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LESZEK GUZ

Hamowanie aktywnosci proteazowej Aeromonas hydrophila
przez Sluz i surowice karpia (Cyprinus carpio L.)
III. Wptyw 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 sa uzywane w profilaktyce i leczeniu infekcji pa-

sozytniczych ryb. Wptyw tych zwiazkéw na infekcje pasozytnicze byl juz badany. Wptyw siarcza-
nu miedzi, Neguvonu i wapna palonego na inhibicyjna aktywnos¢ §luzu i surowicy w stosunku do
proteaz A. hydrophila wymaga wyjasnienia. Niniejsze badania dowodza, ze 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) hamowata inhibicyjne aktywnosci $luzu i surowic w stosunku do kazeinaz i elastaz A.
hydrophila w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Stowa kluczowe: Aeromonas, ryby, proteazy, siarczan miedzi, trichlorfon, wapno palone

WSTEP

Intensyfikacja procesu hodowlanego ryb sprzyja rozwojowi wielu choréb zakaznych, co
sprawia, ze ryby czgsto poddawane sa zabiegom profilaktycznym i leczniczym. Sposréd srodkéw
profilaktycznych i leczniczych ciagle jeszcze uzywa si¢ w akwakulturze: siarczanu miedzi, tri-
chlorfonu (Neguvon®) i wapna palonego.

Siarczan miedzi jest uzywany do zwalczania w stawach glonéw [Schnick i in. 1986; Straus
2003]. Stosuje si¢ go do niszczenia glonéw nitkowatych, jak Chara, Cladophora, Spirogyra, oraz
przeciwko ,,zakwitom” tzw. planktonu roslinnego. Stgzenie siarczanu miedzi wymagane do niszczenia
glonéw zalezy od temperatury wody oraz od jej zasobnosci w zwiazki organiczne i mineralne.
W wodach kwasnych uzywa sig stezen 0,4—1 mg L™, natomiast w wodach alkalicznych 1,5-2 mg L™,
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Stezenie 1,5 mg L' CuSO, w wodzie o pH 7,2 i temperaturze 16°C nie wywoluje skutkéw groz-
nych dla zycia karpi, pstragéw tgczowych, lipieni, lindw, wioslarek, larw skaposzczetow i $lima-
koéw [Bernatowicz i Wolny 1969]. Granica toksycznosci CuSO,4 wynosi okoto 300 mg na kg masy
organizméw zywych, za$ dawka Cu 0,2 g m™ wody jest szkodliwa dla organizmu cztowieka [Gu-
ziur 2001]. Siarczan miedzi stosowany jest rowniez do zwalczania pasozytniczych dla ryb pier-
wotniakéw i pijawek [Straus 2003].

Trichlorfon — O,0-dwumetylofosfonian 2,2,2-tréjchloro-1-hydroksyetylu — jest substancja
krystaliczng o temperaturze topnienia 80°C. Stabo rozpuszczalny w wodzie (15%) ma III klasg
toksycznosci dla ludzi i zwierzat statocieplnych. Stosowany jest gtdwnie do ochrony roslin.
W akwakulturze Neguvon® (trichlorfonem) leczy niektére choroby pasozytnicze ryb, wywotane
przez plazifice, oblefice, pijawki i skorupiaki [VanDuijn 1973; Antychowicz 1990; Prost 1994;
Noga 1996].

Wapnowanie stawow, poza dostarczeniem wapnia potrzebnego roslinom i zwierzgtom do
rozwoju, wptywa réwniez na poprawe wihasciwosci fizykochemicznych wody. Ma dziatanie od-
kwaszajace poprzez wiazanie powstajacych w wodzie kwaséw. Odgrywa rolg czynnika magazynu-
jacego dwutlenek wegla, ktdry jest potrzebny roslinom do produkcji masy organicznej. Stabilizuje
réwniez warto$¢ pH wody, jak réwniez wykazuje wlasciwosci odkazajace. Wapno uzywa sig
najczgsciej w postaci tlenku wapnia, otrzymanego poprzez wypalanie weglanéw wapnia. Przy
wapnowaniu stawow bezposrednio na wodg uzywa si¢ najczgsciej dawki 100-200 kg CaO/ha
[Stegman i Wieniawski 1956].

