledbgynovényt Astragalusés
Lonicerg, illetve bort tartalmazo tappal etetett halakn@r az el§ héten jelerits
mértékben megemelkedett a kontrollhoz képest. Emegemelkedett fagocitald
aktivitas a kisérlet soran végig megmaradi_dnicerdval és borral kezelt csoportban
hasonl6 emelkedést mértiink a masodik és harmazdikstaagaluszal és borral kezelt

csoportban pedig a masodik héten (3.a. abra).
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A fehérvérsejtek respiracios aktivitasa az 6elséten valamennyi kezelt
csoportban szignifikAnsan magasabb volt, mint atrkinesetében. Ezen kivil az
Astragaluszal és borral, illetvea Lonicerdal és borral kezelt csoportban mértiink
szignifikans ndvekedést a masodik héten (3.b. abra)

A vérplazma lizozimaktivitasa szignifikdns mértékbmegemelkedett a kétféle
gyégynovénnyel és boérral kezelt csoportban a# bkten. A tbbbi csoportban ez a
paraméter a kisérlet soran nem valtozott szambttetékben a kontrollhoz képest (3.
c. abra).

A vérplazma fehérje- és immunoglobulin-szintje etprekezelt csoportban sem
mutatott jelenisebb mérték emelkedést a kontrollhoz képest a Kkisérlet teljes
idétartama alatt (3. d. é€s e. abra).

Az A. hydrophilafertézés utani kumulativ mortalitas a kontroll csopontie®%o-
os volt. A borral és gydgynovényekkel kezelt hatdkaw elhullas mértéke ezzel azonos
volt vagy alacsonyabb, a kétféle gydgynovéennydd@sal kezelt csoportban minddssze
35% (3. f. abra).
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3. abra. AzAstragalus a Loniceraés a bér hatasa a ponty természetes immunvaldspamatéira. A
fehérvérsejtek fagocitalé aktivitdsa (a) és légadsivitasa (b). *: szignifikans kulénbség a kotfitioz
képest (p<0,05).
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3. abra (folytatas). A vérplazma lizozimaktivitage), fehérje- (d) és immunoglobulin-szintje (e).
Kumulativ elhullasA. hydrophilafertszést kdveten (f). *: szignifikans kilénbség a kontrollhoz lesp
(p<0,05).

4.1.4. Kétféle gyovgyndvénykivonafgtragalusés Lonicerad és a boér hatasa a tilapia
természetes immunvalaszara

Ebben a kisérletben a fehérvérsejtek fagocitéldvitdkda méar az ets héten
jelentts mértékben megemelkedett Agtragaluskivonattal kezelt csoportban, és ez a
megnovekedett fagocitalo aktivitds egészen a ldsgdgéig fennmaradt. Ronicera
kivonattal kezelt csoportban a masodik héten mé&rjélentsebb mérték emelkedést
(4.a. abra). A gyogynovényekkel és borral kezetipostok kozil azAstragaluszal
etetett halakban ez a paraméter ag brom héten szignifikAnsan magasabb volt, mint
a kontrollnal. Az Astragalus és a Lonicera kombinaci6javal kezelt csoportban a
masodik és harmadik, mig a cshkniceraval kezelt csoportban a masodik héten

mértink szignifikans emelkedést. A negyedik héteragellems jelentts mértékben
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csokkent a kontrollhoz képest d.onicerdal, illetve a két gydégynoveny
kombinacidjaval kezelt halaknal (4. b. abra).

A fehérvérsejtek 1égzési aktivitasa a kisérlet wégglamennyi kezelt csoportban
szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollndkzek kivil az el héten is
szignifikans ndévekedést mértlink.aniceraval, a masodik héten pedid-anicerdval és
bérral kezelt csoportban (4. c. és d. abra).

A vérplazma lizozimaktivitasa egy kivételével azsimss kezelt csoportban
szignifikans meérték emelkedést mutatott a kisérlet celsetében, ezen kivil még a
harmadik héten mértiink jelésebb emelkedést a gydgyndvénykivonatokkal és borral
kezelt csoportokban (4. e. és f. abra).

A vérplazma fehérjeszintje egyedil Astragaluszal és borral kezelt kisérleti
csoportban mutatott szamotéegmelkedést a kontrollhoz képest, azdiéten (4. g. és
4. h. abra). A vérplazma immunoglobulin-szintje Béklet idtartama alatt nem
valtozott jelents mértékben (4. i. és 4. j. abra).

A kisérlet végén a halakat hydrophil&al fertoztik. A kumulativ mortalitas a
kontrollhoz képest 5%-kal cstkkent Agtragaluszal, és 35%-kal a&stragaluszal és
bérral kezelt halakndl. ALonicera kivonat most hatékonyabbnak bizonyult. A
kumulativ mortalitas donicerdval kezelt csoportban 45%-kal Laniceraval és borral
kezelt csoportban pedig 40%-kal csokkent a koritoall képest. A leghatasosabb
azonban a két gyogynovény és a bor kombinaciéjg aately a mortalitast 50%-kal
csokkentette (4. k. 4bra).
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4. abra (folytatas). A vérplazma fehérjeszintjérigk és h), és immunoglobulin-szintiének (i és j)
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4.2. A kisérleti eredmények értékelése

A kisérleteinkben vizsgalt gyégynévénykivonatok &bmindharom hatékony
immunstimulatornak bizonyult, mivel 6nmagukban eéegymassal kombinaltan
alkalmazva is jeleds mértékben javitottdk a természetes immunvalabemgbit
(elsssorban a cellularis paramétereket és a vérplazmezithaktivitasat), illetve
csokkentették aA. hydrophilafertézést kdved mortalitast. Eredményeink ésszhangban
vannak azokkal a korabbi kisérleti adatokkal, amlelgzerint a gyogyndveényeidb
készult kivonatok a hagyomanyos immunstimulatorakhasonléan alkalmazhatok a
haklak természetes immunvalaszanak és a betegstgeidembeni ellenallo-
képességének javitdsara (Tan és Vanitha, 2004;r&lbaky és Hancz, 2012). Egy
torok kutatok altal elvégzett kisérletben példamidaom vizsgalt gydgynoveny kozil a
gybmbér FZingiber officinalg pozitiv hatassal volt a szivarvanyos pisztrangok
fehérvérsejtjeinek respiraciés és fagocitdlo atésara, illetve a vérplazma
immunoglobulin-szintjére. A fagydngyi{scum albunés a nagy csalatw(tica dioica)
kivonata csak az immunoglobulin-szintet noveltenéisebb mérétkben (Dlugenci és
mtsai., 2003). AWhitania somniferaindiai gyogynoévény kivonatanak 2 és 3 %-0s
dozisa jelertis mértékben javitotta a rohuabeo rohitd fehérvérsejtjeinek fagocitalo
aktivitasat és csokkentette a bakteridlisétegs miatti elhullast 42 napos etetés utan
(Sharma és mtsai., 2010).

