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CYTOCHEMICAL STUDY ON THE ACTIVITY OF ENZYMES IN THE TROPHOZOITES
OF ENTAMOEBA HISTOLYTICA FROM THE CAECUM OF GUINEA PIGS
WITH INVASIVE AND NON-INVASIVE AMOEBOSIS

Abstract. Experimental amoebosis was inflicted on guinea pigs using the PS-2 strain of
Entamoeba histolytica. Cytoenzymatic studies were conducted on the trophozoites sampled from
the caecum of hosts with non-invasive and invasive amoebosis. The results show higher intensity of
the processes of intracellular digestion, transportation, and anaerobic respiration in the amoebae
originating from intestine of the host with infective amoebosis.

WSTEP

Badania biochemiczne pasozytow i zarazonych zywicieli wykazaly wspot-
zalezno$¢ m.in. ich proceséw metabolicznych. Z uwagi na obecnos$¢ flory
bakteryjnej w jelicie grubym, metody biochemiczne nie pozwalaja na zbadanie
metabolizmu E. histolytica w warunkach in vivo, a metabolizm aksenicznie
hodowanych ameb nie odzwierciedla przemian zachodzacych u tego pierwo-
tniaka w naturalnym biotopie. Natomiast metody cytochemiczne nie wymaga-
ja aksenicznego materiahu i pozwalaja na badania metabolizmu pasozytniczych
pierwotniakéw pobranych bezposrednio z jelita grubego.

Celem obecnej pracy bylo zbadanie zwiazku aktywnosci enzymatyczne;
E. histolytica z wywolanymi zmianami w jelicie Slepym $winki morskiej.

Material i metody

Doswiadczalna ameboze wywolano u §winek morskich za pomoca izolatu
PS-2 Entamoeba histolytica wyizolowanego od pacjenta z objawowa ameboza.
Pierwotniaki hodowano in vitro na podlozu MSF z mieszana flora bakteryjna
wg REEVEsA i wsp. (1957). Opierajac si¢ na do$wiadczeniach innych autorow
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(SINGH 1959, B1aGI i wsp. 1962, Das i GHOSHAL 1976, VINAYAK i wsp. 1978), mie-

siac przed zarazeniem zwierzat pasazowano pelzaki (hodowane in vitro ok. 2 lat)

z cholesterolem w stgzeniu 0,1 mmol/l pozywki w celu nasilenia ich wirulencji.
60 swinek morskich o masie 250 —300 g zarazano operacyjnie w narkozie

eterowej, poprzez dojelitowa inokulacje 1 ml zawiesiny zawierajacej co

najmniej 2x10° trofozoitéw. 20 $winek, stanowiacych grupe kontrolna,
otrzymalo w ten sam sposéb 1 ml zawiesiny bakterii wspotwystepujacych

z pelzakami z wspomnianego izolatu. Zwierzeta sekcjonowano po uplywie 14

dni od inokulacji. Po makroskopowej ocenie jelita slepego, jego zawartoéé

wielokrotnie dekantowano plynem RINGERA w temp. 37°C. Osad z licznymi
pelzakami stanowil material do badan.
Pelzaki uzyskane z treici jelita §lepego zarazonych $winek morskich,

w ktorym nie stwierdzono zmian patomorfologicznych oraz pelzaki z jelita

Slepego, w ktorym wystgpowaly liczne owrzodzenia, poddano reakcjom cyto-

chemicznym na wybrane enzymy:

— trawienia wewnatrzkomorkowego: fosfataze kwasna (AcP) metoda sprzega-
nia z sola dwuazowa Fast Garnet GBC (PEarRsE 1968), pirofosfataze
tiaminowa (TPPaz¢) metoda Novikorra i GOLDFISCHERA (1961), 1-leucylo-
aminopeptydaz¢ (LAP) metoda NanNo i wsp. (1987);

— zwigzane z transportem przez blony: fosfataze zasadowa (A1P) metoda
sprzegania z sola dwuazowa Fast Blue RR wg PEearsk (1968), S’nukleotyda-
z¢ oraz fosfohydrolazg ATP (ATPaze) wg WACHSTEINA i MEISELA (1957);

— oddychania beztlenowego: dehydrogenaze a-glicerofosforanowa (a-GIDH),
dehydrogenaz¢ mleczanowa NAD-zalezna (LDH) i dehydrogenaze alko-
holowa (AIDH), wszystkie wg PEARse (1972);

— oddychania tlenowego; dehydrogenaz¢ bursztynianowa (SDH) wg NAcH-
LAsA 1 wsp. (1957) i dehydrogenaze izocytrynianowa (IcDH) wg PEARSE
(1972).

