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LESZEK GUZ

Hamowanie aktywnosci proteazowej Aeromonas hydrophila
przez Sluz i surowice karpia (Cyprinus carpio L.)*
1. Wptyw sezonowosci

Inhibitory activity of the mucus and serum of the carp
(Cyprinus carpio L.) in relation to Aeromonas hydrophila proteases
1. Sesonality

STRESZCZENIE

Karpie (Cyprinus carpio L.) sa krggowcami, ktére sa waznym gatunkiem hodowlanym w ak-
wakulturze. Tak wigc, jest potrzeba zdobywania wiadomosci na temat biologii tego gatunku, a w
szczeg6lnosci uktadu immunologicznego. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie inhibicyjnej akty-
wnosci $luzu i surowicy karpi w stosunku do proteaz A. hydrophila, w trzech réznych sezonach
roku: wiosna, latem i jesienia.

W stosunku do bakteryjnych kazeinaz, procent inhibicyjnej aktywnosci (PIA) $luzu karpi po-
branego wiosng przedstawia nizsza aktywno$¢ (59,8% +4,8), natomiast wyzsza aktywnos¢ latem
(64,7% +6,7) i jesienia (71,5% £3,4). W stosunku do elastaz, PIA $luzu byt nizszy wiosna (37,3%
+5,1) niz latem (47,2% +6,5) i jesienia (49,1% +4,7). PIA surowicy w stosunku do kazeinaz byto
nizsze wiosna niz latem i jesienia, natomiast PIA surowicy w stosunku do elastaz wynosit od-
powiednio: 40,7% £5,5, 52,9% + 3,71 55,2% +3,7.

Wyniki te wskazuja, ze latem i jesienia inhibicyjna aktywno$¢ $luzu i surowicy karpi w sto-
sunku do kazeinaz i elastaz A. hydrophila byta wyzsza. Potwierdza to hipotezg, ze odpowiedz
immunologiczna ryb zalezna jest od pory roku.

Stowa kluczowe: Aeromonas, ryby, sezonowos$¢, proteazy

WSTEP

W odpornosci nieswoistej, majacej u ryb zasadnicze znaczenie w zwalczaniu czynnikéw pa-
togennych, biora udziat bariery anatomiczne, takie jak: ciaglo$¢ powlok skérnych i bton §luzo-
wych przewodu pokarmowego, proces fagocytozy oraz nieswoiste mechanizmy humoralne. Na-
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skorek ryb pokryty jest stale odnawiang warstwa $luzu produkowanego przez komorki §luzowe
[Fletcher i Grant 1968; Harris i Hunt 1973, Banerjee i Mittal 1975; Datta i Datta 1987]. Wydzie-
lany $luz o duzej ggstosci i lepkosci utrudnia wnikanie i osiedlanie si¢ mikroorganizméw w tkan-
kach. Jego wilasciwosci fizykochemiczne zwigkszajace lepkos¢ warunkuja wielkoczasteczkowe
glikoproteiny, lipidy oraz fosfolipidy [Enomoto i in. 1964; Fletcher i Grant 1968; Fletcher i Grant
1969; Datta i Datta 1987; DiConza i Halliday 1989; Fouz i in. 1989].

Badania ostatnich lat wykazaty, ze zaréwno §luz, jak i surowica krwi zawieraja substancje
czynne biologicznie, stanowiace skladowa uktadu immunologicznego [Fletcher i Grant 1969;
Bradshaw i in. 1971; Harrel i in. 1976; Austin i McIntosh 1988; Alexander i Ingram 1992]. Naleza
do nich: biatka antybakteryjne, lizozym, uktad dopetniacza, biatko C-reaktywne, lektyny, immu-
noglobuliny naturalne i inhibitory proteaz.