4.2.1. AzAstragaluskivonat hatasa

Az Astragalus kivonat mind a négy Kkisérletinkben hatékony
immunstimulatornak bizonyult, mivel a pontyokkal éslapidkkal elvégzett
kisétletekben is javitotta a vizsgalt immunologpEramétereket, és csokkentette a
bakterialis ferdzést kovei elhullast. A pontyokkal végzett kisérletek kozil egyik
kisérlet nem vakcinalt halainal pozitiv hatasa \lfehérvérsejtek fagocitalo- és a
vérplazma lizozimaktivitasara, illetve kisebb mkhtén a leukocitak leégzési aktivitdsara
is. A masik ilyen kisérletben boéros kiegészitésgplitt alkalmazva a két cellularis
paramétert szignifikans mértékben javitotta, a hidt jellemzkre viszont nem volt
hatassal. A két kisérletben astragaluskivonattal kezelt pontyok mortalitasa &z
hydrophilafertézés utan 24, illetve 5 %-kal csokkent. Hasonl6 ex@uyeket kaptunk a
tilapiakkal elvégzett utolsé kisérletben is: Agtragaluskivonat borral kiegészitve és

onmagaban alkalmazva is igen pozitiv hatassal wolfehérvérsejtek fagocitalo
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aktivitasara. A respiracios aktivitasra, illetvevéarplazma lizozimaktivitdsara ennél
enyhéb, de még mindig pozitiv hatasa volt. A ba&lierfertozés utani mortalitast is
hatékonyan csokkentette.

Ezek a megfigyelések megsitik azoknak a korabbi kisérleteknek az
eredményeit, amelyekben &stragaluskivonat immunstimulalé hatdséat vizsgaltiak
vivo kortlmények kozott, kulonbdztenyésztett halfajokon. A HAKI immunologiai
kutatocsoportja altal korabban elvégzett kisérleip&daul azAstragaluskivonat 0,1 és
0,5%-0s dozisa javitotta a tilapia fehérvérsejtekgotitalo- és a vérplazma
lizozimaktivitdsat (Yin és mtsai., 2006). Az 1,0 85 %-os dozisban alkalmazott, 5:1
aranyu AstragalusAngelica keverék hatasara jelést mértékben nodvekedtek a
természetes immunvalasz jellethfa fagocitalo sejtek szama, a vérplazma lizozés-
a komplementrendszer hemolitikus aktivitasa) a yukikal és aPseudosciena crocea
kinai halfajjal elvégzett kisérletekben (Jian és,\Wa003; 2004). AzAstragalus
poliszacharid pontyok hasuregébe injektalva pedijtjy hatassal volt az ILfLcitokin
kifejezodésére a halak fejveséjében (Yuan és mtsai., 28@§)0jabb kisérletben pedig
a haltaphoz 0,12 és 0,15%-0s koncentracioban adaggiragalus poliszacharid
hatékonyan novelte a sarga harcdelteobagrus fulvidrago fehérvérsejtjeinek
proliferaciojat és respiracids aktivitasat, valaiusokkentette aa. hydrophilafertézés

utani elhullast (Bai és mtsai., 2012).

4.2.2. AGanodermdaivonat hatasa

A Ganoderma kivonat a pontyokkal elvégzett kisérlet nem vaéttin
csoportjaiban az Astragalutioz hasonléan pozitiv hatdssal volt a vérplazma
lizozimaktivitasara, valamint a fehérvérsejtek fait@o- és kisebb mértékben a
respiracios aktivitasara is. A bakteridlis $adst kovei elhullast igen hatékonyan,
27%-kal csokkentette. A tilapiakkal elvégzett kistiren ugyancsak pozitiv hatasa volt
a fehérvérsejtek fagocitald aktivitasara. Az hydrophilafertézést kovet mortalitast
most is hatdsosan, 30%-kal csokkentette.

A Ganoderma és mas gombafajok kivonataival halakon joval ketbs
vizsgalatot végeztek, mint aAstragaluszal, ezek azonban a mi kisérleteinkhez
hasonl6éan pozitiv eredményeket adtak. Epinephelus coioideinai halfajjal
elvégzett kisérletben példaul e@anoderm&dl izolalt fehérjemolekula rekombinéans

modon eballitott valtozata tobbféle dbézisban a haltaphozvekee javitotta a
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fehérvérsejtek respiracios és fagocitélo aktivitatiétve novelte a TNFe €s az IL-B
citokin gének kifejeédésének mértékét a sejtekben. A legmagasabb déeis kvl
hatékonyan csokkentette az idegnekrdzis virus @ervNecrosis Virus, NNV)
fertozése utani elhullast (Kuan és mtsai., 2012). EHgyitro kisérletben pedig a
Lentinula edodes gombafajbél kivont lentinan név poliszacharid kétféle
koncentraciéban (10 és 100 pg/ml) a ponty makrdfdgpoldatahoz keverve jeldist

mértékben novelte azok szabadgyok-termelését (Zéamgtsai., 2009).

4.2.3. ALonicerakivonat hatasa

A mésik két gyogynévénykivonathoz hasonléanLanicera is hatékony
immunstimulatornak bizonyult. Tilapidkkal elvégzddisérleteink kozul az egyikben
javitotta a fehérvérsejtek fagocitald aktivitasdietve 15%-kal csokkentette aa.
hydropilafert6zést kovei mortalitast. Masik hasonlo kisérletliinkbebhamicerakivonat
onmagaban és boros kiegészitéssel egyutt alkalmeazvaozitiv hatdssal volt a
fehérvérsejtek fagocitalé- és légzési aktivitasdletye a vérplazma lizozimaktivitasara.
A bakteridlis ferdzés utani elhullast mindkét Kkisérleti csoportbantékanyan
csokkentette. A pontyokkal elvégzett kisérletbemomal kiegészitettonicerakivonat
az immunvalasz cellularis paramétereit javitofédben a csoportban a férést kovet
mortalitds a kontroll csoporthoz képest nem véltibzo

A Lonicerakivonat immunvalaszra gyakorolt hatasardl nagyenék ebzetes
irodalmi adat all rendelkezésiinkre. A gyogynovémgkiat egyik komponense, a
klorogénsav aktivalta a makrofagokat a kalcineweakciduton keresztul (Wu és mtsai.,
2004). A mi megfigyeléseink medmitik ezt az eredményt, mivel &onicera
kivonatnak mi kisérleteinkben is egyértélem pozitiv hatdsa volt az izolalt

fehérvérsejtek aktivitasara.

