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Influence of metal ions on Aeromonas supernatant protease activity

Summary

Aeromonas organisms are widely distributed in aquatic environments and are also recognized as being
pathogens in a variety of animals and humans. The aim of the study was to determine the effect of metal ions
(Ca", Cu?, Fe'?, Mg*’, Zn"?*) and protease inhibitors (PMSF, EDTA, E-64) on the activity of Aeromonas
supernatant caseinase and elastase activity. Sixteen strains of bacteria isolated from MAI/MAS diseased carp,
identified as A. hydrophila (n=13) and A. sobria (n=3) were used in the study. Zinc and copper inhibited
Aeromonas supernatant caseinase activity, where zinc, copper and iron inhibited elastase activity.
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Bakterie z rodzaju Aeromonas powszechnie wyste-
puja w srodowisku wodnym i sg czynnikiem etiolo-
gicznym wielu choréb ryb, a takze ptazow i ssakow.
Produkuja one egzotoksyny, do ktorych naleza m.in.
proteazy, hemolizyny, lipazy, enterotoksyny, cytotok-
syny (1, 10, 11). Wielu autorow zwraca uwagg na rolg
hemolizyn i proteaz w patogenezie choroby MAI/MAS
(motile Aeromonas infection/motile Aeromonas sep-
ticemia) karpi. Proteazy bakterii z rodzaju Aeromonas
odgrywaja wazna rolg w patogenezie choroby MAI/
MAS u wielu gatunkéw ryb. Szczepy bakteryjne o wy-
sokiej aktywnosci proteolitycznej charakteryzuja si¢
zazwyczaj wyzsza zjadliwoscia niz szczepy o nizszej
aktywnosci proteolitycznej (7, 8).

Wykazano, ze aktywno$¢ inhibicyjna $luzu i suro-
wicy karpi zdrowych w stosunku do proteaz A. hyd-
rophila jest nizsza wiosna niz latem 1 jesienia (4).
Roéwniez transport, bedac przyczyna stresu u ryb,
znacznie obniza stopien hamowania aktywno$ci pro-
teolitycznej bakterii przez §luz i surowicg karpi. Za-
lezno$¢ tg stwierdzono wiosna, latem 1 jesienia (5).
Stwierdzono rowniez, ze stosowanie siarczanu mie-
dzi, trichlorfonu i wapna palonego w leczeniu ryb ob-
niza wlasciwosci inhibicyjne $luzu i surowicy karpi
w stosunku do proteaz supernatantow patogennych dla
karpi bakterii z rodzaju Aeromonas (6).

Celem badan byto okreslenie inhibicyjnego wpty-
wu jonow metali (Ca™, Cu?, Fe*?, Mg*, Zn") oraz
wybranych inhibitorow proteaz (EDTA, PMSF i E-64)
na aktywnos¢ proteolityczng supernatantow patogen-
nych dla karpi bakterii z rodzaju Aeromonas.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity supernatanty patogennych
dla karpi szczepow bakteryjnych z rodzaju Aeromonas izo-
lowanych od chorych na MAI/MAS karpi. Do badan uzyto
16 szczepow bakteryjnych (13 4. hydrophila i3 A. sobria).
Supernatanty uzyskiwano z 24-godzinnej hodowli bakterii
w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB) w temp. 28°C. Za-
wiesing hodowli bakteryjnej doprowadzano do ggstosci
1 x 107 jtk w 1 ml przy uzyciu metody spektrofotometrycz-
nej, a nastgpnie dwukrotnie wirowano (pierwsze wirowa-
nie: 30 min. przy 6000 x g w temp. 4°C; drugie wirowanie:
10 min. przy 10 000 x g w temp. 4°C) w celu uzyskania
supernatantu do dalszych badan.

Okreslenie stopnia aktywnosci kazeinazowej przeprowa-
dzano w obecno$ci azokazeiny jako substratu, wedtug me-
tody Leung i Stevenson (9). Badano wptyw nastgpujacych
zwiazkow chemicznych na aktywno$¢ proteolityczna su-
pernatantow: CuSO, (2 mM), MgCl, (10 mM), MgSO,
(10 mM), CaCl, (5 mM), ZnSO, (2 mM), FeCl, (1 mM),
FeSO, (1 mM), PMSF (1 mM), EDTA (10 mM), E-64
(10 uM).

