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I A. sobria dla karpi (Cyprinus carpio L.)

Zaklad Choréb Ryb Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Haemolytic and proteolytic activity of Aeromonas hy-
drophila and Aeromonas sobria as markers of pathoge-
nicity 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 month; then they were infected
with a subepi;iermal bacterial suspension. The inoculum
contained 10° bacterial cells in 0,2 ml of 0.85 per cent
beffered salt solution (PBS). The haemolytic activity was
tested on horse blood agar (a base with 5 per cent
defibrinated blood) and the proteolytic activity on a base
with 15 per cent of gelatine. The individual strains of
A. hydrophila and A. sobria displayed different haemolytic
and proteolytic activity and also different pathogenicity.
Pronounced haemolytic activity was found in 93 per cent
of highly pathogenic strains of 4. hydrophila and in 87.5
per cent of distinctly pathogenic strains of A. sobria.
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 4. kydrophila and 87.5 per cent of A. sobria.
Only one non-pathogenic strain of A. hydrophila also
possessed a marked haemolytic and proteolytic activity.

Wykazujace ruch bakterie Aeromonas sg obecnie
réznicowane na 3 gatunki: A. hydrophila, A. caviae i A.
sobria (24). Sa one powszechnie izolowane ze Srodowiska
wodnego 1 mogg wywolywaé infekcje u ryb i innych
zwierzat (3, 9, 10, 12, 13, 15, 19, 20, 30, 32, 34, 39)
oraz u ludzi (4, 5, 7, 8, 11, 23, 35, 36, 37). Ogodlnie
uwaza sig, ze w patogenezie ryb gléwng rolg odgrywa A.
hydrophila, natomiast A. sobria jest w niewielkim stopniu
lub w ogéle niepatogenna dla ryb (17, 22, 38). Badania
Santos i wsp. (27), a takze wczesniejsze badania wlasne
(nieopublikowane) wykazaly, ze niektore szczepy A. so-
bria sa wyraznie chorobotwoércze dla karpi. Ogolnie uwa-
za si¢, ze A. caviae nie jest patogenna dla ryb, chociaz
niektére szczepy mozna okresli¢ jako stabo patogenne
(27). Roéwniez nie wszystkie szczepy A. hydrophila s3
patogenne dla ryb (10, 28). Niektore szczepy wykazujace
podstawowe wihasciwosci rodzaju Aeromonas trudno jest
zakwalifikowaé do ktoregokolwiek gatunku zgodnie z
kryteriami Popoffa (6, 38).

Najnowsza, obecnie akceptowana klasyfikacja ,ruchli-
wych” Aeromonas nie spetnia potrzeb ichtiopatologa pra-
ktyka, poniewaz nie daje informacji o patogennosci
szczepow izolowanych od ryb i ze Srodowiska wodnego.

Wedtug opinii Santos i wsp. (27) trudno jest nawet
okresli¢, czy A. hydrophila, czy tez A. sobria — odgrywa
wicksza rolg w patogenezie ryb i cztowieka. Od kilku-
nastu lat podejmowane sa proby okreSlenia czynnikéow
zwigzanych z patogennoscia ,ruchliwych” Aeromonas sp.
dla ryb i czlowicka. Badania dotycza mi¢dzy innymi:
produkcji réznych enzyméw proteolitycznych (clastazy,
kazeinazy, zelatynazy), hemolizyn, enterotoksyny i cyto-
toksyny, aktywnosci stafylolitycznej, obecnosci czynnika
dermonekrotycznego i wilasciwosci fenotypowych komo-
rek bakteryjnych (1, 2, 5, 14, 18, 21, 22, 25, 26, 27, 31,
38). Rola tych czynnikéw w chorobotwdrczosci poszcze-
g6lnych szczepOw Aeromonas dla ryb i czlowieka nie
zostata jednak dotychczas ostatecznie okreslona.

