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

 III. Wpływ siarczanu miedzi, trichlorfonu i wapna palonego 
Inhibitory activity of the mucus and serum of carp (Cyprinus carpio L.) 

in relation to Aeromonas hydrophila proteases  
III. Influence of copper sulphate, trichlorfon and burnt lime 

STRESZCZENIE 

Siarczan miedzi, Neguvon® i wapno palone s� u�ywane w profilaktyce i leczeniu  infekcji pa-
so�ytniczych ryb. Wpływ tych zwi�zków na infekcje paso�ytnicze był ju� badany. Wpływ siarcza-
nu miedzi, Neguvonu i wapna palonego na inhibicyjn� aktywno�� �luzu i surowicy w stosunku do 
proteaz A. hydrophila wymaga wyja�nienia. Niniejsze badania dowodz�, �e czasowa ekspozycja 
ryb na siarczan miedzi (0,3 mg/l; 12 godz), Neguvon® (1 ppm; 48 h) i wapno palone (3 d i 10 d; 
pH 8,5–8,8) hamowała inhibicyjne aktywno�ci �luzu i surowic w stosunku do kazeinaz i elastaz A. 
hydrophila w porównaniu z grup� kontroln�. 
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WST�P 

Intensyfikacja procesu hodowlanego ryb sprzyja rozwojowi wielu chorób zaka�nych, co 
sprawia, �e ryby cz�sto poddawane s� zabiegom profilaktycznym i leczniczym. Spo�ród �rodków 
profilaktycznych i leczniczych ci�gle jeszcze u�ywa si� w akwakulturze: siarczanu miedzi, tri-
chlorfonu (Neguvon®) i wapna palonego.  

Siarczan miedzi jest u�ywany do zwalczania w stawach glonów [Schnick i in. 1986; Straus 
2003]. Stosuje si� go do niszczenia glonów nitkowatych, jak Chara, Cladophora, Spirogyra, oraz 
przeciwko „zakwitom” tzw. planktonu ro�linnego. St��enie siarczanu miedzi wymagane do niszczenia 
glonów zale�y od temperatury wody oraz od jej zasobno�ci w zwi�zki organiczne i mineralne.  
W wodach kwa�nych u�ywa si� st��e� 0,4–1 mg L-1, natomiast w wodach alkalicznych 1,5–2 mg L-1. 
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St��enie 1,5 mg L-1 CuSO4 w wodzie o pH 7,2 i temperaturze 16°C nie wywołuje skutków gro�-
nych dla �ycia karpi, pstr�gów t�czowych, lipieni, linów, wio�larek, larw sk�poszczetów i �lima-
ków [Bernatowicz i Wolny 1969]. Granica toksyczno�ci CuSO4 wynosi około 300 mg na kg masy 
organizmów �ywych, za� dawka Cu 0,2 g m-3 wody jest szkodliwa dla organizmu człowieka [Gu-
ziur 2001]. Siarczan miedzi stosowany jest równie� do zwalczania paso�ytniczych dla ryb pier-
wotniaków i pijawek [Straus 2003]. 

Trichlorfon – O,O-dwumetylofosfonian 2,2,2-trójchloro-1-hydroksyetylu – jest substancj� 
krystaliczn� o temperaturze topnienia 80oC. Słabo rozpuszczalny w wodzie (15%) ma III klas� 
toksyczno�ci dla ludzi i zwierz�t stałocieplnych. Stosowany jest głównie do ochrony ro�lin.  
W akwakulturze Neguvon® (trichlorfonem) leczy niektóre choroby paso�ytnicze ryb, wywołane 
przez płazi�ce, oble�ce, pijawki i skorupiaki [VanDuijn 1973; Antychowicz 1990; Prost 1994; 
Noga 1996]. 