4.2.4. A gydgynovény-kombinaciok hatasa

Kisérleteinkben egyértelfen az egyméassal kombindltan alkalmazott
gyoégynovények voltak a leghatdsosabb immunstimwdétd/alamennyi kisérletiinkben
a gyogynoveny-kombinacitAgtragalus+ Ganodermailletve Astragalus+ Lonicerg
csokkentette leginkabb ax. hydrophilafertézés utani mortalitast. AAstragalus+
Ganodermakombinaciénak ezen kivll a ponty és a tilapia ésat is pozitiv hatdsa
volt a fehérvérsejtek fagocitalo- és a vérplazraazimaktivitasara. AZAstragalus+
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Lonicera kombin&cié bdrral kiegészitve a pontyokkal és id&kal elvégzett
kisérletben is javitotta a fehérvérsejtek fagogités légzési aktivitasat, illetve a
vérplazma lizozimaktivitasat.

A gyoégynovény-kombinaciok immunrendszerre gyakorblatasat szamos
halfajon vizsgaltdk. Ezekben a kisérletekben azméggal kombinaltan alkalmazott
gyégynovénykivonatok egyértelran pozitiv hatassal voltak a halak természetes
immunvalaszara és betegségekkel szembeni ellek&iésségére, amelyet a mi
eredményeink is meg&sitenek. Haromféle indiai gydgynévéngz@dirachta indica
Curcuma longaés Ocimum sanctujnkeverékébl készult, injekcié atjan alkalmazott
alkoholos és vizes kivonatok hatasara példaul fésemértékben emelkedett az
ezlstkaraszGQarassius auratysfehérvérsejtjeinek respiracios aktivitasa és plagma
lizozimaktivitasa, illetve csokkent a mortalités. hydrophila fertézést koveien
(Harikrishnan és mtsai., 2009a). Négyféle kinai gy@vény Astragalus
membranaceys Polygonum multiflorum Isatis tinctoria Glycyrrhiza glabra
kivonatanak kombinaciéja 0,5 és 1,0% koncentraciopantyok tapjahoz keverve
szignifikans mértéekben novelte a fehérvérsejtelodaglo aktivithsat 30 napos etetés
utan (Yuan és mtsai., 2007). Egy kinai gydégynov&nyeverékét tartalmazé
immunstimulator (C-UPIIl) hatékonyan névelte a pik ellenallo-képességéh.
hydrophila fertézéssel szemben, illetve javitotta a fehérversdpgocitalo aktivitasat
(Chansue és mtsai., 2000). Ugyanez az immunstioruéaguppi Poecilia reticulatd
Tetrahymendert6zéssel szembeni ellenall6-képességére is pozitithAssa volt
(Ponpornpisit és mtsai., 2001).

4.2.5. A boros kiegészités hatasa

A boros kiegészités hatasat két  kisérletben  viaggal A
gyogynovénykivonatokkal és borral kiegészitett dadk kivétel nélkul kedvéz
hatdssal voltak a pontyok bakterialis éedssel szembeni ellenall6-képességére, ezen
kivil a fehérvérsejtek fagocitalé és légzési atdsét, illetve kisebb mértékben a
vérplazma lizozimaktivitasat is javitottak. A tildg esetében a bort is tartalmazé tapok
hatasara tovabb csokkent a dedst kbvet mortalitds a csak gyogynovénykivonatokkal
kezelt csoportokhoz képest. Az immunoldgiai paramedt a borral kiegészitett és a bort
nem tartalmaz6 tapokkal kezelt csoportokban hasonddakultak. A bér tehat mindkét
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vizsgalt halfaj természetes immunvalaszara és @leképességére is pozitiv hatassal
volt.

Bizonyos asvanyi anyagok, példaul a foszfor, a ciay a szelén természetes
immunvalaszban betoltott szerepét és hatasuk mechasat viszonylag jol ismerjik
(Lim és mtsai., 2001). J6l ismert tény, hogy a béralmazo szerves molekuldk szamos
élettani folyamatban, igy az immunvalaszban is denszerepet jatszanak, habéar a
pontos hatasmechanizmust edyel nem ismerjuk (Szigeti és mtsai.,, 2005).
Kisérleteinkhez azért valasztottuk a béros kiedésizis, mert a célunk egy olyan, a
halak természetes immunvélaszéra pozitiv hatasreny premix kifejlesztése volt,
amely a kinai gyogynovénykivonatok mellett magygartasu 6sszetév is tartalmaz.
Korabbi kisérleti adatok szerint a haltadp borogé&szitése javitotta az afrikai harcsak
novekedési paramétereit (Radics és Szigeti, 2085pornak a halak természetes
immunvalaszaban jatszott szergpérem talaltunk adatot, viszont az immunvalaszra
gyakorolt pozitiv hatasat mas allatfajokon, példszdrvasmarhakon vagy sertéseken is
kimutattak (Armstrong és Spears, 2003; Fry és m&ai0). Ezeket az adatokat a mi

kisérleteink eredményei is megsitik.

4.2.6. A gyégynovénykivonatok és a vakcindlas emgiihatasa

Pontyokkal elvégzett egyik kisérletiinkben a vaKéissal egyutt alkalmazott
gyogynovénykivonatok hatasara tovabb csokkentAazydrophila fertézést kovet
mortalitds a csak gyogynovényekkel kezelt csopbmak képest. A természetes
immunvalasz paramétereire gyakorolt hatds A&ltalal@orzitiv volt, habar a
fehérvérsejtek fagocitdlo és |égzési aktivitAsaofyps mintavételi idpontokban
szignifikans mértékben csokkent a vakcinalt kotthiad képest. A vizsgalt paraméterek
kozul foleg a fagocitald aktivitas kulonb6zott jelésebb meértékben a megfdiel
vakcinalt és nem vakcinalt csoportok kozott. A Hetévégén ez a paraméter az 6sszes
vakcindlt csoportban szignifikdnsan magasabb woiht a megfelél nem vakcinalt
csoportokban. A mésik két vizsgalt immunolégialgeizs a vakcinalds hatdsara ennél
joval kisebb mértékben valtozott. Az hydrophilaelleni specifikus antitestek szintjére
a gyogynovénykivonatok nem voltak szamodtéatassal.

