VOLNE Z1Jici AMEBY

PATOGENNI PRO CLOVEKA
AMFIZOICKE AMEBY

Foto: L. Cerva Foto: E. Nohynkova




Naegleria fowleri

o termofilni sladkovodni améba
e rozsireni: celosvétoveé
e puvodce:
primarni amébové meningoencefalitidy (PAME)
Imunokompetentnich osob




Naegleria fowleri

vyskyt:
sladka tepla voda
- prirodni
teplé prameny, stojaté — pomalu
tekouci vody v letnich mésicich

- upravena
bazény, chladici obéhy elektraren

biologické narosty, sedimenty

termofilni améba
mnozi se pfi 42°C




Naegleria fowleri

ORGANISMUS

v zivotnim cyklu se stridaji 2 stadia

« TROFOZOIT
¢ 2 formy: ameba, bi €ikovec —

(lobopodie)




Naegleria fowleri

* CYSTA
klidové stadium, pomérné odolné

Foto: E. Nohynkova

e kulata Zac Cande/UC Berkeley
¢ sténa hladka



_ . Naegleria fowleri
ZIVOTNI CYKLUS

sladka voda (fada izolatu z prostredi)

7. ~ ameby
€ nepriznive podminky
,‘-(Q,_,., __ ncystace

bi¢ikovec

priznivé podminky
excystace




EPIDEMIOLOGIE PAME

-

k nakaze dochazi pri koupani (prudké ponofeni hlavy do vody)

e

111111111

e rizikova skupina: imunokompetentni osoby  (d&ti, mladi lidé)
e rizikoveé chovani: aspirace vody do vy33ich partii nosni dutiny

DalSi zpusoby nakazy: raritni



EPIDEMIOLOGIE PAME

* .pFenos*: nahodny (?)

* zdroj nakazy: voda kontaminovana negleriemi

* brana vstupu : Cichova oblast nosni sliznice

Do nosni dutiny: vSechna stadia neglerii = infek éni stadia
™
i
o
'i\

jen ameboidni trofozoit  aktivné pronika Cichovou sliznici do mozku
= patogenni stadium




EPIDEMIOLOGIE PAME

PREVALENCE CR: 18 pfipada PAME
velmi vzacné onemocn éni 1962-1965: 16 p¥ipad
pravdépodobnost nakazy odhad: 1 na 100 miliont exp. vek: 8-25 let

misto: kryty bazén, Usti n. Labem
VII1.1962: 3 pripady
VI1.1963: 6 pripadu

1965 Awustralie: 4 déti X1.1964: 5pf[pad0
IX.1965: 2 pripady

~ 300 pfipadu (5 prezilo)

1966 oznaceni PAME

1968: 1 pripad
vék: 12 let, chlapec
misto: venkovni bazén, Most

1984: 1 pripad
vek: 11 let, chlapec

misto: SC, potok, chladici okruh
elektrarny




EPIDEMIOLOGIE PAME

Vrbenského lazné Most 1968

(kryty plavecky bazén Usti n. Labem) napajeni venkovniho bazénu

Cooling water cutlet - Most 1965

Vrbensky s swimming pool in Usti nad Labem in 1980

Archiv dr. Lubora Cervy



PATOGENEZE PAME




PATOGENEZE PAME

Prunik do mozku: fagocytoza cichovych bunék

amoebostom

Figure 6-48

Tolimbic system
and cerebral cortex




KLINICKY OBRAZ PAME

e akutni hnisavy zan ét mozkovych blan imunokompetentnich osob
(klinicky nelze odlisSit od hnisave bakterialni meningoencefalitidy)

* inkuba €éni doba: 3 -7 dnu
e fulminantni (nahly, rychly zaCatek z pIlného zdravi)
* hore ¢ka, meningealni p Fiznaky (prudka bolest hlavy, zvraceni, ztuhlost sval(,

precitlivélost na svétlo, bradykardie, poruchy védomf), bezvédomi

e smrt;za3—-7dn u

voditko:

OA: koupani v oteplené sladké vodé kratce (nékolik dndl) pfed nastupem priznaku



LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Primy pr ukaz

MATERIAL

intra vitam
¢éerstvy mozkomisni mok
nesmi p Fijit do lednice!!!

