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Bakterie z rodzaju Aeromonas powszechnie wystê-
puj¹ w �rodowisku wodnym i s¹ czynnikiem etiolo-
gicznym wielu chorób ryb, a tak¿e p³azów i ssaków.
Produkuj¹ one egzotoksyny, do których nale¿¹ m.in.
proteazy, hemolizyny, lipazy, enterotoksyny, cytotok-
syny (1, 10, 11). Wielu autorów zwraca uwagê na rolê
hemolizyn i proteaz w patogenezie choroby MAI/MAS
(motile Aeromonas infection/motile Aeromonas sep-
ticemia) karpi. Proteazy bakterii z rodzaju Aeromonas
odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w patogenezie choroby MAI/
MAS u wielu gatunków ryb. Szczepy bakteryjne o wy-
sokiej aktywno�ci proteolitycznej charakteryzuj¹ siê
zazwyczaj wy¿sz¹ zjadliwo�ci¹ ni¿ szczepy o ni¿szej
aktywno�ci proteolitycznej (7, 8).

Wykazano, ¿e aktywno�æ inhibicyjna �luzu i suro-
wicy karpi zdrowych w stosunku do proteaz A. hyd-
rophila jest ni¿sza wiosn¹ ni¿ latem i jesieni¹ (4).
Równie¿ transport, bêd¹c przyczyn¹ stresu u ryb,
znacznie obni¿a stopieñ hamowania aktywno�ci pro-
teolitycznej bakterii przez �luz i surowicê karpi. Za-
le¿no�æ tê stwierdzono wiosn¹, latem i jesieni¹ (5).
Stwierdzono równie¿, ¿e stosowanie siarczanu mie-
dzi, trichlorfonu i wapna palonego w leczeniu ryb ob-
ni¿a w³a�ciwo�ci inhibicyjne �luzu i surowicy karpi
w stosunku do proteaz supernatantów patogennych dla
karpi bakterii z rodzaju Aeromonas (6).

Celem badañ by³o okre�lenie inhibicyjnego wp³y-
wu jonów metali (Ca+2, Cu+2, Fe+2, Mg+2, Zn+2) oraz
wybranych inhibitorów proteaz (EDTA, PMSF i E-64)
na aktywno�æ proteolityczn¹ supernatantów patogen-
nych dla karpi bakterii z rodzaju Aeromonas.

Materia³ i metody
Materia³ do badañ stanowi³y supernatanty patogennych

dla karpi szczepów bakteryjnych z rodzaju Aeromonas izo-
lowanych od chorych na MAI/MAS karpi. Do badañ u¿yto
16 szczepów bakteryjnych (13 A. hydrophila i 3 A. sobria).
Supernatanty uzyskiwano z 24-godzinnej hodowli bakterii
w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB) w temp. 28°C. Za-
wiesinê hodowli bakteryjnej doprowadzano do gêsto�ci
1 × 107 jtk w 1 ml przy u¿yciu metody spektrofotometrycz-
nej, a nastêpnie dwukrotnie wirowano (pierwsze wirowa-
nie: 30 min. przy 6000 × g w temp. 4°C; drugie wirowanie:
10 min. przy 10 000 × g w temp. 4°C) w celu uzyskania
supernatantu do dalszych badañ.

Okre�lenie stopnia aktywno�ci kazeinazowej przeprowa-
dzano w obecno�ci azokazeiny jako substratu, wed³ug me-
tody Leung i Stevenson (9). Badano wp³yw nastêpuj¹cych
zwi¹zków chemicznych na aktywno�æ proteolityczn¹ su-
pernatantów: CuSO