Wedlug Santos i wsp. (27) przypuszcza¢ nalezy, ze
czynniki decydujgce o patogennosci szczepOw Aeromonas
u zywicieli statocieplnych, nie sg decydujace o patogen-
nosci u zywicieli zmiennocieplnych. Szczepy chorobotwor-
cze dla ryb nie zawsze sg chorobotwércze dla czlowieka.
O patogennos$ci bakterii rodzaju Aeromonas decyduje
przypuszczalnie réwnocze$nic kilka czynnikéw (27). W
dost¢pnym piSmiennictwie brak jest badari dotyczacych
zaleznosci pomigdzy intensywnoS$cig hemolizy erytrocytow
kofiskich oraz rozkladu zelatyny przez A. hydrophila i A.
sobria a patogennoS$cig tych bakterii dla karpi (po zara-
zeniu podnaskérkowym).

Celem pracy bylo okreslenie zaleznoSci pomiedzy aktyw-
no$cig hemolityczng i proteolityczng poszczegolnych szcze-
pow A. hydrophila 1 A. sobria a ich chorobotwoérczo$cig dla
karpi. Dotychczas izolowane przez nas szczepy A. caviae
byly wszystkie niepatogenne dla Karpi (nieopublikowane
dane), stad tez gatunku tego nie uwzgledniono w badaniach
z zakresu markerow patogennosci.

Materiat 1 metody

Szczepy Aeromonas sp. izolowane byly ze skory i narza-
déw wewnetrznych karpi zdrowych i1 chorych na errro-
dermatitis, pochodzacych z kilkunastu obiektéw rybackich.
Posiewy przeprowadzano rownoczesnie na poditozu TSA
(Tripticase soy agar) i na agarze wiclopeptonowym z
dodatkiem 5% krwi kofiskiej. Po 48-godzinnej inkubacji,
materiat z poszczegllnych kolonii przesiewano na skosny
agar z krwia koniska 1 réwnocze$nie do bulionu z do-
datkiem 10% surowicy kofiskiej. Po inkubacji, szczepy na
skosach przetrzymywano w temperaturze 4°C, natomiast
szczepy na bulionie w temperaturze -25°C. Identyfikacje A.
hydrophila, A. sobria i A. caviae przeprowadzano wedtug
kryteribw Popoffa (24).

Aktywno$¢ hemolityczng oznaczano na agarze z do-
datkiem 5% odwldknionej krwi kofiskiej, przy liczbie
kolonii na plytce nie wiekszej niz 20. Pod wzgledem
aktywno$ci hemolitycznej szczepy Aeromonas zréznico-
wano na 4 grupy, uwzgledniajac obecno$¢ i Srednicg
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strefy przejasnienia oraz jej przejrzystos¢, po 24-godzin-
nej inkubacji w temp. 27°C: szczepy nicaktywne (-) —
brak strefy przejasnienia; szczepy stabo aktywne (x) -
stabo dostrzegalna otoczka woko6t kolonii, o Srednicy
ponizej 2 mm; szczepy S$rednio aktywne (+) — strefa
przejasnienia o Srednicy 3-4 mm i o niezupelnej przej-
rzystodci; szczepy silnie aktywne (++) — strefa przejas-
nienia powyzej 4 mm, o catkowitej przejrzystosci.

AktywnoS¢ proteolityczng oznaczano na podlozu z ze-
latyng (Difco). Stupki podioza z zelatyng byly inokulo-
wane do 1/2 wysokosci i inkubowane przez 7 dni w
temperaturze 27°C. Uwzgledniajgc intensywnos¢ reakcji
rozpuszczania zelatyny, szczepy zréznicowano na 4 grupy:
szczepy nieaktywne (-) — brak reakcji rozpuszczajgcej
zelatyng w ciggu 7 dni; szczepy stabo aktywne (%) -
§lady rozpuszczenia zelatyny, jedynie na powierzchni
stupka, po uplywie 5-6 dni; szczepy Srednio aktywne (+)
- rozpuszczajace 30-50% stupka po uplywie 3-4 dni;
szczepy bardzo aktywne (++) - rozpuszczajgce powyzej
50% stupka po uplywie 24-48 godzin.

