
Wstęp

Contracaecum rudolphii, nicień należący do ro−
dziny Anisakidae, jest pasożytem żołądkowo−jelito−
wym o złożonym cyklu rozwojowym [1]. Jego ży−
wicielem ostatecznym są ptaki odżywiające się ry−
bami, głównie kormorany i pelikany. Stadium dys−
persyjne (wczesna larwa L2)  jest wolno żyjące, na−
tomiast larwy L3 pasożytują w skorupiakach plank−
tonowych i bentosowych oraz w rybach słodkowod−
nych i morskich. W tej postaci pasożyt powoduje
straty w hodowli ryb, gdyż zarażone nim osobniki
stają się łatwym łupem drapieżników [2]. Intensyw−
ne inwazje C. rudolphii stanowią także zagrożenie
dla kormoranów, szczególnie dla młodych ptaków
[3–5]. Badania tego gatunku ograniczone są głów−

nie do występowania i oceny prewalencji, opisu
cech morfologicznych, taksonomii i rozwoju [1,
6–12]. Niewiele jest danych na temat biochemii
C. rudolphii. Dotyczą one składu aminokwasowego
[13], metabolizmu węglowodanów [14, 15] i oceny
aktywności jego hydrolaz [16]. Brak jest informacji
jak nicień ten reaguje na stres oksydacyjny, który
pojawia się wraz ze zmianą natlenienia środowiska
bytowania oraz w związku z odpowiedzią układu
immunologicznego żywiciela. U wielu pasożytów
wewnętrznych działają bardzo sprawnie systemy
antyoksydacyjne zabezpieczające je przed tzw. „wy−
buchem tlenowym” komórek fagocytarnych żywi−
ciela [17–20].

Reaktywne formy tleny (RFT) są wytwarzane
przez wszystkie organizmy podczas procesów meta−
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ABSTRACT. Contracaecum rudolphii is the parasitic nematode of fish−eating birds. In the extracts from female, male
and larvae L3 and L4 isolated from the alimentary tracts of black cormorants the activity of five antioxidant enzymes:
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), glutathione transferase (GST), glutathione reductase (GR),
catalase (CAT) and the content of ascorbate and total antioxidative status (TAS) were determined. They can be put in
order according to the activity growth: GPX, SOD, GST, CAT and GR. The activity of GPX were very low in the ne−
matodes' extracts (1.23–7.67 µU/mg). CAT had higher activity (0.47–0.72 U/mg). The activity of GR was the highest
(50.51–69.88 U/mg). SOD activity in the female was higher by ca. 50% than in the male while GST activity was at si−
milar levels. GR and CAT activities were higher by ca. 30% in the male than in the female nematodes. GST and GPX
activity and TAS in larvae L3 were significantly lower than in the adult nematodes or in L4 larvae. The activity of GPX,
GR and CAT was lower in L4 larvae than in the adult male (p<0.05). The content of ascorbate was almost the same in
all stages of parasite development (0.21–0.38 mg/g). The above results indicate differences in antioxidant systems rela−
ted to both the sex and the developmental stage of C. rudolphii.
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bolicznych zachodzących w warunkach tlenowych.
Ilość ich nasila się podczas działania czynników
stresowych tak abiotycznych (promieniowanie,
czynniki klimatyczne), jak i biotycznych [21, 22].
Celem pracy było wykazanie jaka jest i czy się
zmienia w rozwoju zdolność C. rudolphii do zmia−
tania wolnych rodników. Według naszej oceny są to
pierwsze badania z tego zakresu, dotyczące tego ga−
tunku, który jak stwierdzono ma możliwość za−
mknięcia swojego cyklu rozwojowego również
w Polsce [10, 11, 23]. 

Materiał i metody

Nicienie C. rudolphii izolowano z żołądków kor−
moranów czarnych (n=39) zestrzelonych w połowie
sierpnia 2007 r. na jeziorze Selment Wielki w regio−
nie Pojezierza Mazurskiego. Po oczyszczeniu z tka−
nek żywiciela, nicienie segregowano na podstawie
cech morfologicznych [1, 7, 24] na larwy L3 i L4
oraz samce i samice, ważono i do czasu analiz prze−
chowywano w temp. – 80°C.

