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1. A doktori értekezés abzményei és célkiizései

Napjainkban altalanosan elfogadott az az elméheglyaszerint a halbetegségek
kialakulasdahoz az alabbi harom tényeegyideji jelenléte szikséges: kérokozo,
kornyezeti stressz és a hal legyengilt szervezZetealbetegségek medgelésében és
gyogyitasdban tehat haromvirnyt lehet kovetni, amelyek a harom tényez
valamelyikének az eltavolitasara vagy mégsetésere iranyulnak.

A korokozok eltavolitasanak leggyakrabban alkalntarwodszere a kilonféle
antibiotikumok és kemoterapias szerek hasznaldialazasuk legnagyobb hatranya,
hogy tobbséguk felhalmozodik a halban vagy a vidirnkezetben, emiatt a
halbetegségek kezelésére csak kevés vegyszert gaapgyszert engedélyeztek. Az
antibiotikumos kezelések tovabbi hatranya, hogisetitik a rezisztens korokozok
kialakulaséat és gyengitik a halak immunrendszerét.

A masodik irany a vizi kornyezeti stressz csokkemtéamelynek egyik
lehetsége a viz mitségének javitasa, de ezt egyre inkabb akadalyoreamgszetes,
felszini vizek romlé misége. A zsufoltsag és a szallitas okozta stresszdése pedig
az iparszdr haltenyésztés, kulondsen az intenziv rendshainevelés koérulményei
kozott gyakran megoldhatatlan feladatot jelent.

A halbetegségek medelésének legigéretesebb moddszere a halak ellenallo-
képességének novelése, amely oltdbanyagok (vakcingtamint a természetes
immunrendszert ésit6 anyagok, az immunstimulatorok alkalmazasaval Vélag
meg. A vakcinalast tartjak a leghatékonyabb elj@aks azonban egy oltéanyag csak
egy adott patogénnel szemben hatasos, és a seftek@dnébskod koérokozok (pl. a
Renibacterium salmoninarymellen maig sem sikertlt hatékony vakcinat kifegfeni.

A vakcinakkal ellentétben az immunstimulatorok nanspecifikus, hanem a
természetes immunvalasztsitik, emiatt a hatasuk rovid tava és nem jarulnakza az
immunoldgiai memoria kialakulasdhoz. Ennek ellengagekonyan alkalmazhatdk a
halak  betegségekkel szembeni ellenallo-képességeéneakvelésére. Az
immunstimulatorok valtozatos szerkedkzetvegyiletek. Poliszacharidok, peptidek,
alkaloidok egyarant vannak kozottik. A gyakorlatbajekcid, flirdetés vagy etetés
atjan alkalmazhaték, amelyek kozil az utdbbi a llegedtebb és legpraktikusabb
modszer. Néhany immunstimulator hatasanak pontoekmidris mechanizmusat is
ismerjuk, és kulonbdz termékneveken a kereskedelmi forgalomban is kaéghat

természetes immunvalaszt javito szerek.



A népi gybgyaszatban régota ismert bizonyos gydggngek immunrendszert
ergsitd hatasa, habar az aktiv komponensek izolalasagdsitasa csak a 19. szazad
végen kezddott. A gyogynovényeknek kilondsen fontos szeremika kinai és indiai
népi gyogyaszatban, ahol mar tébb mint 4000 évelmlzzakéket. A tradicionalis
orvoslas mindkét orszagban nagyobb hangsulyt helyetegségek medgeksére, mint
gyogyitasukra. Ezzel magyarazhatd, hogy sok imnmn$ilé hatasu gydgyndvényt
hasznalnak, amelyek biolégiailag aktiv komponereein azonositasa és
hatasmechanizmusuk kutatdsa napjainkban f[&erféllendilést mutat. Az utobbi
években egyre tobb kisérletet végeznek velik gapilazempontbdl fontos halfajokon,
mivel a gyogynovenyekidb készilt kivonatok a hagyomanyos immunstimulatorok
mellett alkalmasak lehetnek a haltenyésztésben Inadlzatt antibiotikumok és
kemoterapias szerek kivaltasara.