Czynnikami usposabiajacymi do wystapienia choroby u ryb sa awitaminozy, organiczne za-
nieczyszczenia zbiornikéw wodnych, nadmierne zaggszczenie, gwaltowne zmiany temperatury,
deficyt tlenowy, uszkodzenia mechaniczne powlok zewngtrznych, stres manipulacyjny, jak
réwniez obecno$¢ pasozytéw zewngtrznych. Drobnoustrdj po przetamaniu wszystkich barier zew-
netrznych dociera do tkanki facznej i wywotuje w niej odczyn zapalny. Choroba wystgpuje jako
infekcja miejscowa, objawiajaca sig przekrwieniami skéry i wrzodami, lub uogdlniona, przy ktdrej
stwierdza si¢ obrzgki ciata, nastroszenie tusek, wysadzenie gatek ocznych, wybroczyny w skrze-
lach. Dotychczasowa nazwa tej choroby — erythrodermatitis [Pourreau 1990] wypierana jest przez
nazwy nowe, szczegétowo okreslajace czynnik etiologiczny choroby — bakterie wykazujace ruch z
rodzaju Aeromons. Dla choroby, ktérej gléwnym czynnikiem etiologicznym jest A. hydrophila,
objawiajacej si¢ tylko zmianami skérnymi, uzywa si¢ nazwy MAI (Motile Aeromonad Infectiom)
[Noga 1996], natomiast dla postaci uogdlnionej — nazwy MAS (Motile Aeromonad Septicemia)
[Kozinska 1996; Noga 1996].

Bakterie z rodzaju Aeromonas produkuja pozakomérkowo egzotoksyny (ECP), do ktérych
naleza: hemolizyny [Ljungh i in. 1981; Titball i Munn 1983], proteazy [Nieto i Ellis 1986], cyto-
toksyny [Asao i in. 1984; Welch 1991] nukleazy i acetylocholinoesteraza [Nieto i Ellis 1986,
1991; Nieto i in. 1991; Rodriguez i in. 1992, 1993] oraz endotoksyna — lipopolisacharyd obecny w
Scianie komérkowej [Merino i in. 1996]. Wielu autoréw zwraca szczegdlng uwagg na rolg hemoli-
zyn i proteaz w patogenezie choréb bakteryjnych [Fletcher i Grant 1968; Shieh i MacLean 1975;
Shieh 1982; Titball i Munn 1981, 1983; Howard i Buckley 1985; Sakai 1985]. Wigkszo$¢ badan
nad proteazami A. hydrophila dotyczyta ich izolacji i charakterystyki biochemicznej [Dahle 1971;
Thune i in. 1982; Amborski i in. 1984; Leung i Stevenson 1988; Chabot i Thune 1991]. Nieliczne
badania zwracaja uwage na rolg proteaz A. hydrophila w patogenezie choroby u karpi. Niektorzy
uwazaja, ze szczepy bakteryjne o wysokiej aktywnosci proteolitycznej charakteryzuja si¢ wyzsza
zjadliwo$cia niz szczepy o nizszej aktywnosci proteolitycznej [Kozifiska 1996; Guz 1997]. Inni
natomiast nie stwierdzaja tej zaleznosci [Allan i Stevenson 1981]. Pomimo ogromnego postgpu w
ostatnich latach w badaniach nad proteazami bakteryjnymi, ich rola w procesie patogenezy choréb
bakteryjnych nie jest dotychczas wyjasniona.

Zmienno$¢ metabolizmu u ryb w réznych porach roku jest znacznie wyrazniejsza niz u kre-
gowcow wyzszych. Stad tez do obiektywnej oceny aktywnoéci §luzu i surowicy karpi wobec pro-
teaz patogennych dla karpi szczepéw bakteryjnych z rodzaju Aeromonas bylo poznanie wpltywu na
te parametry sezonu wiosennego, letniego i jesiennego.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano u karpi o masie 150-300 g, odtawianych ze stawéw hodowlanych w ré6z-
nych porach roku: wiosna, latem i jesienia. W kazdym sezonie przebadano $luz od 240 ryb, nato-
miast krew od 60 ryb. Sluz i krew pobierano bezposrednio po odtowie. Kazdorazowo mierzono
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temperatur¢ wody. Na podstawie badania klinicznego ryby uzyte do do$wiadczenia byty uznane za
zdrowe. Sluz z powierzchni ciata zbierano mechanicznie (od 20 ryb na prébe), a krew pobierano
pipeta pasterowska bezposrednio z serca.

