Epidemiologie 3-011

30.9.2011 15:18 Str. 121

1o

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 60, 2011, ¢. 3, s. 121-130

Menavky rodu Acanthamoeba - povodcovia
infekcii ¢loveka

Garajova M., Mrva M.

Katedra zoolégie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

SUHRN

Menavky rodu Acanthamoeba Volkonsky, 1931 su ubikvistické organizmy, s amfizoickym
spdsobom Zivota a kozmopolitnym vyskytom. Patogénne kmene st p6vodcami tazko lie¢iteIného
ochorenia granulomatéznej menavkovej encefalitidy (GAE) a koznych infekecii
u imunosuprimovanych pacientov a bolestivého ochorenia rohovky - akantamébovej keratitidy
(AK) u imunokompetentnych jedincov. Predpokladanou vstupnou branou infekcie je
nazofaryngealna sliznica, placny parenchym, infekcia z koznych 1ézii (GAE, kozné infekcie),
nedostatoéna hygiena pri pouzivani kontaktnych $osoviek alebo pri kornealnej traume (AK).
Symptomy jednotlivych ochoreni su nespecifické a casto velmi variabilné, ¢o spolu
s nedostato¢nou informovanostou odbornej verejnosti vyrazne stazuje vcasné urcenie spravnej
diagnézy. Kym v pripade GAE a koZnych infekcii st moZnosti terapie obmedzené a malo aspesné,
v pripade AK bolo uspesne pouzitych viacero typov antimykotik a antibiotik, avSak terapia je
éasto velmi komplikovana a zdlhava.

Kludové slova: Acanthamoeba — GAE - AK - epidemiolégia - patogenéza — diagnostika

SUMMARY

Garajova M., Mrva M.: Amoebae of the Genus Acanthamoeba - Causative Agents of Human
Infections

Amoebae of the genus Acanthamoeba Volkonsky, 1931 are ubiquitous, amphizoic organisms with
a cosmopolitan distribution. Pathogenic strains are the causative agents of a difficult to treat
disease, granulomatous amoebic encephalitis (GAE), and skin infections in immunocompromised
individuals, and of a painful corneal disease - amoebic keratitis (AK) in immunocompetent
individuals. The major portals of entry are the nasopharyngeal mucosa, pulmonary parenchyma,
skin lesions (GAE, skin infections), eyes in contact lenses wearers with a history of improper
contact lens wear and care, or corneal trauma (AK). Symptoms of the diseases are non-specific and
variable which alongside with the lack of awareness among health care professionals often
hamper early diagnosis. While treatment options for GAE and skin infections are limited and
poorly effective, various antifungals and antimicrobials have proved beneficial in AK, although
the therapy is often complicated and long.
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Uvod

su Casto izolované v antropogénnych biotopoch

s dostatkom vlhkosti a potravy.

Volne zijuce menavky rodu Acanthamoeba Vol-
konsky, 1931 patria k najvyznamnejSim patogé-
nom spomedzi amfizoickych menaviek uz aj pre-
to, Ze v tomto rode je zahrnuta véacésina druhov,
ktoré spdsobuja ochorenia ¢loveka. St pévodcami
vacsiny pripadov ochoreni spdsobovanych volne
Zijucimi metiavkami. Dalsim dévodom je aj to, Ze
menavky rodu Acanthamoeba su pravdepodobne
v prirode najéastejsie sa vyskytujice menavky, da
sa dokonca povedaf, Ze sa to najbeznejsSie Protis-
ta vobec [51]. Okrem vodnych a pédnych biotopov

Patogenita niektorych kmenov vyvolala od
zaciatku velky zaujem o menavky rodu Acanth-
amoeba. Za poslednych Styridsat rokov vyskum
velmi pokrocil, boli skimané morfologické,
cytologické, fyziologické charakteristiky roz-
nych druhov. Najvacsi zaujem sa v8ak sustredil
na vySetrovanie, diagnostiku a terapiu menav-
kami spodsobenych ochoreni, ako aj na stale
nedostatoéne preskimané mechanizmy patoge-
nézy.

Menavky rodu Acanthamoeba su poévodcami
granulomat6znej encefalitidy (GAE), akantamé-
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bovej keratitidy (AK), koznych, nazofaryngeal-
nych a systémovych infekcii [24, 28, 34, 51, 58].

Morfolégia a zivotny cyklus menaviek
rodu Acanthamoeba

Trofozoity menaviek rodu Acanthamoeba
v lokomoc¢nej forme su typické trojuholnikovym,
ovalnym alebo obdlznikovym tvarom bunky
s vyrazne zuzenym zadnym koncom (obr. 1A).
Dosahuju velkost iba 10—40 um [5, 28, 30, 40, 44].
Okraj hyalinnej zoény cytoplazmy na prednom
konci bunky je nepravidelny a vybiehaja z nej
tenké, na konci zaSpicatené ihlicovité akantopé-
die [43, 51]. Akantopddie su produkované aj na
roznych miestach povrchu celej bunky, a vytva-
raju tak pre menavky typicky vzhlad [39, 48]. Ich
funkcia je neznama. Predpoklad, Ze sldZia pre pri-
jem potravy, nebol potvrdeny. Okrem akantopddii
sa najmd na prednom okraji bunky niekedy
vytvaraju aj mens$ie subpseudopédie so zaobleny-
mi koncami. Zazeny zadny koniec bunky je nieke-
dy ukonéeny bulbovitym uroidom s kratkymi fila-
mentami, na ktoré su ¢asto adherované baktérie
a detrit [40, 44].