Uwzgledniajac réwnocze$nie wiasciwosci hemolityczne
i proteolityczne poszczegolnych szczepéw wyizolowane
szczepy podziclono na pig¢ grup charakteryzujacych sig
nastepujacymi cechami: brak lub staba aktywno$¢ hemo-
lityczna i proteolityczna, intensywna hemoliza przy stabej
intensywnosci proteolitycznej lub odwrotnie, Srednia he-
moliza i proteoliza, intensywna hemoliza przy Sredniej
aktywnoS$ci proteolitycznej lub odwrotnie, intensywna he-
moliza i proteoliza.
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Ryc. 2. Zalezno$é pomiedzy aktywno$cia hemolityczng szczepéw
A. hydrophila (2A) i A. sobria (2B) a ich patogennoscia

Wiasciwosci patogenne oznaczano przez podnaskorko-
we zarazanie dwuletnich karpi zawiesing kazdego bada-
nego szczepu Aeromonas. Kazda ryba otrzymywata 0,2
m! zawiesiny, zawierajacej 10° komorek bakteryjnych.
Zarazone ryby przetrzymywano w 300 1 akwariach w
wodzie o temperaturze 16-18°C. Kazdym szczepem zara-
zano 10 ryb. Obserwacj¢ prowadzono przez 10-15 dni.
Kryterium chorobotworczosci szczepu bylo tworzenie sig,
w miejscu inokulacji, wrzodow skOrnych typowych dla
erytrodermatitis. Stopiefi zjadliwosci oceniano na podsta-
wie ilosci ryb chorych oraz intensywnosci zmian skérnych.
Szczepy nie wywotujace Zadnych zmian w miejscu ino-
kulacji uznawano za niepatogenne. Szczepy, ktére powo-
dowaly niewielkie ubytki skory, zazwyczaj bez krwawych
wybroczyn, co najmniej u 3 do 10 zarazonych karpi, byly
oceniane jako stabo Ea!ogennc. Jako szczepy silnie pa-
togenne uznano te, ktére co najmniej u 3 ryb na 10
zarazonych, wywolywaly patologiczne zmiany w postaci
glebokich ubytkéw skory 1 migdni z krwawymi wysigkami
i zmianami martwiczymi wokot wrzodu. Kontrolg stano-
wily tyby inokulowane jalowym plynem fizjologicznym.

Wyniki i oméwienie

Ze skory i narzadéw wewngtrznych klinicznie zdro-
wych oraz chorych na erytrrodermatitis karpi wyizolo-
wano ogélem 124 szczepy ,,ruchliwych” Aeromonas sp.;
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Ryc. 3. Zalezno§é pomigdzy aktywnofcig proteolityczng szczepéw
A. hydrophila (3A) i A. sobria (3B) a ich patogennofcia
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Ryc. 4. Zalezno$é pomigdzy aktywnoscia hemolityczng
i réwnoczesnie proteolityczng szczepow
A. hydrophila (4A) i A. sobria (4B) a ich patogennoscia
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68 szczepow sklasyfikowano jako A. hydrophila, 44 jako
A. sobria i 12 jako A. caviae.

Ryc. 1 ilustruje zr6znicowanie szczepdw A. hydrophila
i A sobria pod wzgledem ich zdolnosci wywolywania
zmian skérnych u karpi. Wszystkie badane szczepy A
caviae byly niepatogenne. Silne wiasciwosci chorobotwor-
cze wykazywato 44% szczepOw A. hydrophila i 18% szcze-
pow A. sobria. Odsetek szczepéw stabo patogennych byt
bardzo zblizony u obu gatunkéw: u A. hydrophila — 16%,
u A sobria — 23%, natomiast Szczepy niepatogenne
wystepowaly w 40% u A. hydrophila i w 59% u A. sobria.

