VOLNE Z1Jici AMEBY

PATOGENNI[ PRO CLOVEKA
AMFIZOICKE AMEBY

Naegleria fowleri Acanthamoeba spp. Balamuthia mandrillaris
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Foto: dr.L. Cerva

nejsou to primarné parazitické organismy
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Naegleria fowleri

e sladkovodni termofilni améba
e rozSireni: celosvétovée

Foto: dr.L. Cerva

e puvodce: primarni amébové meningoencefalitidy (PAME)
Imunokompetentnich osob
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= tepla sladka voda (mnozi se pfi 42°C)

=
= « pfirodni voda: geotermalni prameny, stojaté — pomalu tekouci vody ... E:
=

. * upravena voda: bazény, chladici ob&hy pramyslovych zafizeni
| biologické narosty, sedimenty




ORGANISMUS

v zivotnim cyklu N. fowleri se stfidaji 2 stadia : trofozoit a cysta

TROFOZOIT

panozka
(lobopodie) - _

ameéba [ 2 formy bic¢ikovec

« rychly pohyb « rychly pohyb * kulata

« lalo&naté panozky « 2 bigiky . E[Sjr(];\i/éhlgglc(j?um

e odolné




ZIVOTNI CYKLUS Naegleria fowleri

i 2 nepfiznivé podminky
"v-' / encystace
bi¢ikovec

pfiznivé podminky
excystace

Rada izolatu z prostredi




EPIDEMIOLOGIE

k ndkaze dochazi p Fi koupani

* rizikova skupina:
imunokompetentni osoby  (déti, mladi lidé)

* rizikové chovani:
aspirace vody do vySSich partii nosni dutiny
(pfi prudkém ponofeni hlavy do vody)

T




EPIDEMIOLOGIE PAME

* .pfFenos*: nahodny (?)

* zdroj nakazy: voda kontaminovana negleriemi

* brana vstupu : Cichova oblast nosni sliznice

ameboidni trofozoit
aktivné pronika ¢ichovou sliznici do mozku

= patogenni stadium



PATOGENEZE PAME

Prunik améb do mozku: pfes lamina cribrosa do bulbus olfactorius

PP |

lamina cribrosa

L "%

U {‘:_

@ Mayo Foundation for Medical Education and Rese L

Olfactory
bulb

Olfactory
epithelium

Nerve
endings

Nasal
cavity




PATOGENEZE PAME

Prinik améb do mozku: fagocytéza cichovych bunék

Figure 6-48

Brain

Prunik do subarachnoidealniho prostoru a do mozkového parenchymu
Destrukce bunék mozkové tkané: fagocytéza, produkce perforinu aj.

Naegleria fowleri neni vystavena obrannym mechanismim v Krvi



Primarni amébova encefalitida = PAME

PREVALENCE CR: 18 pfipada PAME
velmi vzacné onemocn éni 1962-1965: 16 pFipad
ojediné&lé pripady vek: 8-25 let ,
MISto: kryty bazeén, Usti n. Labem
wr : A1 x4 VIII.1962: 3 pripady
1965 1. pfipady: Australie (v 4 déti) VIL1963: 6 pripadd
1966 oznaceni nakazy: X1.1964: 5 pripadu
primarni amébova encefalitida IX.1965: 2 pripady
(PAME)

1968: 1 pripad
vek: 12 let, chlapec

celkem ~ 300 p i"l'pad U (5 prezilo) misto: venkovni bazén, Most

USA: nejvic pfipadu (2008: 111)
vék: 5 — 14 let

1984: 1 pripad
vek: 11 let, chlapec
misto: SC, potok, chladici okruh

elektrarny




EPIDEMIOLOGIE PAME: CR

Vrbenského lazné Most 1968

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

Vrbensky's swimming pool in Usti nad Labem in 1980 Cooling water cutlet - Most 1965