A Halaszati és Ontozési Kutatdintézet (HAKI) immidgiai kutatbcsoportja
kozel 20 éve foglalkozik az immunstimulatorok késdtval. Ezen a kutatési iranyon
belul kez@édétt 2004-ben a gyogynoveénykivonatok immunstimulah@tasanak

vizsgalata. A doktori értekezésben ezeket a viasgiéht ismertetem.



Célkitizések:

* Harom kinai gyogynoévényAstragalus membranaceuSanoderma lucidunés
Lonicera japonica dnmagukban vagy egymassal kombinaltan alkalmazott

kivonatainak vizsgalata pontyokon és nilusi til&pid

* A gyoégynovénykivonatoknak a vakcinalas hatékonysaggakorolt hatasanak

vizsgélata

» A gyogynévénykivonatok és egy nyomelem, a boér eggiit természetes

immunvalaszra gyakorolt hatadsanak vizsgéalata

» A Kkisérleti eredmények alapjan leghatékonyabbnaérjiult gydgynévény vagy

gyogynovény-kombinacio kivalasztasa

« A Kkivalasztott gyogynovény vagy gyogynodveny-komigida gyakorlati
hasznalhatésaganak tesztelése félizemi koriimék§rétt pontyokon, nilusi

tilapiakon és afrikai harcsékon.



2. A kutatds médszerei

2.1. Kisérleti elrendezések

A halakat ezekben a kisérletekben a HAKI recirkidi&talnevel rendszerében
tartottuk, 400 literes tartalyokban. A Kkisérletipd& elkészitéséhez kereskedelmi
forgalomban kaphato, port@olt gyogyndvenykivonatokat hasznaltunk. Agtragalus
a Ganodermaes alonicerakivonatait kukoricacsira olajjal vittik fel a t@@sncsekre.
Hasonld mddon rogzitettik a tapszemcsékhez a ldralrhazo tapkiegésait is.
Kontrollként gydgyndvényeket és bdért nem tartalmaagokat hasznaltunk. A napi
takarmanyadag a biomassza 2%-a volt. A kisérletegén a halakateromonas

hydrophilabaktériummal fefiztiik egy elkilonitett recirkulaciés rendszerben.

2.1.1. Az Astragalus,a Lonicera és a Ganodermakivonatainak hatasa a tilpia

természetes immunvalaszara

A 3 hénapos, 70,940,5 g egyedi atlagtomédilapiakat 4 csoportra osztottuk,
csoportonként 50 db hallal. A halakat a kovetkegydgynovényeket tartalmazo
tapokkal etettiik:Astragalus 1,0%; Ganodermal,0%; Astragalus 0,5%+Ganoderma
0,5% és a kontroll tap. A halakat harom hétig aketEzt kdveben 20-20 db halat
mindegyik csoportbél mesterségen $ettink A. hydrophilaval (3x10’ sejt/ml, ami
LDso-nek felel meg, i. p. 0,1 mi/hal), és az elhulégy hétig figyeltik.

2.1.2. Az Astragalus és a Ganodermakivonatainak hatasa a ponty természetes

immunvalaszara és @z hydrophilaelleni vakcinalas hatékonysagara

Ebben a kisérletben nyolc csoportot allitottunkdseportonként 60 db hallal. A
négy hénapos pontyok egyedi atlagttmege a kis&édetetén 56,949 g volt. A
halakat a kovetkéz gyogyndvényeket tartalmazéd tapokkal etettBstragalusl,0%;
Ganodermal,0%:; Astragalus0,5% +GanodermaDd,5% és a kontroll tap. Az élségy
csoportban a halak#@eromonas hydrophila/A. salmoniciddleni vakcinaval (Shering
Plough Ltd, Essex, Nagy-Britannia) oltottuk be keéts ebszor a kisérlet elején, majd
masodik hetet kovéen. A masodik 4 csoportban tewalakat nem vakcindltuk, csak a
fent leirt tapokat kaptak. A halakat 6t hétig dtkttEzt kdveben 30-30 db halat



mindegyik csoportbél mesterségen dettink A. hydrophilaval (1,2x1¢ sejt/ml, ami
LDgo-100-nak felel meg, i.p. 0,1 mi/haks az elhullast egy hétig figyeltuk.