post mortem
vzorek mozkoveé tkané

FADAM.

odbér likvoru lumbalni punkci

Zdroj obr.: medicalimages.allrefer.com/large/lumbar-puncture - upraveno

METODA Mozkomisni mok je purulentni :
° mikroskopie E{I}/&gl\,ﬂw;l;rofégy (malo lymfocytl, eosinofilu)
 kultivace glukéza <




LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Intra vitam:

* mikroskopie
nativni preparat z ¢erstvého moku:

v moku pouze ameboidni trofozoity !l NE cysty
odliSeni neglerii x jiné pohyblivé buriky: zfedéni moku vodou 1:1

e kultivace

agarova plotna (nevyzivny agar) potiena tepelné usmrcenou suspenzi bakterii
(Enterobacter, Escherichia)

teplota: 37°C
po 24 hod.: améboidni trofozoity (pozdéji cysty )

Foto: E. Nohynkova



LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Post mortem:

v mozku pouze trofozoity !!
NE cysty

rozhodujici: morfologie jadra
lokalizace naeglerii v mozku:
casto podel cév (angiotropismus)

L
2 4
"
vy l
. -“;’9 ‘
] o - '.AVJS. .
e o O -
R ;,5 perivaskularni lokalizace naeglerii ‘
| #FaWr SR : :‘
Ui e Rl a8 a .
:-.):.-‘E.:-— ~ b, (O o S § %
L3 ‘
Y L8
1= -
BT jadro: velké jadérko

Foto 1-3: E. Nohynkova



TERAPIE PAME

5 wylé ¢enych p rFipad u

Amfotericin B (i.v.+intratékaln&)
+ Rifampin (p.o.)
+ Mikonazol (i.v.+intratékalng)



IZOLATY Z PROSTREDI: determinace Naegleria fowler

e termalni bazény
« plavani kojenc « a batolat | vzorek z prostredi
* Kkultivace pfi 37°C
o Kkultivace p i 42°C

intranasalni inokulace mysi

Foto 1,2: L. Cerva

H,O

flagelarni test
= rod Naegleria

Foto 1, 2: E. Nohynkova



Acanthamoeba spp.

o o "\ /

e puvodci
¢ |0Ziskové amebové encefalitidy

(GAE = granulomaté6zni amébova encefalitida) imunodeficitnich osob

e kozni nakazy

ee akantamebove keratitidy (AK)




AKANTAMEBY

* kosmopolitni
 vSudyp Fitomné

vyskyt:
puda, prach, vzduch
voda
sladka
prirodni, upravena (bazény), kaly,
sedimenty, ventilani potrubi,
vodovodni, balena ....
moFska
kontaminace in vitro kultur bakterii, kvasinek, savéich tkarovych bunék
isolovany:
Z vegetace
z organu nékterych zvirat (ryby, plazi, obojzivelnici)

z nosni sliznice zdravych osob



ORGANISMUS

v zivotnim cyklu se stridaji 2 stadia

Acanthamoeba

pulza éni
vakuola

Foto: L. Cerva
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TROFOZOIT

Foto 1-3: E. Nohynkova

CYSTA

dvouvrstevna st éna cysty
zodpovédna za znaénou odolnost
k vlivim vnéjSiho prostredi

 vyschnuti
 dezinfek €éni latky
* léky

Zdroj obr.: Marciano-Cabral F., Puffenbarger R.,
Cabral G. (2000). J Euk Microbiol 47:29-36



ZIVOTNI CYKLUS

Acanthamoeba

eGP nepiiznive
Tt d _ podminky
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prizniveé
podminky

trofozoit

e druhové nerozlisitelné

Foto: E. Nohynkova

cysta

e druhové rozlisSitelné




Acanthamoeba

GRANULOMATOZNI AMEBOVA ENCEFALITIDA (GAE)

EPIDEMIOLOGIE

* _pFenos’. nahodny
* zdroj nakazy: ?
* brana vstupu .

ee KUZe (odérky, kontaminace) hematogenni rozsev
¢ dolni cesty dychaci (po vdechnuti cyst) | do CNS