Aktywnos¢ testowanych enzyméw w komoérkach E. histolytica oceniano

w mikroskopie Swietlnym i wyrazano za pomoca wskaznikéw aktywnosci

catkowitej, ktore obliczano zmodyfikowana metoda KapLowa (1955), stosowa-

na w cytoenzymatycznych badaniach leukocytow. Za wskaznik aktywnosci
calkowitej przyjeto sume ilorazdéw procentu komorek i stopnia nasilenia
odczynu enzymatycznego (0, I, II, III lub IV). Srednie wartosci wskaznikow

(z 10 preparatow dla kazdego enzymu) poddano analizie statystycznej wg testu

t STUDENTA.

Wyniki

W tresci jelita slepego wszystkich swinek morskich inokulowanych E. histo-
Iytica PS-2 pasazowanym z cholesterolem stwierdzono obecno$é trofozoitow
tego izolatu. U 36 zwierzat (I grupa) nie obserwowano makroskopowych zmian
w Scianie jelita, a w rozmazie bezposrednim zawartosci jelita notowano do
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20 ameb w polu widzenia malego powigkszenia (100 x ). U pozostalych 24 (11
grupa) jelito grube bylo wyraznie obkurczone z owrzodzeniami charakterys-
tycznymi dla inwazyjnej amebozy, a w rozmazach bezposrednich pelzaki byly
znacznie liczniejsze.

TABELA
Wskazniki aktywnosci catkowitej enzyméw Entamoeba histolytica
TABLE
Indices of total actitivity of the enzymes of Entamoeba histolytica
Zywiciel z ameboza
Host with amoebosis
Enzym
Enzyme nieinwazyjna inwazyjna
non-invasive invasive
X
a. trawienia wewnatrzkomérkowego
(of intracellular digestion)
AcP 345+4,3 380 +4,0*
TPP-aza
TPP-ase 260+24 280+ 1,0*
LAP 190+2,2 243 +1,1*
b. zwigzanych z transportem przez blony
(associated with membrane transport)
AIP 320+2,6 338+1,7*
5N 190+6,4 207 4+-3,4*
ATP-aza
ATP-ase 291+9,6 292+9,0
c. oddychania beztlenowego
(of the anaerobic respiration
a-GIPDH 232+4,7 258 +2,9*
LDH 232+3,2 2504-2,0*
AIDH 203+6,5 2204-3,2*
d. oddychania tlenowego
(of the aerobic respiration)
SDH 64+48 64442
IcDH 74479 73+7,0

Objasnienia: 8 — $rednia arytmetyczna ( n=10); n — liczba preparatéw, * gwiazdka oznaczono
Ioznicg statystycznie istotng (p <0,01)

Explanations: X — arithmetic mean (n=10); n — number of preparations, * asterics mark
Statistically significant difference (p<0.01)

Wartosci wskaznikow aktywnosci catkowitej testowanych enzymoéw (tab.):
trawienia wewnatrzkomorkowego, zwiazanych z transportem przez blony AIP
i 5N oraz enzymow oddychania beztlenowego sa wyzsze u ameb pochodza-
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cych z jelita owrzodzonego niz u ameb pobranych z jelita morfologicznie nie
zmienionego. Roznice te sa statystycznie istotne (p <0,001). Natomiast roznice
nie byly statystycznie istotne w nasileniu reakcji na ATP-az¢ (p>0,05) oraz
enzymy oddychania tlenowego (p>0,05). Wyniki badan zestawione w ostatnim
czlonie tabeli $wiadcza o braku roznic w nasileniu reakcji histochemicznych na
enzymy oddychania tlenowego: SDH i IcDH w pelzakach pobranych od obu
grup zwierzat.

Wartosci odchylen standardowych wskazuja na wigksze zréznicowanie
nasilenia odczyndw cytoenzymatycznych u ameb pochodzacych z jelita slepego
niezmienionego inwazja pasozyta.

Dyskusja

We weczesniejszych pracach wykazano rdznice w aktywnosci enzymow
E. histolytica w zaleznosci od habitatu. Istotne roznice stwierdzono w aktyw-
nosci AcP, AP, esteraz nieswoistych, TPP-azy, p-glukuronidazy (Kuzna 1984),
lipaz (Kuzna 1987) w pelzakach pochodzacych z jelita zarazonych zwierzat
1 z hodowli in vitro.

