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Hamowanie aktywno�ci proteazowej Aeromonas hydrophila  
przez �luz i surowic� karpia (Cyprinus carpio L.) 

II. Wpływ 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, �e odpowied� immunologiczna zwierz�t zmiennocieplnych zale�na jest od pory 
roku. W celu okre�lenia jak zmienia si� antyproteolityczna aktywno�� surowicy i �luzu z po-
wierzchni ciała karpia w ró�nych porach roku pod wpływem stresu wykonan�  niniejsz� prac�.  

Zbadano poziom hamowania aktywno�ci bakteryjnych proteaz przez �luz i surowice karpi 
zdrowych poddanych działaniu stresu transportowego. Wpływ �luzu karpi poddanych stresowi 
transportowemu w sezonie wiosennym, letnim i jesiennym na procent hamowania bakteryjnych 
kazeinaz był statystycznie ni�szy u ryb poddanych stresowi ni� w grupach kontrolnych. Hamowa-
nie bakteryjnych elastaz było znacz�co ni�sze w porównaniu z grup� kontroln� u ryb poddanych 
stresowi, tylko w sezonie wiosennym. Wpływ surowicy karpi na procent hamowania bakteryjnych 
proteaz, kazeinaz i elastaz był znacz�co ni�szy u ryb poddanych stresowi w sezonie wiosennym, 
letnim i jesiennym. 

 
Słowa kluczowe: Aeromonas, stres, proteazy 

WST�P 

W gospodarstwach hoduj�cych ryby jednym z bardziej wa�nych czynników oddziałuj�cych 
ujemnie na zdrowotno�� ryb s� ich cz�ste odłowy i stres wywołany transportortem [Ross i Ross 
1999; Urbinati i in. 2004]. Szczególnie niekorzystnie działa na ryby odłów wiosenny, kiedy ryby 
maj� osłabion� odporno�� ogóln� po długim okresie zimowania [Stegman i Wieniawski 1956]. 

Pomimo post�pu w badaniach nad proteazami bakteryjnymi, ich rola w patogenezie chorób 
ryb nie jest dokładnie poznana [Shotts i in. 1985; Pourreau 1990; Chabot i Thune 1991]. Równie� 
nie jest dokładnie poznana rola inhibitorów proteaz bakteryjnych zawartych w �luzie i surowicy 
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ryb, jak równie� rola czynników mog�cych powodowa� osłabienie aktywno�ci tych inhibitorów. 
Poznanie tych zale�no�ci wyja�niłoby przyczyny osłabienia inhibicyjnych wła�ciwo�ci �luzu i 
surowicy ryb w stosunku do proteaz bakteryjnych i wyst�pienia choroby. Dotychczasowe badania 
skupiaj� si� głównie na charakterystyce poszczególnych wska�ników odporno�ci immunologicznej 
ryb zdrowych i chorych, natomiast w niewielkim stopniu dotycz� wzajemnych zale�no�ci pomi�-
dzy układem proteolitycznym bakterii a układem inhibicyjnym �luzu i surowicy ryb. Wydaje si�, 
�e układ ten powinien by� zale�ny od szeregu czynników �rodowiskowych, a wyj�tkowa wra�li-
wo�� ryb na wpływ tych czynników (temperatura, pory roku, stres manipulacyjny) mo�e by� przy-
czyn� okresowych zmian w ich podatno�ci na wyst�pienie chorób wirusowych, bakteryjnych i 
paso�ytniczych. 

Ryby hodowlane, a w tym karpie, s� nara�one w znacznie wi�kszym stopniu ni� ryby nieho-
dowlane na czynniki stresowe. Podczas cyklu produkcyjnego w stawach odbywa si� kilkakrotny 
odłów i transport ryb. Dlatego te� zało�eniem pracy było poznanie wpływu tych czynników stre-
sowych na aktywno�� �luzu i surowicy karpi w stosunku do proteaz szczepów bakteryjnych z 
rodzaju Aeromonas patogennych dla karpi. 

MATERIAŁ I METODY 

Materiałem do bada� był �luz i krew pobrane od karpi bezpo�rednio po transporcie do Lub-
lina z obiektu hodowlanego w Zagrodzie (odległo�� ok. 80 km). Badania prowadzono wiosn�, 
latem i jesieni�. Jednorazowo w ka�dym sezonie pobierano �luz od około 120 ryb do 6 prób (od 
20 ryb do ka�dej), natomiast krew od 50 ryb. Kontrol� stanowiły ryby, od których pobrano �luz i 
krew bezpo�rednio po odłowie. Uzyskany �luz i surowice słu�yły do badania ich wła�ciwo�ci 
inhibicyjnych w stosunku do aktywno�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. Zawiesin� hodowli 
bakteryjnej doprowadzano do g�sto�ci 1 ×  107 CFU w 1 ml metod� spektrofotometryczn�, a 
nast�pnie wirowano 30 min przy 8000 × g w temp. 4°C [Guz 1997]. 

