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Hamowanie aktywnosci proteazowej Aeromonas hydrophila
przez Sluz i surowice karpia (Cyprinus carpio L.)
11. Wpltyw stresu transportowego

Inhibitory activity of the mucus and serum of carp (Cyprinus carpio L.)
in relation to Aeromonas hydrophila proteases
II. Effect of transport stress

STRESZCZENIE

Wiadomo, ze odpowiedz immunologiczna zwierzat zmiennocieplnych zalezna jest od pory
roku. W celu okreslenia jak zmienia si¢ antyproteolityczna aktywnos$¢ surowicy i §luzu z po-
wierzchni ciata karpia w réznych porach roku pod wplywem stresu wykonana niniejsza praca.

Zbadano poziom hamowania aktywnosci bakteryjnych proteaz przez §luz i surowice karpi
zdrowych poddanych dziataniu stresu transportowego. Wplyw $luzu karpi poddanych stresowi
transportowemu w sezonie wiosennym, letnim i jesiennym na procent hamowania bakteryjnych
kazeinaz byl statystycznie nizszy u ryb poddanych stresowi niz w grupach kontrolnych. Hamowa-
nie bakteryjnych elastaz byto znaczaco nizsze w poréwnaniu z grupa kontrolng u ryb poddanych
stresowi, tylko w sezonie wiosennym. Wpltyw surowicy karpi na procent hamowania bakteryjnych
proteaz, kazeinaz i elastaz byl znaczaco nizszy u ryb poddanych stresowi w sezonie wiosennym,
letnim i jesiennym.

Stowa kluczowe: Aeromonas, stres, proteazy

WSTEP

W gospodarstwach hodujacych ryby jednym z bardziej waznych czynnikéw oddziatujacych
ujemnie na zdrowotno$¢ ryb sa ich czeste odlowy i stres wywolany transportortem [Ross i Ross
1999; Urbinati i in. 2004]. Szczegdlnie niekorzystnie dziata na ryby odtéw wiosenny, kiedy ryby
maja ostabiong odporno$¢ ogdlna po dtugim okresie zimowania [Stegman i Wieniawski 1956].

Pomimo postgpu w badaniach nad proteazami bakteryjnymi, ich rola w patogenezie chor6b
ryb nie jest doktadnie poznana [Shotts i in. 1985; Pourreau 1990; Chabot i Thune 1991]. Réwniez
nie jest dokladnie poznana rola inhibitoréw proteaz bakteryjnych zawartych w $luzie i surowicy



104 L.GUZ

ryb, jak réwniez rola czynnikéw mogacych powodowac ostabienie aktywnosci tych inhibitoréw.
Poznanie tych zalezno$ci wyjasnitoby przyczyny ostabienia inhibicyjnych wilasciwosci $luzu i
surowicy ryb w stosunku do proteaz bakteryjnych i wystapienia choroby. Dotychczasowe badania
skupiaja si¢ gtéwnie na charakterystyce poszczeg6lnych wskaznikéw odpornosci immunologiczne;j
ryb zdrowych i chorych, natomiast w niewielkim stopniu dotycza wzajemnych zalezno$ci pomig-
dzy uktadem proteolitycznym bakterii a uktadem inhibicyjnym §luzu i surowicy ryb. Wydaje sig,
ze uktad ten powinien by¢ zalezny od szeregu czynnikéw srodowiskowych, a wyjatkowa wrazli-
wos¢ ryb na wplyw tych czynnikéw (temperatura, pory roku, stres manipulacyjny) moze by¢ przy-
czyna okresowych zmian w ich podatno$ci na wystapienie choréb wirusowych, bakteryjnych i
pasozytniczych.

Ryby hodowlane, a w tym karpie, sa narazone w znacznie wigkszym stopniu niz ryby nieho-
dowlane na czynniki stresowe. Podczas cyklu produkcyjnego w stawach odbywa sig kilkakrotny
odtéw i transport ryb. Dlatego tez zalozeniem pracy bylo poznanie wptywu tych czynnikéw stre-
sowych na aktywno$¢ sluzu i surowicy karpi w stosunku do proteaz szczepdw bakteryjnych z
rodzaju Aeromonas patogennych dla karpi.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byt §luz i krew pobrane od karpi bezposrednio po transporcie do Lub-
lina z obiektu hodowlanego w Zagrodzie (odlegtos¢ ok. 80 km). Badania prowadzono wiosna,
latem i jesienia. Jednorazowo w kazdym sezonie pobierano $luz od okoto 120 ryb do 6 préb (od
20 ryb do kazdej), natomiast krew od 50 ryb. Kontrolg stanowity ryby, od ktérych pobrano $luz i
krew bezposrednio po odlowie. Uzyskany §luz i surowice stuzyly do badania ich wiasciwosci
inhibicyjnych w stosunku do aktywnos$ci kazeinazowej i elastazowej supernatantantu patogennej
dla karpi bakterii A. hydrophila F6/95. Supernatant uzyskiwano z 24-godzinnej hodowli bakterii
na bulionie tryptozowo-sojowym (TSB, Sigma i 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 [Guz 1997].

Badanie stopnia aktywnosci kazeinazowej wykonano zgodnie z Leunge’em i Stevensonem
[1988], z niewielkimi modyfikacjami wiasnymi, natomiast aktywnos$¢ elastazowa wykonano me-
toda Mateosa i in. [1993] z niewielkimi modyfikacjami wiasnymi [Guz 1997].