Wyniki prezentowanej pracy $wiadcza, ze zmiany wywolane w habitacie (in
vivo) przez E. histolytica wptywaja na intensywno$¢ procesow metabolicznych
tego pasozyta. Tak wiec u ameb pochodzacych z owrzodzonego jelita Slepego
stwierdzono nasilone procesy trawienia, transportu i oddychania anaerobowego.

Poniewaz AcP bierze udzial w trawieniu wewnatrzkomorkowym, moze by¢
markerem aktywnosci fagocytarnej. TrissL i wsp. (1978), RAVDIN i wsp. (1980)
oraz Orozco i wsp. (1982) wykazali wspolzalezno$é aktywnosci fagocytarne;
i zjadliwosci szczepow E. histolytica. Wigksza aktywno$é AcP w pelzakach
pobranych z owrzodzonego jelita ma bezposredni zwiazek z nasilona fagocyto-
za, czyli agresywnoscia pasozyta. AGRAWAL i wsp. (1989), ktérzy stwierdzili
wydzielanie AcP przez E. histolytica do podtoza hodowlanego, sugeruja udzial
tego enzymu w patogenezie amebozy.

Przypuszczalnie wigksza aktywno$é enzymu proteolitycznego — LAP
u ameb pochodzacych od $winek morskich II grupy jest takze wynikiem
intensywniejszej fagocytozy i proceséw trawienia wewnatrzkomorkowego,
a tym samym posrednio odzwierciedla nasilenie zjadliwosci pasozyta.

TPP-aza posrednio réwniez jest zwiazana z aktywnoscia fagocytarna.
U Metazoa enzym ten jest wyznacznikiem aparatu GOLGIEGO (NOVIKOFF
i GoLDFISCHER 1961, CHEETHAM i wsp. 1971); wystgpuje w jego cysternach
i pecherzykach, ktére z uwagi na zawarto$é glikoproteidow, fosfolipidow
i mukopolisacharydéw moga braé¢ udzial w syntezie plazmolemmy (NEUTRA
i LEBLOND 1966, NORTHCOTE i PickerT-HEAPs 1966, HODSON i BRENCHLEY
1976). U E. histolytica nie stwierdzono obecnosci typowego aparatu GOLGIEGO.
Badania ultrastrukturalne (Kuzna 1994) wykazaly zgrupowanie blon i peche-
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rzykow z produktem reakcji na TPP-az¢, by¢ moze odpowiednikiem aparatu
GoLGIEGO. Wyzsza aktywnos¢ TPP-azy w amebach pochodzacych od zwierzat
II grupy mogla wynika¢ z wigkszego zapotrzebowania komoérki na blony
w zwiazku z intensywniejszymi podziatami i wigksza wakuolizacja, ktora jest
nastgpstwem wzmozone] fagocytozy.

Powszechnie wiadomo, ze AIP, 5’N i ATP-aza s3 enzymami funkcjonalnie
zwigzanymi z transportem przez blony. Biologiczna funkcja AIP jest wielo-
stronna, ale niedokladnie poznana. Przypisuje si¢ jej rol¢ w transporcie
komérkowym weglowodanow, tluszczow, nukleotydow, w regulacji poziomu
NAD i NADP, w proliferacji i réoznicowaniu komorek, a takze w regulacji
wymiaréw blon komérkowych (Sawicka 1980, Kierek-Jaszczuk 1981). Wigk-
sza aktywno$¢ AIP w amebach pochodzacych od zarazonych swinek morskich
II grupy jest wynikiem intensywniejszych podziatéw i metabolizmu w porow-
naniu z amebami pochodzacymi od zwierzat z ameboza bezobjawowa. Funkcja
5N polega na hydrolizie RNA i udziale w transporcie koncowych produktow
przez blony (Sawicka 1980). Badania biochemiczne BOONLAYANGOORA i wsp.
(1980) oraz HusamNnA i GraHAMA (1986) wykazaly, ze E. histolytica nie
syntetyzuje puryn. Przypuszczalnie pelzak ten wykorzystuje do syntezy kwa-
sow nukleinowych nukleotydy bakteryjne. 5’N moze bra¢ udzial w degradacji
kwasow nukleinowych ze sfagocytowanych bakterii i transportowaé¢ nuk-
leotydy do odpowiednich przedzialdow komorkowych. Silny odczyn na 5’N
w pelzakach pochodzacych z jelita z inwazyjna ameboza moze si¢ wigzaé
z aktywnoécia fagocytarna pasozyta, a takze z wigkszym zapotrzebowaniem na
kwasy nukleinowe podczas intensywnych podzialow.