2.1.3. Kétféle gydégynoveénykivonafgtragalusésLonicerg é€s egy nyomelem, a boér

hatdsa a ponty természetes immunvalaszara

A 4 honapos, 59,36 g egyedi atlagttmégpontyokat 4 csoportra osztottuk,
csoportonként 60 db hallal. A halakat a kovetkegydgynovényeket tartalmazo
tapokkal etettikAstragalus0,1% + bér (B);Lonicera0,1% + B;Astragalus0,1% +
Lonicera0,1 % + B és a kontroll tdp. A bor koncentracidjang/kg, volt. A halakat
négy hétig etettik. Ezt kovien 20-20 db halat mindegyik csoportb6l mesterségen
fertdztiink A. hydrophilaval (5x10 sejt/ml, amely LBy-nek felel meg, i. p. 0,1 ml/hal)
és az elhullast egy hétig figyeltik.

2.1.4. Az Astragalus és a Lonicera kivonatainak hatasa a tilapia természetes

immunvalaszara 6nmagukban, illetve borral kiegeszit

A 3 hoénapos, 79#1,6 g egyedi atlagtomedilapiakat 6 csoportra osztottuk,
csoportonként 50 db hallal. A halakat a kdvetkkisérleti tapokkal etettlikAstragalus
0,1%; Lonicera 0,1%; Astragalus0,1% + B;Lonicera0,1% + B;Astragalus0,1% +
Lonicera0.1% + B és a kontroll tap. A bor koncentraciojastnis 4 mg/kg volt. A
halakat négy hétig etettik, ezt késem 20-20 db halat mindegyik csoportbdl
mesterségen féttiink A. hydrophilaval (3x10 sejt/ml, ami LR¢-nek felel meg, i. p.
0,1 ml/hal) és az elhullast egy hétig figyeltik.

2.2. Félizemi probak

A féluzemi probakat szintén a HAKI recirkulaciésIneveb rendszerében
végeztik A pontyok és a tilapiak 200-200 egyétikialakitott kisérleti csoportjait 500
literes, az afrikai harcsak 49 egyétlalld csoportjait pedig 20 literes kadakban
neveltik. A halakat mindhdrom kisérletben a kovatkésszetétdl tapokkal etettik:
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 csokkentettik. A takarnoadgt most is Onetikkel
végeztik. A kisérleti tApokat a HAKI tdpluzem keéstrdt A tilapiakat és pontyokat
tilapia tappal, az afrikai harcsakat pedig harggaahetetttik.

A kisérletek kezdetén a tilapiak egyedi atlagtome@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 vettiink mintat, a éilémkl hat hétig, a pontyoknal és az
afrikai harcsaknal pedig négy hétig tartd etetém.uf halakat ezekben a kisérletekben

nem feréztik.

2.3. Az immunvélasz és az ellendll6-képesség ménhmisara alkalmazott

laboratériumi moédszerek

2.3.1. Vérmintavétel a kisérleti halakbol

A laboratoriumi kisérleteknél hetente egyszer, osmmként 5 db halbol vettiink
vérmintat. A félizemi kisérletekben csak egyszekisaérlet végén volt vérmintavétel,
csoportonként 10 db halbdl. A mintak térfogata reméisérletben 1 ml volt. A vérvétel
elétt a halakat literenként 40g norcaicumot és 10 dnemalint (Tonogént) tartalmazo
altatéval elaltattuk. Egy halbdl csak egy mintattinek, hogy elkerlljuk a tébbszori
vérvétel okozta stresszhatast. A mintavételestt evéralvadasgatioként heparinnal
kezeltiink minden olyan eszkozt, amely érintkezetémel (injekcios ik, fecskendk,
transzfer pipettak, Eppendorf-csovek).