A gyogynovénykivonatoknak és a vakcindlasnak a khatamunvalaszara
gyakorolt egylttes hatasar6l nem ismerini$zetes irodalmi adatot. Masféle

immunstimulatoroknak a vakcinalas hatékonysagarakgylt hatasat viszont tobb
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halfajon is vizsgaltdk. Ezekben a kisérletekbenmi@redményeinkhez hasonléan - a
vakcindlassal egyudtt alkalmazott immunstimulatorjalvitottak a halak ellenallo-
képességet a bakterialis korokozokkal szemben eaifgqus antitestek szintjére és a
természetes immunvalasz paramétereire gyakor@shlatviszont nem volt egyértelm

A csatornaharcséKkdtalurus punctatushasiregébe injektafi-glukan hatarara példaul
szignifikans mértékben megemelkedett a specifikuiestek szintje aEdwardsiella
ictaluri baktérium ellen immunizalt halakban a vakcinalhtkollhoz képest, ezen kivdl
csokkent a bakterialis fézést kbved mortalitas (Chen és Ainsworth, 1992). Hasonlo
pozitiv hatast figyeltek meg a&. salmonicidaellen vakcinalt atlanti lazacokban is
(Aakre és mtsai., 1994). SzintéA. salmonicidaellen immunizalt szivarvanyos
pisztrangokban a levamizol, egy szintetikus polijge(iSK) és egy ammaodniumvegyulet
14 nappal az injektalds utan, tovabba javitottaleéifvérsejtek 1égzési és fagocitald
aktivitasat, illetve csokkentette @z salmonicidafertozés utani elhullast (Anderson és
Jeney, 1992). Ez a harom immunstimulator nemcspkdid, hanem furdetés atjan
alkalmazva is pozitiv hatassal volt @ salmonicidaelleni specifikus antitestek
szintjére, a természetes immunvélasz jeli@nezés a baktériummal szembeni ellendllo-
képességre is (Jeney és Anderson, 1993). Egy fiesigggrrel Dicentrarchus labrax
elvégzett kisérletben viszont a korabbiakkal edited eredményt kaptak:Baglukanok
€s a vakcinalas egyiuttes alkalmazasa utan feenértékben csokkent a fehérvérsejtek
légzési aktivitasa és a vérplazma lizozimaktivitésaspecifikus antitestek szintjére az
immunstimulator nem volt hatdssal (Bonaldo és mt2807).

4.3. A féluzemi probak eredményei

Kisérletekben aAstragalusés alLonicerakivonatok kombinacioja bizonyult a
leghatékonyabb immunstimulatornak, ezért felizendriknények kozott ezt a
kombinaciot vizsgaltuk, az egyik kezelt csoportb@mmagaban, a masikban boros
kiegészitéssel egyltt alkalmazva.

4.3.1. Félizemi préba tilapiaval

A tilapiak természetes immunvalaszanak mutatoit héttg tartd etetés utan
hatédroztuk meg. A fehérvérsejtek fagocitalé és dégzaktivitasa mindkét kezelt
csoportban szignifikAnsan magasabb volt, mint atrktnal (5.a. és 5.b. abra). A
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vérplazma fehérje- és immunoglobulin-szintje ugykoa szignifikans mértékben
csokkent a kontrollhoz képest (5.d. és 5.e. al&a)érplazma lizozimaktivitdsa egyik

kezelt csoportban sem kilonbo6zott jetentnértékben a kontrolltdl (5.c. abra).
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5. abra. Az Astragalus és Lonicerakivonatok ©6nmagaban és bodrral kiegészitve alkahttaz
kombinaciéjanak hatasa a tilapia természetes imalaaganak mutatéira a félizemi proba soran. A
fehérvérsejtek fagocitald aktivitdsa (a), légzédivitasa (b), a vérplazma lizozimaktivitasa (@hérje-

(d) és immunoglobulin-szintje (e), hat hétig taei®tés utan. *: szignifikans kilénbség a kontrallho
képest (p<0,05).
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4.3.2. Féluzemi préba ponttyal

A pontyok természetes immunvalaszanak paraméteégly hétig tartd etetést
koveten hataroztuk meg. A fehérvérsejtek légzeési albat szignifikans mertékben
csokkent a kontrollhoz képest a gyogynévéenyekkebd@sal kezelt csoportban (6. b.
abra). A csak gyogynoveényekkel kezelt csoportbaérplazma immunoglobulin-szintje
volt jelentbs mértékben alacsonyabb a kontrollnal (6. e. abfa)fehérvérsejtek
fagocitalo aktivitasa, illetve a vérplazma lizozkthgitasa és fehérjeszintje egyik
csoportban sem valtozott szignifikans meértékbewordrbllhoz képest (6. a., 6. b., és 6.
c. abrék).

0.8
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. Kontroll . Kontroll
EE Astragalus 0,1 %+ Lonicera 0,1 % B Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 %
a B Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1% + B B Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 % + B b

Fagocitézis, O.D. 510 nm
Optikai denzitas (620 nm)

30 30 | EEEE Kontroll
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W Astragalus 0,1 % +Lonicera 0,1 % C mEm Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 % + B d
B Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 % + B

25 |- T _

20 |-
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o
Osszes fehérje, g/l

05
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6. abra. Az Astragalus és Lonicerakivonatok O6nmagaban és bdrral kiegészitve alkatmtaz
kombinaci6janak hatasa a ponty természetes immasmdihak mutatoira a félizemi préba soran. A
fehérvérsejtek fagocitald aktivitasa (a) és |égaétivitasa (b) négy hétig tart6 etetés utan. fgmsifikans
kilénbség a kontrollhoz képest (p<0,05).
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. Kontroll
EE Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 %
I Astragalus 0,1 % + Lonicera 0,1 % + B

Osszes immunoglobulin, g/l
°

6. abra (folytatas): A vérplazma immunoglobulinng@ (e) négy hétig tarté etetés utan. *: sziguifik
kilénbség a kontrollhoz képest (p<0,05).

