
Wstęp

Podstawowym źródłem obrony organizmów ży−
wicielskich przed inwazjami pasożytniczymi jest
układ odpornościowy, który rozpoznaje antygeny
pasożyta jako obce i wytwarza reakcje, w których
wyniku dochodzi do jego zwalczania. Współczesna
parazytologia posiada cały szereg narzędzi, dzięki
którym można badać relacje panujące w układach
pasożyt−żywiciel. Zagadnienia te są jednak trudne
ze względu na złożoność i różnorodność antygeno−
wą pasożytów, tworzenie się reakcji krzyżowych,
jak również występowanie różnych stadiów rozwo−
jowych pasożyta w organizmie żywiciela. Jednak

zrozumienie mechanizmów obronnych żywiciela
oraz poznanie właściwości antygenowych nicieni
może mieć duże znaczenie w zwiększaniu czułości
metod wykorzystywanych w diagnostyce chorób
pasożytniczych. 

Zwierzęta laboratoryjne, w tym myszy, stanowią
jedno z podstawowych narzędzi wykorzystywanych
do wielu doświadczeń biologicznych i testów, gdzie
uzyskanie wiarygodnych i powtarzalnych wyników
jest bardzo istotnym elementem. Jednak bardzo czę−
sto w konwencjonalnych hodowlach myszy notuje
się infekcje powodowane przez różne patogeny,
w tym także nicienie pasożytnicze, spośród których
najczęściej występujące to Aspiculuris tetraptera
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ABSTRACT: Background. The aim of this study was isolation and examination of Aspiculuris tetraptera somatic pro−
teins and somatic antigens role in eliciting of immune response in laboratory mice. Material and methods. In our in−
vestigation 40 laboratory mice (BALB/c strain) were used. To extract the somatic proteins Tris−HCl buffer with NaCl
and Triton X−100 was used. The analysis of somatic antigens was undertaken by Western blotting. Results. The study
showed the presence of 14 protein bands ranging from ~ 82 to 28 kDa. Glicoproteins detection revealed 13 bands in
range between ~ 70 to 30 kDa. There was no reaction observed with immunoglobulins IgA. Comparision of these re−
sults with earlier studies concerning S. obvelata somatic antigens show that there are proteins and glicoproteins with the
same molecular weights for both species. It is also observed that S. obvelata somatic extract is more diversed and have
higher antigenicity than A. tetraptera. Hence, we may suppose this fact could favour easier colonization of the host by
A. tetraptera.
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i Syphacia obvelata należące do rodziny Oxyuridae
[1]. Pasożyty te, jeśli nie są wykryte i wyeliminowa−
ne, mogą mieć wpływ na przebieg badań, a także na
końcową interpretację wyników [2−4]. Zwykle zara−
żenie nicieniami jelitowymi u zwierząt laboratoryj−
nych przebiega bezobjawowo, chociaż znane są
przypadki migracji larw w organizmie i pojawiania
się niedojrzałych osobników w mózgu chomików
[5] oraz w krezkowych węzłach limfatycznych [6].
U intensywnie zarażonych żywicieli mogą występo−
wać takie objawy jak: wypadnięcie odbytu, zaczo−
powanie jelita, słabe przyrosty masy ciała i szorst−
kość sierści. Ponadto u zarażonych myszy obserwu−
je się, choć rzadko, nieżytowe zapalenie jelit, ziarni−
kowatość wątroby oraz podrażnienie okolicy około−
odbytniczej [7]. Zarażenie nicieniami jelitowymi
wpływa także na zmianę humoralnej odpowiedzi
immunologicznej względem niepasożytniczych
bodźców antygenowych, co może wskazywać na
modulację systemu odpornościowego w wyniku in−
wazji nicieni S. obvelata [8]. 

Celem pracy było wyizolowanie białek soma−
tycznych, wykazujących właściwości antygenowe
względem immunoglobulin klasy IgG, IgM, i IgA,
zawartych w surowicy myszy zarażonych A. tetrap−
tera oraz określenie ich roli w tworzeniu odpowie−
dzi immunologicznej.