W tym celu réwna objetos¢ odpowiedniego stezenia ba-
danego zwiazku i poszczegdlnych supernatantow bakteryj-
nych inkubowano przez 30 min. w temp 28°C. Nastepnie
w celu okreslenia aktywnos$ci kazeinazowej supernatantow
poddanych dziataniu tych zwiazkéw dodawano do poszcze-
gblnych probek 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,2) oraz
azokazeiny jako substratu. Mieszaniny te inkubowano przez
4 godz. w temp. 28°C. Nastgpnie reakcje zatrzymywano
przez dodanie 2 ml 10% kwasu trgjchlorooctowego i mie-
szaniny pozostawiano na okres 30 min., po czym odwiro-
wano przy 10 000 x g przez 15 min. Uzyskane supernatan-
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Ryc. 1. Wplyw Ca*?, Cu*?, Fe*2, Mg*? i Zn** na aktywno$¢ kazeinazowsy i elastazo-
w3 supernatantéw patogennych dla karpi bakterii z rodzaju Aeromonas (A. hyd-

proteolityczna supernatantéw (jak przy rophila,n =13 i A. sobria, n = 3). Zaznaczono warto$ci minimalne i maksymalne

badaniu aktywno$ci kazeinazowej).

W tym celu réwna objgtos¢ odpowiedniego stezenia ba-
danego zwiazku i poszczegdlnych supernatantow bakteryj-
nych inkubowano przez 30 min. w temp 28°C. Nastepnie
w celu okreslenia aktywnosci elastazowej supernatantow
poddanych dziataniu tych zwiazkéw dodawano do poszcze-
gblnych préb 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. Nastepnie 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 x g przez 15 min.
Uzyskanych supernatantow uzywano do oznaczen foto-
metrycznych przy dtugosci fali 490 nm. Kontrolg stanowi-
ta mieszanina odpowiedniego supernatantu niepoddanego
dziataniu badanego zwiazku chemicznego, buforu tris-ma-
leinianowego i Elastin Congo red. Uzyskany wynik stuzyt
do wyliczenia procentu aktywnosci elastazowej superna-
tantow.

Nie badano hamowania aktywnosci elastazowej super-
natantow przez PMSF ze wzgledu na krotki okres pot-
trwania 1 mM roztworu PMSF w pH 7,5 wynoszacym
1 godzing.

Wyniki i oméwienie

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 szczepdw oznaczono jako
A. hydrophila, 3 szczepy jako A. sobria. Wptyw zwiaz-
kéw chemicznych na aktywnos¢ kazeinazowa 1 elas-
tazowa supernatantow badanych szczepow bakteryj-
nych przedstawiaja ryc. 11 2.

Procent aktywnosci kazeinazowej supernatantow
wszystkich badanych szczepow bakteryjnych byt wy-
raznie obnizony w obecnosci CuSO, — 18,5% (22,2%
dla A. sobria i 17,7% dla A. hydrophila) i ZnSO, —
23,8% (23,1% dla A. sobria 1 24,1% dla A. hydrophi-
la). Nie stwierdzono obnizenia aktywnos$ci kazeina-
zowej badanych supernatantow pod wptywem dziata-
nia pozostatych zwiazkow chemicznych, wynoszacych
dla: MgCl, —100,2% (95,7% dla A. sobria 1 101,3%
dla 4. hydrophila), MgSO, — 100,6% (97,3% dla
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Ryc. 2. Wplyw EDTA, PMSF i E-64 na aktywno$¢ kazeinazo-
w3 i elastazowq supernatantow patogennych dla karpi bak-
terii z rodzaju Aeromonas (A. hydrophila, n = 13 i A. sobria,
n=3)

Objasnienie: nb — nie badano

A. sobriai101,4% dla A. hydrophila), CaCl, —96,5%
(96,2% dla A. sobria196,7% dla A. hydrophila), FeCl,
— 88,2% (85,5% dla A. sobria i 88,1% dla A. hydro-
phila) i FeSO, —89,3% (95,0% dla 4. sobria i 88,1%
dla 4. hydrophila).