Ryc. 2 ilustruje zalezno$¢ pomie¢dzy aktywnoS$cig hemo-
lityczng szczepOw A. hydrophila (2A) i A. sobria (2B) a
ich patogennos$cig. Niepatogenne szczepy A. hydrophila
w 52% nie wykazywaly zdolno$ci hemolitycznych (=) lub
tylko stabg aktywno$¢ (). 55% slabo patogennych szcze-
pow znalazlo si¢ w grupie Srednio aktywnych (+), a 45%
w grupie silnie aktywnych hemolitycznie (++). Szczepy
silnie patogenne w 93% odznaczaly si¢ silng aktywnoScig
hemolityczng (++). Podobna zalezno$¢ wystepuje w
przypadku szczepow A. sobria, przy czym odsetek niepa-
togennych szczepow charakteryzujacych si¢ brakiem (-)
lub staba aktywnos$cig hemolityczng (%) jest tu znacznie
wyzszy — 81%, a zdecydowana wigkszoS¢ szczepOw stabo
patogennych (90%) wykazuje $rednig hemolize (+).

Ryc. 3 przedstawia zalezno$¢ pomigdzy aktywnoScig
proteolityczng szczepOw A. hydrophila (3A) i A. sobria
(3B) a ich patogennoscig. U szczepow A. hydrophila
zalezno$¢ ta przebiega w sposéb niemal identyczny, jak
w przypadku hemolizy (por. ryc. 2A). U szczepow A.
sobria zalezno$¢ ta wyraza si¢ w sposOb bardziej zdecy-
dowany, zaden szczep niepatogenny nie wykazywat silnej
aktywnosci proteolitycznej (++), cecha ta charakteryzo-
wala natomiast 100% szczepOw silnie patogennych.

Ryc. 4 ilustruje zalezno$¢ pomig¢dzy stopniem aktyw-
nosci hemolitycznej i réwnoczes$nie stopniem aktywnosci
proteolitycznej szczepdw A. hydrophila (4A) i A. sobria
(4B) a patogenno$cig tych szczepOw dla karpi. U 70%
niepatogennych szczepéw A. hydrophila i 88% A. sobria
stwierdzono brak (-) lub tylko staba aktywno$¢ w zakresie
obu cech rOéwnocze$nie, ewentualnie §rednig aktywno$é
(+) w przypadku jednej z cech, przy braku aktywnosci
dotyczacej drugiej badanej cechy. Zaden z niepatogen-
nych szczepéw A. sobria, a tylko jeden niepatogenny
szczep A. hydrophila odznaczat sig¢ silng aktywnoscig
hemolityczng i silng aktywnoscig proteolityczng réwno-
czes$nie. Szezepy silnie patogenne natomiast, w zdecydo-
wanej wigkszoSci, zaréwno w przypadku A. hydrophila
(90%), jak i A. sobria (87,5%) wykazywaly silng aktyw-
nos¢ w zakresie hemolizy i proteolizy réwnoczesnie. Ce-
chy te charakteryzowaly takze 45% slabo patogennych
szczepOw A. hydrophila.

Poszczegblne szczepy A. hydrophila, jak r6éwniez A.
sobria wykazuja rézne wiasciwosci patogenne i wydzielaja
rézne iloSci substancji okres§lanych jako produkty zew-
natrzkomorkowego wydzielania. Rézni badacze uwazaja,
ze wihasciwosci chorobotworcze A. hydrophila 7zwigzane sa
z wydzielaniem przez te bakterie lukocydyny (29), entoro-
toksyny (5, 6), hemolizyn (1, 25, 33), enzymow proteolity-
cznych (27). Santos i wsp. (27) uwazaja, ze dotychczas nie
udato si¢ wstaliC Scislej zalezno$ci pomigdzy ktéra$ z tych
substancji a patogenno$cia dla ryb. Badania $wiatowe oraz
wezesniejsze badania wiasne (dane nieopublikowane) wy-

kazaly, ze poszczegOlne szczepy ,ruchliwych” Aeromonas
sp. moga wykazywac r6zng aktywno$¢ w stosunku do cry-
trocytéw ludzkich, kofiskich, czy tez pochodzacych od ryb,
jak rowniez réing aktywno$¢ proteolityczna w zaleznosci
od substratu (elastyna, kazeina, Zzelatyna).