Menavky rodu Acanthamoeba maja cytoplaz-
matickt membranu bez extracelularneho mate-
rialu alebo len s naznakmi glykokalyxu. Cyto-
plazma je podobne ako u inych skupin nahych
menaviek v dvoch formach, vytvara sklovita hya-
loplazmu a zrnitd granuloplazmu s obsahom
organel. Vezikularne jadro je sférické, vo vnutri
s masivnym jadierkom. Velkost jadra zvacsa
dosahuje 5-8 um, jadierka okolo 2,5 um [30].
Jedince maja véacésinou jedno jadro, viacjadrové
jedince sa objavuja zvy€ajne len v in vitro sus-
penznych kultarach [28]. Jedina pulzujica vaku-
ola je v zadnej ¢asti bunky. Potravné vakuoly cas-
to vypliiaju vadsinu objemu cytoplazmy. Ostatné
organely su typickej eukaryotickej stavby. Celko-
va morfoldgia trofozoitov a cyst je ilustrovana Kkli-
nickym izolatom Acanthamoeba lugdunensis (obr.
1A, B) z pripadu AK, identifikovanym na troven
druhu na zaklade morfologickych kritérii a tole-
rancie kultivaénych teplot [36].

Stadium pseudocysty je rychlou obrannou
reakciou trofozoita na pritomnost niektorych
organickych zlicenin. Pre pseudocystu je typicky
gulovity tvar a cytoplazmaticka membrana kryta
jednovrstvovym amorfnym obalom. Vytvara bari-
éru voci alkalickému pH (8-11) a zvySenej teplo-
te. Pseudocysty odolavaju teplote 55 °C az 10 mi-
nut [20, 21].

V pripade nedostatku potravy a vysychania bio-
topu, resp. v chronicky infikovanom tkanive trofo-
zoity postupne encystuju. Cysty menaviek rodu
Acanthamoeba dosahuju velkost 10-22 um
a maju stenu skladajicu sa z vnatornej endocys-
ty a vonkajsej ektocysty [5, 48]. Charakteristické

1o

Obr. 1. Klinicky izolat Acanthamoeba lugdunensis z pripadu
akantamébovej keratitidy. A — trofozoity in vivo, B — cysty po
protargolovej impregnacii. Mierka je 10 um.

Fig. 1. Clinical isolate of Acanthamoeba lugdunensis from
a case of Acanthamoeba keratitis

A — trophozoites in vivo, B — protargol impregnated cysts. Sca-
le bar is 10 um.

je, Zze endocysta a ektocysta st spojené zvacsa len
na miestach uhlov alebo vo vrcholoch ramien
endocysty, kde sa nachadzaju pory uzavreté oper-
kulom (obr. 1B). Cysty st potom velmi ¢asto poly-
edrické a nepravidelné, menej ¢asto sa ovalne ¢i
sférické [40, 43, 44, 45].V zrelej cyste ustava aka-
kolvek metabolicka ¢innost a cysta je pripravena
preckat dlhé obdobie v dormantnej faze [28]. Prie-
beh encystacie je pomaly, trvA minimalne 24
hodin [20].

Cysty sa vyznacuju velkou odolnostou voci teplo-
te, UV ziareniu a dezinfekénym latkam [9]. Odol-
nost jednotlivych druhov na zvySenu teplotu sa
vyznamne li§i a zavisi aj od experimentalnych pod-
mienok. Cysty Acanthamoeba castellanii (Douglas,
1930) v tekutom médiu prezivali pri teplote 55 °C
az 7 hodin. Iny druh, Acanthamoeba palestinensis
(Reich, 1933) prezival v suchej pode pri 75 °C az 6
hodin. Vo vlhkej pode boli cysty ovela citlivejsie
a prezivali pri 65 °C len 1 hodinu. Spolahliva dest-
rukcia cyst sa da dosiahnut pouzitim freénu, mety-
1én oxidu alebo autoklavovanim. Vitalita cyst méze
dosiahnut az niekolko rokov. Cysty uskladnené 24
rokov vo vode pri teplote 4 °C sa podarilo opatovne
kultivovat na agare, priéom niektoré kmene si
zachovali aj patogenitu [28].

Potravou menaviek rodu Acanthamoeba v ich
prirodzenom prostredi st prevazne baktérie, kto-
ré su menavkami fagocytované a su tiez vyuziva-
né pri kultivaciach [12, 39]. Fagocytéza nastava
v mieste, kde sa vytvori Specificka Struktira,
v literatire oznacovana ,food cup®. V tkanivovych
kulturach trofozoity menaviek niekedy atakuju
hostitelské bunky dlhym vybezkom, ktory sa
oznacuje ako digitipédium [28]. Dékazom difuz-
neho a pinocytarneho prijmu Zivin sa prave axe-
nické kultary, v ktorych sa menavky zivia vyluc-
ne rozpustenymi zivnymi roztokmi s obsahom
peptonu, kvasniéného extraktu, krvného séra
a podobne [12, 40].
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V poslednych rokoch si menavky vnimané ako
vyznamni rezervoarovi hostitelia a vektory pato-
génnych baktérii. Nahé menavky tak mo6zu byt
akymsi ,Tréjskym komnom“, sprostredkovatelom,
ktory zodpoveda za ich Sirenie a ochranu pred
dezinfekénymi latkami vo vodnych systémoch
[24, 54, 57]. Bolo zistené, ze 20-24 % klinickych
a environmentalnych izolatov Acanthamoeba spp.
ma v cytoplazme endosymbiotické baktérie. Naj-
znamej$im endosymbiontom je Legionella pneu-
mophila, pévodca legionarskej choroby. Tieto bak-
térie su vysoko rezistentné na dezinfekéné latky,
¢o moze byt podporené aj ich endosymbiotickym
stavom v cytoplazme menaviek. K dal§im bakte-
ridAlnym endosymbiontom zistenym z environ-
mentalnych, ale aj klinickych izolatov Acantha-
moeba patria Chlamydophila pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium avium,
Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Salmo-
nella enterica, Shigella sonnei, Simkania nege-
vensis, Parachlamydia acanthamoebae, Helico-
bacter pylori. Experimentalnou ko-kultivaciou sa
podarilo vpravit do menaviek rodu Acanthamoeba
patogénny kmen E. coli K1 a obligatérne intrace-
lularnu baktériu Coxiella burnetii, pévodcu Q
horucky [24, 26].