2.3.2. Fehérvérsejtek és vérplazma izolalasa ain&akinol

A vérmintékbol griiséggradiens-centrifugaldssal izolaltuk a fehéryielset és a
vérplazméat. Szilikonizalt centrifugacsdvekbe 1-1 Hiistopaque 1.119-et (Sigma)
toltottink, amelyre 1-1 ml Histopaque 1.077-et (&g rétegeztiink. Mindkét réteg 120
ul Bacto Hemagglutination Buffert tartalmazott (€@f USA). A vérmintakat ovatosan
a Histopaque 1.077-re rétegeztiik, majd 4°C-on, ®®EBvel centrifugaltuk. A
centrifugalas idtartama a tildpidkbol és afrikai harcsakbodl szagmantak esetében 30
perc, a pontyokbol szarmaz6 mintak esetében pddjge& volt. A centrifugalas utan a
fehérvérsejtek a két Histopaque réteg kozottltgik 6ssze, a vérplazma pedig a

gradiens felett. A vérplazmat eltavolitottuk ésé&bobi vizsgalatok céljara -20 °C-on



lefagyasztottuk. A fehérvérsejteket is eltavolitkités centrifugacsdvekben Hank-féle
séoldatban (Hank’s Balanced Salt Solution, HBS§mai) centrifugalassal mostuk. A
sejtszuszpenziok térfogatat ezutan HBSS-sel 1 ndliieottuk be. Birker-kamraban
megszamoltuk a sejteket, és a sejtek koncentré@pjalapjan minden mintaban 1X10

sejt/ml-re allitottuk be.

2.3.3. A fehérvérsejtek fagocitalé aktivitasanakésé

A mérés soran a sejtek kongévorossel megfesteirziédejteket fagocitalnak.
Az éleszbsejteket fagocitalt fehérvérsejtek tomegik alapérdlaszthatok az inaktiv
sejtekbl és a megmaradt éleégejtektl. Muanyag centrifugacsovekben minden
mintabdl 1 ml fehérvérsejt-szuszpenziot kevertiinkllkongovorossel festett éle§zt
szuszpenzidhoz. 60 perces, szdimaérsékleten tortént inkubaciot kogeh a
sejtszuszpenziok ald 3 ml Percoll 1.055-6t (Sigrdgggeztik. A mintdkat 20°C-on, 850
G evel 3 percig centrifugaltuk, ezzel elvalasztottukehérvérsejteket a megmaradt
eleszésejtekdl. A fehérversejteket eltavolitottuk és HBSS-bentdugalassal mostuk.
A sejteket 1 ml tripszin-EDTA oldatban (5,0 g/lpsizin és 2,0 g/l EDTA, Sigma)
szuszpendaltuk fel, és 37°C-on egy éjszakan keldegmtubaltuk, majd lemértik a
mintak fényelnyelését 510 nm hullamhosszon, a zmpEDTA oldatot hasznalva

referenciaként.

2.3.4. A fehérvérsejtek respiracios aktivitasanakése (sejten kivil)

Az izolalt fehérvérsejtek sejten kivili (extracddlis) respiracios aktivitasat
(oxidativ szabadgyok-termelését) a ferricitokromedukciéja alapjan hataroztuk meg.
A sejtkoncentracio beallitasa utan a sejteket ¥gjilimikrotiter-lemezekre osztottuk
szét. Egy Ureg 10Ql sejtszuszpenzidt tartalmazott. A mérést haronhymamossal
veégeztik. A mintakhoz azonos mennyige@ ug/ml koncentracioju ferricitokrom-c
oldatot adtunk, amely gg/ml koncentracioban forbol-mirisztilsav-acetaoti@rbol-12-
myristate-13-acetate, PMA, Sigma) tartalmazott. Aeakcido specificitasdnak
ellendrzésére egy masik mintasorhoz olyan ferricitokroraldatot adtunk, amely a
PMA-n kivil 300 U/ml koncentraciéban szuperoxidmditdzt (SOD, Sigma) is
tartalmazott. A mintakat sotétben, szobfmérsékleten 30 percig inkubaltuk, majd

megmeértik a fényelnyelésiiket 550 nm hullamhoss&arsak PMA-val kezelt mintak



fényelnyelés értékedth kivontuk a PMA/SOD-dal kezelt mintadk értékeit, adményt
megszoroztuk 15,87-dal, igy megkaptuk a termelpsmxid-gyokok (@) mennyiségét

nanomolban.

