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THE INFLUENCE OF INFECTION WITH III LARVAL STAGE OF ANISAKIS SIMPLEX
ON THE ACTIVITY OF PROTEASES IN ALIMENTARY TRACT OF GUINEA PIGS*
7

Abstract. The studies were carried out on guinea pig males. The animals were infected with

+30 larvae (L;) of .dnisakis simplex. After 6 hrs of invasion the animals were dissected. In

homogenized pancreas and duodenal contents activities of trypsin were determined. In stomach

content activities of pepsin were determined. The activities of trypsin in duodenal contents and in

pancreas homogenate from infected animals were lower in comparison with the control animals.
The activities of pepsin were higher in infected animals.

WSTEP

Stwierdzono, ze podczas zarazenia larwami (L3) Anisakis simplex wystepuja
rozlegle uszkodzenia blony Sluzowej przewodu pokarmowego zywiciela. U za-
razonych wigkszych ssakow a takze u czlowieka, larwy zakotwiczaja sie
w $cianie zotadka lub jelita powodujac uszkodzenia blony $luzowej (OsamMa
1972), krwotoki, nekroze tkanek, nacieki eozynofili (BOUREE i wsp. 1995). van
THIEL i wsp. (1960) znajdowali larwy A. simplex w jelitach operewanych
pacjentow. Badaniem mikroskopowym wykazali nacieki ropne we wszystkich
warstwach $ciany jelita. U matych zwierzat laboratoryjnych (szczur, $winka
morska) larwy penetrujac $ciane przewodu pokarmowego wedruja do innych
narzaddw. YonG i Lowe (1969) oraz GissoN (1970) stwierdzili, ze u eks-
perymentalnie zarazonych szczuréw, larwy A. simplex penetruja $ciane zoladka
po uplywie godziny od zarazenia; po 3—4 godzinach larwy znajdowano
W jamie otrzewnej. Obecno$é tych larw byla przyczyna zmian nekrotycznych
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tkanek zywiciela. W $cianie zoladka stwierdzono nacieki eozynofilne i lim-
focytarne oraz krwinki czerwone pochodzace ze zniszczonych naczyn krwio-
nosnych. Podobne zmiany obserwowali RUITENBERG i wsp. (1971) u eks-
perymentalnie zarazonych krolikow. MYERs (1963) u doswiadczalnie zarazo-
nych Swinek morskich znajdowata po 8 godz. od zarazenia larwy w trzustce,
watrobie, krezce, tarczycy i tkance thuszczowej wokét nerek. U dwéch $winek
znaleziono pod skdrg larwy w- ‘cystach. Aktywna wedrowka larw powodowala
uszkodzenia mechaniczne w postaci wybroczyn i standw zapalnych w atako-

wanych arzadach. M1kroskopowo stwierdzono nacieki limfocytéw i makro-
rwowano Jeszcze po 24 godzmach od zarazenla a po 48

stw1erdzono ze inne nicienie Jehtowe jak Ascaris suum i Ascarzdza
ﬁ' a na zZmiang aktywnosm enzymow proteohtycznych w przewodzm

iejszym do$wiadczeniu postanowmno zbadaé, czy zarazenie Jarwami
simplex wptywa na zmiane aktywnosci enzyméw proteohtycznych
rzewodz1e pokarmowym $winek morsklch

Material i metody

' Badania przeprowadzono na 10 $winkach morskich wyréwnanych pod
wzgledem wieku, masy ciala i jednakowej plci (samce). Grupe doéwdaddzalna,
(5 osobnikéw) zarazano dozotadkowo 30 larwami (L) Anisakis simplex
-zawieszonych w roztworze 0,9% NaCl Larwy pozyskiwano ze §ledzi od-
lowionych w Morzu Battyckim. Do czasu uzycia larwy przechowywano
' w roztworze TYroDA w temperaturze +4°C. Zwierzetom z grupy kontrolnej
~ w ten sam spos6b podawano roztwér NaCl. Sekcje zwierzat przeprowadzano
po 6 godz. od zarazenia. Przewdd pokarmowy i inne narzady przeszulqwano
na obecno$¢ wedrujacych larw.