Badania wlasne wykazaly szerokie zréznicowanie szcze-
pow A. hydrophila i A. sobria w zakresie hemolizy krwinek
kofiskich oraz produkcji Zelatynazy. Stwierdzono ponadto
zwigzek pomigdzy tymi cechami a wlasciwosciami pato-
gennymi badanych szczepéw dla karpi. Wyniki badan
whasnych potwierdzajg tezg tych autoréw (16, 33), kt6rzy
uwazaja, ze patogenno$¢ danego szczepu zalezy w duzym
stopniu od ilodci wydzielanych substancji, a nie tylko od
ich rodzaju. Wykazano bowiem, ze niemal wszystkie
szczepy patogenne (90% A. hydrophila 1 87,5% A. sobria)
odznaczaly si¢ intensywng hemoliza krwinek konskich
oraz silng aktywnoscig proteolityczng wobec zelatyny,
pozostate wykazywaly silng aktywno$¢ w zakresie jednej
z tych cech i Srednig aktywno$¢ w zakresie drugiej cechy.
Silng hemoliz¢ i proteoliz¢ wykazywato 45,5% stabo pa-
togennych i tylko 4% niepatogennych szczepéw A. hy-
drophila. Zaden ze stabo patogennych i miepatogennych
szczepOw A. sobria nie posiadal silnej aktywnosci w
zakresie obu tych cech réwnoczesnie.

Wyniki naszych badan dajg wigc podstawg do stwierdze-
nia, ze istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy intensywnoscia
hemolizy krwinek konskich i intensywnoscig rozpuszczania
zelatyny a zdolnoScig do wywolywania zmian typu eryrro-
dermatitis u karpi przez szczepy A. hydrophila i A. sobria.
Przypuszcza¢ jednak nalezy, ze oprdcz silnej aktywnosci
hemolitycznej 1 proteolitycznej, patogenne szczepy A.
hydrophila i A. sobria posiadajg jeszcze inne cechy, ula-
twiajace im inwazj¢ i przezycie w zaatakowanym orga-
nizmie ryby, ktérych nie posiadaja szczepy niepatogenne
(badania w toku).

Stosujgc opisang w pracy metodyk¢ oraz skale ocen,
mozliwe jest odréznienie szczepéw majacych potencjalng
mozliwos¢ wywolywania intensywnych zmian typu erytro-
dermatitis od szczepdw niepatogennych. Pozwala to na
pominigcie klopotliwych badan biologicznych, polegajg-
cych na zakazaniu ryb.
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artykut przeglgdowy

Sktad mineralny gleb w Polsce
a choroby niedoborowe zwierzat

Zaldad Badania Choréb Niedoborowych Instytutu Weterynarii, Oddziat w Bydgoszczy, Al Powstafcéw Wielkopolskich 10, 85-090 Bydgoszcz

W okresie powojennym opublikowano w Polsce ponad
tysigc prac, dotyczacych roli makro- i mikroelementéw
w ukladzie biologicznym gleba-roslina-zwierze. Prace te
dla lekarza weterynarii, pracujacego w przecigtnych wa-
runkach terenowych, sg trudno dostgpne, a ich wyniki
nie zawsze mogg by¢ bezposrednio wykorzystane. Dotyczg
one bowiem albo wybranych obszaréw kraju, badz tez
przeprowadzone byly w specyficznych, eksperymentalnych
warunkach przez jednostki naukowo-badawcze.