4
 (2 mM), MgCl

2
 (10 mM), MgSO

4
(10 mM), CaCl

2
 (5 mM), ZnSO

4
 (2 mM), FeCl

2
 (1 mM),

FeSO
4
 (1 mM), PMSF (1 mM), EDTA (10 mM), E-64

(10 µM).
W tym celu równ¹ objêto�æ odpowiedniego stê¿enia ba-

danego zwi¹zku i poszczególnych supernatantów bakteryj-
nych inkubowano przez 30 min. w temp 28°C. Nastêpnie
w celu okre�lenia aktywno�ci kazeinazowej supernatantów
poddanych dzia³aniu tych zwi¹zków dodawano do poszcze-
gólnych próbek 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,2) oraz
azokazeiny jako substratu. Mieszaniny te inkubowano przez
4 godz. w temp. 28°C. Nastêpnie reakcje zatrzymywano
przez dodanie 2 ml 10% kwasu trójchlorooctowego i mie-
szaniny pozostawiano na okres 30 min., po czym odwiro-
wano przy 10 000 × g przez 15 min. Uzyskane supernatan-
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ty mieszano w równej objêto�ci z 1 M
NaOH i mierzono absorbancjê przy u¿y-
ciu fotometru Epol-2T, przy d³ugo�ci fali
450 nm. Kontrolê stanowi³a mieszanina
odpowiedniego supernatantu niepodda-
nego dzia³aniu badanego zwi¹zku che-
micznego, buforu fosforanowego i azo-
kazeiny. Uzyskany wynik s³u¿y³ do wy-
liczenia procentu aktywno�ci kazeinazo-
wej supernatantów.

Okre�lenie stopnia aktywno�ci elasta-
zowej przeprowadzono w obecno�ci
Elastin Congo red jako substratu, wed³ug
metody Bjorna i wsp. (2). Badano wp³yw
zwi¹zków chemicznych na aktywno�æ
proteolityczn¹ supernatantów (jak przy
badaniu aktywno�ci kazeinazowej).

W tym celu równ¹ objêto�æ odpowiedniego stê¿enia ba-
danego zwi¹zku i poszczególnych supernatantów bakteryj-
nych inkubowano przez 30 min. w temp 28°C. Nastêpnie
w celu okre�lenia aktywno�ci elastazowej supernatantów
poddanych dzia³aniu tych zwi¹zków dodawano do poszcze-
gólnych prób 0,1 M buforu tris-maleinianowego (pH 7,0)
oraz Elastin Congo red jako substratu. Mieszaniny te inku-
bowano przez 24 godz. w temp 28°C. Nastêpnie reakcje
zatrzymywano przez dodanie 2 ml 0,7 M buforu fosforano-
wego, pH 6,0. Mieszaniny te pozostawiano na okres 30 min.,
po czym odwirowywano przy 10 000 × g przez 15 min.
Uzyskanych supernatantów u¿ywano do oznaczeñ foto-
metrycznych przy d³ugo�ci fali 490 nm. Kontrolê stanowi-
³a mieszanina odpowiedniego supernatantu niepoddanego
dzia³aniu badanego zwi¹zku chemicznego, buforu tris-ma-
leinianowego i Elastin Congo red. Uzyskany wynik s³u¿y³
do wyliczenia procentu aktywno�ci elastazowej superna-
tantów.

Nie badano hamowania aktywno�ci elastazowej super-
natantów przez PMSF ze wzglêdu na krótki okres pó³-
trwania 1 mM roztworu PMSF w pH 7,5 wynosz¹cym
1 godzinê.

Wyniki i omówienie
Wyizolowane od chorych na MAI karpi patogenne

szczepy bakteryjne zaklasyfikowano, zgodnie z Ber-
gey�s Manuel of Determinative Bacteriology (wyd. IX),
do rodzaju Aeromonas: 13 szczepów oznaczono jako
A. hydrophila, 3 szczepy jako A. sobria. Wp³yw zwi¹z-
ków chemicznych na aktywno�æ kazeinazow¹ i elas-
tazow¹ supernatantów badanych szczepów bakteryj-
nych przedstawiaj¹ ryc. 1 i 2.

Procent aktywno�ci kazeinazowej supernatantów
wszystkich badanych szczepów bakteryjnych by³ wy-
ra�nie obni¿ony w obecno�ci CuSO

4
 � 18,5% (22,2%

dla A. sobria i 17,7% dla A. hydrophila) i ZnSO
4
 �

23,8% (23,1% dla A. sobria i 24,1% dla A. hydrophi-
la). Nie stwierdzono obni¿enia aktywno�ci kazeina-
zowej badanych supernatantów pod wp³ywem dzia³a-
nia pozosta³ych zwi¹zków chemicznych, wynosz¹cych
dla: MgCl

2
 � 100,2% (95,7% dla A. sobria i 101,3%

dla A. hydrophila), MgSO
4
 � 100,6% (97,3% dla

A. sobria i 101,4% dla A. hydrophila), CaCl
2
 � 96,5%

(96,2% dla A. sobria i 96,7% dla A. hydrophila), FeCl
2

� 88,2% (85,5% dla A. sobria i 88,1% dla A. hydro-
phila) i FeSO

4
 � 89,3% (95,0% dla A. sobria i 88,1%

dla A. hydrophila).
Procent aktywno�æ elastazowej supernatantów

wszystkich badanych szczepów bakteryjnych by³ wy-
ra�nie obni¿ony w obecno�ci CuSO