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

WYNIKI

Sredni procent inhibicji aktywnosci kazeinazowej supernatantu A. hydrophila F6/95
przez $luz karpi byt statystycznie istotnie nizszy po transporcie ryb zaréwno wiosna,
latem i jesienia niz u ryb grupy kontrolnej, niepoddanej dziataniu tego czynnika. R6znice
statystycznie istotne ksztaltowaly si¢ na poziomie p > 0,05 (rys. 1).

Sredni procent inhibicji aktywnosci elastazowej supernatantu A. hydrophila F6/95
przez $luz karpi byl statystycznie istotnie nizszy po transporcie ryb wiosna niz u ryb
grupy kontrolnej (p < 0,05). Wyniki uzyskane latem i jesienia nie réznily sig
statystycznie istotnie od wynikéw grupy kontrolnej (rys. 1).

Sredni procent inhibicji aktywnosci kazeinazowej i elastazowej supernatantu bakterii
A. hydrophila przez surowice karpi byl statystycznie istotnie nizszy po transporcie ryb
zarOwno wiosna, latem i jesienia niz u ryb grupy kontrolnej (rys. 2).



HAMOWANIE AKTYWNOSCI PROTEAZOWET ... (CZ. TI)

105

90 -
80 -
70 4
60 4
50 4
40 -
30 -

% inhibicji kazeinaz

20 -
10 A

|

wiosna

7 )

lato jesien

O kontrola
m@transport

60

50

40 1

30 -

% inhibicji elastaz

20 -

10 A

I

wiosna

lato jesien

O kontrola
Atransport

*(p < 0,05) réznica statystycznie istotna w poréwnaniu z grupa kontrolna — statistically significant

difference in comparison with control group

Rys. 1. Wptyw §luzu karpi transportowanych w okresie wiosennym, letnim i jesiennym na procent
inhibicji aktywnosci bakteryjnych kazeinaz i elastaz

Fig. 1. The effect of mucus of carps under the influence of transport stress in such seasons as: spring,
summer, and autumn, on the percentage of inhibition of bacterial caseinases and elastases activity
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*(p <0,05), ** (p < 0,01) — réznice statystycznie istotne w poréwnaniu z grupg kontrolna
— statistically significant differences in comparison with control group

Rys. 2. Wptyw surowic karpi transportowanych w okresie wiosennym, letnim i jesiennym
na procent inhibicji aktywnosci bakteryjnych kazeinaz i elastaz
Fig. 2. The effect of serum of carps under the influence of transport stress in such seasons as:
spring, summer, and autumn, on the percentage of inhibition of bacterial caseinases and elastases
activity

OMOWIENIE WYNIKOW

Intensywna hodowla ryb powoduje, ze zwierzgta te sa narazone na dziatanie wielu
czynnikéw stresotworczych, do ktérych naleza: duze zaggszczenie ryb, deficyt tlenowy,
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wysoki poziom szczegdlnie toksycznych metabolitow, np. amoniaku, oraz wszelkie ma-
nipulacje jak odtéw i transport [Rottmann i in. 1992]. Udowodniono, Ze ryby przebywa-
jace w duzym zaggszczeniu wydzielaja feromonopodobne substancje, ktére wplywaja
supresyjnie na uktad immunologiczny [Avtalion 1981]. Niektore prace zwracaja szczegdlna
uwagg na transport jako silny czynnik stresotworczy dla ryb [Wohlfarth i in. 1970; Picker-
ing i in. 1982; Sopinska 1983, 1984; Zapata i in. 1992; Yin 1995]. W nastgpstwie dziatania
tego czynnika stwierdzano wzrost zachorowalnosci i $miertelno$ci u ryb. Przyczyng tego
jest przypuszczalnie, podobnie jak u krggowcéw wyzszych, ostabienie uktadu immu-
nologicznego.

Wyniki badan wlasnych dotyczace aktywnosci inhibicyjnej §luzu i surowicy karpi na
aktywno$¢ kazeinazowa i elastazowa supernatantéw patogennych dla karpi szczepow
bakteryjnych z rodzaju Aeromonas wskazuja na znaczne obnizenie stopnia hamowania
aktywnosci proteolitycznej bakterii przez §luz i surowicg karpi transportowych zaréwno
wiosng, latem i jesienia (rys. 1, 2). Badania te szczegélowo wyjasniaja bezpo$rednia
zalezno$¢ aktywno$ci obronnej ryb przeciw drobnoustrojom od dziatania czynnikéw
stresotwoérczych.

WNIOSKI

Transport, bgdac przyczyna stresu u ryb, znacznie obniza stopien hamowania akty-
wnosci proteolitycznej bakterii przez §luz i surowicg karpi zdrowych. Zaleznos$¢ tg
stwierdzano wiosna, latem i jesienia. Dlatego tez mozna przypuszczaé, ze w nastgpstwie
dzialania czynnika stresowego nastapit wzrost podatnosci ryb na infekcje bakteryjne.
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SUMMARY

It is known that immune response of ectothermal animals varies seasonally. The present study
was investigated in order to understand how the carp skin mucus and serum antiproteolitic activity
changes in different seasons under the influence of transport stress. In this study, the level of
inhibition of bacterial proteases activities by serum and mucus of healthy carps under the influence
of transport stress, was investigated. The effect of mucus of carps being under the influence of
transport stress in such seasons as: spring, summer and autumn, on the percentage of inhibition of
bacterial caseinases was significantly lower in case of fish being under the influence of stressful
conditions than in control groups. On the other hand, only in spring the inhibition of bacterial
elastases was significantly lower in case of fish being under the influence of stressful conditions
than in the control group. The effect of carp serum on the percentage of inhibition of bacterial
proteases, caseinases and elastases was significantly lower in case of fish being under the influence
of stressful conditions in such seasons as: spring, summer and autumn.
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