Wapnowanie stawów, poza dostarczeniem wapnia potrzebnego ro�linom i zwierz�tom do 
rozwoju, wpływa równie� na popraw� wła�ciwo�ci fizykochemicznych wody. Ma działanie od-
kwaszaj�ce poprzez wi�zanie powstaj�cych w wodzie kwasów. Odgrywa rol� czynnika magazynu-
j�cego dwutlenek w�gla, który jest potrzebny ro�linom do produkcji masy organicznej. Stabilizuje 
równie� warto�� pH wody, jak równie� wykazuje wła�ciwo�ci odka�aj�ce. Wapno u�ywa si� 
najcz��ciej w postaci tlenku wapnia, otrzymanego poprzez wypalanie w�glanów wapnia. Przy 
wapnowaniu stawów bezpo�rednio na wod� u�ywa si� najcz��ciej dawki 100–200 kg CaO/ha 
[Stegman i Wieniawski 1956]. 

Ryby hodowlane s� nara�one na działanie ró�nych �rodków chemicznych stosowanych do 
wody w celach profilaktycznych i leczniczych. Maj�c to na uwadze, zało�eniem pracy było pozna-
nie wpływu siarczanu miedzi, trichlorfonu i wapna palonego na aktywno�� �luzu i surowicy karpi 
w stosunku do proteaz szczepów bakteryjnych z rodzaju Aeromonas patogennych dla karpi. 

MATERIAŁ I METODY 

Materiałem do bada� były karpie w ilo�ci 150 sztuk, o masie 350–400 g, które podzielono na 
cztery grupy do�wiadczalne (ka�da po 30 sztuk) oraz pi�t� grup� kontroln�, obejmuj�c� 30 ryb: 

– grup� I stanowiły ryby poddane działaniu siarczanu miedzi w k�pieli trwaj�cej 12 godz.  
w st��eniu 0,3 mg L-1 wody; 

grup� II – ryby poddane działaniu  trichlorfonu (Neguvon®) w  k�pieli trwaj�cej 2 dni w 
st��eniu 1 ppm; 

– grup� III – ryby poddane działaniu wapna palonego dodawanego do wody w akwarium do 
uzyskania pH 8,5–8,8; czas trwania k�pieli wynosił 2 dni; 

– grup� IV – ryby poddane działaniu wapna palonego dodawanego do wody w akwarium do 
uzyskania pH 8,5–8,8; czas trwania k�pieli wynosił 10 dni; 

– grup� V – stanowiły ryby kontrolne, które nie poddano działaniu �adnego z wymienionych 
zwi�zków. 

Podczas do�wiadczenia ryby przetrzymywano w akwariach dobrze napowietrzanych, tempera-
tura wody wynosiła 18°C, pH 7,0–7,4, a zawarto�� tlenu 7 ±2 mg L-1. Materiał do bada� (�luz i 
krew) pobierano bezpo�rednio po zako�czeniu k�pieli.  

	luz zbierano z powierzchni ciała mechanicznie, a krew pobierano pipet� pasterowsk� bez-
po�rednio z serca. 	luz do badania aktywno�ci inhibicyjnej wobec proteaz bakteryjnych przygo-
towano według metody własnej, polegaj�cej na łagodnym wytrz�saniu zebranego �luzu z buforem 
fosforanowym (w stosunku 1:1) przez 2 godz. w temp 4°C. Nast�pnie t� mieszanin� wiro- 
wano przy 8000 x g przez 30 min w temp. 4°C. W uzyskanym supernatancie oznaczano poziom 
białka całkowitego metod� Bradforda [1976]. W badanych próbkach doprowadzano poziom białka 
całkowitego do st��enia 0,125 g% przy u�yciu 0,1 M buforu fosforanowego. Po inkubacji przygoto-
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wanego �luzu (30 min w 28°C) z supernatantem bakterii z rodzaju Aeromonas badano aktywno�� 
kazeinazow� i elastazow�.  

Uzyskane surowice słu�yły do badania ich wła�ciwo�ci inhibicyjnych w stosunku do kazeinaz i 
elastaz supernatantów bakterii z rodzaju Aeromonas. W tym celu równ� obj�to�� surowicy i super-
natantu inkubowano przez 30 min w 28°C, a nast�pnie badano aktywno�� kazeinazow� i elastazow�. 