Do oznaczenia aktywnosci enzyméw proteolitycznych pobierano z zoladka
i dwunastnicy po 1 g tresci pokarmowej i dodawano do niej po 5 ml soli
fizjologicznej. Po odwirowaniu oznaczano w supernatancie z tresci zoladka
aktywnosé pepsyny, za$ z tresci dwunastmcy aktywnosc trypsyny Wyciagi
z trzustki przygotowywano metoda opisana przez ZOLTOWSKA i wsp. (1989).
Aktywnos$¢ pepsyny i trypsyny oznaczano powszechnie stosowana metoda
AnsoNA wedlug Kryszeiko-STeFaNowicz (1982). Wyniki wyrazano w milijed-
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nostkach Ansona (mUA) przeliczajac je na miligram biatka oznaczanego
metoda Lowreco i wsp. (1951).

Wyniki

- Wigkszos¢ larw znajdowata si¢ w tresci badz w $cianie zotadka oraz jelicie
cienkim (tab.). Niektore larwy zdazyly przebic sciane zoladka i znajdowaly sie

E TABELA
Aktywnos¢ proteaz [w mUA] oraz liczba i miejsce znajdowanych larw A. simplex w przewodzie
pokarmowym S§winek morskich
- TABLE
The activity of proteases [in mUA] and number and place of sojourn 4. simplex larvae in
alimentary' tract of guinea pigs

Grupa
Swinki morskie grupy zarazonej kontrolna
Guinea pigs of infected group Control
group
Nr $winki | I o | v v Srednia arytmetyczna
morskiej : - B B dla 5 §winek
No. of Arithmetic mean for
guinea pig ' ' "5 guinea pigs
na zewnatrz | 2 1 2 3 1 1,8 0
zotgdka
outside of
stomach
Liczba . '
i miejsce w Scianie |3 4 5 1 2 3 0
znajdowanych | | zoladka
larw in stomach
Number and wall
place of w tresci | 6 5 6 8 10 |7 0
slo journ zotadka
arvae in stomach
contents
w dwunastnicy| 4 3 2 1 0 2 0
in duodenum ‘
zotadku 2,14 2,71 2,76 2,64 244 2,54 1,63
stomach
Aktywnosé
enzyméw w: | dwunastnicy | 3,26 2,75 3,37 3,13 3,12 3,13 11,13
Activity of duodenum
enzymes in:
trzustce 10,02 | 19,80 |18,22 |17,09 | 16,28 | 1628 |23,12
pancreas
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na zewnetrznej jego Scianie. Nie znaleziono larw w okolicach trzustki badz
innych narzadéw wewngtrznych.

Zaobserwowano, 7e zarazenie larwami 4. simplex wplywa na zmiang
aktywnosci proteaz w przewodzie pokarmowym $winek morskich. W dwunast-
nicy aktywno$é trypsyny u zwierzat doSwiadczalnych byta ponad trzykrotnie
nizsza niz u zwierzat kontrolnych. Tak samo oznaczana aktywnos¢ trypsyny
w trzustce zwierzat do$wiadczalnych byla niZsza niz u zwierzat kontrolnych.
Odwrotng zalezno$é zaobserwowano przy oznaczaniu aktywnosci pepsyny
w tresci zoladkowej. U zwierzat zarazonych byla ona znacznie wyzsza niz
u zwierzat kontrolnych.

Dyskusja

Wedlug CasTro (1981) obecnosé pasozytow w jelitach zwierzat ma wplyw
na fizjologie uktadu pokarmowego. Obserwuje si¢ miedzy innymi zmiany
sekrecji hormonéw, takich jak sekretyna i cholecystokinina, regulujacych
wydzielanie trzustkowe. Wedtug LEE i FOsTER (1995) obecnos$¢ nicieni w jelicie
zarazonych zwierzat obniza aktywnos¢ perystaltyczna jelita cienkiego. Mecha-