Badanie stopnia aktywno�ci kazeinazowej wykonano zgodnie z Leunge’em i Stevensonem 
[1988], z niewielkimi modyfikacjami własnymi, natomiast aktywno�� elastazow� wykonano me-
tod� Mateosa i in. [1993] z niewielkimi modyfikacjami własnymi [Guz 1997]. 

 Uzyskane wyniki bada� poddano analizie statystycznej testem t-Studenta przy u�yciu pro-
gramu InStat. 

WYNIKI 

	redni procent inhibicji aktywno�ci kazeinazowej supernatantu A. hydrophila F6/95 
przez �luz karpi był statystycznie istotnie ni�szy po transporcie ryb zarówno wiosn�, 
latem i jesieni� ni� u ryb grupy kontrolnej, niepoddanej działaniu tego czynnika. Ró�nice 
statystycznie istotne kształtowały si� na poziomie p > 0,05 (rys. 1).  

	redni procent inhibicji aktywno�ci elastazowej supernatantu A. hydrophila F6/95 
przez �luz karpi był statystycznie istotnie ni�szy po transporcie ryb wiosn� ni� u ryb 
grupy kontrolnej (p < 0,05). Wyniki uzyskane latem i jesieni� nie ró�niły si� 
statystycznie istotnie od wyników grupy kontrolnej (rys. 1). 

	redni procent inhibicji aktywno�ci kazeinazowej i elastazowej supernatantu bakterii 
A. hydrophila przez surowice karpi był statystycznie istotnie ni�szy po transporcie ryb 
zarówno wiosn�, latem i jesieni� ni� u ryb grupy kontrolnej (rys. 2). 
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*(p < 0,05) ró�nica statystycznie istotna w porównaniu z grup� kontroln� – statistically significant 
difference in comparison with control group 

 
Rys. 1. Wpływ �luzu karpi transportowanych w okresie wiosennym, letnim i jesiennym na procent 

inhibicji aktywno�ci 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) – ró�nice statystycznie istotne w porównaniu z grup� kontroln�  

– statistically significant differences in comparison with control group 
 

Rys. 2. Wpływ surowic karpi transportowanych w okresie wiosennym, letnim i jesiennym  
na procent inhibicji aktywno�ci 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 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Intensywna hodowla ryb powoduje, �e zwierz�ta te s� nara�one na działanie wielu 
czynników stresotwórczych, do których nale��: du�e zag�szczenie ryb, deficyt tlenowy, 
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wysoki poziom szczególnie toksycznych metabolitów, np. amoniaku, oraz wszelkie ma-
nipulacje jak odłów i transport [Rottmann i in. 1992]. Udowodniono, �e ryby przebywa-
j�ce w du�ym zag�szczeniu wydzielaj� feromonopodobne substancje, które wpływaj� 
supresyjnie na układ immunologiczny [Avtalion 1981]. Niektóre prace zwracaj� szczególn� 
uwag� na transport jako silny czynnik stresotwórczy dla ryb [Wohlfarth i in. 1970; Picker-
ing i in. 1982; Sopi�ska 1983, 1984; Zapata i in. 1992; Yin 1995]. W nast�pstwie działania 
tego czynnika stwierdzano wzrost zachorowalno�ci i �miertelno�ci u ryb. Przyczyn� tego 
jest przypuszczalnie, podobnie jak u kr�gowców wy�szych, osłabienie układu immu-
nologicznego.  

Wyniki bada� własnych dotycz�ce aktywno�ci inhibicyjnej �luzu i surowicy karpi na 
aktywno�� kazeinazow� i elastazow� supernatantów patogennych dla karpi szczepów 
bakteryjnych z rodzaju Aeromonas wskazuj� na znaczne obni�enie stopnia hamowania 
aktywno�ci proteolitycznej bakterii przez �luz i surowic� karpi transportowych zarówno 
wiosn�, latem i jesieni� (rys. 1, 2). Badania te szczegółowo wyja�niaj� bezpo�redni� 
zale�no�� aktywno�ci obronnej ryb przeciw drobnoustrojom od działania czynników 
stresotwórczych. 

WNIOSKI 

Transport, b�d�c przyczyn� stresu u ryb, znacznie obni�a stopie� hamowania akty-
wno�ci proteolitycznej bakterii przez �luz i surowic� karpi zdrowych. Zale�no�� t� 
stwierdzano wiosn�, latem i jesieni�. Dlatego te� mo�na przypuszcza�, �e w nast�pstwie 
działania czynnika stresowego nast�pił wzrost podatno�ci 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.  
 
Key words: Aeromonas, stress, proteases  

 

 