4
 � 18,4% (16,6%

dla A. sobria i 18,9% dla A. hydrophila), ZnSO
4
 �

50,2% (48,6% dla A. sobria i 50,7% dla A. hydrophi-
la), FeCl

2
 � 60,8% (59,8% dla A. sobria i 61,1% dla

A. hydrophila) i FeSO
4
 � 64,8% (65,5% dla A. sobria

i 64,7% dla A. hydrophila). Nie stwierdzono wyra�ne-
go obni¿enia aktywno�ci elastazowej badanych super-
natantów pod wp³ywem dzia³ania pozosta³ych zwi¹z-
ków chemicznych wynosz¹cych dla: MgCl

2
 � 88,6%

(93,4% dla A. sobria i 86,3% dla A. hydrophila),
MgSO

4
 � 88,6% (88,9% dla A. sobria i 88,6% dla

A. hydrophila) i CaCl
2
 � 109,1% (97,7% dla A. sobria

i 111,8% dla A. hydrophila) (ryc. 1).
Wp³yw syntetycznych inhibitorów proteaz PMSF,

EDTA i E-64 na aktywno�æ kazeinazow¹ i elastazow¹
supernatantów patogennych dla karpi szczepów bak-
teryjnych przedstawiono na ryc. 2. Najsilniejszym inhi-

Ryc. 1. Wp³yw Ca+2, Cu+2, Fe+2, Mg+2 i Zn+2 na aktywno�æ kazeinazow¹ i elastazo-
w¹ supernatantów patogennych dla karpi bakterii z rodzaju Aeromonas (A. hyd-
rophila, n = 13 i A. sobria, n = 3). Zaznaczono warto�ci minimalne i maksymalne
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Ryc. 2. Wp³yw EDTA, PMSF i E-64 na aktywno�æ kazeinazo-
w¹ i elastazow¹ supernatantów patogennych dla karpi bak-
terii z rodzaju Aeromonas (A. hydrophila, n = 13 i A. sobria,
n = 3)
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bitorem kazeinaz i elastaz bakteryjnych okaza³ siê in-
hibitor metaloproteaz � EDTA, wobec którego �red-
nia aktywno�æ kazeinazowa i elastazowa by³a najni¿-
sza i wynosi³a odpowiednio 42,4% (46,8% dla A. sob-
ria i 41,4% dla A. hydrophila) i 48,5% (45,1% dla
A. sobria i 49,3% dla A. hydrophila). Silne w³a�ci-
wo�ci inhibicyjne w stosunku do kazeinaz bakteryj-
nych wykazywa³ inhibitor proteaz serynowych � PMSF
(w stosunku do elastaz bakteryjnych nie by³ badany),
natomiast inhibitor proteaz cysteinowych E-64 nie ha-
mowa³ aktywno�ci kazeinaz i elastaz (ryc. 2).

Wyniki badañ w³asnych dotycz¹cych wp³ywu syn-
tetycznych inhibitorów proteaz, tj. PMSF, EDTA
i E-64, na ogó³ s¹ zgodne z badaniami Chabot i Thune
(3). Wiadomo, ¿e zdolno�æ hamowania proteaz przez
EDTA �wiadczy o obecno�ci metaloproteaz, przez
PMSF � o obecno�ci proteaz serynowych, natomiast
przez E-64 � o obecno�ci proteaz cysteinowych. Wy-
niki badañ w³asnych, które wskazuj¹, ¿e EDTA jest
najsilniejszym inhibitorem proteaz patogennych dla
karpi szczepów bakteryjnych, �wiadcz¹ o obecno�ci
g³ównie metaloproteaz w supernatantach badanych
bakterii.

Ocena aktywno�ci kazeinazowej, elastazowej pato-
gennych dla karpi szczepów bakteryjnych okaza³a siê
przydatn¹ metod¹ do oceny stopnia zjadliwo�ci tych
bakterii dla karpi. Wykazano korelacjê pomiêdzy ak-
tywno�ci¹ kazeinazow¹ i elastazow¹ supernatantów
bakterii z rodzaju Aeromonas ze stopniem patogen-
no�ci dla ryb (7, 8, 11). Wed³ug niektórych autorów,
jednym z wa¿niejszych czynników patogenno�ci bak-

terii z rodzaju Aeromonas s¹ proteazy (7, 8). Mecha-
nizmy dzia³ania proteaz i hamowania ich aktywno�ci
nie s¹ do koñca poznane i bêd¹ przedmiotem dalszych
badañ.
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