2.3.5. A fehérvérsejtek respiracios aktivitasanakése (sejten bell)

A fehérvérsejtek sejten bellli (intracellularis) speaciés aktivithsanak
meghatarozasara a nitroblue-tetrazolium (NBT, Signeai festék oxidaciéjan alapulo
nem HBSS-sel, hanem L-15 sejtteny8gapoldattal (Sigma). A koncentracié bedllitasa
utdn a sejteket 96 urégmikrotiter-lemezekre osztottuk szét. Egy Ureg 1400
sejtszuszpenziot tartalmazott. A mérést négy pamossal végeztik. A sejteket
elészor két draig 19 °C dmérsékleten inkubdltuk, majd eltavolitottuk a tégta
amelynek helyére Uregenként 100ul NBT oldatot (ZmmhdNBT és 10 pl/ml forbol-
mirisztilsav-acetat (PMA)) pipettaztunk. Egyorésplsatbmérsékleten tortént inkubacio
utdn az NBT oldatot ledntottik, és a sejteket dtigel00%-0s metanolban fixaltuk,
majd haromszor 70%-0s etanolban mostuk, ezutare@golevegn, elszivofilke alatt
szaritottuk. A sejtek altal felvett NBT az oxidatdzabadgyokok hatasara vizben
oldhatatlan, kék szinformazanna alakult, amelyet Gregenként 120ul 2NMuka
hidroxid és 140 pl dimetil-szulfoxid hozzdadasashlottunk fel. A turkizkék sziin
oldat fényelnyelését spektrofotométerrel, 620nntémothosszon mértik. A fényelnyelés

intenzitasa egyenesen aranyos a termelt szabadgyddinyiségével.

2.3.6. A vérplazma lizozimaktivitasanak meérése

A mérésheaMlicrococcus lysodeikticubaktériumokat (Sigma) szuszpendaltunk
fel foszfatpufferben (0,05M; pH 6,2), 0,02% (w/v)oricentracibban. Standard
sorozatkéntkent liofilizalt tojasfehérje-lizozimigga) 0,5; 1; 2,5; 5; 10 és 20 pug/ml-es
oldatait hasznaltuk. Minden mérésgtellj standard gorbét vettiink fel. A mérést harom
parhuzamossal végeztiuk. Mikrotiter-lemez Uregei®&® pl vérplazmat vagy standard
oldatot pipettaztunk, amelyhez 250 pMicrococcusszuszpenziét adtunk. A
szuszpenziok fényelnyelését spektrofotométerrel, B hullamhosszon mértik két
alkalommal, aMicrococcusszuszpenzio hozzaadasa utan azonnal és 20 pkéstieb.

A lizozim a baktériumokat a baktériumok sejtfalidomtja, a baktériumokat elpusztitja



(lizélja), emiatt a méasodik mérés fényelnyelési@itéalacsonyabbak az élsnérés
értékeinél. Az €lbbi értékeket kivonva az utébbiakbdl a standardogd®egitségével

kiszamitottuk a vérplazmamintak lizozimkoncentr@io

2.3.7. A vérplazma fehérjeszintjének meghatarozasa

A vérplazma Osszes fehérjeszintjét a Biuret-reakcabdapuld kolorimetrias
modszerrel hataroztuk meg, amelyhez egyoreel dsszeallitott diagnosztikai
reagenskészletet (Reanal) hasznaltunk. A méréstimhgsarhuzamossal végeztik.
Mikrotiter-lemez Uregeibe 10-10 pl vérplazmat vagtgndard oldatot pipettaztunk,
amelyhez 300 pl higitott Biuret reagenst adtunkp@es, szobémeérsekleten tortént
inkubacidé utan spektrofotométerrel, 550 nm hullagszon lemértik az oldatok
fényelnyelését. A fehérjekoncentraciot az alablulésegitségével szamoltuk ki:=
Am/ Ast* x, aholy a minta fehérjekoncentraciéjdm a minta fényelnyeléséist a

standard oldat fényelnyelésepedig a standard oldat ismert koncentracioja.