Nicienie homogenizowano w proporcji 1:10
(w/v) z 0,9% NaCl. W ekstraktach oznaczano za po−
mocą zestawów firmy Randox (zgodnie z procedu−
rą producenta) aktywność: dysmutazy ponadtlenko−
wej (SOD), peroksydazy glutationowej (GPX), re−
duktazy glutationowej (GR) i całkowity status anty−
oksydacyjny (TAS) oraz aktywność transferazy glu−

tationowej (GT) wg Rice−Evans i wsp. [25] i katala−
zy metodą Aebi [26]. Oznaczano też zawartość
kwasu askorbinowego wg Rutkowskiego i wsp.
[27]. Aktywności enzymatyczne przeliczano na 1
mg białka. Białko oznaczano metodą Bradforda
[28]. Zawartość kwasu askorbinowego i ogólny sta−
tus antyoksydacyjny przeliczano na 1 g masy ciała.
Wyniki analizowano wykorzystując program Stati−
stica 2008, ANOVA, test Tukeya.

Wyniki

W wyciągach z pasożyta wykazano obecność
wszystkich badanych enzymów (Tabela 1). Pod
względem aktywności można je uszeregować nastę−
pująco: GR, GST, SOD, CAT, GPX. Aktywność pe−
roksydazy glutationowej była bardzo niska, na gra−
nicy wykrywalności. Dość wysoką aktywność mia−
ła dysmutaza ponadtlenkowa. O dwa rzędy wielko−
ści niż SOD była wyższa aktywność katalazy
i transferazy glutationowej. Szczególnie aktywna
była u C. rudolphii reduktaza glutationowa. SOD
u samic była bardziej aktywna niż u samców
(p<0,05). Także nieco wyższa u osobników żeń−
skich była aktywność GPX. Odmiennie, u samców
aktywności GR i katalazy były istotnie wyższe niż
u samic. Larwy pasożyta miały zdecydowanie wy−
ższą aktywność SOD i o ok. 3−krotnie niższą aktyw−
ność GPX niż osobniki dorosłe. Obserwowano
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Tabela 1. Układy antyoksydacyjne Contracaecum rudolphii
Table 1. Antioxidant systems from Contracaecum rudolphii

Stadium 
Układ antyoksydacyjny Samice Samce L4 L3

Enzym Aktywność 

Dysmutaza ponadtlenkowa 6,35* ± 0,63a 4,81 ± 0,56b 7,74 ± 1,11a 8,25 ± 1,43a

(SOD mU/mg)
Transferaza glutationowa 0,54 ± 0,04a 0,55 ± 0,11a 0,57 ± 0,07a 0,29 ± 0,12b

(GST U/mg)
Reduktaza glutationowa 50,51 ± 4,23a 65,53 ± 5,92b 52,23 ± 4,87a 69,88 ± 8,94b

(GR  U/mg)
Katalaza (CAT U/mg) 0,57 ± 0,14a 0,72 ± 0,10b 0,59 ± 0,11a 0,48 ± 0,11a

Peroksydaza glutationowa 7,67 ± 1,75a 6,94 ± 1,32a 1,97 ± 0,21b 1,23 ± 0,19c

(GPX µU/mg)

Antyoksydant Stężenie 

Kwas askorbinowy
(mg/g tkanki) 0,29 ± 0,08 0,38 ± 0,09 0,28 ± 0,05 0,21 ± 0,07

Całkowity status antyoksydacyjny
(TAS mol/g tkanki) 3,38 ± 0.03a 3,68 ± 0,13a 3,33 ± 0,21a 2,41 ± 0,59b

Objaśnienia (explanations): * x ± SD (średnia arytmetyczna ± odchylenie standardowe), (mean ± standard deviation); 
Jednakowe litery oznaczają brak różnic istotnych między średnimi przy poziomie p<0,05 (the same letters indicate no significant
differences between means  at p<0,05) 



większe różnice w aktywności enzymów antyoksy−
dacyjnych między osobnikami dorosłymi (żeńskimi
i męskimi) a larwami L3 niż larwami L4. Ta sama
zależność dotyczy całkowitego stężenia związków
antyoksydacyjnych (Tabela 1). Status antyoksyda−
cyjny larw L3 był istotnie niższy niż pozostałych
postaci pasożyta. Również zawartość askorbinianu
była u nich niższa, ale różnice w tym przypadku nie
były jednak statystycznie istotne. 

