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Souhrn

Laboratorni diagnostika infekce E. histoly-
tica je odliSna v pripadé intestinalni
a extraintestinalni formy onemocnéni.
U strfevni amebiazy vysetfujeme vzorek
Cerstvé prdjmovité stolice na pritomnost
trofozoitt a formovanou stolici na pritom-

Summary

Entamoeba histolytica - a dangerous
intestinal protozoan. Part Ill - sampling
of the biological material and laboratory
diagnostic of the pathogenic amoeba)
Laboratory diagnostics of E. histolytica in-
fection differs according to specific - intes-
tinal or extra intestinal - form of illness.

nost cyst. Pii ndlezu suspektnich Gtvart ve
stolici provedeme priikaz DNA E. histolyti-
ca metodou PCR (polymerazova retézova
reakce). Pri podezreni na extraintestinalni
amébovy absces je vhodné sérologické
vySetieni na prikaz protilatek proti E. his-

Speaking of intestinal form a fresh diar-
rhoeal stool sample is examined with the
aim to find appearance of trophozoites and
form stool sample is examined for cysts.
When suspicious formation is discovered
DNA proof by PCR reaction is conducted. If
extra intestinal form is considered serologi-

tolytica a v pripadé evakuace obsahu
abscesu vysetieni detritu metodou PCR
pro prukaz DNA patogenni améby.
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cal examination for specific antibodies
against E. histolytica is recommended and
in case of abscess’s evacuation PCR for
DNA of pathogenic amoebas is advisable.
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DIAGNOSTIKA AMEB

Laboratorni diagnostika infekce pato-
genni amébou Entamoeba histolytica
je odlisna pro stfevni infekci a pro
extraintestinalni amébovy absces,
nebot v dobé, kdy je absces vytvoren,
se améby jiz ve vétSiné pfipadd ve
stfevé nenachazeji, a nelze je tedy
vySetfenim stolice prokazat. Tato sku-
te€nost je pro zvoleni spravné labora-
torni metody vyznamna, stejné jako
fakt, Ze pfi stfevni infekci nejsou tvore-
ny specifické protilatky, které by bylo
mozné vyuZit v laboratorni diagnos-
tice. Protilatky se ovSem tvofi pfi
extraintestinalni formé& onemocnéni.
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Zakladem laboratorni diagnostiky
stfevni amebiazy (amébové dyzente-
rie) je parazitologické vySetreni Cer-
stvé stolice (oznacované rovnéz jako
koprologické vySetfeni). Vzorek pruj-
mové stolice, v niz mlizeme ocekavat
pouze trofozoity, by mél byt do labora-
tore dopraven nejpozdéji 1-2 hod po
defekaci a nesmi byt vystaven chladu
(musi se prepravovat v teple, napf.
v termosce) [6]. Cysty Ize prokazat ve
formované stolici, kterd by méla byt
vySetfena do 24-48 hod po odbéru.
Do laboratorniho vySetfeni uchova-
vame tento typ vzorku pfi chladnic¢ko-
vé teploté (nesmi zmrznout).

Cysty Entamoeba histolytica je
nezbytné identifikovat v podstaté ze
dvou ddvodu:

1. Vzhledem k vyvojovému cyklu Enta-
moeba histolytica (pfeména v agre-
sivniho trofozoita po stresové reak-
ci) je nutné z hlediska zdravi vlast-
niho nosice eliminovat cysty z tra-
viciho traktu.