Procent aktywnos$¢ elastazowej supernatantéw
wszystkich badanych szczepow bakteryjnych byt wy-
raznie obnizony w obecnosci CuSO, — 18,4% (16,6%
dla A. sobria 1 18,9% dla A. hydrophila), ZnSO, —
50,2% (48,6% dla A. sobria 1 50,7% dla A. hydrophi-
la), FeCl, - 60,8% (59,8% dla 4. sobria i 61,1% dla
A. hydrophila) 1 FeSO, — 64,8% (65,5% dla 4. sobria
164,7% dla A. hydrophila). Nie stwierdzono wyrazne-
go obnizenia aktywnosci elastazowej badanych super-
natantow pod wptywem dziatania pozostatych zwiaz-
kéw chemicznych wynoszacych dla: MgCl, — 88,6%
(93,4% dla 4. sobria 1 86,3% dla A. hydrophila),
MgSO, — 88,6% (88,9% dla A. sobria i 88,6% dla
A. hydrophila) i CaCl,—109,1% (97,7% dla A. sobria
1111,8% dla A. hydrophila) (ryc. 1).

Wptyw syntetycznych inhibitorow proteaz PMSEF,
EDTA 1 E-64 na aktywno$¢ kazeinazowa i elastazowa
supernatantow patogennych dla karpi szczepow bak-
teryjnych przedstawiono naryc. 2. Najsilniejszym inhi-
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bitorem kazeinaz i elastaz bakteryjnych okazat sig in-
hibitor metaloproteaz — EDTA, wobec ktdérego $red-
nia aktywnos$¢ kazeinazowa i elastazowa byta najniz-
sza i wynosita odpowiednio 42,4% (46,8% dla A. sob-
ria 1 41,4% dla A. hydrophila) 1 48,5% (45,1% dla
A. sobria 1 49,3% dla A. hydrophila). Silne wtasci-
wosci inhibicyjne w stosunku do kazeinaz bakteryj-
nych wykazywal inhibitor proteaz serynowych — PMSF
(w stosunku do elastaz bakteryjnych nie byt badany),
natomiast inhibitor proteaz cysteinowych E-64 nie ha-
mowat aktywnosci kazeinaz i elastaz (ryc. 2).

Wyniki badan wlasnych dotyczacych wplywu syn-
tetycznych inhibitorow proteaz, tj. PMSF, EDTA
1 E-64, na 0godt sa zgodne z badaniami Chabot i Thune
(3). Wiadomo, ze zdolno$¢ hamowania proteaz przez
EDTA $wiadczy o obecno$ci metaloproteaz, przez
PMSF — o obecnosci proteaz serynowych, natomiast
przez E-64 — o obecnosci proteaz cysteinowych. Wy-
niki badan wlasnych, ktore wskazuja, ze EDTA jest
najsilniejszym inhibitorem proteaz patogennych dla
karpi szczepow bakteryjnych, $wiadcza o obecnos$ci
gléwnie metaloproteaz w supernatantach badanych
bakterii.

Ocena aktywnosci kazeinazowej, elastazowej pato-
gennych dla karpi szczepow bakteryjnych okazata sig
przydatna metoda do oceny stopnia zjadliwosci tych
bakterii dla karpi. Wykazano korelacj¢ pomigdzy ak-
tywnoscia kazeinazowa 1 elastazowa supernatantéw
bakterii z rodzaju Aeromonas ze stopniem patogen-
nosci dla ryb (7, 8, 11). Wedtug niektorych autorow,
jednym z wazniejszych czynnikow patogennos$ci bak-
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terii z rodzaju Aeromonas sa proteazy (7, 8). Mecha-
nizmy dzialania proteaz i hamowania ich aktywnosci
nie sa do konca poznane i beda przedmiotem dalszych
badan.
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