Wyniki badan cytochemicznych o«-GIPDH, LDH i AIDH wskazuja na
intensywniejsze procesy oddychania beztlenowego w amebach pochodzacych
z jelita owrzodzonego. Oddychanie tlenowe u E. histolytica podczas bytowania
w jelicie odgrywa znacznie mniejsza rol¢ i nie zalezy od nasilenia amebozy.
MontaLvo i wsp. (1971) wykazali, ze w aksenicznych hodowlach tego
pierwotniaka, zar6wno w warunkach acrobowych jak i anaerobowych produk-
tem oddychania jest etanol, octan i CO,, z tym ze w Srodowisku beztlenowym
stosunek wydzielanego etanolu do octanu wynosi 3:1, a w tlenowym L:3.
U aksenicznie hodowanych E. histolytica nie wykryto metodami biochemicz-
nymi mleczanu i dehydrogenazy mleczanowej. Wczesniej ENTNER 1 ANDERSON
(1954) oraz EnTnER (1958) oznaczali kwas mlekowy u ameb hodowanych
monoksenicznie. Ponadto ENTNER i HaLL (1955) wykazali, ze inny jest
metabolizm u E. histolytica w warunkach aksenicznych, a inny w obecnosci
mikroorganizméw. W obecnych badaniach wykrywanie LDH w petzakach
pochodzacych z jelita Zywiciela jest zwiazane z obecnoscia w ich biotopie
bakterii.

Badaniami biochemicznymi nie wykrywano u aksenicznie hodowanych
E. histolytica produktéw posrednich cyklu KREBsA (Reeves 1984). ENTNER
i ANDERsON (1954) oznaczali kwas bursztynowy w petzakach hodowanych
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monoksenicznie. Autorzy sugeruja, ze bursztynian moze si¢ tworzyé u tego pa-
sozyta przez kondensacje C;-C lub pochodzi ze sfagocytowanych i strawionych
bakterii. Uzyskane pozytywne odczyny reakcji na SDH i IcDH u E. histolytica
Swiadcza o tym, ze bursztynian i izocytrynian moga by¢ utleniane przez pet-
zaka. Brak utleniania produktéw posrednich cyklu Kresa przez E. histolytica
w hodowli aksenicznej, a utlenianie ich przez ameby w hodowli zawierajacej
bakterie oraz zyjace w jelicie grubym, wskazuje na pochodzenie substratow dla
SDH i IcDH ze sfagocytowanych bakterii. Poniewaz jednak E. histolytica nie
posiada mitochondridw, transport elektronéw moze sie odbywaé bez udziatu
cytochroméw, podobnie jak u innych pierwotniakéw bez mitochondriéw
(GRANTi SARGENT 1960, 1961, BAERSTEIN 1963, HiLL 1976). Zgodnie z koncepcja
GRANTA 1 SARGENTA (1960, 1961) transport H, na O, odbywa si¢ przy udziale
dehydrogenazy a-glicerofosforanowej, ktdra utlenia substrat do dwuhydrok-
syacetonu. Przypuszczalny przebieg tej reakcji jest nastepujacy:

1
1-a-glicerofosforan + 5 O, — fosforan dwuhydroksyacetonu + H,O
fosforan dwuhydroksyacetonu + NADH, — 1-a-glicerofosforan + NAD

1

U E. histolytica rola tlenu w warunkach aerobowych jest problematyczna.
Moze on by¢ wykorzystywany do reoksydacji NADH, z powstaniem H,0O, co
by przeciwdzialalo toksycznym jego wlasciwosciom. Nie mozna wykluczy¢, ze
u pelzaka czerwonki, podobnie jak u Trichomonas i Trypanosoma, w transpor-
cic H, na O, bierze udzial rowniez a-GIDH.

Obecnos¢ flory bakteryjnej jest istotnym czynnikiem modyfikujacym meta-
bolizm E. histolytica. Przypuszczalnie produkty trawienia sfagocytowanych
bakterii aktywuja enzymy E. histolytica, a produkty intensywnego metaboliz-
mu tego pasozyta sa inhibitorami enzymow zywiciela, co niedawno wykazano
(Kuzna 1995).
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