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Aktywność hemolityczna i proteolityczna
jako wskaźniki patogenności bakterii Aeromonas hydrophila

i A. sobria dla karpi (Cyprinus carpio L,)

Zakład Chorób Ryb Instytutu \Neterynarii, Al. Partyzantów 57, 24-100 Pularvy

Summary

Haenrolytic and proteolytic activiĘ of Aeromonas hy-
drophila and Aeromonas sobria as markers of pathoge-
niciĘ for carp

The pathogenicity of 68 strains of A. hydrophila and
44 of A. sobria was assessed in two-year-old carp (Cy-
prinus carpio ,L.). The fish were selected from erythro-
dermatitis-free farms and were adapted to the laboratory
environment for one rnonth; then they were infected
with a subepiflermal bacterial suspension. The inoculum
contained 10' bacterial cells in Or2 ml of 0.85 per cent
beffered salt solution (PBS). The haemolytic activiĘ was
tested on horse blood agar (a base with 5 per cent
deFrbrinated blood) and the proteolytic activity on a base
with 15 per cent of gelatirre. The individual strains of
A. hydrophila and A. sobria displayed different haemolytic
and proteolytic activiĘ and also different pathogenicity.
Pronounced haemolytic activity was found in 93 per cent
of high|y pathogenic strains of A. hydrophila and in 87.5
per cent of distinctly pathogenic strains of A. sobńa.
The above properties were also noted in the 45 per cent
and 10 per cent mildly pathogenic strains, respectively.
However, these characteristics were also found in 15
per cent non-pathogenic strains of A. hydrophila. Com-
bined pronounced haemolytic and proteolytic activity
were displayed in 90 per cent of highly pathogenic
strains of A. kydrophila and 87,5 per cent of A. sobńa,
Only one non-pathogenic strain of A. hydrophilą also
possessed a marked haemoly.tic and proteolytic activity.

Wykazujące ruch bakterie Aeromonas są obecnie
różnicowane na 3 gatunki: A. hydrophila, A. caviae i A.
sobria Q!. Są one pov/szechnie izolowane ze środowiska
wodnego i mogą wywołwać infekcje u ryb i innych
nłierząt (3, 9, 10, Iż, 13, 75, 19, 20, 30, 32, 34, 39)
oraz u ludzi (4,5,'J,8,'J,'J., 23,35,36,37). Ogólnie
uważa się, że w patogenezie ryb główną rolę odgrywa,4.
hydrophila, natomiast A. sobria jest w niewielkim stopniu
lub w ogóle niepatogenna dla ryb (17,2ż,38). Badania
Santo§ i wsp. (27), a także wcześniejsze badania własne
(nieopublikowane) \ł/ykazały, że niektóre szczepy A, so-
bria są wyraźnie chorobotwórcze dla karpi. Ogólnię uwa-
ża się, że A. caviae nie jest patogenna dla ryb, chociaz
niektóre szczepy można określić jako słabo patogenne
(27). Również nie wszystkie szczepy A. hydrophila są
patogenne dla ryb (10, 28). Niektóre szczepy wykazujące
podstawowe właściwości rodzaju Aeromonas trudno jest
zakwalifikować do któregokolwiek gatunku zgodnie z
kryteriami Popoffa (6, 38).

Najnowsza, obecnie akceptowana klasyfikacja,,ruchli-
\yych" Aeromonas nie spełnia potrzeb ichtioriatolo ga pra-
ktyka, poniewaz nie daje informacji o patogenności
szczepów izolowanych od ryb i ze środowiska wodnego.
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Według opinii Santos i wsp. (27) trudno jest nawet
określić, czy A. hydrophila, czy t"ęż A. sobria - odgrywa
większą rolę w patogenezie ryb i człowieka. Od kilku-
nastu lat podejmowane są próby określenia czynników
zvłiązanych z patogennością ,,ruchliwych" Aeromonas sp.

dla ryb i człowieka. Badania dotyczą między innymi:
produkcji różnych enzymów proteolitycznych (elastazy,
kazeinazy, że|atynazy), hemolizyn, enterotoksyny i ryto-
toksyny, aktylvności stafylolitycznej, obecności czynnika
dermonekrotycznego i właściwości fenotypowych komó-
rek bakteryjnych (1, 2,5, 14, 18,21,, żż,25, ż6, Z7,31,,
38). Rola tych czynników w chorobotwórczości poszcze-
gólnych szczepów Aeromonas dla ryb i człowieka nie
została jednak dotychczas ostatecznie określona.