Od kilkudziesigciu lat, w ramach statutowej dziatalno-
$ci, analizami skladu mineralnego gleb catego obszaru
Polski zajmuja si¢ Okregowe Stacje Chemiczno-Rolnicze
pod naukowym nadzorem Instytutu Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa dla potrzeb naszego rolnictwa. Poczat-
kowo zajmowaly si¢ okreSlaniem koncentracji przyswa-
jalnego dla roslin fosforu, potasu i magnezu oraz
oznaczaniem odczynu gleb. Co pigé-sze§¢ lat analizy te
byly powtarzane, a uzyskane wyniki stanowily podstawe
do opracowania potrzeb nawozowych i okreS§lenia zalecefi
w tym zakresie. W latach sze§¢dziesigtych rozpoczeto
oznaczanie koncentracji przyswajalnych dla ro$lin form
manganu, miedzi, cynku, molibdenu i boru. Wyniki pub-
likowane sg cyklicznie, czgsto wsp6lnie z O$rodkami
Doradztwa Rolniczego dla wsi i gmin poszczeg6lnych
wojewédztw. Oprocz tego IUNG wydat opracowanie pt.
»Zawarto$¢ rozpuszczalnych form mikroelementow w gle-
bach Polski”, zawierajace wyniki oznaczed wym. mikro-
elementéw w ukladzie wojewddztw i gmin w formie tabel
i barwnych map bonitacyjnych (4). W sumie analizom
poddano do 1983 r. 517 451 préb gleby na koncentracje
Cu, 572 052 préby na koncentracje Mn, 426 978 prob
na koncentracj¢ Zn i 406 606 préb na koncentracj¢ Mo.

Srednia powierzchnia przypadajgca na jedna prébe w
skali kraju wynosita: dla Cu-36,5 ha, dla Mn-33,0 ha,
dla Zn-44,2 ha i dla Mo-46,5 ha. W ostatnim dziesie-
cioleciu liczba zbadanych préb znacznie wzrosla, a po-
wierzchnia przypadajgca na jedna probg zmalata. Walnie
przyczynily si¢ do tego badania z zakresu ochrony §ro-
dowiska. Nowsze dane s3 do uzyskania we whasciwych
terytorialnie Stacjach Chem.-Rol. lub w ODR-ach, a
takze w Oddziale 1. Wet. w Bydgoszczy. Wyniki analiz
gleby adresowane sg gléwnie do rolnikéw i stuzb zajmu-
jacych si¢ produkcja roslinng. Poniewaz Okrggowe Stacje
Chem.-Rol. stanowia wielki potencjal badawczy, postu-
gujacy si¢ nowoczesng technikg i respektujacy standardy
ogblnie przyjete w Swiecie, zachodzi pytanie — czy i do
jakiego stopnia wyniki ich pracy, w znacznym procencie
obcigzajgce budzet, mozna wykorzysta¢ w ochronie zdro-
wia i produkcyjno$ci zwierzat.

Koncentracja biopierwiastkéw jest oceniana w calym
kraju wedhug jednolitych kryteriow i jest zestawiana w
wartosciach niskich, $rednich i wysokich. Najnowsze
opracowania ujmujg wyniki w pi¢ciu przedziatach. W
kraju mamy 45% uzytkéw rolnych o niskiej koncentracji
Mg, 43% o niskiej koncentracji K, 41% o niskiej kon-
centracji Cu, 44% o niskiej koncentracji Mo, 25% o
niskicj koncentracji Mn i 9% w odniesieniu do Zn.
Powyzsze dane, reprezentujace wartoSci $rednie, maja
jedynie znaczenie pogladowe, gdyz szczeglowe dane w
ukladzie wojewddztw wahaja si¢ np. w odniesieniu do
Cu od 1% w woj. bielskim do 85% uzytkéw rolnych w
woj. ostrolgckim. Istnieje tez duze zréznicowanie w ob-
rebie kazdego wojewddztwa miedzy gminami, wsiami, a
nawet pomiedzy polami w jednym gospodarstwie. Ten