Vsetky spomenuté baktérie st patogénmi alebo
potencialnymi patogénmi, ktoré moézu sposobit
nebezpeéné ochorenia ¢éloveka [4, 25, 54]. Bolo
zistené, Ze bakterialne endosymbionty maja nie-
kedy vplyv na zvySenie virulencie kmeriov Acanth-
amoeba [57].

Ekolégia a rozsirenie

Vztahy jednotlivych druhov a ich Zivotného
prostredia nie st celkom objasnené [4]. Menavky
rodu Acanthamoeba st povazZované za najéastejSie
izolované a najbeZnejSie spomedzi vSetkych
nahych menaviek. St povazované za ubikvistické
druhy, kedZe boli zistené v sladkych vodach [19, 32,
39, 42], v morskej vode [48, 49], v pode [40]. Najde-
né boli aj v komposte, kvetinacovej péde, vzduchu,
klimatizaénych zariadeniach, ventilatoroch, doma-
cich akvariach, vodovodnej vode, sprchovych hlavi-
ciach, priemyselnych chladiacich sustavach, kry-
tych bazénoch, lie¢ebnych bazénoch, dialyzaénych
pristrojoch, puzdrach na kontaktné SoSovky ¢i ako
kontaminanty bakterialnych a tkanivovych kultar
[6, 9, 13, 18, 24, 51, 53]. Zaujimavé nalezy pocha-
dzaja dokonca z pletiva rastlin a hab [9].

Vzhladom k prilezitostnému vyskytu tychto
volne Zijucich menaviek v telach Zivocichov a ¢lo-
veka ich oznacéujeme ako amfizoické [38], podobne
ako menavky dalsich rodov Naegleria (Alexeieff,
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1912), Balamuthia Visvesvara, Schuster & Marti-
nez, 1993, Sappinia Dangeard, 1896, Hartman-
nella (Alexeieff, 1912), Vannella Bovee, 1965 [34,
39]. Menavky rodu Acanthamoeba boli izolované
zo zvieracich vnutornych organav, napriklad
z mozgu, pecene, sleziny a obli¢iek ryb [10], z plic
dobytka a ¢reva Zeriava [38]. Menej st zname izo-
laty z tiel plazov [9]. Izolacie z réznych organov
¢loveka st zname uz priblizne Styridsat rokov.
Vdaka izolacidm z nosovej dutiny zdravych Tudi
bola vyslovena domnienka, ze mézu byt aj sucas-
tou fyziologickej mikroflory [8, 29]. Doposial to
v8ak nebolo potvrdené a predpoklada sa, Ze cysty
z prostredia su pocas respiricie v kontaminova-
nom ovzdusi bezne zachytavané na sliznici [46].

Kmene, ktoré su schopné rast pri zvySenych
teplotach, su preukazne viac patogénne nez ostat-
né [6, 13]. Mnohé sa mnozia len pri teplotach do
37 °C, ale niektoré dokonca aj pri 40 °C. Kedze
rohovka oka ¢loveka sa vyznacuje nizSou teplotou
nez vnutorné organy, je pochopitelné, Ze virulent-
nymi su aj niektoré kmene neschopné rast pri
teplotach nad 37 °C a riziko infekcie z vonkajsie-
ho prostredia stapa [9].

Percento termotolerantnych kmenov Acanth-
amoeba, izolovanych z biotopu, byva ¢asto velmi
vysoké. Z kmenov izolovanych z rybnikov v Okla-
home bolo az 90 % termotolerantnych, pri¢om 2 %
z nich bolo patogénnych pre mysi. V zdrojoch pit-
nej vody v Nemecku bolo zistenych 55-80 % kme-
nov ako termotolerantnych [51].

Cysty menaviek rodu Acanthamoeba sa vyzna-
¢ujui mimoriadnou odolnostou, ¢o je pravdepodob-
ne hlavnym faktorom celosvetovo narastajiceho
poctu pripadov akantamébovych keratitid. Odola-
vaju velkému poctu dezinfekénych roztokov na
kontaktné SoSovky a spolahliva je iba tepelna
dezinfekcia. Pokial roztok eliminuje len trofozoity,
ale nie cysty, po ur¢itom case, ked dojde k oslabe-
niu jeho dezinfekénych schopnosti, nastava
excystacia a zvySené riziko infekcie [9, 34].