2. NosiCstvi cyst patogenni améby
umoZnuje jejich Sifeni na dalsi
zdravé osoby kontaminaci rukou,
vody a potravin [1].

PREANALYTICKA FAZE
Je nutné mit na zreteli, ze vysledek
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parazitologického vySetfeni stolice
muUzZe byt negativné ovlivnén Fadou
faktord jiz v tzv. preanalytické fazi,
tedy v dobé pred vlastnim labora-
tornim vySetfenim. Velmi dllezité je
uchovavani vzork( s ohledem na vyvo-
jové stadium parazita, které je ve stoli-
ci pfitomno. Prujmovita stolice, v niz
lze ocekavat trofozoity a v niz se
naopak vlbec nemusi vyskytovat
cysty (nebyly vytvoreny diky zrychlené
stfevni pasazi a biologické proméné
améby), musi byt doru¢ena do labora-
tofe do 1-2 hod po defekaci a ihned
zpracovana, vyhodna je proto pred-
chozi telefonicka domluva s laboratofi
a odbér vzorku v pracovni dobé. V pfi-
padé, ze je zde delSi ¢asova prodleva
a vzorek je uloZzen v chladnic¢ce nebo
pri pokojové teploté nékolik hodin, tro-
fozoiti podlehnou destrukci, cysty ne-
jsou pfitomny a vysledek vySetfeni
bude faleSné negativni.

UzZiti antibiotik, stfevnich dezinfi-
ciencii a chemoterapeutik ovliviiuje
stfevni mikrofléru, a tim i améby, které
se nemusi vzdy podafit prokazat. Po
rentgenologickém vySetfeni traviciho
traktu s pouzitim barya je mozna de-
tekce parazitli aZz po deseti dnech [6].

Ke standardnimu parazitologické-
mu vySetfeni je optimalni vzorek sto-
lice o velikosti cca vlasského ofechu.

DIAGNOSTICKY POSTUP

V LABORATORI

Pfi vySetfeni vzorku CcCerstvé stolice
(k prOkazu trofozoitll) pripravujeme
nejdfive nativni preparat, v némz lze
pozorovat pohyblivé trofozoity, v pfi-
padé amébové dyzenterie i s pohlce-
nymi erytrocyty. Zaroven je nutno
ihned zhotovit trvaly preparat barveny
Zelezitym hematoxylinem dle Heiden-
heina nebo trichromem dle Gomoriho.
V barveném preparatu jsou dobfe roz-
poznatelné vnitfni struktury prvoka,
a pokud se jedna o typické trofozoity
Entamoeba histolytica typu magna
(velikost okolo 40-60 um) s pohlceny-
mi erytrocyty, miizeme provést druho-
vou identifikaci. Podobné je mozno

vySetfit seskrab sliznice provedeny pfi
rektoskopii nebo koloskopii.

Mikroskopicka diagnostika bar-
venych preparatd ma uréité limity, na
které je nutno pamatovat. Pokud
vySetfime pouze jeden vzorek, bude
senzitivita metody pouze kolem 60 %.
Proto je nutné dodrZovat ,obecné
parazitologické pravidlo“ a vySetfit
nejméné tri vzorky stolice odebrané
s Casovym odstupem 24-48 hod [3].
V mikroskopii améb muze zkuseny
mikrobiolog vyuzit nékteré velmi
jemné a zajimavé biologické nuance
mezi ob&ma druhy. V nativnim pre-
paratu z Cerstvé odebrané stolice je
napr. u patogenni Entamoeba histoly-
tica viditelny progresivni pohyb po-
moci eruptivniho vystrelovani panozek
(pseudopodii), zatimco nepatogenni
Entamoeba dispar vysouva panozky
jakoby bezlcelné. Cysty obou druh
améb jsou morfologicky zcela shodné,
a nelze je proto béznymi metodami
rozlisit. Obecné je v mikroskopické
diagnostice za klicovy povazovan ,ty-
picky obraz amébové dyzenterie®, pfi
némz vzorek stolice obsahuje erytrocy-
ty, leukocyty (pfitomné i u jinych
zanétu streva). Za velmi vyznamny je
povaZovan nalez trofozoitli, které ob-
sahuji fagocytované erytrocyty. OvSem
podle nékterych autort rovnéz nékolik
nepatogennich améb muze prilezitost-
né fagocytovat erytrocyty (predevsim
Entamoeba coli, ktera se vyskytuje ve
vzorcich stolice relativné casto, a také
Entamoeba moshkovski) [3].