Przygotowanie $luzu do badania aktywnosci inhibicyjnej wobec proteaz bakteryjnych wyko-
nano wedlug metody wtlasnej, polegajacej na tagodnym wytrzasaniu zebranego §luzu z buforem
fosforanowym (1:1) przez 2 godziny w temp. 4°C. Nastepnie otrzymana mieszaning wirowano
przy 8000 x g przez 30 min w temp. 4°C. W uzyskanym supernatancie oznaczano poziom biatka
calkowitego metoda Bradforda [1976]. W badanych prébach doprowadzano poziom biatka catko-
witego do stezenia 0,125 g% przy uzyciu 0,1 M buforu fosforanowego. Po wstgpnej inkubacji przy-
gotowanego $luzu (30 min w temp. 28°C) z supernatantem bakterii, postgpowano zgodnie z nastepu-
jaca procedura. Kontrolg stanowita mieszanina buforu, supernatantu bez $luzu oraz odpowiedniego
substratu. Probg zerowa stanowita mieszanina $luzu, buforu oraz odpowiedniego substratu. Procent
aktywnosci inhibicyjnej §luzu w stosunku do proteaz bakteryjnych wyliczano wg wzoru:

(préba badana — préba zerowa) X 100
proba kontrolna

Al $luzu =

Uzyskane surowice stuzyly do badania ich wtasciwosci inhibicyjnych w stosunku do proteaz
(kazeinaz i elastaz) supernatantu patogennych dla karpi bakterii A. hydrophila F6/95. W tym celu
réwna objetosé surowicy i supernatantu inkubowano przez 30 min w 28°C. Kontrolg stanowita
mieszanina buforu, supernatantu bez surowicy oraz odpowiedniego substratu, a probg zerowa —
mieszanina surowicy, buforu oraz odpowiedniego substratu. Procent aktywnosci inhibicyjnej
surowicy w stosunku do proteaz bakteryjnych wyliczano wedtug wzoru:

(préba badana — préba zerowa) x 100
préba kontrolna

Al surowicy =

Okreslenie stopnia aktywnosci kazeinazowej. Supernatant A. hydrophila F6/95 uzyskiwano
z 24-godzinnej hodowli bakterii na bulionie tryptozowo-sojowym (TSB, Sigma, St. Louis, USA)
w temp. 28°C. Zawiesing hodowli bakteryjnej doprowadzano do gestosci 1 x 10" CFU w 1 ml
metoda spektrofotometryczna, a nastepnie wirowano 30 min przy 8000 X g w temp. 4°C.

Okreslenie stopnia aktywnosci kazeinazowej przeprowadzano w obecnosci azokazeiny
(Sigma, St Louis, USA) jako substratu metoda Leunge’a i Stevensona [1988] z niewielkimi mody-
fikacjami wlasnymi. Mieszaning reakcyjna zawierajaca 0,1 ml 10% azokazeiny, 0,1 ml super-
natantu badanego szczepu bakteryjnego i 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,0) inkubowano
przez 4 godz. w temp. 28°C. Nastepnie w celu zatrzymania reakcji dodano 2 ml 10% kwasu
tréjchlorooctowego i pozostawiono na 30 min, po czym wirowano przy 10 000 X g przez 15 min.
Uzyskany w ten sposéb supernatant uzywano do oznaczen fotometrycznych. Réwne iloéci super-
natantu i 1 M NaOH mieszano, a nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy diugosci fali 450 nm.
Prébg zerowa stanowita mieszanina reakcyjna danego szczepu bakteryjnego, do ktérej dodano
przed inkubacja kwasu tréjchlorooctowego. Aktywnos$¢ oznaczano w jednostkach kazeinazowych
wg Mateosa i in. [1993], a nastgpnie przeliczano na procent aktywnosci kazeinazowej [Guz 1997].