Materiały i metody 

Materiał do badań stanowiły myszy laboratoryj−
ne (szczep BALB/c) pochodzące z hodowli własnej

Instytutu Genetyki i Mikrobiologii UWr. Z osobni−
ków żywych pobierano krew, a z martwych — ni−
cienie podczas sekcji parazytologicznej. Wykorzy−
stano 40 gryzoni, z których łącznie pozyskano 862
nicienie jelitowe. Myszy zarażone były wyłącznie
jednym gatunkiem pasożytów — A. tetraptera.
Uzyskaną krew myszy pozostawiano do wykrzep−
nięcia na 2 h w temperaturze pokojowej oraz
1 h w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu zbierano
surowicę, a następnie zamrażano w −70°C do dal−
szych badań, natomiast ekstrakcja białek somatycz−
nych nicienia odbywała się przy użyciu buforu Tris−
HCl zawierającego NaCl oraz Triton X−100 [9].
Rozdział poszczególnych frakcji białek somatycz−
nych przeprowadzono w 12% żelu poliakryloami−
dowym w układzie buforów wg Laemmliego [10].
Masę cząsteczkową (MC) białek wyznaczano z za−
leżności log MC od współczynnika ruchliwości
elektroforetycznej (Rf). Jako standardów masy uży−
to markerów firmy Sigma. 

Po elektroforezie, rozdzielone białka z żelu po−
liakryloamidowego przenoszono na membranę ni−
trocelulozową na drodze transferu metodą półsuchą,
a następnie, w celu określenia swoistych białek i gli−
koprotein w stosunku do przeciwciał surowiczych
gryzoni, wykonywano Western blot [11] z wykorzy−
staniem przeciwciał anty−mysich sprzężonych z pe−
roksydazą chrzanową. Detekcja glikoprotein odby−
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Rys. 1. Proteinogram białek somatycznych pozyskanych
z A. tetraptera
Fig. 1. Proteinogram of somatic proteins isolated from
A. tetraptera

Rys. 2. Układ prążków glikoprotein A. tetraptera
reagujących z konkawaliną A
Fig. 2. Glicoprotein bands reactive with conA



wała przy użyciu konkawaliny A według metody
Schallinga [12] z modyfikacjami. 

Wyniki

Analiza białek somatycznych
Proteinogram ujawnił obecność 14 prążków

o masach od ~ 82 do 28 kDa (Rys. 1) natomiast de−
tekcja glikoprotein, przy użyciu konkawaliny
A (Rys. 2), wykazała obecność 13 prążków o ma−
sach od ~ 70 do 30 kDa (Tabela 1). Wśród 14 białek
somatycznych 3 miały resztę cukrową. 

Tabela 1. Masy cząsteczkowe protein i glikoprotein so−
matycznych nicienia A. tetraptera
Table 1. Molecular weights of somatic proteins and gli−
coproteins isolated from A. tetraptera

Masa cząsteczkowa protein [kDa]

82 81 73 68 66 58 55 53 50 45 42 8
35 28 — — — — — — — — — —

Masa cząsteczkowa glikoprotein [kDa]

70 69 65 63 59 57 56 55 53 48 42 41
30 — — — — — — — — — — —

Western blotting
Western blot (Rys. 3) wykonano w celu ustale−

nia, które z protein i glikoprotein dają specyficzne
reakcje z odpowiednimi klasami przeciwciał. Wyni−

ki były pozytywne w przypadku przeciwciał klasy
IgG i IgM, gdzie przeciwciała swoiście rozpozna−
wały antygeny nicienia. 

W odniesieniu do przeciwciał klasy IgG reakcję
wykazywało 7 białek o masach od ~ 76 do 35 kDa,
a w przypadku immunoglobulin klasy IgM 3 białka
o masach ~ 73, 45, 40 kDa (Tabela 2). Nie stwier−
dzono reakcji z przeciwciałami klasy IgA. 

Tabela 2. Masy cząsteczkowe frakcji białek somatycz−
nych A. tetraptera wykazującej właściwości antygeno−
we w stosunku do przeciwciał zawartych w surowicy
Table 2. Molecular weights of somatic proteins, isolated
from A. teraptera, which proves the antigens features in
relation of immunoglobulins IgG and IgM

Masa cząsteczkowa [kDa]

IgG 76 73 55 53 45 42 35
IgM 73 45 40 — — — —

Dyskusja

Nicienie pasożytnicze stanowią bogate źródło
różnorodnych antygenów i wiele prac ma na celu
poznanie ich właściwości. Obiektem badań są naj−
częściej nicienie pasożytujące u człowieka lub
zwierząt hodowlanych, natomiast niewiele jest prac
poświęconych antygenom pasożytów zwierząt dzi−
ko żyjących i laboratoryjnych.

Badania prowadzone w brazylijskich zwierzętar−
niach nad zarażeniem nicieniami jelitowymi u my−
szy laboratoryjnych [13] wykazały, że intensywność
inwazji A. tetraptera wynosiła od 111 do 139 osob−
ników, a prewalencja osiągnęła wartość 100%, nato−
miast w pracy Bazzano [14] intensywność była
znacznie niższa i wynosiła 5–16 osobników w żywi−
cielu. We wcześniejszych badaniach Klausa i Złoto−
rzycka [15] wykazały tylko 20% prewalencji. Nato−
miast Behnke [16] stwierdził 57% prewalencję
A. tetraptera u dziko żyjących myszy. Ten sam au−
tor wykazał, że jest ona wyższa u samców niż u sa−
mic [17].