Według Santos i wsp. (Z7) przypuszczać naleĘ, że
czynniki derydujące o patogenności szczepów Aeromonas
u żywicieli stałocieplnych, nie są derydujące o patogen-
ności u zl,tvicieli zmiennocieplnych. Szczepy chorobotwór-
czp dla ryb nie zawsze są chorobotwórcze d|a człowieka.
O patogenności bakterii rodzaju Aeromonas deryduje
ptzypuszczalnie równocześnie kilka cąlnników (27), W
dostępnym piśmiennictwie brak jest badań dotycząrych
zależności pomiędzy intensywnością hemolizy erytrocytów
końskich oraz rozkładu żelatyny przez A. hydrophila i A.
sobria a patogennością tych bakterii dla karpi (po zara-
żeniu podnaskórkowym),

Celem prary było określenie zależności pomiędzy aktyw-
nością hemolityczną i proteolityczną poszczególnych szcze-
pów A. hydrophila i A. sobria a ich chorobotwórczością dla
karpi, Dotychczas izolowane przez nas szczepy A. caviae
były wsrystkie niepatogenne dla karpi (nieopublikowane
dane), Stąd też gatunku tego nie uwzględniono w badaniach
z zakresu markerów patogenności.

Materiał i metody

Szczepy Aeromonas qp. izolowane był ze skóry i narzą-
dów wewnętrznych karpi zdrowych i chorych na erytro-
dermaiis, pochodących z kilkunastu obiektów rybackich.
Posiewy przeprowadzano równocześnie na podłożu TSA
(Tripticase soy agar) i na agarze wielopeptonowym z
dodatkiem 5% Wwi końskiej. Po 48-godzinnej inkubacji,
materiał z poszczególnych kolonii przesiewano na skośny
agar z krwią końską i równocześnie do bulionu z do-
datkiem 107o surowiry końskiej, Po inkubacji, szczepy na
skosach przetrłTnrilano w temperaturze 4"C, natomiast
szczepy na bulionie w temperaturze -ż5"C. Identyfikację ,4.
hydrophila, A. sobńą i A. caviae przeprowadzano według
kryteriów Popoffa (24).

Aktywność hemolityczną oznaczarlo na agarze z do-
datkiem 5% odwłóknionej krwi końskiej, przy liczbie
kolonii na płytce nie większej niż ż0. Pod względem
aktywności hemolitycznej szczepy Aeromonas zróżnico-
wano na 4 grupy, uwzględniając obecność i średnię
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streĘ przejaśnienia oraz iej przejrzystość, po ż4-godzin-
nej inkubacji w temp. 27oC: szczepy nieaktpvne () -
brak streĘ przejaśnienia; szczepy słabo aktywne (+) -
słabo dostrzegalna otoczka wokół kolonii, o średnicy
ponizej ż mm:' szczepy średnio aktylvne (+) - strefa
przejaśnienia o średnicy 3-4 mm i o niezupełnej przej-
rzystości; szczępy silnie aktywne (*+) - strefa przejaś-

przejrzystości.

i"lrli Łif,l""**n:

temperaturz e ż7"c. uwzględniają. iX'["rp}iffi'"rz .11t.}
rozpuszezania Że|atyny, szczepy zróżnicowano na 4 grupy:
szczepy nieaktywne (-) - brak reakcji rozpuszczającej
żelatynę w ciągu 7 dni; szczepy słabo aktywne (+) -
ślady rozpuszczenia żelatyny, jedynie na powierzchni
słupka, po upĘwie 5-6 dni; szczepy średnio aktywne (+)
- rozplJszczające 30-507o sfupka po upĘwie 3-4 dni;
szczepy bardzo aktywne (++) - rozplszczające powyżej
50Vo słlpka po upływie 24-48 godzin.

UwzglĘdniając fównocześnie właściwości hemolityczne
i proteolityczne poszczególnych szczepów wyizolowane
szczepy podzielono na pięć grup charakteryzujących się
następującymi cechami: brak lub słaba aktywność hemo-
lityczna i proteolityczna, intensylvna hemoliza przy słabej
intensyłności proteolitycznej lub odwrotnie, średnia he-
moliza i proteoliza, intensywna hemoliza przy średniej
aktywności proteolitycznej lub odwrotnie, intensywna he-
moliza i proteoliza.