Archiv dr. Lubora Cervy



KLINICKY OBRAZ PAME

* akutni hnisavy zan ét mozkovych blan imunokompetentnich osob
(klinicky nelze odliSit od hnisavé bakterialni meningoencefalitidy)

e inkuba ¢ni doba: 3 -7 dnu
e fulminantni (nahly, rychly zagatek z plného zdravi)
e hore cka

* meningealni p Fiznaky silna oboustranna bolest hlavy
strnuti Sije
nevolnost, zvraceni, neklid
precitlivélost na svétlo

poruchy védomi - bezvédomi

e smrt;za3—-7dn u

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



LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Primy pr ukaz

MATERIAL

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

e pOSt mortem
vzorek mozkoveé tkané

odbér likvoru lumbalni punkci

METODA Mozkomisni mok:
, , * zkaleny Sedy - zZlutavy
* mikroskopie « zbarveny do &ervena
e kultivace . E%c;:et _bunék 1 (PMN, makrofagy )
e plikovina >
« PCR

* glukdza <




LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Intra vitam:

» mikroskopie
nativni preparat z ¢erstvého moku:
v moku pouze ameboidni trofozoity !l NE cysty

* kultivace
agarova plotna (nevyzivny agar) | B
potfena tepelné usmrcenou suspenzi bakterii LN . - .‘1_
(Enterobacter, Escherichia) X 5]

teplota: 37°C (0 R ey e U




LABORATORNI DIAGNOSTIKA PAME

Post mortem:

F &
« v mozku pouze trofozoity !l || _
NE cysty @ .
» rozhodujici: morfologie jadra | | :

» lokalizace naeglerii v mozku:

o 0
e Ty
e g Y
L > ;
V 4 . ‘
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e -

skularni lokalizace naeglerii ‘

jadro: velké jadérko




TERAPIE PAME

5 vwvlé éenych p Fipad u

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



PREVENCE PAME

e zamezeni rizikovému chovani ve vodé
 spravne chlorovani bazénu (0,5 mg volného chléru/l naeglerie nici)

WARNING
DO NOT ALLOW WATER T0

ENTER YOUR NOSE
#JEEIERM Fﬂ'l’LfFf |

USA: varovani pred nakazou



IZOLATY Z PROSTREDI: determinace Naegleria fowler

flagelarni test
= rod Naegleria

“bigikovec trofozoit PCR
H,0

Infikovany mozek mysi:



Acanthamoeba spp.

* nejbéznejsi volné zijici prvoci

e puvodci

*¢ |0ziskove amébové encefalitidy (GAE) imunodeficitnich osob

*¢ diseminované kozni akantamebozy
*e akantamebove keratitidy (AK)



Acanthamoeba spp.

Vyskyt:
kosmopolitni, tem ér v jakémkoliv prost Fedi

« puda, prach, vzduch

e voda:
sladka
prirodni, upravena (bazény), kaly, sedimenty,
ventilaéni potrubi,
vodovodni, balena ....
mo rska

iIsolace akantaméb:
® vegetace
o | e z organu nékterych zvirat (ryby, plazi, obojzivelnici)

 Z nosni sliznice zdravych osob




ORGANISMUS

v zivotnim cyklu akantaméb se stfidaji 2 stadia

TROFOZOIT CYSTA

akantopodie
X .
' ll
1, ..;5. |

pulza éni / » !

vakuola

dvouvrstevna st éna cysty

velmi odolna k vlivam vnéjSiho prostredi
* vyschnuti
» dezinfek €ni latky

pohyb: velmi tenké panozky )
(akantopodie) * leky



ZIVOTNI CYKLUS

nepfiznivé
podminky

priznivé
podminky




1. LOZISKOVA AMEBOVA ENCEFALITIDA - GAE

EPIDEMIOLOGIE

,p Fenos*:. 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
inkuba ¢éni doba: neni znama (pomaly rozvoj pfiznakad), tydny - mésice
plizivy nastup
pFiznaky:
nespecifické neurologické pfiznaky
bolest hlavy, zmatenost, vznétlivost, zavraté
nevolnost, zvraceni, horeCka
hemiparézy, epilepsie

halucinace, poruchy spanku, v édomi
letargie

bezvédomi, smrt



DIAGNOSTIKA GAE |~ /\canthamoeba

ZOBRAZOVACI METODY (CT, MRI):