Okreslenie stopnia aktywnosci elastazowej. Supernatant patogennego dla karpi szczepu
A. hydrophila F6/95 uzyskiwano jak poprzednio. Mieszanina reakcyjna zawierata: 1 ml super-
natantu z hodowli bakteryjnej, 2 ml 0,1 M buforu tris-maleinianowego o pH 7,0, zawierajacego
0,001 M CaCly i 10 mg Elastin-Congo red. Elastin-Congo red (Sigma, St Louis, USA), ktérego
uzyto jako substratu wedtug metody Bjorne’a i in. [1979]. Mieszaning inkubowano w temp. 28°C
przez 24 godz. Reakcjg zatrzymywano przez dodanie 2 ml 0,7 M buforu fosforanowego o pH 6,0.
Po 30 min wirowano przy 10 000 X g przez 15 min. Uzyskany supernatant uzywano do oznaczen
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fotometrycznych przy dlugosci fali 490 nm. Prébg zerowa stanowito 3 ml buforu tris-
maleinianowego, pH 7,0, zawierajacego 0,001 M CaCly i 10 mg Elastin-Congo red. Aktywnos¢
podano w jednostkach elastazowych wg Mateosa i in. [1993], a nastgpnie przeliczano na procent
aktywnosci elastazowej.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej testem t-Studenta przy uzyciu pro-
gramu InStat.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wplyw $luzu i surowic karpi (uzyskiwanych wiosna, latem i jesieniq) na aktywno$¢
kazeinazowq 1 elastazowa supernatantu patogennego dla karpi szczepu A. hydrophila
F6/95 przedstawiono na rys. 11 2.

W badaniach stwierdzono, ze $redni procent inhibicji $luzu i surowicy w stosunku do
kazeinaz i elastaz supernatantéw bakteryjnych byt najstabszy wiosna. Wartosci te dla
badanych surowic byly statystycznie istotnie nizsze wiosng (dla kazeinaz 58,2% +5.8; dla
elastaz 40,7% +5,5) niz latem (dla kazeinaz 74,5% #+4,8; dla elastaz 52,9% £3.7) i je-
sienig (dla kazeinaz 76,3% =5,0; dla elastaz 55,2% +3,7).

Wiyniki uzyskane latem i jesienia nie réznity si¢ miedzy soba statystycznie istotnie.
Wartosci dla badanego §luzu w stosunku do kazeinaz byly istotnie nizsze wiosna (59,8%
+4,8) i latem (64,7% +6,7) niz jesienia (71,5% +3,4), natomiast w stosunku do elastaz
byly istotnie nizsze wiosna (37,3% +5,1) niz latem (47,2% +6,5) i jesienia (49,1% +4,7).

Liczne badania zwracaja uwagg na uzaleznienie proceséw metabolicznych ryb i ich
aktywnos$ci immunologicznej od temperatury wody [Avtalion i in. 1970; Avtalion 1981;
Sypek i Burreson 1983, Miller i Clem 1984; Sheldon i Blazer 1991]. Nie powadzono
natomiast badan dotyczacych wptywu temperatury wody i pér roku na inhibicyjne wias-
ciwosci §luzu i surowicy ryb wobec czynnikéw patogennych.

Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze aktywno$¢ inhibicyjna §luzu i surowicy karpi
w stosunku do kazeinaz i elastaz supernatantéw patogennych szczepdéw bakteryjnych
byly nizsze wiosna (temperatura wody 8—10°C) niz latem (19-24°C) i jesienia (10-12°
C). Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna ttumaczy¢ wigksza podatno$¢ ryb na
wystapienie MAI/MAS zalezno$cig gtéwnie od pdr roku. Zwraca na to uwage wielu
autoréw [Avtalion i in. 1970; Avtalion 1981; Antychowicz 1988; Pourreau 1990].