Właściwości patogenne oznaczano przez podnaskórko-
we zarażanie dwuletnich karpi zawiesiną każdego bada-
nego szczepu Aeromonas. KaĘa ryba otrzymywała 0,Z
ml zawiesiny, zawierającej 10' komórek bakteryjnych.
Zarażone ryby przetrzymywano w 300 l akwariach w
wodzie o temperaturze 16-1,8'C. Każdym szczepem zara-
zano 10 ryb. Obserwację prowadzoflo pTzez 10-15 dni.
Klyterium chorobotwórczości szczepu było tworzenie się,
w miejscu inokulacji, wrzodów skórnych typowych dla
erytrodetmatirls. Stopień zjadliwości oceniano na podsta-
wie ilości r,vb chorych oraz intensywności zmian skórnych.
Szczepy nie wywołujące źadnych zmian w miejscu ino-
kulacji uznawano za niepatogennę. Szczepy, które powo-
dowaĘ niewielkie ubytki skóry, zazwyczaj bez krwawych
wybroczyn, co najmniej u 3 do 10 zarażonych karpi, były

silnie pa-
ryb na 10
w postaci
wysiękami

i zmianami martwiczymi wokół wrzodu. Kontrolę stano-
wiły ryby inokulowane jałowym płynem fizjologicznym.

Wyniki i omówienie
Ze skóry i narządów wewnętrznych klinicznie zdro-

wych oraz chorych na erytrodermatitis karpi wyizolo-
wano ogółem t24 szczepy ,,ruchliwych" Aeromonas sp.;
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68 szczepów sklasyfikowano jako A. hydrophila, 44 jako
A. sobńa i 12 jako A. caviae.

Ryc. 1 ilustruje zróżnicowanie szczepów A. hydrophila
i A. sobria pod względem ich zdolności wywoĘwania
zmian skórnych u karpi. Wszystkie badane szczepy A.
caviae były niepatogenne. Silne właściwości chorobotwór-
cze wykarywało 447o szczepów A. hydrophila i 78Vo szcze-
pów A. sobńa. odsetek szczepów Słabo patogennych był
bardzo zbliżony u obu gatunków: u A. hydrophila - 16Vo,
u A- sobńa - z3vo, natomiast szczepy niepatogenne
występowaĘ w 40Vo u A. hydrophila i w 59%o u A. sobria.

Ryc. 2 ilustruje zależność pomiędzy aktywnością hemo-
lityczną szczepów A. hydrophila (żA) i A. sobria (2B) a
ich patogennością. Niepatogenne szczepy A. hydrophila
w 5żVo nie wykazywały zdolności hemolitycznych (-) lub
Ęlko słabą aktywność (,+). 55% słabo patogennych szcze-
pów znalazło się w grupie średnio aktywnych (+), a 45%
w grupie silnie aktywnych hemolitycznie (++). Szczepy
silnie patogenne w 93Vo odznaczaĘ się silną aktywnością
hemolityczną (++). Podobna zależność występuje w
przypadku szczepów A. sobria, przy czym odsetek niepa-
togennych szczepów charakteryzująrych się brakiem (-)
lub słabą aktlrvnością hemolityczną (l) jest ltt znacznie
Wższy - 8IVa, a zdecydowana większość szczepów słabo
patogennych (90%) wykazuje średnią hemolizę (+).

Ryc. 3 przedstawia zależność pomiędzy aktywnością
proteolityczną szczepów A. hydrophila (3A) i A. sobria
(3B) a ich patogennością. U szczepów A. hydrophila
zależność ta przebiega w sposób niemal identyczny, jak
w przypadku hemolizy (por. ryc. 2A). U szczepów A.
sobria zależność ta Wraża się w sposób bardziej zdeq-
dowany; żaden szczep niepatogenny nie wykazyrłał silnej
aktywności proteolitycznej (+ł), cecha ta charakteryzo-
wała natomiast 10ovo szczepów silnie patogennych.