- nespecificky nalez loziska v mozku
(loZiskové hemoragické léze)




DIAGNOSTIKA GAE

Post mortem

loZiska hemoragickych nekroz




2. DISEMINOVANA KOZNI AKANTAMEBOZA

KLINICKY OBRAZ

drobné noduly — rozsahlée chronické, nehojici se viedy



Acanthamoeba

LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Primy pr ukaz

MATERIAL

intra vitam

* bioptat (punkce loziska v mozku, kize)
* (mozkomisni mok)

post mortem

» vzorek tkAné z loziska (mozek, kuze)

METODY
 kultivace (agarové plotny jako N. fowleri) stereotakticka biopsie
* histologickeé zpracovani tkané

* nepfima imunofluorescence (IFAT)

« PCR



Acanthamoeba

LABORATORNI DIAGNOSTIKA
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Histologické fezy
ve tkanich (mozek, kize) ob é stadia akantaméb : trofozoity a cysty




Acanthamoeba

LABORATORNI

DIAGNOSTIKA

NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE
s protilatkou specifickou pro  Acanthamoeba




Acanthamoeba
3. AKANTAMEBOVA KERATITIDA (AK)

» chronicky zanét rohovky imunokompetentnich osob (?)
* ohrozuje zrak (zhorsené vidéni — slepota)
« zpravidla velmi bolestivy

DELAYED

DIAGNOSIS
—MEANS—

POORER
OUTCOMES
Thirik




Acanthamoeba

EPIDEMIOLOGIE AK

rizikoveé faktory -
e noSeni kontaktnich €éocéek (80%) '
 poranéni oka (20%) '

1974 3 prvni p Fipady (velka Britanie a USA)

1985 meékké kontaktni €o€ky >>

1985 - 1995: > 1000 pfipadu S —
2004 > 3000 pfipadd NRL o oportuiparaztainazy
CR

1995: 1. pfipad
incidence: ~ 3 pripady/rok
KC/poranéni: 37/4

poéet pFipad
O FF N W » 01 O




Acanthamoeba

PATOGENEZE AK

pfenos: KC slouzi k pfenosu akantaméb na povrch rohovky

® noSeni kontaktnich cocCek
® poranéni oka

® abraze rohovky (experimentalni AK)

|

trauma
epitelovych bun ék rohovky

hypoxie, hyperkapnie




PATOGENEZE AK

. rohovka

® adheze k povrchu rohovky

® prunik epitelem a bazalni membranou

® prunik do stromatu

stroma

bazalni
membrana



Trofozoity akantaméb se ve stromatu rohovky transformuji v Cysty

stroma

25% pfipadu AK: po ukonceni léCby relaps klinicky manifestni nakazy




Acanthamoeba

1-2 pFipady AK / milion nosi¢t KC
= vétSina nosi¢u KC: nedojde k ndkaze (x ? k rozvoji)

OBRANA ??7? PRIROZENA IMUNITA ?



Acanthamoeba

KLINICKY OBRAZ AK

Priznaky

Zacatek onemocnéni

* Dbolest oka, svétloplachost, slzeni, zhorSené vidéni, tlak v oku, ¢ervené oko
Pokrocila faze

» kruhovity infiltrat ve stromatu

e |éCeni obtizne, dlouhodobé, transplantace rohovky



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 preparét z pouzdra na KC: cysty



LABORATORNI DIAGNOSTIKA AK

Kultivace

pri 28°C/2-7 dnu
trofozoity, cysty

v

kontaktni CoCky
roztok z pouzdra

il

trofozoity

cysty

dr. Frankovéa ZU Ostrava



LABORATORNI DIAGNOSTIKA AK

Barveni cyst akantaméb optickymi b éli€i (Calcofluor)