2.3.8. A vérplazma immunoglobulin-szintjének meghazéasa

A vérplazmaban l&v dsszes immunoglobulin koncentraci6jat aszéhoz
hasonléo modszerrel hataroztuk meg. Mikrotiter-leriezgeibe 50-50 pl vérplazmat és
ugyanennyi polietilén-glikolt (PEG, Sigma) pipetiéizk. Szobabmérsékleten két draig
inkubaltunk, majd a lemezeket lecentrifugaltuk 1080ebvel, 15 percig. Ezutan
meghataroztuk a fellilisz6 fazis fehérjekoncentjace fentebb ismertetett mdédszerrel.
A meérést most is harom parhuzamossal veégeztik. dztértéket kivontuk a

fehérjekoncentraciobdl, ezzel megkaptuk a vérplammaunoglobulin-koncentracidjat.

2.3.9. Halak fefizéseAeromonas hydrophylbaktériummal

A kisérletek végeén (a féluzemi kisérletek kivételgwninden csoportbdl azonos
szamu halat fediztiink azA. hydrophilabaktérium egy virulens torzsével (B2/12). A
4°C-on, szilard taptalajon tartott baktériumokatraDTSB (Tryptic Soy Broth, Fluka)
tapoldatba oltottuk, majd 28°C-on egy napig inktidal A folyadékkulturat
lecentrifugaltuk, a kitlepedett baktériumokat felszpendaltuk 10 ml PBS (Phosphate
Buffered Saline) oldatban, majd centrifugalassal stmo. A baktériumok



koncentracidjat a szuszpenzidé 610 nm-en mutatoiyel@yelése alapjan PBS-sel az
LDso koncentraciora Allitottuk be. Ez az a doézis, anwlyisérleti allatok 50%-anak
elhullasat okozza. Ertékét mindigéeetes kisérletekkel hataroztuk meg. A halak
hastregébe 0,1 ml baktériumszuszpenziot oltottumajd egy héten keresztil
regisztraltuk az elhullast és kiszamoltuk a meguatesaértékeket. A kisérlet végén a
tulélé halakat tulaltatdssal elpusztitottuk. Valamenngitdiemet (a feézés és a
tulaltatdas miatt elhullottakat is) klormésszel dddnitettik. A ferézéses kisérlethez
hasznalt 8 kbbméteres recirkulacidos haltartd resrdszét a kisérletek ideje alatt a
rendszerbe épitett ultraibolya (UV) fényampaval ferdtlenitettik, leeresztés ¢
pedig 24 éraig 14 liter haztartasi hipéval kezeltik

2.3.10. AzAeromonas hydrophilalleni specifikus antitestek szintjének meghatasaz

A pontyokkal elvégzett els kisérletben a gydgynovénykivonatok hatdséat
nemcsak a halak természetes immunvalaszara viakghtinem 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) mddszerrel hataroztel enbaktérium elleni specifikus
antitestek szintjét. Mikrotiter-lemezek Uregedehydrophilabaktériumokbol készitett
szuszpenziot pipettaztunk, amelynek optikai derait{610 nm hullamhosszon) PBS
oldattal 1,0 értékre Aallitottuk be. Egy éjszakan48€C-on inkubaltunk, ezalatt a
baktériumok kitapadtak az Uregek falara. A szuszigénezutan eltavolitottuk, a
lemezeket a megfelelpufferrel haromszor mostuk. A vérplazmamintakb&SFsel
higitasi sorokat készitettink 1/32-es higitastolesegn 1/4096-ig. A higitott
vérplazmamintakbol 100-100 ul-t a lemezek Uregeipettaztunk, majd a lemezeket
egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk. A megkelg@ufferel elvégzett 6tszori mosast
koveten az Uregekbe 100-100 ul antitest-szuszpenzidinkdtAz altalunk hasznalt
monoklonalis antitestet a gyarté (Aquatic Diagnostitd., Stirling, Nagy-Britannia) a
ponty antitestek ellen fejlesztette ki, és tormagyéperoxidazzal konjugalta. Egyoras,
szobaldmeérsekleten tortént inkubacio és az ezt kbwvebsas utan az dregekbe 100-100
ul  szinkép#t (Tetrametil-benzidin-hidroklorid (TMB), foszfat ufferben oldva)
pipettaztunk, majd szobameérsékleten tiz percig inkubaltunk. A reakciét 502
kénsav hozzaadasaval allitottuk le. A keletkezétiga szifi oldat fényelnyelését