Dyskusja

Wszystkie organizmy eukariotyczne wyposażo−
ne są w silne bariery antyoksydacyjne. W ich skład
wchodzą enzymy antyoksydacyjne oraz związki
tworzące układy oksydo−redukcyjne o charakterze
nieenzymatycznym [22]. Głównymi enzymami an−
tyoksydacyjnymi są: dysmutaza ponadtlenkowa, ka−
talaza, peroksydaza glutationowa, reduktaza gluta−
tionowa oraz transferaza glutationowa. Mniej spe−
cyficzne w działaniu są niskocząsteczkowe związki
antyoksydacyjne, jak na przykład: glutation, kwas
askorbinowy, tokoferole, karotenoidy [21]. U paso−
żytniczych nicieni występują wszystkie klasy anty−
oksydantów, zabezpieczających biologiczne makro−
cząsteczki przed uszkodzeniami powodowanymi
przez reaktywne formy tlenu jak: utlenianie białek,
peroksydacja lipidów, depolimeryzacja węglowoda−
nów oraz modyfikacje i degradacja łańcuchów kwa−
sów nukleinowych [20, 29]. 

Zdaniem Henkle−Dűhrsen i Kampkötter [20] en−
zymy antyoksydacyjne są szczególnie ważne dla pa−
sożytów wywołujących chroniczne infekcje i po−
przez to długookresowo narażonych na RFT, gene−
rowane przez komórki obronne żywiciela. Z drugiej
strony, tak jak u innych organizmów eukariotycz−
nych, pasożyty muszą usuwać wolne rodniki pocho−
dzenia endogennego i naprawiać uszkodzenia przez
nie powodowane [19, 30]. 

Spośród enzymów antyoksydacyjnych helmin−
tów najlepiej poznano rodzinę dysmutaz ponadtlen−
kowych, które katalizują reakcji dysmutacji aniono−
rodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru
[22]. Enzym ten występuje u wszystkich przebada−
nych pod tym względem nicieni [18, 29, 31–36].
Uważa się, że najważniejszymi zmiataczami H2O2,
powstałego w wyniku działania SOD, są u pasożyt−
niczych nicieni enzymy zaliczane do stosunkowo
niedawno poznanej rodziny peroksyredoksyn [37].
Natomiast obecność i aktywność głównych enzy−
mów usuwających u większości eukariotów H2O2 –
katalazy i peroksydazy glutationowej u wielu nicie−

ni jest kwestionowana [20]. U C. rudolphii wykaza−
no aktywność wszystkich badanych enzymów anty−
oksydacyjnych (Tabela 1). Szczególnie wysoka by−
ła aktywność reduktazy glutationowej. Enzym ten
ogrywa zasadniczą rolę w metabolizmie glutationu,
redukuje disulfid tego związku do formy czynnej
(GSH), biorącej udział w procesach redukcji i w de−
toksykacji szkodliwych metabolitów, a także kseno−
biotyków [22]. Tę ostatnią reakcję katalizuje wyso−
ce aktywna u C. rudolphii transferaza glutationowa.
Enzym ten jest równie aktywny u filarii [18]. Suge−
ruje się, że GST może, wykazując słabą aktywność
peroksydazową w stosunku do nadtlenku wodoru,
kompensować brak funkcjonalnej u niektórych hel−
mintów peroksydazy glutationowej [18]. Podobnie
może być u C. rudolphii. Nie można wykluczyć, że
mierzona przez nas bardzo niska aktywność pero−
ksydazy glutationowej wynika z takiej „pobocznej”
działalności wysoce aktywnej transferazy glutatio−
nowej tego nicienia. Zagadnienie to wymaga dal−
szych badań. 

