ZBIGNIEW ROZAR

ENTAMOEBA MOSHROVSKII JARO DOGODNY OBIERT
DYDAKTYCZNY

W maszych zakladach dydaktycznych dla demonstracji morfologii
i biologii pelzakow majczesciej postugujemy sie amebami wolnozyjacy-
mi. Malo ktdéra pracownia prowadzi dos$¢ klopotliwg hodowle ameb pa-
sozytniczych. Celem niniejszej motatki jest zwrocenie uwagi na Ent.
moshkovskii, ktéry to gatunek morfologicznie prawie mie rézni sie od
Ent. histolytica — majwazniejszego petzaka chorobotwoérczego, a ponad-
to hoduje sie in vitro bardzo latwo i posiada wiele cech dogodnych dla
szkolenia. Szczep pierwotniaka znajduje sie w Instytucie Medycyny
Morskiej w Gdansku, skad wszystkie zainteresowane zaklady moga
go otrzymadé.

Historia badan Wr 1938drL. EE Czataja, pracow-
niczka Instytutu Malarnii i Parazytologii Lekarskiej w Moskwie, prowa-
dzac badania epidemiologiczne nad pierwotniakami jelitowymi cztowie-
ka, spotkala w wodach &ciekowych i kanalach miejskich ameby, kto-
rych trofozoity i cysty zupelnie przypominaty E. histolytica. Odmienne
jednak wlasciwosci biologiczne, jak wzrost i ruch w stosunkowo niskich
temperaturach oraz niepatogennos$¢ szczepu dla czlowieka i zwierzat
pozwolily autorce na opisanie nowega gatunku — Ent. moshkovskii —
nazwanego ma cze$¢ kierownika dzialu Instytutu prof. S. D. M o s z-
kowskiego (Czatlaja: Med. Parazit, 10.2.1941). W dalszych
badaniach stwierdzano tego samego pierwotniaka w réznych okolicach
., juz mie tylko Moskwy, ale Zwigzku Radzieckiego, m. in. na potudniu
w Gruzji i Taszkiencie oraz na péinocy w Leningradzie. Pojawily sie
réwniez wyniki badan nad nowa amebg w Brazylii (Amaral
i Leal, 1949, 1950, 1952) oraz w Anglii (N e a 1, 1950, 1953). Jest
bardzo prawdopodobne, Ze pierwotniak ten wystepuje kosmopolitycz-
nie, a wiec réwniez i w Polscé. Bardzo interesujgca jest rola tej ameby,
ktora posiada tak wiele wspolnych cech z forma pasozytniczg i niekiedy
silnie patogenng. Dotychczasowe préby uzjadliwienia E. moshk. w szczep
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chorobotworczy nie powiodty sig. Literatura dotyczgca tematu liczy juz
kilkanascie pozycji. :

Hodowla laborator v jm a. E. moshkovskii z tatwoScig
ro$nie na bardzo prostych podiozach. W naszej pracowni, podobnie jak
w Moskwie, utrzymuje sie na pozywce Pawlowej (Med, Paraz., 7. 2.
1938). . :

W sklad jej wchodzi ptyn buforowy: NaCl 8,5; NasHPO4 0,5938, KHoPOy4- 04539
i aqua dest, 1000,0. Po rozpuszczeniu soli ptyn filtruje sie przez wate i gaze, rozlewa
do kolb i sterylizuje w autoklawie przy 1 atm. przez 30 min. Ptyn ten daje sie prze-
chowywa¢ dluzszy czas. Przed posiewem dodaje sie surowicy konskiej lub wolowej
w ilosci 5 ml na 100 ml ptynu, po.czym gotowa juz pozywke rozlewa sie do steryl-
nych probowek po 5 — 8 ml Do kazdej probowki dodaje sig ponadto 1 — 2 oczka
skrobi ryzowej uprzednio wysterylizowanej w 180°C przez 40 — 60 min, pH pozywki
wynosi ok. 6,8. Pozywka ta znajduje zastosowanie do hodowli réznych pierwotniakéw,
np. Ent, histolytica, Balantidium coli, Trichomonas itp.

Przesiewy E. moshk. robimy mormalnie, przenoszac kilka kropli osa-
dudo nastepnej probowki, zwykle co 2 albo 4 tygodnie. Najsilniejszy
wzrost pierwotniakéw uzyskuje sie po 10 — 15 dniach od posiania.
Ent. moshk. rosnie w temperaturach réznych od +8° do +37°C. Nor-
malnie hodujemy je w cieplocie pokojowej.

Niemal w kazdej kropli ptynu pobranego z dna pozywku znajdujemy
bardzo liczne ameby zZywo poruszajgce sie. P051ada]q one jadra z cha-
rakterystycznym dla E. histolytica ukladem chromatyny. W celu zade-
monstrowania zjawiska fagocytozy mozna do kultury wpusci¢ kilka
kropli krwi. Po pewnym czasie sfagocytowane krwinki znajdziemy
w amebach. )

Cysty E. moshk. posiadajg wyrazng jasng otoczke. Prawie zawsze
zawlierajg liczne ciatka chromatoidalne, podczas gdy w cystach E. histol.
wystepuja one tylko w 40 — 45%. Nieduzych réznic mozna sig poza tym
dopatrzeé¢ w preparatach barwionych. Cysty E. moshk. maja silniej wy-
razone wakuole glikogenowe, a ich jadra sg przewaznie prawidlowo
zbudowane, cho¢ niekiedy majg 16zZne wymiary. W budow1e jader
E, histol. zdarzaja sie czestsze odchylenia.