ZvySeny zaujem o patogénne kmene viedol
k publikovaniu mnozstva prac prakticky zo vSet-
kych obyvanych oblasti sveta. Druhy rodu Acant-
hamoeba su povazované za kozmopolitné [28, 51]
a boli najdené v mnohych krajinach vsetkych sve-
tadielov, vratane Antarktidy [24, 30].

Taxonomia a systematika

Identifikacia menaviek rodu Acanthamoeba je
stale nedorieSsenym problémom. Nedostatky taxo-
nomickych Kkritérii, napriek viacerym snaham
[44, 50], neumoznuju spolahlivi identifikaciu vac-
Siny izolatov na uroven druhov [9]. Na zaklade
morfologie cyst Pussard a Pons [45] rozdelili dru-
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hy do troch skupin oznaéenych rimskymi éislica-
mi I., II., III. Tento systém sa dodnes pouziva
[39, 40, 51, 60]. Druhy skupiny I. sa vyznacuju
hviezdicovitym tvarom endocysty s niekolkymi
ramenami a pomerne hladkou, gulovitou ektocys-
tou. Skupina II. je typicka polyedrickou, resp. hvi-
ezdicovitou endocystou s tromi a viac vybezkami
a silne zvlnenou, nepravidelnou alebo gulovitou
ektocystou. Skupina III. ma endocystu aj ektocys-
tu hladku a sférickd, bez viditelnych ramien ale-
bo vrcholov endocysty [39, 40]. Vzhladom k velmi
malym rozdielom v morfolégii cyst a mnoZstvu
prechodnych foriem sa v sti¢asnosti ¢asto pouziva
identifikacia na zaklade variability v sekvenciach
jadrovej 18S rRNA. Na zaklade tejto variability
sa v sdéasnosti rozlisuje 15 odlisnych evoluénych
linii, oznacovanych T1-T15. Variabilita v kulti-
vaénych teplotach, morfolégii cyst, patogenite
a fragmentoch rDNA v ramci toho istého druhu
vSak vyrazne stazuje identifikaciu [22, 51].

Systematické postavenie menaviek rodu Acanth-
amoeba je uz dlhé roky pomerne stabilné. Na zakla-
de najnovsich studii je celad Acanthamoebidae
umiestiiovana do nadskupiny Amoebozoa spolo¢ne
s dalsimi menavkovitymi organizmami [1], alebo do
kmena Acanthamoebia v ramci podrise Lobosea
a riSe Amoebozoa [31]. V sti¢asnosti sa do éelade
Acanthamoebidae zaraduje aj dal$ia patogénna
amfizoicka menavka Balamuthia mandrillaris Vis-
vesvara, Schuster & Martinez, 1993, ktora je sice
morfologicky velmi odlisn4, ale na zaklade moleku-
larnych analyz je pribuzni merniavkam rodu Acant-
hamoeba [1, 51].

Na zaklade morfologickej identifikacie, dopo-
sial zistené patogénne kmene patria k nasledov-
nym druhom: Acanthamoeba astronyxis (Ray &
Hayes, 1954), A. castellanii (Douglas, 1930),
A. culbertsoni (Singh & Das, 1970), A. griffini
Sawyer, 1971, A. hatchetti Sawyer, Visvesvara &
Harke, 1977, A. healyi Moura, Wallace & Vis-
vesvara, 1992, A. lugdunensis Pussard & Pons,
1977, A. palestinensis (Reich, 1933), A. polyphaga
(Puschkarew, 1913), A. quina Pussard & Pons,
1977, A. rhysodes (Singh, 1952) [33, 40]. Z hladis-
ka 18S rRNA patri vic¢sina patogénnych izolatov
sposobujicich GAE a AK do genotypu T4 [3, 24,
51, 58]. K zriedkavym genotypom asociovanym
s AK patri T2, T3, T5, T6, T11 [24, 60] a k zried-
kavym genotypom asociovanym s nonkeratitidny-
mi infekciami patria T1, T2, T10, T12 [3, 24, 59].

Ochorenia sposobované menavkami rodu
Acanthamoeba

Prvé infekcie €loveka boli zaznamenané az po
roku 1965 hoci uz predtym boli menavky rodu
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Acanthamoeba zistené ako kontaminanty tkani-
vovych kultar [61]. Do roku 1984 bolo publikova-
nych iba 20 pripadov infekcie ¢loveka [9], no ich
poéet neustale rastie. Patogénne kmene mena-
viek rodu Acanthamoeba spdsobuju viaceré
zavazné ochorenia éloveka: granulomatéznu
menavkovu encefalitidu (GAE), akantamébovu
keratitidu (AK), nazofaryngealne, koZné i roztru-
sené infekcie [24, 51].

Granulomatézna menavkova encefalitida
(GAE)

Granulomatézna menavkova encefalitida
(GAE) je chronické dlhotrvajice ochorenie CNS
so zlou prognézou, vyskytujice sa najmi u imu-
nosuprimovanych oséb ako napriklad HIV pozi-
tivnych, u pacientov s Hodgkinovou chorobou,
SLE, diabetikov, u 0s6b so zlyhanim obliéiek, cir-
hézou, TBC a koznymi vredmi. Rizikovou skupi-
nou su zavisli na alkohole, narkotikach, pacienti
lieéeni steroidmi, chemoterapiou a radioterapiou
a pacienti po transplantaciach. Zriedkavo sa v§ak
toto ochorenie vyskytuje aj u imunokompetent-
nych deti i dospelych [23, 24, 28, 29, 34, 51, 58].