Ryby hodowlane sa narazone na dzialanie réznych $rodkéw chemicznych stosowanych do
wody w celach profilaktycznych i leczniczych. Majac to na uwadze, zatozeniem pracy byto pozna-
nie wplywu siarczanu miedzi, trichlorfonu i wapna palonego na aktywnos¢ §luzu i surowicy karpi
w stosunku do proteaz szczepow bakteryjnych z rodzaju Aeromonas patogennych dla karpi.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byly karpie w ilo$ci 150 sztuk, o masie 350-400 g, ktére podzielono na
cztery grupy do§wiadczalne (kazda po 30 sztuk) oraz piata grupg kontrolna, obejmujaca 30 ryb:

— grupg I stanowity ryby poddane dziataniu siarczanu miedzi w kapieli trwajacej 12 godz.
w stezeniu 0,3 mg L wody;

grupe II — ryby poddane dziataniu trichlorfonu (Neguvon®) w kapieli trwajacej 2 dni w
stezeniu 1 ppm;

— grupg III — ryby poddane dziataniu wapna palonego dodawanego do wody w akwarium do
uzyskania pH 8,5-8,8; czas trwania kapieli wynosit 2 dni;

— grupg IV — ryby poddane dziataniu wapna palonego dodawanego do wody w akwarium do
uzyskania pH 8,5-8,8; czas trwania kapieli wynosit 10 dni;

— grupg V — stanowity ryby kontrolne, ktére nie poddano dziataniu zadnego z wymienionych
zZwiazkow.

Podczas doswiadczenia ryby przetrzymywano w akwariach dobrze napowietrzanych, tempera-
tura wody wynosita 18°C, pH 7,0-7.4, a zawarto$¢ tlenu 7 =2 mg L. Materiat do badan (Sluz i
krew) pobierano bezposrednio po zakonczeniu kapieli.

Sluz zbierano z powierzchni ciata mechanicznie, a krew pobierano pipeta pasterowska bez-
poérednio z serca. Sluz do badania aktywnosci inhibicyjnej wobec proteaz bakteryjnych przygo-
towano wedlug metody wlasnej, polegajacej na tagodnym wytrzasaniu zebranego §luzu z buforem
fosforanowym (w stosunku 1:1) przez 2 godz. w temp 4°C. Nastgpnie t¢ mieszaning wiro-
wano przy 8000 x g przez 30 min w temp. 4°C. W uzyskanym supernatancie oznaczano poziom
biatka catkowitego metodq Bradforda [1976]. W badanych prébkach doprowadzano poziom biatka
catkowitego do stgzenia 0,125 g% przy uzyciu 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 aktywnosé¢
kazeinazowa i elastazowa.

Uzyskane surowice stuzyty do badania ich wiasciwosci inhibicyjnych w stosunku do kazeinaz i
elastaz supernatantéw bakterii z rodzaju Aeromonas. W tym celu réwna objgto$¢ surowicy i super-
natantu inkubowano przez 30 min w 28°C, a nastgpnie badano aktywnos$¢ kazeinazows i elastazowa.

Badanie stopnia aktywnosci kazeinazowej wykonano zgodnie z Leunge’em i Stevensonem
[1988] z niewielkimi modyfikacjami wtasnymi [Guz 1997], natomiast aktywno$¢ elastazowa
zgodnie z Mateosem i in. [1993] z niewielkimi modyfikacjami wtasnymi [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. Zawiesing hodowli bakteryjnej
doprowadzano do gestosci 1 x 10’ CFU w 1 ml metoda spektrofotometryczna, a nastgpnie wiro-
wano 30 min przy 8000 x g w temp. 4°C.

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

WYNIKI

Zastosowanie siarczanu miedzi (grupa I) w kapieli leczniczej dla ryb (0,3 mg L™
wody przez 12 godzin) spowodowalo statystycznie istotne obnizenie inhibicyjnych wtas-
ciwosci $luzu i surowicy w stosunku do kazeinaz (43,0% dla $luzu; 65,0% dla surowic) w
poréwnaniu z grupa kontrolna (64,2% dla $luzu; 79,2% dla surowic) i elastaz (31,5% dla
$luzu; 32,0% dla surowic) supernatantu A. hydrophila F6/95 w poréwnaniu z grupa kon-
trolna (44,0% dla §luzu; 43,2% dla surowic) —rys. 1, 2.