W ogéle cysty E. histol. wystepuja bardzo rzadko w kulturach, pod-
czas gdy w przypadku E. moshk. sg one znacznie czestsze. Jezeli za$e
chcemy otrzymaé¢ cysty E. moshk. w duzych ilosciach, czy to dla de-
monstracji, czy badan, postepujemy nastepujaco: zwykly 15% agar
(bez bulionu i peptonu) rozpuszczony w plynie fizjologicznym z ewen-
tualnym (niekoniecznie) dodatkiem surowicy (1:20) rozlewa sie na ptytki

Petriego. Gdy po kilkunastu minutach ostygnie, ale jeszcze mie stward-
' nieje, wpuszczamy na powierzchnie kilka kropli pobranych z dna po-
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zywki plynnej, w ktérej rozmnozyly sie¢ ameby. Kazda krople przykry-
wamy szkielkiem przykrywkowym ktore po pewnym czasie przykleja
sie do podloza.

Tego rodzaju kultury E. moshk. mozemy przechowywac¢ dos¢ diugo,
np. przez miesigc w temperaturze pokojowej lub lodowki. Gdy zachodzi

. potrzeba demonstracji cyst, odrywamy szkielko, zeskrobujemy z jego
powierzchni materiat czy to do kropli ptynu fizjologicznego, czy ptynu
Lugola, w ktoérej ogladamy duze ilosci torbielii. Mozna réwniez cate
szkietko, po uprzednim utrwaleniu, zabarwi¢ i przygotowaé preparaty
stale pod balsamem.

Sporzgadzanie trwatych preparatédw z tro-
fozoitow., Najlepsze preparaty z pierwotniakow uzyskuje sie przez
szybkie ich utrwalanie ,,na mokro”, np. w sublimacie, Przy postugiwa-

. niu sie materialem z hodowli metoda ta jest niedogodna, bo wigkszosé
pasozytow mie przykleja sie do szkielka, lecz zostaje sptukana do ptynu
utrwalajacego. Cze$ciowo zapobiega temu powlekanie szkietka biatkiem
jaja kurzego lub surowica, ktérg mozna tez dodawa¢ do zawiesiny ma-
terialu. Zabieg ten posiada jednak ujemne strony. Ameby, szczegolnie
wrazliwe na zmiane $rodowiska, majg na preparacie inny wyglad ani-
zeli w obserwacji bezposredniej. Sg one mniejsze, bardziej zaokraglone
z licznymi przyklejonymi bakteriami.

Czataja (Med. Paraz., 18.5.1949) opracowala specjalng, godng
polecenia metode. Sterylny 1,5% agar rozlewa si¢ na plaskie szklo
w warstwie grubosci ok. 2 mm. Po ostygnieciu wycina- sie skalpelem
mate kwadraciki o krawedzi ok. 1 cm, ktére ukiada sie np. po 3 na
szkietku podstawowym gladkg powierzchnig, a wiec uprzednio dolng, do
goéry. Pipetg pasteurowskg pobiera sie badany matenial (zwykle osad
kultury) i po matej kropli wpuszcza na kazdy kwadracik agaru. Nastep-
nie kitadzie sie na nie szkielka przykrywkowe i calo$¢ pozostawia sie
na 1/, godz. w temperaturze pokojowej lub termostatu (mozna w ko-
morze wilgotnej}, w ktérym to’ czasie- ameby pelzajg w agarze ma po-
wierzchni szkietka przykrywkowego. Z kolei, ulozone ma dnie ptytki
Petriego preparaty zalewa sie ostroznie plynem wutrwalajacym, np.
Schaudinna. Czes$¢ szkietek przykrywkowych odrywa sie przy tym i wy-
plywa, inne natomiast pozostajg przyxlejone, a ptyn utrwalajacy prze-
nika pod nie. Po 20 — 30 min. odrywamy te ostatnie i przenosimy do
alkoholu dla dalszych normalnych zabiegéw. W ten sposéb na szkiel-
kach przykrywkowych mamy jakby odciski ptytki agarowej oraz liczne
przyklejone i utrwalone ameby o wygladzie zupelnie maturalnym, nie-
raz z wypustkami protoplazmatycznymi. Opisana pokrétce metoda wy-
‘maga pewnej wprawy. »
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Zaré6wno szczepy pierwotniaka, jak i opisane szczegdély techniczne
zawdzieczam dr Lidii Emilianownej Cz at a ja, ktoérej w tym miej-
scu skladam podziekowanie.

ENTAMOEBA MOSHKOVSKII KAK ITOAXOIAIINYN BKCIIEPUMEHTAJBHEIN
OB’EKT

> . Entamoeba moshkovskii ommcamnHas JI. E. Haanae#t B 1941 roxay, sABafeTrcA
OTAMYHBIM AMUAAKTHHECKMM 0f’exToM, . B MOpPQONOTMHECKOM = OTHOMIEHMM OUeHb
wanomuuaer E. histolytica ¥ BMecTe ¢ TEM JErKO BBbIPalliMBAaeTCA Ha IUTATEJNbHbBIX
cpenax. OmMCaHBI METONbI KYJBLTYD, IOANEPKVMBAHUA KHMCT M IIPUTOTOBJECHUA yCTOM-
4YUBRIX IPENapaToB, COTJACHO MCCAEAOBAHMUAM YIOMAHYTOrO aBTopa.

ENTAMOEBA MOSHKOVSKII AS A SUITABLE EXPERIMENTAL OBJECT

Entomoeba moshkovskii described byL. E. T 8 ¢ h al a y a in 1941 is an
excellent didactic object. Morphologically it is very much alike E. histolytica and is
easily to be cultured on media. There are described methods of culturing, maintaining
of cysts and of achieving permanent preparations, according to the investigations of
the above mentioned author.