Epidemiolégia GAE

Predpokladanou vstupnou branou infekcie je
vacsinou plicny parenchym alebo infekcia z koz-
nych 1ézii [23]. Predpoklada sa, Ze infekcia moze
zriedkavo nastat aj cez nazofaryngealnu sliznicu,
¢o bolo potvrdené experimentalnymi infekciami
laboratérnych zvierat [24]. Pristup do CNS méze
byt sprostredkovany prostrednictvom obehového
systému alebo ide o priamy prechod po nervus
olfactorius do ¢uchového laloku predného mozgu
[28].V pripade infekcie prostrednictvom obehové-
ho systému sa menavky dostavaju cez horné
a dolné dychacie cesty az do plic, kde prechad-
zaji do krvného obehu a Siria sa hematogénnou
cestou. Menavky prechadzajui hematoencefalic-
kou bariérou z ciev vyzivujucich mozog do mozgo-
vého tkaniva. Vysokd pravdepodobnost tohto
typu Sirenia dokazuje distribicia 1ézii v CNS
a nahromadenie trofozoitov v perivaskuldrnom
priestore [24]. Pokial je vstupnou branou infekcie
kozna lézia, menavky sa priamo z koze dostavaju
do krvného obehu [23]. Klinické priznaky GAE sa
objavia zvacsa o niekolko tyzdmiov alebo mesiacov
[28, 51].

Patogenéza GAE

Okrem klinickych pozorovani je velmi malo
informacii o patogenéze infekcie a o odpovedi
hostitela na infekciu. Pri prekonavani hemato-
encefalickej bariéry mo6zu trofozoity menaviek
prechadzat z ciev do mozgového parenchymu
bud priamo desStrukciou buniek endotelu —
transcelularne, alebo cez ich intracelularne
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priestory — paracelularne, priéom narasajua iba
bunkové spoje endotelu [22, 23]. Pri transcelu-
larnom spésobe je délezity kontakt s endotelo-
vymi bunkami sprostredkovany manézu-viazua-
cim proteinom exprimovanym na pelikule
trofozoita [22]. Tento kontakt indukuje apopté-
zu buniek. Apoptéza zacina zmenami v hladine
ionov Ca?*, ktoré spésobujui zmeny v cytoskelete
a morfolégii bunky. Meni sa aj permeabilita
cytoplazmatickej membrany a smrt bunky
nastava po niekolkych minutach. Tieto procesy
nastavaju len v pripade kontaktu trofozoitu
s hostitelovou bunkou. U cyst nie je mandzu-
-viazuci protein pritomny, preto nemézu adhero-
vat k bunkam tkaniva [23, 24]. Okrem apoptdzy
adhézia trofozoitu k endotelovej bunke méze
viest sekundarne aj k fagocytoze.

Paracelularne prekonanie hematoencefalicke;j
bariéry zabezpecéuju pravdepodobne extracelular-
ne proteazy, ktoré v experimentalnych podmien-
kach sposobuju destrukciu jednovrstvy endotelo-
vych buniek. Trofozoity produkuji mnozstvo
roznych enzymov, najmé serinovych proteaz, kto-
ré degraduju extracelularnu matrix, fibrinogén,
IgG, IgA, albumin a hemoglobin. Vplyv proteaz
vysvetluje rozrusovanie bunkovych spojov a mig-
raciu trofozoitov do hlbsich vrstiev CNS [23]. Pre
patogénne kmene je typicka vysoka produkcia
tychto proteaz na rozdiel od kmeriov izolovanych
z vonkajSieho prostredia [47]. Cytopaticky efekt
a adherenciu trofozoitov roznych kmenov Acanth-
amoeba spp. k bunkam hostitelskych tkaniv sle-
dovali Omana-Molina et al. [35], ktori zistili, Ze
maximalna adherencia trofozoitov k bunkam
MDCK (psie oblickové bunky) nastava uz po
3 hodinach kultivacie. Po Siestich hodinach nasle-
duje lyza buniek a ich uvolfiovanie sa od podkla-
du. Uplna destrukcia vrstvy vplyvom lytickych
enzymov a fagocytozy nastava do 24 hodin [16].

Napriek uvedenym poznatkom nie je objasnené,
¢i je masivna nekréza mozgového tkaniva sposo-
bena priamou desStrukciou trofozoitmi menaviek
alebo indukovana zapalovymi cytokinmi, napri-
klad IL-1 a TNF-o. [28].

Symptémy a priebeh GAE

Typickymi symptomami GAE sa: abnormality
v spravani u 86 % pacientov, horiacka (39-40 °C)
u 53 % pacientov, ochrnutie nervov u 53 % pa-
cientov, bolesti hlavy u 53 % pacientov, meningiti-
da u 40 % pacientov, poruchy videnia (diplopia)
u 25 % pacientov, ataxia a afazia u 20 % pacien-
tov, nauzea u 20 % pacientov, zmétenost, letargia,
stuhnutie Sije, zvySeny intrakranidlny tlak.
Menej ¢astymi priznakmi sd halucinacie, fotof6-
bia, poruchy spanku, anorexia, Babinského symp-
tom a Kernigov symptom [23, 28, 29]. Priebeh
ochorenia sa vSak ¢asto u jednotlivych pacientov
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velmi 1isi a dokonca niekedy je celkom asympto-
maticky [51].