¢ ¢ichova sliznice (po vdechnuti cyst): primy vstup do CNS



Acanthamoeba

EPIDEMIOLOGIE GAE

¢ kdo se nakazi

osoby s vyraznym imunodeficitem  (GAE = oportunni nakaza)
e primarnim
«« sekundarnim (nadorova, autoimunitni onemocnéni, AIDS, diabetes, ...)
rizikove faktory :
s Uzivani Sirokospektrych antibiotik
e UZivani steroidu
s protinadorova lecbha
s 0zarfovani, alkoholismus

* prevalence: velmi vzacne onemocn éni
2007: odhadem 200 pfipadu, z nich 5 prezilo



Acanthamoeba

KLINICKY OBRAZ GAE

chronicky loziskovy zan ét mozku imunodeficitnich osob

inkuba €éni doba: neni znama (pomaly rozvoj pfiznakd), tydny - mésice
plizivy nastup

bolest hlavy, zmatenost, zavraté, nevolnost, zvraceni, horecka,

hemipareézy, epilepsie, halucinace, poruchy spanku, v édomi,
letargie

bezvédomi, smrt



DIAGNOSTIKA GAE ~ /\canthamoeba

ZOBRAZOVACI METODY (CT, MRI):
prukaz lozisek v mozku (loziskové hemoragické nekrdzy)




DIAGNOSTIKA GAE

Post mortem

Zdroj obr.: Marciano-Cabral F., Cabral G. (2003).
Clin Microbiol Rev 16:273-307



. o Acanthamoeba
INFEKCE KUZE

KLINICKY OBRAZ

chronické, nehojici se viedy



. Acanthamoeba
LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Primy pr ukaz

MATERIAL F
intra vitam
* bioptat (punkce loziska v mozku, kize) =i Ei PILE

* (mozkomisni mok)
post mortem

» vzorek tkané z loziska (mozek, kuze)

METODY

» kultivace (agarové plotny jako N. fowleri)

* histologickeé zpracovani tkané

* nepfima imunofluorescence (IFAT)
* PCR

stereotakticka biopsie



Acanthamoeba

LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Histologické fezy
ve tkanich (mozek, kize) ob é stadia akantameéb : trofozoity i cysty




Acanthamoeba

LABORATORNI DIAGNOSTIKA

NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE
s protilatkou specifickou pro  Acanthamoeba




Acanthamoeba
AKANTAMEBOVA KERATITIDA (AK)

KLINICKY OBRAZ

o chronicky zanét rohovky imunokompetentnich osob (?)
» ohrozuje zrak
« zpravidla velmi bolestivy, ne nutn é!

'| kruhovity infiltrat
ve stromatu

Zdroj obr.: O¢ni klinika VFN

» |éceni obtizné, dlouhodobé, transplantace rohovky



rizikové faktory

Acanthamoeba

EPIDEMIOLOGIE AK

» noSeni kontaktnich ¢éoéek (80%)
« poranéni oka (20%)

1974
~ 1985

3 prvni p Fipady (velka Britanie a USA)
meékké kontaktni €oéky >>
1985 - 1995: > 1000 pripad

2004> 3000 pfipadu

2005-7 narast v USA

Zdroj obr.:
www.6thsenselondon.com/.../03/contact-lens.gif

Akantamébova keratitidav €R

CR £
1995: 1. pfipad 5,
roéné: ~ 3 piipady (K¢: 35/39) PR

Zdroj:

NRL pro oportunni parazitarni nakazy



Acanthamoeba

EPIDEMIOLOGIE AK

pfenos: KC slouZi k pfenosu akantaméb na povrch rohovky

®* nosSeni kontaktnich ¢ocek
trauma

* poranéni oka epitelovych bun &k rohovky

® abraze rohovky (experimentalni AK)

Foto: E. Nohynkova

Zdroj obr.: www.6thsenselondon.com/.../03/contact-lens.gif



Acanthamoeba

PATOGENEZE AK

Lens ®

adheze k povrchu rohovky

® prunik epitelem a bazalni membranou
® prunik do stromatu

HowStuffWorks.com. <http://healthguide.
owstuffworks.com/eye-picture-a.htm>

Zdroj obr.: "Eye Image" 16 May 2007.
09 November 2010

— — e J

stroma epitel



Foto: E. Nohynkova




Acanthamoeba

AKANTAMEBOVA KERATITIDA : 1-2 p¥ipady / milion nosi &t K€

U vétSiny nosicu kontaktnich ¢ocek nedojde k nadkaze (x ? k rozvoji)

OBRANA ??7? PRIROZENA IMUNITA ?