Zastosowanie Neguvonu (grupa II) w dawce 1 ppm w kapieli trwajacej 48 godzin
spowodowato statystycznie istotne obnizenie inhibicyjnych wlasciwosci $luzu i surowicy
w stosunku do kazeinaz (57,0% dla §luzu; 69,7% dla surowic) w poréwnaniu z grupa
kontrolng (64,2% dla §luzu, 79,2 dla surowic) i elastaz supernatantu A. hydrophila F6/95
(38,0% dla $luzu; 39,5% dla surowic) w poréwnaniu z grupa kontrolng (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-
dowalo statystycznie istotne obnizenie inhibicyjnych wtasciwos$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 poréwnaniu z grupg kontrolng (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 poréw-
naniu z grupa kontrolna (44,0% dla $luzu; 43,2% dla surowic) — rys. 1, 2.

OMOWIENIE WYNIKOW

Uzyskane wyniki badan nad stopniem hamowania aktywnosci kazeinazowej i elasta-
zowej supernatantu A. hydrophila F6/95 przez $luz i surowicg karpi poddanych w kapieli
dziataniu siarczanu miedzi, w dawce 0,3 mg/l wody, wskazuja na statystycznie istotne
obnizenie inhibicyjnych wiasciwoéci §luzu i surowicy ryb. Nalezy przypuszczaé, ze po
zastosowaniu kapieli leczniczych u ryb przeciwko chorobom wywotanym przez grzyby,
pierwotniaki i glony zwigkszy si¢ ich podatno$¢ na dzialanie bakteryjnych czynnikéw
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patogennych. Potwierdzajq to badania innych autoréw [Rodsaether i in. 1977; Knittel
1981; Baker i in. 1983]. Na dziatanie ostabiajace uktad odpornosciowy ryb i zwigkszenie
podatnoéci wegorzy na infekcie bakterii warunkowo chorobotwérczych po dziataniu
miedzi zwracaja uwagg takze inni autorzy [Rodsaether i in. 1977].
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* (p < 0,05) réznica statystycznie istotna w poréwnaniu z grupa kontrolna — statistically significant
difference in comparison with control group

Rys. 1. Hamujacy wptyw surowic karpi poddanych dziataniu: 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) réznica statystycznie istotna w poréwnaniu z grupa kontrolna — statistically significant
difference in comparison with control group

Rys. 2. Hamujacy wplyw $luzu karpi poddanych dziataniu: 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

Juz wiele lat temu udowodniono, ze preparaty fosforoorganiczne stosowane w lecze-
niu pasozytow zewnetrznych u karpi nie sg bezpieczne, zaréwno dla zdrowia ryb, jak i
ludzi. Niektére badania udowadniaja ich supresyjne dzialanie na uktad immunologiczny
ryb [Cossarini-Dunier i in. 1987, 1990, 1991; Siwicki i in. 1990], jak réwniez na zdrowie
cztowieka [Czeizel 1996]. W wielu krajach zachodnich zakazano stosowania trichlorfonu
w akwakulturze. Badania wlasne dotyczace inhibicyjnego wplywu surowicy i §luzu karpi
poddanych dziataniu Neguvonu® w stosunku do kazeinaz i elastaz supernatantéw
A. hydrophila réwniez zwracaja uwage na spadek potencjatu obronnego karpi poprzez
obnizenie hamujacego dziatania §luzu i surowicy wobec bakterii patogennych.
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W cyklu hodowlanym karpi wapno palone stosuje si¢ czgsto bezposrednio do sta-
wow w celach profilaktycznych i leczniczych. W dostgpnym pi§miennictwie brak danych
dotyczacych wptywu wapna palonego na aktywno$¢ uktadu immunologicznego ryb. Na
podstawie wynikéw uzyskanych w badaniach wlasnych nalezy przypuszcza¢, ze wapno
palone stosowane bezpo$rednio do stawéw obsadzonych rybami bgdzie miato nieko-
rzystny wplyw na stan obronny ryb. Spadek aktywnosci inhibicyjnej §luzu i surowicy
karpi w stosunku do kazeinaz i elastaz Aeromonas hydrophila powoduje obnizenie progu
pierwszej bariery obronnej ryb, pozwalajac na kolonizacjg i inwazjg bakterii.

WNIOSKI

Stosowanie siarczanu miedzi, Neguvonu®, jak réwniez wapna palonego bezposrednio
do stawéw w celach profilaktycznych i leczniczych znacznie obniza wiasciwoéci inhibi-
cyjne $luzu i surowicy karpi w stosunku do proteaz supernatantéw patogennych szczepéw
bakteryjnych. Spadek aktywno$ci inhibicyjnej $luzu i surowicy karpi powoduje réwniez
obnizenie 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™;
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