Ryc. 4 ilustruje zależność pomiędzy stopniem aktyw-
ności hemolitycznej i równocześnie stopniem aktywności
proteolitycznej szczepów A. hydrophila (4A) i A. sobria
(aB) a patogennością tych szczepów dla karpi. U 70%
niepatogennych szczepów A. hydrophila i 88% A. sobria
stwierdzono brak (-) lub tylko słabą aktyvrność w zakresie
obu cech równocześnie, ewentualnie średnią aktywność
(+) w przypadku jednej z cech, przy braku aktywności
dotyczącej drugiej badanej cechy, Żaden z niepatogen-
nych szczepów A. sobria, a tylko jeden niepatogenny
szczep A. hydrophila odznaczał się silną aktywnością
hemolityczną i silną aktywnością proteolityczną równo-
cześnie. Szczepy silnie patogenne natomiast, w zdecydo-
wanej większości, zarówno w przypadkl A. hydrophila
(90%), jak i A. sobńa (87,5%) wykazyvały silną aktyw-
ność w zakresie hemolizy i proteotizy równocześnie. Ce-
chy te charakteryzowały także 45Vo słabo patogennych
szczepów A. hydrophila.

Poszczególne szczepy A. hydrophila, jak również A.
sobria wykazują różne właściwości patogenne i wydzielają
różne ilości substancji określanych jako produkty zew-
nątrzkomórkowego wydzielania. Różni badacze uważają,
że właściwości chorobotwórcze A. hydrophila związane są
z wydzielaniem przęz te bakterie lukorydyny (29), entoro-
toksyny (5, 6), hemolizyn (1,,25,33), ennłnów proteolity-
cznych (27). Santos i wsp. (27)'uwazają, że dotychczas nie
udało się ustalić ścisĘ zależności pomiędzy,krórąś z tych
substancji a patogennością dla ryb. Badania światowe oraz
wcześniejsze badania własne (dane nieopublikowane) wy-

kazaĘ, że poszczególne szczepy ,,ruchliwych" Aeromonas
sp. mogą wykazyvać różną aktywność w stosunku do ery-
trocytów ludzkich, końskich, czy też pochodząrych od ryb,
jak równiez różną aktywność proteolityczną w zależności
od substratu (elastyna, kazeina, żelatyna).

Badania własne *rykazaĘ szerokie zróżnicowanie szcze-
pów A. hydrophila iA. sobria w zakresie hemolizy krwinek
końskich oraz produkcji żelatynazy. Stwierdzono ponadto
związek pomiędzy tymi cechami a właściwościami pato-
gennymi badanych szczepów dla karpi. Wyniki badań
własnych potwierdzają tezę tych autorów (16,33), którzy
uwazają, ze patogenność danego szczepu za|eży w dużym
stopniu od ilości wydzielanych substancji, a nie tylko oC
ich rodzaju. Wykazano bowiem, że niemal wszystkie
szczępy patogenne (90% A. hydrophila i 87,5Vo A. sobia)
odznaczaĘ się intensyrł,ną hemolizą krwinek końskich
oraz silną aktywnością proteolityczną wobec żelatyny,
pozostałe wykazpvały silną aktywność w zakresie jednej
z tych cech i średnią aktywność w zakresie drugiej cechy.
Silną hemolizę i proteolizę wykazywało 45,5Vo słabo pa-
togennych. i tylko 47o niepatogennych szczepów A. hy-
drophila. Zaden zę słabo patogennych i niepatogennych
szczepów A. sobria nie posiadał silnej aktywności w
zakresie obu tych cech równocześnie.

Wyniki naszych badań dają więc podstawę do stwierdze-
nia, że istnieje wyraźna zalężność pomiędzy intenspvnością
hemolizy krwinek końskich i intensywnością rozpuszczania
żelatyny a zdolnością do wywo§wania zmian typu erytro-
dermatitis u karpi przęz szczepy A. hydrophila i A. sobria.
Przypuszczać jednak należy, że oprócz silnej aktywności
hemolitycznej i proteolitycznej, patogenne szczepy A.
hydrophila i A. sobria posiadają jeszcze inne cechy, uła-
twiające im inwazję i przeĘcie w zaatakowanym orga-
nizmie ryby, których nie posiadają szczepy niepatogenne
(badania w toku).