4.3.3. Félizemi préba afrikai harcsaval

Az afrikai harcsakbol szintén négy hétig tarté éekdveden vettiink mintat. A
fehérvérsejtek fagocitalo aktivitasa mindkét kezmlbportban szignifikans mértékben
magasabb volt, mint a kontrollndl (7.a. &bra). Aakcggyogyndvényekkel kezelt
csoportban ezen kivil a vérplazma 0sszes fehégeiménunoglobulin-szintje is
szignifikansan megnoévekedett (7.d. és 7.e. abrdgharversejtek respiracios aktivitasa
és a verplazma lizozimaktivitdsa ugyanakkor egykeit csoportban sem kilonbozoétt
jelenbs mértékben a kontrolltdl (7.b. és 7.c. 4bra)
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7. é&bra. Az Astragalus és Lonicerakivonatok Onmagaban és bérral kiegészitve alkabitaz
kombinacidjanak hatdsa az afrikai harcsa természiebenunvalaszanak mutatoira a félizemi proba
soran. A fehérvérsejtek fagocitalé aktivitasa (@zési aktivitasa (b), a vérplazma lizozimaktiséd(c),
Osszes fehérje- és immunoglobulin-szintje (d) nkétig tarté etetés utan. *: szignifikdns kilonbség
kontrollhoz képest (p<0,05).
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4.4. A féelizemi proébak eredményeinek értékelése

A félizemi prébak sordan az egyes halfajok élténddon reagaltak a
kezelésekre. Az afrikai harcsa esetében a ternessziebtmunvalasz parameéterei
jellemzben pozitiv irdnyban valtoztak, a pontynal viszolyem valtozas nem volt
megfigyelhed az adott idpontban. A tilapia esetében a sejtes paramétekezelések
hatdsara ndvekedtek, a humordlis paraméterek \istacsonyabb szinten maradtak. A
borral is kiegészitett tapok most kevesebb alkalahokoztak szignifikans névekedést
az immunologiai paraméterekben, mint a csak gydgémygkivonatokat tartalmazo
tapok. Ezek az eredmények valositdyg azzal magyarazhatok, hogy a félizemi prébak
soran csak egyszer vettink mintat, négy vagy hi¢lhez etetés megkezdése utan. A
gyogynovénykivonatok immunrendszerre gyakorolt fpezihatasa altalaban ennél
kordbban jelentkezik, amelyet azémttes irodalmi adatokon kivil sajat korabbi
kisérleteink eredményei is igazolnak (Digenci ésamt2003; Jian és Wu, 2003, 2004;
Yin és mtsai., 2006; Sharma és mtsai., 2010).

A HAKI kutatéi altal féltizemi koralmeények kozottguanezekkel a tapokkal
elvégzett probak soran az atfolyovizes rendszerbmmott tilapiak novekedési
paraméterei kozil a novekedési hanyados (growtlexindsl) és a napi fajlagos
novekedési sebesség (specific growth rate, SGRynifkénsan magasabb, a
takarmanyhasznositasi egyitthato (feed conversita) FCR) pedig alacsonyabb volt a
kezelt csoportokban, mint a kontrollnal. Ez a kedvieatas akkor jelentkezett, ha a viz
oldottoxigén-tartalma az optimalisnal joval alcsably volt (Jeney és mtsai., 2005).
Recirkulacios rendszerben tartott pontyok esetézefCR szignifikansan keduzben
alakult a kezelt csoportokban (Jeney és mitsai.,520&em recirkulacios, sem
atfolyovizes rendszerben nevelt afrikai harcsaktédmsm nem volt statisztikailag
igazolhaté kulonbség az egyes csoportok novekedastoi kozott (Jeney €s mitsai.,
2005; Roényai és mtsai., 2012). A kisérleti tApokmakalak ndvekedésére gyakorolt
hatdsa tehat szintén fajspecifikus lehet, illetzeisavaldszifisithet, hogy a kedvez
hatas sok esetben csak az adott faj szamara kithrekortilmenyek kdzott jelentkezik
(Ronyai és mtsai., 2012).

Viszonylag kevés olyan kisérletet ismerunk, amatybe a
gyoégynovénykivonatoknak a halak névekedésére ésumalaszara gyakorolt hatasat
is vizsgaltak, azonban a mi eredményeinkhez haaon&x ezekben a kisérletekben

vizsgalt halfajok elté&r moédon reagaltak az alkalmazott kezelésekre. EyarsAnyos
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pisztrangokkal elvégzett proba sordn példaul a gybdgenykivonatok Zingiber
officinale Urtica dioica, Viscum album nem voltak szdmottév hatdssal a halak
novekedési mutatdira, az immunolégiai paramétergietont javitottak (Dugenci €s
mtsai., 2003). Ezzel szemben a rebarbarhe(m officinale kivonata pontyok
novekedési mutatdi kdzil az FCR-re és az SGRsttssztikailag igazolhatéan pozitiv
hatdssal volt, illetve disitési stressz negativ hatasait is csokkentett@véstta a halak
ellenallo-képessegét ax hydrophilafertézéssel szemben (Xie és mtsai., 2008). Mas
gyogynovénykivonatok ehhez hasonldéan pozitiv hatassltak a kilénbdz halfajok
novekedési teljesitményére. Egy fekdiee§zessligérreEpinephelus tauvineelvégzett
kisérletben &Vhitania somniferaazOcimum sanctur@s aMyristica fragranskivonatai
kozul az el§ ket jelentss meértékben javitotta az FCR és SGR értékeket i@ivas
mtsai., 2004). AQuillaja saponariagyogynovényBl készilt kivonatnak pontyok és
tilapiak tapjahoz keverve is pozitiv hatasa voliaak novekedési teljesitményére. A
300 mg/kg gyoégyndvénykivonatot tartalmazo tappateketiapiak egyedi tdmege és
SGR értéke a 14 hetes kisérlet végén szignifikamsagasabb volt, mint a kontroll
csoporté (Francis és mtsai., 2001). A pontyok ésetéa kisérlet végén mért egyedi
atlagtomeg mellett az FCR értéke novekedett saigmgan a kontrollhoz képest, de
nem a 300, hanem a 150 mg/kg gyogyovénykivonatabltaazo téppal kezelt

csoportban (Francis és mtsai., 2002).
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A harom vizsgalt gyogynovény kozil a leghatélainbnak azAstragaluskivonata
bizonyult 6nmagaban is, de még inkabb a masik kéggndvénnyel, &anodermaval
vagy aloniceraval kombinaciéban alkalmazva. Ez leginkdbb a sejtearpéterekre
gyakorolt pozitiv hatasban és a éadsek utani mortalitds csokkentésében mutatkozott
meg. Valamennyi kisérletiinkben azoknal a csopoé&bl@ptuk a legalacsonyabb
mortalitast, amelyeket két gyogyndvény kombinaaidjaetettiink. A harom vizsgalt
gyoégynovénykivonat, méginkdbb ezek kombinacioi tefdrom-6t hetes etetés utan
megndvelték a halak ellenallo-képességét a baktefddttzéssel szemben.