nizm tego zjawiska jest wciaz mato poznany. BAREY i wsp. (1996) uwazaja, ze to

zjawisko mozna wyjasni¢ obserwowanym wzrostem poziomu esterazy cholino-
wej, obficie wytwarzanej przez nicienie. Przypuszczalnie enzym ten rozklada
acetylocholine, gléwny transmiter w neuronach zwojowych i widknach pa-
rasympatycznych zazwojowych, aktywujacych migsnidwke zoladka i jelita.
Réwniez duza role, wedlug powyzszych autoréw, przypisuje si¢ innemu
czynnikowi, biatku VIP-podobnemu, wytwarzanemu przez helminty. Powsze-
chnie wiadomo, ze VIP (wazoaktywny peptyd jelitowy) jest neurotransmiterem
wytwarzanym w duzej ilosci w interneuronach jelita, ktory, m.in. hamujac
przewodnictwo w cholinergicznych neuronach zwojow jelitowych, doprowadza
do obnizenia aktywnosci ruchowej jelit. FrieLiNG i wsp. (1994) opisuja
u zarazonych przez Trichinella spiralis $winek morskich gromadzenie sig
mastocytéw w bezposrednim sasiedztwie neurondw jelitowych i wzajemne ich
oddzialywanie na siebie. Wedlug tych autoréw antygeny nicieni tworzac

kompleks z IgE oddzialywuja na mastocyty wywolujac gwattowna ich de-

granulacje i rozpad, czemu towarzyszy uwalnianie histaminy i serotoniny. Oba
czynniki sa odpowiedzialne za pobudzanie wydzielania sokéw trawiennych
i elektrolitbw. W warunkach patologicznych, przy wysokim wzroscie ich
wytwarzania, dzialanie to staje si¢ wyniszczajace dla zywiciela. Przy wysokim
poziomie serotoniny w $cianie jelita, nastepuje zahamowanie normalnej
perystaltyki jelita. Do jakich granic zalezno$¢ ta moze by¢ uznana za
mechanizm kompensacji fizjologicznej, a kiedy rozpoczyna si¢ patologia,
autorzy nie podejmuja si¢ rozstrzygniecia. Zmiany aktywnosci trypsyny
i pepsyny obserwowane w niniejszym doswiadczeniu moga by¢ spowodowane
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obecnoscia larw A. simplex w przewodzie pokarmowym zarazonych Swinek
morskich i dzialaniem toksyn wytwarzanych przez te nicienie. Najwiecej larw
w tym czasie znajdowano w tresci badz $cianie zoladka, co moglo byé
przyczyna wzrostu aktywnosci pepsyny w zoladku zarazonych swinek, w po-
réwnaniu z oznaczona aktywnoscia u $winek kontrolnych. Zmiany aktywnosci
pepsyny w tresci zoladka moga by¢ takze wynikiem mechanicznego dzialania
larw na Sciane zoladka, a tym samym na wydzielanie zoladkowe. Aktywnos¢
trypsyny w dwunastnicy zarazonych $winek morskich w poréwnaniu z ozna-
czeniami dla $winek z grupy kontrolnej byla nizsza. Wplyw na aktywnos¢
trypsyny, oprécz wymienionych czynnikéw, moga mie¢ takze inhibitory
proteaz wystepujace u larw A. simplex, oznaczone przez MORRIS i SAKANARI
(1994). By¢ moze, dzicki endogennym inhibitorom proteaz, larwy A. simplex
moga neutralizowaé dzialanie proteaz ze srodowiska. GOODMAN i wsp. (1983)
oraz MARTZEN i wsp. (1985) wykazali to u Ascaris suum. Polaczona z fluores-
ceing trypsyne i chymotrypsyne znajdowali w r6znych czgéciach ciala pasozyta.
»Znikanie” proteaz ze $rodowiska A. suum obserwowali wczesniej JUHASZ
i Matskast (1979) oraz HoGan (1980). Zmiany aktywnos'ci proteaz w dwunast-
nicy i trzustce obserwowano takze podczas zarazenia $winek morskich larwami
Ascaris suum (ZOLTOWSKA i wsp. 1989) i kurczat larwami Ascaridia gallz
(HurwrTz i wsp. 1972a, 1972b, Z6rTOWSKA i Wsp. 1995).
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