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

Supernatant A. hydrophila F6/95 uzyskiwano z 24-godzinnej hodowli bakterii na bulionie 
tryptozowo-sojowym (TSB, Sigma, 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 wiro- 
wano 30 min przy 8000 x g w temp. 4°C. 

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

WYNIKI 

Zastosowanie siarczanu miedzi (grupa I) w k�pieli leczniczej dla ryb (0,3 mg L-1 
wody przez 12 godzin) spowodowało statystycznie istotne obni�enie inhibicyjnych wła�-
ciwo�ci �luzu i surowicy w stosunku do kazeinaz (43,0% dla �luzu; 65,0% dla surowic) w 
porównaniu z grup� kontroln� (64,2% dla �luzu; 79,2% dla surowic) i elastaz (31,5% dla 
�luzu; 32,0% dla surowic) supernatantu A. hydrophila F6/95 w porównaniu z grup� kon-
troln� (44,0% dla �luzu; 43,2% dla surowic) – rys. 1, 2. 

Zastosowanie Neguvonu (grupa II) w dawce 1 ppm w k�pieli trwaj�cej 48 godzin 
spowodowało statystycznie istotne obni�enie inhibicyjnych wła�ciwo�ci �luzu i surowicy 
w stosunku do kazeinaz (57,0% dla �luzu; 69,7% dla surowic) w porównaniu z grup� 
kontroln� (64,2% dla �luzu, 79,2 dla surowic) i elastaz supernatantu A. hydrophila F6/95 
(38,0% dla �luzu; 39,5% dla surowic) w porównaniu z grup� kontroln� (44,0% dla �luzu; 
43,2% dla surowic) – rys. 1, 2. 

Przebywanie ryb przez 3 i 10 dni w wodzie o pH 8,5–8,8 (grupa III i IV) spowo-
dowało statystycznie istotne obni�enie inhibicyjnych wła�ciwo�ci �luzu i surowicy w 
stosunku do kazeinaz (w grupie III: 48,3% dla �luzu i 61,0% dla surowic; w grupie IV: 
53,3% dla �luzu i 67,7% dla surowic) w porównaniu z grup� kontroln� (64,2% dla �luzu, 
79,2 dla surowic) i elastaz supernatantu A. hydrophila F6/95 (w grupie III: 33,7% dla 
�luzu i 35,0% dla surowic; w grupie IV: 38,0% dla �luzu i 38,0% dla surowic) w porów-
naniu z grup� kontroln� (44,0% dla �luzu; 43,2% dla surowic) – rys. 1, 2. 

 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Uzyskane wyniki bada� nad stopniem hamowania aktywno�ci kazeinazowej i elasta-
zowej supernatantu A. hydrophila F6/95 przez �luz i surowic� karpi poddanych w k�pieli 
działaniu siarczanu miedzi, w dawce 0,3 mg/l wody, wskazuj� na statystycznie istotne 
obni�enie inhibicyjnych wła�ciwo�ci �luzu i surowicy ryb. Nale�y przypuszcza�, �e po 
zastosowaniu k�pieli leczniczych u ryb przeciwko chorobom wywołanym przez grzyby, 
pierwotniaki i glony zwi�kszy si� ich podatno�� na działanie bakteryjnych czynników 
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patogennych. Potwierdzaj� to badania innych autorów [Rodsaether i in. 1977; Knittel 
1981; Baker i in. 1983]. Na działanie osłabiaj�ce układ odporno�ciowy ryb i zwi�kszenie 
podatno�ci w�gorzy na infekcie bakterii warunkowo chorobotwórczych po działaniu 
miedzi zwracaj� uwag� tak�e inni autorzy [Rodsaether i in. 1977].  
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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. Hamuj�cy wpływ surowic karpi poddanych działaniu: siarczanu miedzi, Neguvonu®  