PRINCIP:

vazba na celul6zu ve sténé cysty
fluorescence ve svétle

s kratkou vinovou délkou ~ 360 nm

Calcofluor




PREVENCE AK

e spravna manipulace s kontaktnimi oékami (KC)
dezinfekce vhodnymi roztoky podle navodu
dodrzovani zakladnich hygienickych pravidel

e dodrzovani doby noseni
zamezuje uchyceni nadkazy
(bilkovinny povlak na opakované pouzivanych KC usnadfiuje pfichyceni akantaméb)

« KC by nemély zlstavat na o&ich b&hem spanku
(pfi n&kolikahodinovém spanku s KC se zvySuje trauma rohovky)

« KC by nemély by byt pouzivany pfi koupani a potapéni



INTERAKCE AKANTAMEB S BAKTERIEMI

akantameéby jsou p Firozenym prost fedim pro bakterie
=—> mozny rezervoar bakterii patogennich pro €lovéka

Legionella pneumophila
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Balamuthia mandrillaris a BAE

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 p Firody

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




Balamuthia mandrillaris

ORGANISMUS

v zivotnim cyklu se stridaji 2 stadia

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



Balamuthia mandrillaris

LOZISKOVA AMEBOVA ENCEFALITIDA - BAE

EPIDEMIOLOGIE

o jak se Clovék nakazi: brana vstupu
e o klIZe

) , ] hematogenni rozsev do mozku
¢ horni cesty dychaci

* « transplantace organu

Kaze:

11 pFipad am GAE p fedchazely
* nekrotizujici kozni léze

e chronické (9 — 24 mésicu)

* bez prukazu infekéniho puvodu

Revize histologickych preparatd
z koznich 1ézi: Balamuthia mandrillaris




Balamuthia mandrillaris

EPIDEMIOLOGIE BAE

 zdroj nakazy
o ¢« 7?77 hlina
 » transplantovany organ

» kdo se nakazi

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

* prevalence:

velmi vzacna nakaza

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



KLINICKY OBRAZ BAE

* subakutni az chronicky loziskovy zanét mozku

Priznaky

bolest hlavy, nevolnost, zvraceni
poruchy zraku, kie€e, parézy
koma, smrt

Zobrazovaci metody:
prukaz loziska (1- n ékolik)

Nakaze mozku ¢asto pfedchazi chronicka kozni léze




Balamuthia mandrillaris

chronicka kozni léze

* obvykle ve stfedové oblasti obli¢eje
* nereaguje na lécbu



LABORATORNI DIAGNOSTIKA BAE

MATERIAL
* bioptat (punkce loZiska v mozku)
» sekéni

METODY
 kultivace in vitro:

kultura tkanovych bun ék
* histologie:
2-3 jadérka v jadre !l
» nepfima imunofluorescence

protilatka specificka proti B.m.

 PCR

IFAT s protilatkou specifickou

pro Balamuthia mandrillaris



KULTIVAC

Balamuthie likvidujici tkarfiové bunky in vitro



HISTOLOGIE

v mozkové tkani: trofozoity i cysty balamutii

T — trofozoit, C - cysta



CR: NAKAZY AMFIZOICKYMI AMEBAMI

PAME (Naegleria fowleri)

celkem: 18 pl"'l'pad U

BAE (B.mandrillaris)
1 pFipad (EVROPA)

AK (Acanthamoeba)
celkem: 41 pFipad U

1962-1965: 16 pFipad( (8-25 let)
kryty plavecky bazén
Usti n.L.: kryty plavecky bazén
(Vrbenského lazné)
1962 (VIIL.): 3 pFipady
1963 (VII.): 6 pfipadu

1964 (X1.): 5 pfipadu
1965 (I1X.): 2 pfipady
1968: 1 pripad (12 let/M)

Most: venkovni bazén

1984:. 1 pripad (11 letMm)
SC: potok s vodou z chladiciho
okruhu elektrarny

1995: 3.5 roku/M

Praha
zdroj ndkazy a misto
vstupu nezname

1995: 1.pFipad

ek T e
!v:’.\i‘ 3 - _‘?“‘ -_"

KC 80% pipadl‘]
(o vek: 29 let)

g
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