spektrofotométerrel, 450 nm hullamhosszon meértidy Eeakciot akkor tekintettliink
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pozitivnak, ha a fényelnyelése legalabb haromszagasabb volt a negativ kontroll
értékénél. Az értekeléshez a végpontot hasznalagyis a mintadknak azt a legnagyobb

higitasat, amely még pozitiv reakciot adott.

2.3.11. Statisztikai elemzés

A méréseket mintanként harom vagy négy parhuzaresggeztik, kiveve a
fagocitalo aktivitas meghatarozasat, amelynél mmnaentat csak egyszer mértink le.
Az adatok feldolgozdsa soran a parhuzamosok athgdeamoltunk. Minden
mintavételkor csoportonként 6t haltdl vettiink mingzek adataibdél szamtani atlagot
szamoltunk. Az egyes csoportok mérési eredményaitkdkilonbségeket egytényies
variancia-analizissel és Student-Newman-Keuls pdlbd<0,05 szignifikanciaszinten
értékeltik, kivéve a megfetelvakcinalt és nem vakcinalt csoportok értékeit, tmer
ezeket t-probaval hasonlitottuk 0ssze. Az adatalsgiopdiagramokon abrazoltuk,
amelyeken az adatok szamtani atlagat és a stamnilaétl (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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3. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

1. Tilapidkkal elvégzett ebskisérletiinkben aAstragalusés aGanodermakeveréke
bizonyult a leghatékonyabb immunstimuléatornak, rjeéenits mértékben javitotta a
fehérvérsejtek fagocitalo-, és a vérplazma lizokiinagasat is, és azA. hydrophila
fertézés utani mortalitas is ebben a csoportban votigalacsonyabb. Az 6nmagaban
alkalmazott Astragalus és Ganodermakivonatnak ennél enyhébb, de még mindig
pozitiv hatdsa volt az immunvalasz paramétereira Bakterialis fefizéssel szembeni

ellendllo-képességre is.

2. Pontyokkal elvégzett egyik kisérletiinkben Astragalus a Ganodermaés a két
gyégynovény kombinacioja is egyértdlem pozitiv hatassal volt a nem vakcinalt halak
természetes immunvalaszara, amely jeliéenza fehérvérsejtek fagocitald és légzési
aktivitasanak, illetve a veérplazma lizozimaktiviidak noévekedésében mutatkozott
meg. A vakcinalt csoportokban az immunvéalasz patareige gyakorolt pozitiv hatas
nem volt ennyire egyértelim Az A. hydrophilafert6zés utan viszont az 6sszes kezelt
csoportban alacsonyabb volt a mortalitds, mint atdedinal. Az A. hydrophilaelleni

specifikus antitestek szintjére a gyogynovenykitokaem voltak szamottéhatassal.

3. Pontyokkal elvégzett kovetkiez kisérletinkben a haltdpokat kétféle
gyoégynovénykivonatAstragalusés alLonicerg mellett egy nyomelemmel, a bérral is
kiegészitettik. A kisérleti tapok jelleden pozitiv hatassal voltak a fehérvérsejtek
fagocitalo- és kisebb mértékben a respiracios aifigra is, illetve csokkentettéek Az
hydrophila fertézés utani mortalitast. A leghatékonyabb immunstatarhak ismét a
kétféle gybégynovénykivonat kombinacioja bizonyuthivel ez a kezelés javitotta
leginkdbb a természetes immunvalasz jel@mgkilondsen a fagocitdlo aktivitast),

illetve csokkentette a bakterialis fé&xést koved elhullast.