Stosując opisaną w pracy metodykę oraz skalę ocen,
możliwe jest odróżnienie szczepów mających potencjalną
mozliwość wyvoĘwania intensywnych zmian lyp! erytro-
dermatitis od szczepów niepatogennych. Ponvala to na
pominięcie kłopotliwych badań biologicznych, polegają-
rych na zakażaniu ryb.
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ANDRZBI LACHOWSKI

W okresie powojennym opublikowano w Polsce ponad
tysiąc prac, doĘczących roli makro- i mikroelementów
w układzie biologicznym gleba-roślina-,nvierzę. Prace te
dla lekarza weterynarii, pracującego w przeciętnych wa-
runkach terenowych, Są trudno dostępne, a ich wyniki
nie zawsze mogą być bezpośrednio wykorzystane. Dotyczą
one bowiem albo wybranych obszarów kraju, bądź też
przeprowadzone były w specyficznych, eksperymentalnych
Warunkach przez jednostki naukowo-badawcze.

Od kilkudziesięciu lat, w ramach statutowej działalno-
ści, analizami składu mineralnego gleb całego obszaru
Polski zajmvją się Okręgowe Stacje Chemiczno-Rolnicze
pod naukowym nadzorem Instytutu Uprawy Nawożenia
i Gleboznawstwa dla potrzeb naszego rolnictwa. Począt-
kowo zajmowały się określaniem koncentracji przyswa-
jalnego dla roślin fosforu, potasu i magnezu oraz
oznaczaniem odczynu gleb. Co pięĆ-sześć |at analizy te
byĘ powtarzane, a uzyskane wyniki stanowiły podstawę
do opracowania potrzeb nawozowych i określenia zaleceń
w tym zakresie. W latach sześćdziesiątych rozpoczęto
oznaczanie koncentracji prĄlswajalnych dla roślin form
manganu, miedzi, cynku, molibdenu i boru. Wyniki pub-
likowane są cyklicznie, często wspólnie z Ośrodkami
Doradztwa Rolniczego dla wsi i gmin poszczególnych
województw. Oprócz tego IUNG wydał opracowanie pt.
,,Zawartość rozpuszczalnych form mikroelementów w gle-
bach Polski", zawierające wyniki oznaczeń wym. mikro-
elementów w układzie województw i gmin w formie tabel
i barwnych map bonitacyjnych (4). W sumie analizom
poddano do 1983 r.517 451 prób gleby na koncentrację
Cu, 572 052 próby na koncentrację Mn, 426 978 prób
na koncentracją Zn i 406 606 prób na koncentrację Mo.
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artykuł przeglqdou)y

Srednia powierzchnia przypadająca na jedną próbę w
skali kraju wynosiła: dla Cu-36,5 ha, dla Mn-33,0 ha,
dla Zn-44,2 ha i dla Mo-46,5 ha. W ostatnim dziesię-
cioleciu liczba zbadanych prób znacznie wzrosła, a po-
wierzchnia przypadaiąca na jedną próbę zmalała. Walnie
przlczyniły Się do tego badania Z Zakresu ochrony Śro-
dowiska. Nowsze dane są do uzyskania we właściwych
terytorialnie Stacjach Chem.-Rol. lub w ODR-ach, a
także w Oddziale I.Wet. w Bydgoszczy. Wyniki analiz
gleby adresowane są głównie do rolników i słuźb zajmu-
jąrych się produkcją roślinną. Ponieważ Okręgowe Stacje
Chem.-Rol. stanowią wielki potencjał badawczy, posłu-
gujący się nowoczesną techniką i respektujący standardy
ogólnie przyjęte w świecie, zachodzi pytanie - czy i do
jakiego stopnia wyniki ich prary, w znacznym procencie
obciążające budżet, można wykorzystać w ochronie zdro-
wia i produkryjności z:wierząt.

Koncentracja biopierwiastków jest oceniana w ca§rm
kraju według jednolitych kryteriów i jest zestawiana w
wartościach niskich, średnich i wysokich. Najnowsze
opracowania ujmują wyniki w pięciu przedziałach. W
kraju mamy 45% użytków rolnych o niskiej koncentracji
M5 43V" o niskiej koncentracji K, 41Vo o niskiej kon-
centracji Cu, 44Vo o niskiej koncentracji Mo, 25Vo o
niskiej koncentracji Mn i 9% w odniesieniu do Zn.
Powyższe dane, reprezentujące wartości średnie, mają
jedynie znaczenie poglądowe, gdyż szczegółowe dane w
układzie województw wahają się np. w odniesieniu do
Cu od 10ń w woj. bielskim do 85Va uĄtków rolnych w
woj. ostrołęckim. Istnieje też dlże zróżnicowanie w ob-
rębie każdego województwa między gminami, wsiami, a
nawet pomiędzy polami w jednym gospodarstwie. Ten
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