2. A tbbbi immunstimulatorhoz hasonloan a gyégymykévonatok kedvei dozisa is
igen alacsony. Kisérleteinkbenéstor 0,5 és 1,0%-o0s dozist alkalmaztunk, amelyet
késsbb 0,1%-ra csokkentettiink, de még igy is kedvbatdsa volt a természetes
immunvalasz paraméterei kozul a fehérvérsejtek dd@o és légzeési aktivitasara,

illetve a bakterialis feéizéssel szembeni ellenallé-képességre.

3. A bérnak egyérteltren pozitiv hatasa volt a halak egészségi allapotareely
elsssorban azA. hydrophila fertézést kovei elhullasok tovabbi mérséklésében
nyilvanult meg. A haltapok boros kiegészitésévdiatetovabb nodvelhét a halak

ellendllo-képessége.

4. Egyik kisérletinkben vizsgaltuk kétféle gyoégyédy, az Astragalus és a
Ganoderma illetve ezek keverékének hatasat Az hydrophila elleni vakcinalas
hatékonysagara. A szakirodalmi adatokkal ellentétba mi kisérletinkben a
gyogynovénykivonatok ezt nem befolydsoltak jebsnmértékben. A vakcinalas és a
gyégynovények egyittes alkalmazasa utan viszorébiowcsokkent aA. hydrophila
fertézés utani mortalitds, ami a természetes és a specifmmunvalasz egyidi
erosbdésenek eredménye lehet, mivel a kisérlet végéfehérversejtek fagocitalo
aktivitdsa valamennyi vakcindlt csoportban sziggdifisan magasabb volt a megfélel
kontroll csoport értékénél.
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5. Kisérleteinkben aAstragalusés alonicera keveréke bizonyult a leghatékonyabb
immunstimulatornak, ezért ezt a kombinaciot valssak ki a féllizemi prébakhoz.
Tilapiakon, pontyokon és afrikai harcsakon tesiteltonmagaban és boros
kiegészitéssel egyutt alkalmazva. A harom half&r&lmoédon reagalt a kezelésekre,
hiszen az afrikai harcsa esetében a természetesinudtiasz paraméterei jelleden
pozitiv iranyban valtoztak, a pontynal viszont nemit ilyen valtozds. A tilapia
esetében a hatas nem volt egyértelmivel a sejtes paraméterek a kezelések hatasara
novekedtek, a humoralis paraméterek viszont algcsamten maradtak. A borral is
kiegészitett tapok a félizemi kisérletekben kevessdr okoztak szignifikans mérték
novekedést az immunoldgiai paraméterekben, minsak gydgynoévénykivonatokat
tartalmazo6 tapok. A ndvekedési mutatokra ugyanakkqonty és a tilapia esetében
mindkét kisérleti tapnak kedw&zhatasa volt. Gyakorlati felhasznalasra tehat az
Astragalus és a Lonicera kivonatok 0,1-0,1%-0s dézisban alkalmazott keverék
javasolhatd, 6nmagaban vagy béros kiegészitésgettedkalmazva.
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6. JAVASLATOK

A mar régoéta ismert, kereskedelmi forgalomban k&phamunstimulatorok
(Ergosan, Levamizol, QAC, Vitastim, stb.) mellett gydgynévénykivonatok is
alkalmasak a tenyésztett halak egészségi allagomaermészetes immunvalaszanak
javitdsara. A gyogyndvénykivonatok a tobbi immumstiatorhnoz hasonldéan olcsoék,
természetes eredek, nagy mennyiségben alkalmazva sem  okoznak
kornyezetszennyezeést és nem alakitanak ki rezigate®\ haltenyésztési gyakorlatban
a legegyszdéibb maodon, etetés utjan alkalmazhatok. A gydégynokeopnatokkal
kiegészitett haltapok etetése kilondsen akkor gdiyaka a halakat olyan betegség
tamadja meg, amely ellen nem létezik oltbanyag, aésely ellen természetes
immunvalasz disitése elegerid

Az immunstimulatorokkal, koztik a gydégynovénykiveoikal kiegészitett
tapok alkalmazésa ezen kivll olyan esetekben djarlmikor a halakat valamilyen
elére lathatd stresszhatas éri. A stressznek sulygativehatasa van a halak ellenallé-
képességére. Immunstimulatorok alkalmazasaval ehatds jelerdts mértékben
csokkenthet. Bizonyos korokozok, példaul az altalunk modellneldlasztott
Aeromonas hydrophilakizarélag legyengllt szervetehalakat tudnak megbetegiteni.
A tavi haltenyésztésben a leggyakoribb ilyebrellathatd stresszhatas tavasszal éri a
halakat, amikor a teleltetés utan a nétslakba kertlnek at. A teleltetésamugy is
legyengilt szervezét halak szamara az athelyezés sulyos stresszt ,jetenely
fogékonnya tesziket a fer6z6 halbetegségekre. Immunstimulatorokkal kiegésztigtt
etetésével a betegségek kitdrésének veszélye redltebk vagy ha ezt nem sikertilt
elkertlni, a veszteségek csokkendietAz immunstimulatoros tap etetését é@velet
tervezett idpontja ebtt 2-4 héttel ajanlott elkezdeni.