W odróżnieniu od innych helmintów u C. rudol−
phii aktywność innego enzymu, ważnego w rozkła−
dzie nadtlenku wodoru – katalazy była stosunkowo
wysoka. Co prawda katalaza C. rudolphii nie jest aż
tak aktywna jak enzym z Ascaris suum [20], ale jej
aktywność była 100−krotnie wyższa od SOD (Tabe−
la 1). Wydaje się więc, że enzym ten jest głównym
zmiataczem nadtlenku wodoru u C. rudolphii i jest
w stanie rozłożyć większość tworzonego m.in.
przez SOD nicienia H2O2. Jego wysoka aktywność
może również kompensować bardzo niską aktyw−
ność peroksydazy glutationowej.

Spodziewano się, mając na uwadze wyższe tem−
po przemian metabolicznych u samic nicieni, wyra−
źnych różnic związanych z płcią w aktywności en−
zymów antyoksydacyjnych i w wysokości ogólnego
statusu antyoksydantów u C. rudolphii. Różnice
zgodne z oczekiwaniami odnotowano jedynie
w przypadku SOD, która była istotnie bardziej ak−
tywna u samic. Natomiast  nie jest jasne dlaczego
aktywności reduktazy glutationowej i katalazy były
wyższe u osobników męskich niż żeńskich. Pozo−
stałe wskaźniki nie różniły się istotnie u przedstawi−
cieli obu płci. 

Larwy Trichostrongylus colubriformis, Haemon−
chus contortus i Ostertagia  circumcincta wykazy−
wały 8–10−razy wyższą aktywność SOD niż dorosłe
nicienie i tylko u larw inwazyjnych tych pasożytów
występowały antyoksydanty nieenzymatyczne [29].
W naszych badaniach podobnie, u larw C. rudolphii
aktywność SOD była wyższa niż u osobników doro−
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słych, ale jedynie w przypadku samców i larw inwa−
zyjnych (L3) różnice były istotne. Całkowita zdol−
ność antyoksydacyjna była u C. rudolphii wielo−
krotnie wyższa niż u nicieni badanych przez Hada−
sia i Stankiewicza [29]. Można przypuszczać, że po−
wyższe różnice wynikać mogą ze stopnia natlenie−
nia środowiska wysokiego w przypadku wolno ży−
jących L3 nicieni żołądkowych ssaków a znacznie
niższego (mięśnie ryb) w przypadku larw inwazyjne
C. rudolphii. Innym wytłumaczeniem mogą być
odmienne strategie usuwania RFT. Wydaje się, że
nieenzymatyczne antyoksydanty odgrywają u C. ru−
dolphii większą rolę niż u nicieni jelitowych ssa−
ków, gdyż obecne są u wszystkich postaci tego pa−
sożyta. 

Zastanawiające jest to, że całkowita zdolność an−
tyoksydacyjna u larw inwazyjnych C. rudolphii by−
ła znamiennie niższa niż u larw L4 i u dorosłych ni−
cieni. Stadium to charakteryzowało się też znamien−
nie niższą aktywnością transferazy glutationowej,
peroksydazy glutationowej oraz katalazy. Jest to za−
stanawiające, gdyż jak wykazano w badaniach nad
modelowymi nicieniami Caenorhabditis elegans
przeżywalność oraz długość życia zależy od pozio−
mu i sprawności układów antyoksydacyjnych, która
się obniża wraz z wiekiem [34, 38]. Znaczenie ukła−
dów antyoksydacyjnych dla przeżycia pasożytni−
czych nicieni potwierdziły też badania nad mecha−
nizmem działania niektórych antyhelmintyków
[33]. Obserwowane  różnice, badanych parametrów
bariery antyoksydacyjnej u larw stadium L3 i u star−
szych postaci rozwojowych C. rudolphii, wynikać
mogą z odmiennych środowisk bytowania tych
form. Larwy L3 rozwijają się w rybach – żywicie−
lach pośrednich tego gatunku. Być może są to dla
larw warunki mniej stresowe niż panujące w żołąd−
ku kormoranów (stres termiczny, hipoksja, niskie
pH), gdzie szybko osiągają stadium L4, mające zde−
cydowanie wyższe niż one zdolności do zmiatania
wolnych rodników. Potwierdzenie tej sugestii wy−
maga jednak dalszych badań.
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