LABORATORNI DIAGNOSTIKA AK

Primy pr tkaz

MATERIAL:

e sesSkrab z v redu

o ¢ast rohovky
» kontaktni coCky
* roztok z pouzdra

METODA:
» mikroskopie (nativ, barveni)
* kultivace

e PCR nativni preparat z pouzdra na KC:
cysty



LABORATORNI DIAGNOSTIKA AK

Kultivace

sesSkrab z v redu

cast rohovky

kontaktni CoCky
roztok z pouzdra

28°C/2-7 dnu: trofozoity, cysty



LABORATORNI DIAGNOSTIKA AK

Barveni cyst akantaméb optickymi b éli€i (Calcofluor)

Foto 1,2: E. Nohynkova

PRINCIP:
vazba bélice na celulézu ve sténé cysty

fluorescence ve svétle
s kratkou vinovou délkou ~ 360 nm

Calcofluor

Foto: E. Nohynkova



INTERAKCE AKANTAMEB S BAKTERIEMI

akantameéby
 pfirozené prostredi pro bakterie
* mozny rezervoar bakterii patogennich pro  €lov éka

Legionella pneumophila

Zdroj obr.: Marciano-Cabral F., Cabral G. (2003). Zdroj obr.: Marciano-Cabral F., Puffenbarger R.,
Clin Microbiol Rev 16:273-307 Cabral G. (2000). J Euk Microbiol 47:29-36




Balamuthia mandrillaris

e pudni, nutricné narocna ameéba
 puvodce loziskové amébové encefalitidy (GAE)

imunokompetentnich osob (déti, dospéli)
0sob s imunodeficitem (dospéli)




Balamuthia mandrillaris a GAE

Historie
1986: ko c¢kodan (USA) +

1989: 1. pfipad infekce €lovéka (USA: AIDS) T
1993. jméno: Balamuthia mandrillaris
1995: 60 pfipadu (S.+J. Amerika, Austrdlie, Asie)

1. pfipad v Evropé (CR) - dité 3,5 roku *

2003: balamutie izolovany z pfirody

2008: ~ 150 pfipadu, z toho asi 1/3 déti




Balamuthia mandrillaris

ORGANISMUS

v zivotnim cyklu se stridaji 2 stadia

Martinez AJ (1993). J Euk Microbiol 40:504-514

Zdroj obr.: Visvesvara GS, Schuster FL,

Foto: E. Nohynkova

TROFOZOIT CYSTA
améboidni, velmi morfologicky variabilni velmi odolna
nutriCné narocny (zivi se jinymi amébami, houbami) tfivrstevna sténa cysty



Balamuthia mandrillaris

EPIDEMIOLOGIE GAE

» vyskyt: kosmopolitni
o jak se Clovék nakazi: brana vstupu

e ¢ kliZe (poranéna?)

* « sliznice hornich hematogenni rozsev do mozku
dychacich cest

* « transplantace organu (USA)

Kaze:
11 pripadim GAE pfedchazely
* nekrotizujici kozni léze
e chronické (9 — 24 mésicu)
e bez prukazu infekéniho puvodu
Revize histologickych preparatu
z koznich lézi: Balamuthia mandrillaris

Zdroj obr.: Read RP et al. (1997).
Med. J. Aust. 167(2): 167-4

Zdroj obr.: Pritzker AS et al. (2004). Fatal granulomatous amebic
Encephalitis caused by Balamuthia mandrillaris presenting as a skin

Lesion. J Am Acad Dermatol 50:S38-41



Balamuthia mandrillaris

EPIDEMIOLOGIE GAE

e zdroj ndkazy: zemina, ??? (!l transplantovany organ )