Material z biopsii je vySetfovan po
histologickém zpracovani. Lze se rov-
néz pokusit o kultivaéni zachyt améb
z Cerstvé stolice ve specialnich kulti-
vacnich médiich, metoda je naro¢na
a v béZznych diagnostickych laborato-
fich neni pouzivana.

IZOENZYMOVA ANALYZA

Pfi zachytu cyst Entamoeba histolyti-
ca/Entamoeba dispar je nezbytné roz-
lisit, zda se jedna o amébu patogenni
¢i nepatogenni. Za ,zlaty standard“ je
i v dnesni dobé povazovana izoenzy-

mova analyza, pomoci niZ je mozné
rozliSit druhové specifické elektrofore-
tické profily Ctyf enzymd. Vyraznou
nevyhodou izoenzymové analyzy je
nutnost nejdfive améby kultivacné
namnoZzit, a proto metoda neni vhod-
na pro rutinni diagnostiku. Identifi-
kacni soupravy na rozliSeni koproanti-
genl a vySetfeni protilatek nelze po-
vaZovat za dostatecné spolehlivé [5].

POLYMERAZOVA RETEZOVA

REAKCE (PCR)

Pro rutinni vySetrovani lze vyuZzit né-
které modifikace polymerazové feté-
zové reakce [6]. PCR je v pripadé
spravného provedeni velmi uzitecna
metoda, nebot citlivost reakce muze
byt dokonce jeden trofozoit, zatimco
EIA (ELISA) testy pro detekci antigen(
maji citlivost radové ve stovkach trofo-
zoitd [2-4]. Metoda PCR je rovnéz
vysoce specificka. Pri identifikaci cyst
nalezenych ve stolici metodou PCR
byvaji problémem cetné inhibitory
polymerazové retézové reakce, které
se ve stolici velmi ¢asto vyskytuji [7].
Jednou z moznosti zvySeni senzitivity
PCR odstranénim inhibitor(i je opako-
vané promyvani cyst pufrovanym fyzio-
logickym roztokem (PBS), které je
provadéno v laboratofich Ustavu kli-
nické mikrobiologie LF UK a FN Hra-
dec Kralové. Vzorky stolice jsou zpra-
covany béznou koncentracni metodou
dle Fausta, barvenim a v pfipadé
nalezu cyst suspektnich pro Enta-
moeba histolytica/Entamoeba dispar
je provedena koncentracni metoda
z jednoho vzorku stolice ve tfech zku-
mavkach paralelné. Porce s predpo-
kladanymi cystami jsou preneseny do
Cisté zkumavky a opakované, zpravid-
la tfikrat promyty PBS a poté odstre-
dénim koncentrovany do malého obje-
mu roztoku. Po mikroskopické kon-
trole je provedena izolace DNA a PCR
k rozliSeni patogenni a nepatogenni
formy améby v laboratofich moleku-
l&rné biologickych metod Ustavu kli-
nické biochemie a diagnostiky LF UK
a FN v Hradci Kralové (obr. 1).
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Obr. 1./Fig. 1.

Priikaz DNA E. histolytica/E. dispar metodou PCR.
1: pozitivni vzorek z cyst E. dispar ze stolice
pacienta; H+ pozitivni kontrola E. histolytica,

D+ pozitivni kontrola E. dispar; zcela vpravo
negativni kontrola (destilovana voda).

Proof of DNA of E. histolytica/E. dispar by means
of PCR.

1: positive stool sample with cysts E. dispar from
a patient; H+ positive control E. histolytica;

D+ positive control E. dispar; negative control
(distilled water) on the right.