U imunosuprimovanych jedincov moze dojst
k zaneseniu trofozoitov do kozZe a podkozného tka-
niva, pecene, pankreasu, obli¢iek, nadoblidiek,
prostaty, lymfatickych uzlin, myometria, trachey
a do plac. Pri infekcii plic dochadza k vyvinu
zapalu a v alveolach st pritomné trofozoity i cys-
ty menaviek. Boli zistené aj infekcie ucha
a dokonca druh A. castellanii bol izolovany
z nekrotického kostného tkaniva pacienta s oste-
omyelitidou [23, 29].

U HIV pozitivnych pacientov je priebeh ochore-
nia $pecificky. Inkubaéna doba je skratena a ocho-
renie ma v dosledku nedostatoénej imunitnej
odpovede rychly progres. Vaésina pacientov zomie-
ra do jedného mesiaca od nastipenia prvych pri-
znakov. Casté st sekundarne prejavy, ako je sinu-
sitida, otitida a kozné lézie, z ktorych je mozné
izolovat menavky. Zriedka sa vyskytne aj osteo-
myelitida a endoftalmitida [29, 30].

Patologické nalezy su typické tazkymi hemo-
ragickymi nekrézami, trombézou a zapalom.
Mozgové hemisféry st postihnuté edémom.
Vytvara sa mnozstvo lokalnych lozisk v mozgo-
vom kmeni, v corpus callosum a v mozocku.
Zriedkavo je postihnuta aj predna c¢ast miechy.
Chronicky zapalovy vypotok je pozorovatelny na
povrchu kortexu a obsahuje hlavne leukocyty.
V perivaskularnom priestore ciev vyZivujacich
mozog sa masovo nachadzaju trofozoity. Pritom-
na moze byt aj vaskulitida. V tkanive mozgu je
mozné pozorovat velké mnozZstvo trofozoitov
a cyst menaviek sustredenych v granulémoch.
Hemoragické nekrozy sa vyskytuja v okcipital-
nom, parietalnom, temporalnom a zriedka fron-
talnom laloku oboch hemisfér. Stale vSak nie je
jasné, preco si u imunokompetentnych pacien-
tov granulémy dobre ohraniéené, zatial co
u imunosuprimovanych pacientov granulémy
chybaju, alebo su slabo vyvinuté [17, 23, 27, 28,
29, 34]. Pocet zaznamenanych pripadov GAE po
Styridsiatich rokoch je maly, v stcasnosti ich je
evidovanych okolo 200 [58].

Diagnostika a terapia GAE

Diagnostika sa spocdiatku okrem neurologic-
kych priznakov opiera o detekciu 1ézii v kortexe
pomocou magnetickej rezonancie a pocitacovej
tomografie. Vhodné je histopatologické vySetrenie
1ézii, napriklad fixacia napadnutého tkaniva
10-% roztokom formalinu a rutinné farbenie
hematoxylinom a eozinom, PAS-H farbenie podla
Schiffa, farbenie podla Giemsu-Wrighta alebo Go-
moriho farbenie s methenamin-striebrom. Pouzi-
telna je aj nepriama imunofluorescenéni metéda
(IFAT) dokazu menaviek v mozgovom tkanive
fixovanom vo formaline a zaliatom v parafine
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[29]. VyZaduje sérum s obsahom $pecifickych pro-
tilatok [24], ktoré vSak nie je komeréne dostupné.
7 novsich metéd je ¢oraz viac pouZivanou extrak-
cia DNA a nasledna PCR amplifikacia [27]. Tra-
di¢nou a spolahlivou metédou, je kultivaény
dokaz menaviek z biopsie mozgového tkaniva.
Menavky rodu Acanthamoeba sa bezne dari kul-
tivovat na roéznych typoch monoxenickych a axe-
nickych médii [41], najCastejSie pouZivanymi st
agarové platne s naterom kultury Escherichia
coli, pripadne Enterobacter aerogenes [34]. Kulti-
vécia prebieha pri 37 °C.

Terapia GAE neprinasa zatial dobré vysledky.
Je to spOsobené prevazne neskorym stanovenim
spravnej diagnézy, oslabenou imunitou pacienta,
nizkou senzitivitou menaviek na lie¢iva a nedo-
statoénou penetraciou lie¢iv cez hematoencefalic-
ki bariéru. S réznym uspechom boli vyskusané
lie¢iva ako ketokonazol, flukonazol, itrakonazol,
pentamidin izetionat, trimetoprim-sulfametoxa-
zol, sulfadiazin, amfotericin B a flucytozin, ktoré
v8ak maju Gasto tazké vedlajsie ucinky. V menej
nez desiatich uspesnych pripadoch bola pouzita
kombinacia niekedy az piatich lie¢iv. Osved¢ili sa
kombinacie trimetoprim-sulfametoxazol s ketoko-
nazolom a rifampicinom, kombinAcia penicilinu
a chloramfenikolu, kombinéacia flukonazolu a sul-
fadiazinu [15, 24, 52, 58]. Ako perspektivny sa
ukazuje uspeSne pouzity miltefosin [2]. Kedze
doposial nebolo vyvinuté lie¢ivo s dostatoénym
trofocidnym ako aj cysticidnym tucinkom, dalSie
mozné terapeutika su v §tadiu testovania [52].

Kozné infekcie

Kozné infekcie spbésobené menavkami rodu
Acanthamoeba su zriedkavou formou ochorenia,
hoci u pacientov s AIDS sa vyskytuju pomerne
casto. Infekcia CNS sa nemusi vobec objavit. Prvy
pripad u HIV pozitivneho pacienta bol opisany az
v roku 1986, neskor sa objavili aj dalsie [55]. Koz-
né infekcie volne Zijucimi menavkami boli zistené
aj u HIV negativnych pacientov s prejavmi GAE,
u pacientov po organovych transplantaciach
a u pacientov s poruchami imunity. St charakte-
ristické fazkym erytémom alebo koznymi ulcera-
ciami s chronickym priebehom [24]. Doposial bolo
opisanych minimalne 23 pripadov [14, 55].