Pierwszym etapem pracy była izolacja białek so−
matycznych nicieni A. tetraptera. Podobne badania
nad proteinami somatycznymi u innych nicieni pa−
sożytniczych były prowadzone już wcześniej, i tak
np. analiza białek somatycznych Ancylostoma cey−
lanicum wykazała obecność 12 pasm białkowych
o masach od ~ 144 do 13 kDa [18]. U Capillaria re−
secta Frońska−Popiel [19] stwierdziła obecność 31
prążków w zakresie od ~ 104 do 26 kDa, natomiast
analiza glikoprotein somatycznych wykazała 23 pa−
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Rys. 3. Western blot antygenów somatycznych 
A. tetraptera
Fig. 3. Western blot of somatic antigens isolated from
A. tetraptera



sma białkowe. Badania Perec [20] nad udziałem an−
tygenów S. obvelata w tworzeniu odpowiedzi im−
munologicznej u myszy laboratoryjnych wykazały
obecność 23 pasm białkowych o masach od ~ 90 do
27 kDa a detekcja glikoprotein ujawniła 15 prążków
w zakresie od ~ 112 do 30 kDa.

Kolejnym etapem było określenie, które z ozna−
czonych protein wyizolowanych z A. tetraptera wy−
kazują właściwości antygenowe w stosunku do
przeciwciał surowiczych klasy IgG, IgM i IgA. Ba−
dania ekstraktu somatycznego, uzyskanego z S.
obvelata, w odniesieniu do IgG pokazują większą
liczbę białek o charakterze antygenowym [20] niż
w przypadku A. tetraptera. W cytowanych bada−
niach stwierdzono 14 protein o masach od ~ 104 do
31 kDa, gdzie najsilniejszą reaktywność wykazywa−
ły 3 białka (~ 66, 65 i 63 kDa).

W badaniach nad S. obvelata reakcje swoiste
w stosunku do immunoglobulin klasy IgM, wykazy−
wało 10 białek [20], a w przypadku A. tetraptera
tylko trzy. S. obvelata wykazuje również właściwo−
ści antygenowe w stosunku do przeciwciał klasy
IgA — 8 białek reagujących swoiście względem
tych immunoglobulin, natomiast białka somatyczne
A. tetraptera nie wykazywały właściwości antyge−
nowych w stosunku do tej klasy przeciwciał. Może
to wynikać z faktu, że odpowiedź obwodowa myszy
na zarażenie S. obvelata jest silniejsza niż w przy−
padku A. tetraptera. Nie prowadzono badań nad od−
powiedzią lokalną, gdzie najprawdopodobniej do−
minowałaby odpowiedź w stosunku do immunoglo−
bulin klasy IgA. 

U myszy laboratoryjnych bardzo często dochodzi
do koinwazji nicieni A. tetraptera i S. obvelata. Uzy−
skane wyniki dotyczące analizy białek somatycz−
nych tych dwóch gatunków nicieni pozwalają
stwierdzić, że ekstrakt somatyczny uzyskany z S.
obvelata jest bardziej zróżnicowany niż uzyskany
z A. tetraptera. Zastosowanie techniki Western blot−
ting pokazuje, że więcej białek immunogennych wy−
stępuje u S. obvelata. Można zatem przypuszczać, iż
w przypadku współwystępowania obu gatunków
bardziej immunogenne dla myszy są inwazje S.
obvelata. Organizm skupia więc swoją reakcję
obronną na tym nicieniu, umożliwiając w ten sposób
łatwiejsze osiedlenie się nicieni A. tetraptera, które
zajmują podobną lokalizację w jelicie żywiciela. Ba−
dania Paconia i Piekarskiej [1] nad pasożytami my−
szy laboratoryjnych we wrocławskich laboratoriach
wykazały, że znacznie częstsze są inwazje A. tetrap−
tera (33,3–75%) niż S. obvelata (5,5–15%) co może
podtrzymywać powyższą hipotezę.

Wnioski

Uzyskane wyniki badań wykazują duże zróżni−
cowanie antygenowe dwóch pokrewnych gatunków
nicieni oraz wskazują na rolę, jaką mogą odgrywać
w przebiegu inwazji pasożytniczych. Prowadzenie
badań z zastosowaniem technik immunologicznych
może mieć duży wpływ na zrozumienie mechani−
zmów panujących w układach pasożyt−żywiciel. 
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