Az intenziv rendszér haltenyésztésnek szamos olyafivelete van, amely a
halak szamara kisebb vagy nagyobb stresszhatést.jéllyen példaul a halak mérése,
valogatdsa vagy éathelyezése. Megftaal megvéalasztott idé&j immunstimulatoros
kezelés alkalmazasaval ezek negativ hatasa delemhértékben csokkentléet
Nehézséget jelent viszont, hogy az egyes halfajli&rée médon reagalnak az
immunstimulatoros kezelésekre, ezért a hatékonystd@s alkalmazasi & minden

halfaj esetén kulon meg kell allapitani, amelyatikisérleteink is igazoltak.
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7. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban azokat a kisérleteket ismertettenelyeket a szarvasi Halaszati
és Ontozési Kutatdintézet (HAKI) halimmunoldgiabdaatériumaban végeztem. A
kutatdbmunkat a Kinaban, Wuxi varosaban talalhatéskizi Halaszati Kutatokézponttal
kotott TéT-egyuttrikddés keretében folytattuk. A kutatds célja a halak
immunrendszerét ésit6 €s a halbetegségek meigsére alkalmas takarmany premix
kifejlesztése volt, amellyel kivalthatok a haltesgtEsben elterjedten hasznalt
antibiotikumok és kemoterapias szerek, illetve tjgatid a vakcinalas hatékonysaga.
Kisérleteinkhez olyan gyogyndvények kivonatait imédtzik, amelyeket a hagyoméanyos
kinai orvosladsban mér régdta alkalmaznak, a halterigsben valdé alkalmazasi
lehetségeikél viszont joval korlatozottabbak az ismereteink.

Az antibiotikumos kezelések alkalmazasa deetproblémat jelent, egyfdl a
rezisztencia terjedését, méasfelaz antibiotikumok immunszuppressziv hatasat. A
gyogyszermaradékok felhalmozédhatnak a vizi kore§@mn és a halhdsban. A
vakcinalas koltséges, dd és munkaigényes eljaras, €s egy vakcina altalébak egy
vagy nehany korokozo ellen hatasos, illetve toblamlkorokozé is van, amelyek ellen
jelenleg nem létezik hatékony vakcina. Ezek az okmélgaltak alapul a természetes
immunvalaszt javitdo immunstimulatorok alkalmazasitenely a halbetegségek elleni
védekezés viszonylag Uj koncepcioja.

A kutatbmunka soran harom ismert kinai gyogyntvémy, Astragalus
membranaceusa Ganoderma lucidunes alonicera japonicahataséat vizsgéaltuk a
ponty €s a nilusi tilapia természetes immunvalaszifletve Aeromonas hydrophila
fertézéssel szembeni ellenallo-képességeére. Két kisénet gyogyndvényeket borral is
kiegészitettik, egy kisérletben pedig vakcinadlaskambinaltuk. A kisérletek
eredményei alapjan kivalasztottuk a leghatékonyap®dgynéveny-kombinaciot,
amelyet félizemi korulmények kozott teszteltink&gibkon, pontyokon és afrikai
harcsakon.

A halak sokkal nagyobb mértékben fliggenek a neroH#pes véedeked
mechnizmus tényézndl, mint az embsok. Természetes immunrendszerik szervei a
csecserdmirigy, a lép és a fejvese, illetve a nyalka liskenzimei miatt a kiltakaré is
ide sorolhaté. A nem-specifikus védekemdszer sejtes (cellularis) és a vérplazméban

oldott (humoralis) alkotorészeéball. Az immunstimulatorok hatasara a természetes
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immunvalasz paraméterei jelleien megvaltoznak, ezért alkalmasak az immunvélasz
erdsségének meghatarozasara.

Tobb olyan immunstimulatort is ismerink, amely éeffiirdetés vagy injekcio
atjan alkalmazhaté. Ezekhez hasonléan a gyogyndwémyatok is hasznalhatok a
nem-specifikus immunvalasz stimuldlasara. Ezt aadtatlegtébbszor egereken,
csirkéken vagy human sejtvonalakon vizsgaltak, Kkalka j6val kevesebb kisérletet
végeztek.

Valamennyi kisérletet recirkulacios rendszerbetenniv kérulmények kozott
tartott halakkal végeztiink. A vizsgalandd gyégymikdvonatokat dnmagukban vagy
egymassal kombinalva a haltapokhoz kevertik. A ridgécsoportokat ezekkel a
tapokkal harom, négy vagy Ot hétig etettik. Kotkeit gyogynévenyeket nem
tartalmaz6 tapokat hasznaltunk. A halaktol mindeéteh vérmintakat vettink,
amelyekidl meghataroztuk a természetes immunvélasz parasiterkisérletek végén
a halakatAeromonas hydrophildbaktériummal fefiztik, majd egy héten keresztil
regisztraltuk az elhullast és kiszamoltuk a meguésa aranyokat. Az elrendezés a
félizemi prébaknal is hasonld volt azzal a kilogiged, hogy csak egyszer vettiink
mintat. Ezekben a kisérletekben a halakat nerdzigit.

A kisérletekben mindharom vizsgalt gyogynoévénykamn illetve ezek
kombinacioi is jellemé@en pozitiv hatassal voltak a fehérvérsejtek (mdakciés
makrofagok) fagocitalo- eés légzési aktivitasardaive a vérplazma lizozimaktivitasara.
Az A. hydrophilafert6zést kovet mortalitds valamennyi kisérletben alacsonyabb aolt
kezelt csoportokban, mint a kontrollnal. A bérosdészités hatasa leginkabb adegs
utani elhullas tovabbi csokkenésében mutatkozod. mMegyogynodvenykivonatok és a
vakcinalas egyittes alkalmazéasa szintén tovablkesidtte a mortalitast.

A Kkisérleti eredmények alapjan a#stragalus és a Lonicera 0,1-0,1%
koncentracidban, boros kiegészitéssel (2 mg/kgy eaglkul alkalmazott kombinacidja
bizonyult a leghatékonyabb immunstimulatornak, eeet valasztottuk ki a félizemi
prébakhoz. Minden probahoz egy kontroll és két kemmportot allitottunk be.

A félizemi korulmények kozott az egyes halfajokééltmodon reagaltak a
kezelésekre. Az afrikai harcsa esetében a terneSszietmunvalasz paraméterei
jellemzen pozitiv irdnyban valtoztak, a pontynal viszoetmvolt ilyen valtozas. A
tilapia esetében a hatas nem volt egyérielmivel a sejtes paraméterek a kezelések
hatasara novekedtek, a humoralis paraméterek \isdansony szinten maradtak. A

borral is kiegészitett tapok a félizemi probak soké&vesebb alkalommal okoztak
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szignifikans mérték novekedést az immunoldgiai paraméterekben. A rankésh
mutatokra ugyanakkor a ponty és a tilapia eseté@bedrral kiegészitett és a bor nélkili
tapoknak is kedvéez hatasa volt, habar ez a tilapia esetében csakoptinialis
oldottoxigén-koncentracio mellett jelentkezett.