» kdo se nakazi

o « dosp élée osoby (18 — 72 let)
s imunodeficitem i bez prokdzaného imunodeficitu
o o déti (0.3-14 let): bez prokazaného imunodeficitu

hispanske etnikum

» prevalence: velmi vzacna nakaza

~ 150 pFipadu (z toho asi 1/3 déti), z nich 7 pacient G preZilo



Balamuthia mandrillaris

KLINICKY OBRAZ GAE

* subakutni az chronicky loziskovy zan  ét mozku

*¢ inkuba €éni doba: ? tydny — 2 roky

** pFiznaky: nespecifické
bolest hlavy, zmény v chovani (postizeni mozku),
horeCka, zanét stfedniho ucha, zvraceni

® nakaze mozku muze (ale nemusi!) pfedchazet chronicka
kozni Iéze, ktera nereaguje na lécbu




Balamuthia mandrillaris

KLINICKY OBRAZ GAE

Chronicka nebolestiva kozni léze
trvani : mésice - 2 roky
lokalizace : nejCastéji ve stfedové oblasti obli€eje, ale i na koncetinach

Balamuthia mandrillaris amoebic infection with extensive neurological

Zdroj obr.: Martinez DY et al. (2010). Successful treatment of
and cutaneous involvement. CID 51:e7-el1l

Zdroj obr.: Seas RC, Bravo PF (2006).
Rev Chil Infect 23(3):197-199



Balamuthia mandrillaris

DIAGNOSTIKA GAE

ZOBRAZOVACI METODY
prukaz loziska (1- nékolik) v mozku

) ) . Cuevas P.M. et al. (2006). Meningoencefalitis
AS9TAba granulomatosa por Balamuthia mandrillaris. Rev. Chil. Infect.
23:237-242



Balamuthia mandrillaris

LABORATORNI DIAGNOSTIKA GAE

MATERIAL

intra vitam:

* bioptat (punkce loziska v mozku)
e (mozkomiSni mok)
post mortem:

» sekéni material (vzorek tkané z loZiska)

METODY

* kultivace (kultura tkafovych bun ék)

* histologie (pomocny znak: 2-3 jadérka v jadre 1)

* nepfima imunofluorescence (protilatka specificka proti B.m.)
* PCR



Balamuthia mandrillaris

LABORATORNI DIAGNOSTIKA GAE

Foto: E. Nohynkova

Nepfima imunofluorescence s protilatkou specifickou pro Balamuthia mandrillaris



Balamuthia mandrillaris

LABORATORNI DIAGNOSTIKA GAE

Hewn-

Foto 1-3: E. Nohynkova

Histologické fezy
ve tkanich ob_é stadia balamutii_: trofozoity i cysty




PRIPADY PAME A GAE VE SV ETE (zdroj: CDC 2000): VELMI VZACNE

PAME GAE GAE PAME GAE GAE

Nf Ac Bm Nf Ac Bm
Argentina 0 0 1 Nigérie 4 1 0
Australie 19 1 5 Panama 1 0 0
Barbados 0 1 0 Peru 0 4 10
Belgie 5 0 0 Portoriko 1 0 0
Brazilie 5 2 1 Jihoafricka rep. 1 1 2
Kanada 0 4 1 Jizni Korea 0 1 0
Chile 0 0 1 Thajsko 5 1 4
Cina 0 2 0 Uganda 1 0 0
Kolumbie 0 2 0 Velka Britanie 3 0 0
Kuba 1 0 0 USA 86 83 33
Ceska republika 18 0 1 Venezuela 3 1 2
Guam 1 1 0 Zambie 0 1 0
Honduras 0 2 0
Indie 9 3 0 AFRIKA
Italie 0 1 0 EVROPA
Japonsko 1 2 1 ASIE
Mexiko 8 1 10 AUSTRALIE
Nova Guinea 1 0 0 SEV.AMERIKA
Novy Zéland 8 0 0




CR: NAKAZY AMFIZOICKYMI AMEBAMI

PAME (Naegleria fowleri) GAE (B.mandrillaris) AK (Acanthamoeba)

celkem: 18 pFipadu 1 pripad (EVROPA) Wl celkem: 39 pFipadu

1962-1965: 16 pFipadl (8-25 let) || 1995: 3.5 roku/M 1995: 1. pripad
kryty plavecky bazén Praha B
Usti n.L.: kryty plavecky bazen zdroj nakazy a misto

1968: 1 pripad (12 let/m)

Most: venkovni bazén

1984: 1 pripad (11 let/m)
SC: potok s vodou z chladiciho
okruhu elektrarny

KC 80% pfipad(
(o vék: 29 let)