Epidemioldgia a patogenéza
kozZnych infekecii

Predpoklada sa, Ze infekcia nastava pri koz-
nych poraneniach zneéistenych kontaminovanou
vodou alebo pddou. Menavky sa hematogénne
mozu §irit az do mozgu a vyvolat GAE. Vzhladom
k malému poctu zachytenych pripadov, mechaniz-
my patogenézy koznych infekcii st slabo presku-
mané [22, 24]. Zakladné poznatky st uvedené
v kapitole o patogenéze GAE.
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Symptomy a priebeh koznych infekecii

Skoré prejavy zahiniaju vznik tvrdych papul éi
uzlikov s hnisavym vytokom, ktoré sa postupne
zmenia na nehojace sa stvrdnuté vredy. Ulceracie
su lokalizované najmé na tvari, trupe a koncati-
nach. Stale nie je objasnené, ¢i su kozné 1ézie pri-
marnym loziskom infekcie alebo naopak, vysled-
kom rozsirenia infekcie z CNS pripadne z pltc.
V pripade neurologickych prejavov ich infekcia
koze predchadza o niekolko tyzdnov ¢i mesiacov
a otvara tym mozZnosti skorej diagnézy a potenci-
alnej lietby GAE [55]. Mortalita dosahuje vysoké
percenta, v pripade vyskytu vyluéne koznych 1ézii
je 73-%, a v pripade prepuknutia GAE az 100-%
[28, 55].

Diagnostika a terapia koznych infekcii

Najdolezitejsim diagnostickym krokom je
podrobné histopatologické zhodnotenie. V histolo-
gickych nalezoch su viditelné nekrotické loziska
obklopené leukocytmi a lymfocytmi, vaskulitida,
dalej trofozoity a cysty menaviek, ktoré su éasto
tazko identifikovatelné. Trofozoity a cysty mena-
viek st lokalizované najmé v okoli krvnych a lym-
fatickych ciev a v podkoZnom tukovom tkanive
[55]. V niektorych pripadoch mézu tieto infekcie
pripominat mykoézy, infekcie mykobaktériami
a virusové infekcie. Pri diagnostike je mozné
pomylit si trofozoity aj s makrofagmi. Viacero pri-
padov bolo takto nespravne determinovanych
[28]. Tento problém je mozné eliminovat kultivac-
nym dékazom menaviek na agarovych platniach,
analogicky ako pri GAE [34].

Moznosti terapie su zatial velmi malo preska-
mané a bez vicSich uspechov. Zname su len tri
uspesné vylieéenia, pri ktorych boli pouzité kom-
binacie lie¢iv: itrakonazol, pentamitin izetionat,
5-fluocytosine, chlorhexitin glukonat, klotrima-
zol, neomycin, sulfadiazin, kanamycin a ketoko-
nazol [28, 52, 55].

Akantamébova keratitida (AK)

Akantamébova keratitida (AK) je véacéSinou
bolestivé ochorenie rohovky vazne ohrozujice
zrak, hoci st zname aj pripady kedy pacient neu-
daval bolest. Infekcia nastava po mechanickom
poskodeni rohovky alebo ¢astejsie pri nedostatoc-
nej hygiene spojenej s pouzivanim kontaktnych
SoSoviek [36, 51, 56]. Prvé pripady akantamébove;j
keratitidy boli publikované z Velkej Britanie
v roku 1974 a USA v roku 1975 [28]. Ochorenie je
progresivne, velmi bolestivé a vaZne ohrozuje
zrak. Moze nastat az oslepnutie [13]. Na rozdiel
od GAE su postihnuti zvia¢sa imunokompetentni
jedinci.
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Epidemiologia AK

Pri kornealnej traume sa menavky priamo
dostavaja na povrch alebo az do stromy posko-
denej rohovky, napr. z kontaminovanej vody. Pri
infekcii prostrednictvom kontaktnych SoSoviek
je zdrojom zvacsa roztok na odkladanie SoSoviek
s nedostatoénym mikrobicidnym uéinkom
[28, 53]. V kontaminovanom puzdre sa moze
vytvorit bakterialny biofilm, ktory je potravou
pre trofozoity menaviek. Synergickym efektom
pbsobenia metabolitov sprievodnych baktérii na
rohovku sa moze eSte urychlif uchytenie trofo-
zoitov menaviek. Vysoko rizikovym je pouziva-
nie kontaktnych SoSoviek poéas plavania, kde sa
vacsinou vyskytuje bakteridlna mikrofléra
a populacie menaviek [6, 51]. Casty vyskyt
menaviek rodu Acanthamoeba v nadrziach pre
rozmanité domace pouzitie sa podpisal pri zvy-
Senom vyskyte AK vo Velkej Britanii (17-21 pri-
padov na milién obyvatelov). Celkovy odhad vo
svete predstavuje viac nez 3000 evidovanych pri-
padov [34, 51].