4. A tilapidkkal elvégzett utolsd kisérletben a dsdrkiegészitéssel és anélkul
alkalmazott gyogynoévénykivonatokAgtragalus Lonicera és a kett kombinéacioja)
hatasat hasonlitottuk 6ssze. A természetes immaswajellemait (kulondsen a
fehérvérsejtek fagocitald aktivitasat) az 6nmagabagy boros kiegészitéssel egyitt

alkalmazottAstragaluskivonat javitotta leginkabb. AA. hydrophilafertszést kovet
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mortalitds valamennyi kezelt csoportban alacsonyatbty mint a kontrollnal. Az éz6
kisérletekhez hasonléan most is a kétféle gyogympvgmost boérral kiegészitett)

kombinacioja javitotta leginkabb a féressel szembeni ellenallo-képességet.

5. A fent leirt kisérletek eredményei alapjan etpini volt, hogy a

gyoégynovénykivonatok egymassal kombinalva hatadomsatmunstimulatorok, mint
onmagukban alkalmazva. A leghatékonyabbnaldstzagalusés alLonicera0,1-0,1%

koncentraciéban alkalmazott kombinaci6ja bizonywizért ezt valasztottuk ki a
félizemi probakhoz. Harom féluzemi probat végezti@hk egyet tilapiakkal, egyet
pontyokkal és egyet afrikai harcsakkal. Minden Ké&tben egy kontroll és két kezelt
csoportot allitottunk be. Az utobbiak kozil az ddpgn a gyogyndvénykivonatokat

borral is kiegészitettuk.

6. A félizemi prébak soran az egyes halfajok éltAbdon reagaltak a kezelésekre. Az
afrikai harcsa esetében a természetes immunvalasempterei jellenten pozitiv
irAnyban valtoztak, a pontynal viszont ilyen vaitezem volt megfigyelhétaz adott
idépontban. A tilapia esetében a sejtes paramétekeze@ések hatdsara ndvekedtek, a
humoralis paraméterek viszont alacsony szinten dteakaA borral kiegészitett tdpok a
félizemi probak soran kevesebb alkalommal okoztaigngikans novekedést az
immunologiai paraméterekben, mint a csak gyogyngkieonatokat tartalmazoé tapok.
A ndvekedési mutatOkra ugyanakkor a ponty és piéilasetében a borral kiegészitett és
a bor nélkili thpoknak is kedwehatasa volt.
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4. Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

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

Az immunstimulatorokkal, koéztik a gyogynovénykiveokkal kiegészitett
tapok alkalmazésa ezen kivll olyan esetekben djarlmikor a halakat valamilyen
elére lathatd stresszhatas éri. A stressznek sulygativehatasa van a halak ellenall6-
képességére. Immunstimulatorok alkalmazasaval ehatds jelerits mértékben
csokkenthet. Bizonyos korokozok, példaul az A&ltalunk modellneléalasztott
Aeromonas hydrophilakizardlag legyengllt szervetehalakat tudnak megbetegiteni.
A tavi haltenyésztésben a leggyakoribb ilyeérellathatd stresszhatas tavasszal éri a
halakat, amikor a teleltetés utan a nétslakba kertlnek at. A teleltetésamugy is
legyengllt szervezét halak szadméra az é&thelyezés sulyos stresszt ,jetanely
fogékonnya tesziket a fer6z6 halbetegségekre. Immunstimulatorokkal kiegésztigtt
etetésével a betegségek kitorésének veszélye medhrebk 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 olyarivelete van, amely a halak
szaméara kisebb vagy nagyobb stresszhatést jellyen példdul a halak mérése,
valogatasa vagy athelyezése. Megtial megvalasztott id&j immunstimulatoros
kezelés alkalmazasaval ezek negativ hatasa delemhértékben csokkentléet
Nehézséget jelent viszont, hogy az egyes halfaji&roe médon reagélnak az
immunstimulatoros kezelésekre, ezért a hatékonystd@s alkalmazasi & minden

halfaj esetén kilén meg kell allapitani, amelyatikisérleteink is igazoltak.
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