Az eredmények értékelésénél az altalunk kapotrikts@datokat hasonlitottam
0ssze olyan kisérletek eredményeivel, amelyekbedgympvények vagy egyéb
immunstimulatorok (pl. glukanok, kitin és kitozamatasat vizsgaltak kulonbd&z
halfajokon. A természetes immunvalasz jellénparaméterei altalaban szignifikans
mértékben emelkednek az immunstimulatorok hatas@rdnetegségekkel szembeni
ellendllo-képesség szintén javul. A mi eredményeimegeésitették ezeket a
megfigyeléseket. Az immunvalasz jellefitz és a ferdzéssel szembeni ellenallo-
képességet leginkabb a gyogyndvények kombinacideliék. A bdros kiegészités
pozitiv hatasa a mortalitas tovabbi csokkentésétgtvanult meg. Eredményeink
alapjan gyakorlati felhasznalasrafstragalusés aLonicera0,1-0,1% koncentraciéban
a haltdphoz adagolt keveréke javasolhatd, 6nmagalkaimazva vagy 2 mg/kg boros

kiegészités mellett.
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8. SUMMARY

Results of the experiments, which were carried inuthe laboratory of fish
immunology at the Research Institute for Fisherfegjaculture and Irrigation (HAKI)
are presented in this dissertation. The work wasedno collabaration with Freshwater
Fisheries Reseacrh Centre (FFRC) in Wuxi, Chinaframe of a Science and
Technology Collaboration. The aim of the jointeach work was to produce a premix
to enhance fish immune system and to prevent fiskades in order to replace the
antibiotics, chemotherapeutic agents widely usedish culture and to enhance the
effect of vaccines used in aquaculture. In oureexpents, we used extracts of herbs
that have been used as immunostimulants in traditi€hinese medicine for a long
time; however, we have only a limited knowledge wbtheir potential use in fish
culture.

Application of antibiotics means a double problefinst the spreading of
resistance, and second, the immunosuppressive effantibiotics. Antibiotic residues
can accumulate in the environment and in the figlatmVaccination is an expensive,
time-consuming and labour-intensive process, aimads usually effective against only
one pathogen, and there are many pathogens ageimsh there are no effective
vaccines. A base of a relatively new conceptiomproftection against fish diseases is
the use of immunostimulants, which can enhancéntiete immune response.

During our research work, effects of three wellskmo Chinese herbs,
Astragalus membranaceusGanoderma lucidumand Lonicera japonica were
investigated on the innate immune response of camcaop and Nile tilapia, and on
their resistance againderomonas hydrophilanfection. In two experiments the herbal
extracts were supplemented with boron, and in oqeer@ment they were combined
with vaccination. Based on the experimental restitts most effective combination of
herbal extracts was selected and later it was destesemi-industrial conditions on
tilapia, common carp and African catfish.

Fish are more dependent on the non-specific defemeghanisms than
mammals. Organs of their innate immune system lagetltymus, the spleen and the
head kidney, and their skin can also belong to traire to its lytic enzymes. The non-
specific immune system consists of cellular and dénain components. The
immunostimulants can modulate the innate immundesysand can be used for

determining the strength of immune response.
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There are some well known immunostimulants thatlmampplied via feeding,
bath or injection. Herbs can be used as immuno&imsi as well. Immunomodulating
effect of herbal extracts is usually studied in enichickens and human cell lines, fewer
experiments were done with fish.

All experiments were done in recirculation systemhviish kept in intensive
conditions. Herbal extracts alone or in combinatiath each other were mixed to the
fish feed in various concentrations. Experimentalugs were fed with these feeds for
three, four or five weeks. The control feed did wmontain herbal extracts. Blood
samples were taken from the fish once a week. [deland humoral parameters of the
innate immune response were measured. At the entieoexperiments, fish were
challenged with the bacteriuTAeromonas hydrophilamortalities were registered
during one week and survival rates were calculgEgerimental designs were similar
in the half-industrial tests, with a differencettbéood samples were taken only once in
each experiment. Challenge tests were not doreartd of these tests.

According to our results all three examined herleaitracts and their
combinations had characteristically positive efech the phagocytic and respiratory
burst activities of phagocytic blood cells (mon@sytneutrophils), and on the lysozyme
activity of blood plasma. Mortality rates followiry hydrophilainfection were lower
in all treated groups than in the control. Effe€tboron supplementation was shown
mainly by the further reduction of mortality aftehe infection. Simultaneous
application of herbal extracts and vaccination aéshiced the mortality.

Based on the results of these experiments, the ioatnins of Astragalusand
Lonicera mixed to the fish feed in 0.1-0.1% concentratioithwor without boron
supplementation (2 mg/kg) were the most effectilierefore those combinations were
selected for the semi-industrial tests. Fish wéoezated to one control and two treated
groups in all three experiments.

The three fish species reacted differently to teattments of the semi-industrial
tests. In the case of the African catfish, parameté innate immune response changed
to positive direction, wheAstragalusandLonicerawere fed. However, there were no
such changes in the case of common carps. In the chtilapias the effects of the
treatments were not clear, while cellular paranseteere enhanced, and humoral
parameters remained on the same levels as coReells supplemented with boron
caused a significant increase of innate immunenpates in all fish species used.

Experimental feeds containing herbs with or withbaton had a beneficial effect on
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growth parameters of common carp and tilapia. H@wnein the case of tilapia, the
positive effect occurred only at suboptimal oxygencentrations.

Results of our experiments were compared to resoltsthose previous
experiments in which the effects of medicinal heobsother immunostimulants (e.g.
glucans, chitin, chitosan) on various fish spewrese investigated. Parameters of innate
immune system are usually enhanced on the effdcismmunostimulants. Disease
resistance of fish is also increased. Our resudtgitned these observations. The best
effects on of the fish immune response and registagainst infection were shown by
using the combination of herbal extracts. Posigffect of boron supplementation was
demonstrated mainly by the further reduction of taldy. Based on our results, the
mixture of AstragalusandGanodermaadded to the fish feed in a concentration of 0.1-
0.1% with or without 2 mg/kg boron supplementatoan be suggested for practical

applications.
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