i wapna palonego w stosunku do kazeinaz (a) i elastaz (b) bakterii z rodzaju Aeromonas  
Fig. 1. Inhibitory activity of the serum of carp (Cyprinus carpio L.) in relation to Aeromonas 
hydrophila caseinases and elastases. Influence of copper sulphate, trichlorfon and burnt lime 
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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. 2. Hamuj�cy wpływ �luzu karpi poddanych działaniu: siarczanu miedzi, Neguvonu® i wapna 

palonego w stosunku do kazeinaz (a) i elastaz (b) bakterii z rodzaju Aeromonas   
Fig. 2. Inhibitory activity of the mucus of carp (Cyprinus carpio L.) in relation to Aeromonas 
hydrophila caseinases and elastases. Influence of copper sulphate, trichlorfon and burnt lime 

 
 
Ju� wiele lat temu udowodniono, �e preparaty fosforoorganiczne stosowane w lecze-

niu paso�ytów zewn�trznych u karpi nie s� bezpieczne, zarówno dla zdrowia ryb, jak i 
ludzi. Niektóre badania udowadniaj� ich supresyjne działanie na układ immunologiczny 
ryb [Cossarini-Dunier i in. 1987, 1990, 1991; Siwicki i in. 1990], jak równie� na zdrowie 
człowieka [Czeizel 1996]. W wielu krajach zachodnich zakazano stosowania trichlorfonu 
w akwakulturze.  Badania własne dotycz�ce inhibicyjnego wpływu surowicy i �luzu karpi 
poddanych działaniu Neguvonu® w stosunku do kazeinaz i elastaz supernatantów  
A. hydrophila równie� zwracaj� uwag� na spadek potencjału obronnego karpi poprzez 
obni�enie hamuj�cego działania �luzu i surowicy wobec bakterii patogennych.  
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W cyklu hodowlanym karpi wapno palone stosuje si� cz�sto bezpo�rednio do sta-
wów w celach profilaktycznych i leczniczych. W dost�pnym pi�miennictwie brak danych 
dotycz�cych wpływu wapna palonego na aktywno�� układu immunologicznego ryb. Na 
podstawie wyników uzyskanych w badaniach własnych nale�y przypuszcza�, �e wapno 
palone stosowane bezpo�rednio do stawów obsadzonych rybami b�dzie miało nieko-
rzystny wpływ na stan obronny ryb. Spadek aktywno�ci inhibicyjnej �luzu i surowicy 
karpi w stosunku do kazeinaz i elastaz Aeromonas hydrophila powoduje obni�enie progu 
pierwszej bariery obronnej ryb, pozwalaj�c na kolonizacj� i inwazj� bakterii. 

WNIOSKI 

Stosowanie siarczanu miedzi, Neguvonu®, jak równie� wapna palonego bezpo�rednio 
do stawów w celach profilaktycznych i leczniczych znacznie obni�a wła�ciwo�ci inhibi-
cyjne �luzu i surowicy karpi w stosunku do proteaz supernatantów patogennych szczepów 
bakteryjnych. Spadek aktywno�ci inhibicyjnej �luzu i surowicy karpi powoduje równie� 
obni�enie progu pierwszej bariery obronnej organizmu przeciwko drobnoustrojom. 
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SUMMARY 

Copper sulphate, Neguvon and burnt lime are used for control and prophylaxis of parasitic in-
fections in fish farms, and the effects of these chemicals on parasite infections have already been 
studied. However, the effect of copper sulphate, Neguvon and burn lime on the serum and skin 
mucus inhibitory activity in relation to A. hydrophila proteases still needs elucidation. The present 
study revealed that the exposure of carp to copper sulphate, Neguvon and burn lime affected the 
mucus and serum antiproteolytic activity. Limited exposure of fish on copper sulphate (0.3 mg L-1; 
12 h), Neguvon (1 ppm; 48 h) and burn lime (3 d and 10 d; pH 8.5–8.8) inhibited inhibitory activ-
ity of mucus and serum in relation to A. hydrophila caseinases and elastases compared with con-
trol group. 

 
Key words: Aeromonas, fish, proteases, copper sulphate, trichlorphon, burnt lime  
 
 