SEROLOGICKE METODY

Sérologické metody k prikazu pro-
tilatek proti Entamoeba histolytica
jsou vyznamné pfi podezieni na extra-
intestinalni formu onemocnéni - amé-
bovy absces. Absces je vytvaren
v infikovaném organu nékolik tydnl az
mésicl, béhem nichz dochazi k rozvo-
ji klinickych pfiznakd. Améby jiz ve
stolici zpravidla nejsou pfitomny
a organizmus hostitele ma dost ¢asu
na vytvoreni specifickych protilatek
[3]. Pii podezfeni na tuto formu one-
mocnéni je proto velmi vyhodné ihned
odeslat krevni sérum pacienta do spe-
cializované laboratofe na vySetreni
protilatek (pouzivany jsou EIA testy,
hemaglutinacné inhibi¢ni test apod.).
V pfipadé, Ze je nutné provést drenaz
abscesu (po zvazeni a nejlépe pod clo-
nou Metronidazolu), je velmi vhodnym
materidlem pro vySetfeni metodou
PCR obsah abscesu, staci detritus
vytékajici z drénu [7]. V tomto typu bio-
logického materialu nenalezneme
améby (!), ale je v ném velké mnozstvi
DNA z uhynulych a rozpadajicich se
améb. Améby v podobé agresivnich
velkych trofozoitll se  vyskytuji
v abscesové dutiné vzdy na pomezi
zdravé tkané, a proto je v bunécéném
detritu nenalezneme a vySetfeni ma-
terialu barvici technikou je de facto
zbyteCné a mulze byt zavadéjici (fales-
né negativni vysledek). Vzhledem ke
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skutecnosti, Ze extraintestinalni amé-
bovy absces je zpUsoben vzdy pouze
E. histolytica, staci k prikazu ptvodce
pouze PCR cilené zamérena na pato-
genni amébu.

ZAVER

Patogenni améba E. histolytica je

puvodcem nékolika forem intestinal-

niho a extraintestinalniho onemocnéni

a této skutecnosti je nutné pfizplsobit

odbér vzorkd klinického materialu

k laboratornimu vysetreni.

1. Pfi podezfeni na strevni infekci ode-
birame po domluvé s parazitologem
prajmovitou stolici a doruc¢ime ji bez
vychladnuti ihned do laboratore
(1-2 hod po defekaci). Stolici for-
movanou k prikazu cyst zasleme
do laboratofe do 24-48 hod po
defekaci a doc¢asné ji mizeme ulo-
Zit pfi chladnickové teploté (vzorek
nesmi zmrznout). DodrZzujeme zasa-
du odbéru min. tfi vzork( (s odstu-
pem 24 hod). Za 3-4 tydny po ukon-
ceni terapie pozitivniho pacienta
provedeme stejnym zplisobem kon-
trolni parazitologické vySetreni [6].
V Ustavu klinické mikrobiologie
LF UK a FN Hradec Kralové je v pfi-
padé nalezu cyst suspektnich pro
E. histolytica vzorek zpracovan (kon-
centrace a promyti cyst) a predan
k PCR diagnostice do laboratofi
Ustavu klinické biochemie a diag-
nostiky LF UK a FN Hradec Kralové.

2. Pri podezieni na extraintestinal-
ni formu onemocnéni (amébovy
absces) zasleme:

* krevni sérum na specializované
pracovisté (v Ceské republice:
Narodni referencni laboratof pro
laboratorni diagnostiku tropickych
parazitarnich infekci, Studnickova 7,
128 00 Praha 2, RNDr. Eva Nohyn-
kova, Ph.D., telefon 224 968 525;
e-mail enohy@Ifl.cuni.cz) k vySet-
feni na pritomnost protilatek proti
E. histolytica
v pripadé, Ze je k dispozici obsah

dutiny abscesu, zasleme jeho vzo-
rek do Ustavu klinické biochemie

a diagnostiky LF UK a FN Hradec
Kralové, laboratofe molekular-
nich biologickych metod, k vySet-
feni na pfitomnost DNA patogen-

niho prvoka E. histolytica.
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