Wigkszo$¢ autoréw badajacych parametry odporno$ci nieswoistej u ryb koncentruje
uwage na zaleznosci stanu badanych wskaznikéw immunologicznych od temperatury,
natomiast nie zwraca uwagi na bezposrednia zalezno$¢ aktywnosci inhibicyjnych §luzu i
surowicy wobec proteaz bakteryjnych w réznych porach roku, przy réznych tempera-
turach wody.

Otrzymane wyniki pozwalaja oceni¢ potencjal obronny $luzu i surowicy ryb przeci-
wko czynnikom patogennym, jakim sa proteazy. Jednak niezbgdne sa dalsze badania do
zrozumienia szczegétowych mechanizméw tego procesu.
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Rys. 1. Wptyw $luzu i surowic karpi na procent inhibicji kazeinaz szczepéw patogennych
A. hydrophila: a, b — réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami surowic pobranych od karpi
w réznych sezonach roku; A, B — r6zZnice statystycznie istotne pomigdzy grupami §luzu pobranego
od karpi w réznych sezonach roku

Fig. 1. The effect of mucus and serum of carp on the percent inhibitory activity of caseinases
pathogenic for carp strains of A. hydrophila: a, b — statistically significant differences between
groups of serum in different seasons of year; A, B — statistically significant differences between
groups of mucus in different seasons of year
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Rys. 2. Wptyw $luzu i surowic karpi na procent inhibicji elastaz szczepéw patogennych A. hydrophila
Fig. 2. The effect of mucus and serum of carp on the percent inhibitory activity of elastases
pathogenic for carp strains of A. hydrophila
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WNIOSKI

Pory roku maja wyrazny wpltyw na aktywno$¢ inhibicyjna $§luzu i surowicy karpi
zdrowych w stosunku do kazeinaz i elastaz supernatantéw patogennych dla nich
szczepow bakteryjnych.

Aktywno$¢ inhibicyjna §luzu i surowicy karpi zdrowych byta znacznie nizsza wiosna
niz latem i jesienig. Obserwowana podobna temperatura wody wiosna i jesienig pozwala
wnioskowa¢ o wigkszym wptywie pory roku na t¢ zalezno$¢ niz temperatury wody. Tym
tez mozna tlumaczy¢ zwigkszong podatno$¢ ryb w okresie wiosennym na dzialanie bak-
teryjnych czynnikow patogennych.
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SUMMARY

The carp (Cyprinus carpio L.) is a teleost fish which has always been an important species for
aquaculture. As such, there is a need for basic data on the biology of this species and in particular
for the immune system. Thus, the aim of this study was to investigate the inhibition activity of
mucus and serum of carp in relation to A. hydrophila proteases in three different seasons: spring,
summer, and autumn. In relation to bacterial caseinases, percent inhibition activity (PIA) of carp
mucus taken during the spring demonstrated the lowest activity (59.8% +4.8), whilst the greatest
activity in summer (64.7% +6.7) and autumn (71.5% +3.4). In relation to elastases, PIA of mucus
were lower during the spring (37.3% #+5.1) than in summer (47.2% +6.5) and autumn (49.1%
+4.7). PIA serum in relation to caseinases were lower in spring (58.2% + 5.8) than in summer
(74.5% +4.8) and autumn (76.3% =+ 5.0), whilst PIA of serum in relation to elastases were 40.7% +
5.5,52.9% + 3.7 and 55.2% =+ 3.7 respectively. These results clearly showed that during the spring
and autumn there was a strong increase in inhibitory activity of carp mucus and serum in relation to A.
hydrophila caseinases and elastases, and are consistent with the hypothesis that immune response of
fish is dependent on season of year.
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