Patogenéza AK

V patogenéze AK je najdolezitejSia adhézia tro-
fozoitov menaviek na epitel rohovky a ich po-
stupné prenikanie do hlbsich vrstiev, ¢o je spro-
stredkované manézu-viazicim proteinom [22].
Trofozoity fagocytuju bunky hostitela a proteoly-
tickymi enzymami spésobuji rozpad bunkovych
spojov a extracelularnej matrix. Sekundarne tiez
vyvolavaju spustenie apoptézy napadnutych
buniek. Postupnym prenikanim do hibky rohov-
ky moézu sposobit az jej perforaciu [24, 34].

Symptomy a priebeh AK

Typickymi priznakmi ochorenia st silné
a prudké bolesti postihnutého oka, kornealny
infiltrat, nepriehladnost rohovky, uvolneny rohov-
kovy epitel, zaCervenanie spojiviek, zapal skléry,
fotofébia, slzenie, neostré videnie, opuch a ptéza
oénych viefok a podrazdenie [11, 28, 58].

Spocdiatku sa menavky daju detegovaf z vnu-
tornych vrstiev epitelu rohovky, ale pri progre-
se ochorenia invaduju do nizSie uloZenej stro-
my, sposobuju jej tazké posSkodenie spojené so
slabym az fazkym zapalovym procesom. Najty-
pickej$im symptémom menavkovej keratitidy
je cirkularny stromalny infiltrat, ktory je tvore-
ny najmi polymorfonukledrnymi neutrofilmi
a inymi zapalovymi bunkami [13]. V tazkych
pripadoch moézu trofozoity prechadzat az do
kornealnych nervov a vyvolat neuritidu a ne-
krézu. Zriedkavo vyvolavaju aj chorioretiniti-
du. Pri tazkom poskodeni oka hrozi oslepnutie.
Patologické priznaky zahiniaja vaésinou akitny
ako aj chronicky zapal, redukciu stréomy, zvre-
dovatenie a perforacie [24, 34].
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Diagnostika a terapia AK

Akantamébova keratitida byva ¢asto chybne
diagnostikovana ako atypicka herpeticka alebo
mykoticka keratitida. Komplikaciu v diagnostike
predstavuju aj casté sekundarne bakterialne
infekcie. K nespravnej diagnéze vyrazne poméha
aj ¢asta aplikacia antibiotik, antivirotik, antimy-
kotik a kortikosteroidov, ktoré docasne klinicky
obraz zlepsia. Véasné stanovenie diagnézy ocho-
renia je nesmierne dodlezité, pretoze menavky
encystuja v strome rohovky a cysty su velmi odol-
né vo¢i mnohym lie¢ivam [13, 34]. Pri menavkovej
keratitide nevznika trvala imunita a reinfekcie
st mozné [28].

Mnoho hlasenych pripadov bolo diagnostikova-
nych z histologickych preparatov po keratoplasti-
ke alebo enukleacii oka [13]. Infiltracia trofozoi-
tov a cyst byva viditelna v histologickych rezoch
farbenych hematoxylinom a eozinom alebo farbe-
nych Trichromom podla Wheatleya. PouZitelné je
aj farbenie Giemsovym farbivom, pripadne
PAS-H farbenim podla Schiffa [13]. Na vizualiza-
ciu menaviek v kornealnom zoskrabe je rozsirené
pouzivanie fluorescenéného farbenia pomocou
ycalcofluor white“ [11, 51].

Pri kultivaénom dékaze menaviek je potrebné
nasadit na kultivaciu kornealnu biopsiu alebo
zoskrab a pouzité kontaktné SoSovky. O niekol-
ko dni si na kultivaénej pode pozorovatelné
trofozoity a neskér aj cysty menaviek. Pri mik-
roskopovani kultar je vhodné vyuzitie fazového
kontrastu alebo diferencialneho interferenéné-
ho kontrastu, pretoze cysty su obzvlast refrak-
tilné [13].

K najnovsim diagnostickym metédam s vyso-
kou spolahlivostou patri PCR [56, 58], ktora vsak
doposial nie je rutinnou diagnostickou metédou
[11]. Vyuzitie sérologickych metéd v diagnostike
amfizoickych menaviek nie je spolahlivé. Kedze
tieto ubikvistické organizmy st rozsirené takmer
v kazdom biotope, velké mnozstvo [udi ma na ne
vyvinutta protilatkovi odpoved bez toho, aby sa
u nich niekedy predtym prejavilo ochorenie [7, 13,
58]. V klinickej praxi je pouzitelna na diagnostiku
tandemova konfokalna mikroskopia (tandem
scanning confocal microscopy), vySetrovacia
metoda, ktora umoznuje neinvazivne vySetrenie
oka pacienta [58].

Terapia AK je komplikovana uz aj vdaka odol-
nosti menaviek na bezne pouzivané antibiotika.
Niektoré infekcie sa podarilo zlepsit, ¢i vylieéit
pomocou ketokonazolu, itrakonazolu, klotrima-
zolu, mikonazolu, neomycinu, neosporinu, gen-
tamycinu, chlorhexidinu a propamidin izetiona-
tu [11, 51, 52, 56]. Osved¢ila sa najmi
kombinacia topicky podavaného polyhexamety-
1én biguanidu (alebo chlérhexidin diglukonatu)
a propamidin izetionatu (alebo hexamidinu).
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Ako alternativa je mozna aj kombinacia propa-
midin izetion4tu, neomycinu a bacitracinu [37]
alebo neosporinu a mikonazolu [34]. Pri nesko-
rom stanoveni spravnej diagnoézy je velmi ¢asto
potrebna aj transplantacia rohovky, aby nedoslo
k perforacii a strate zraku [11]. V zriedkavych
pripadoch je jedinou moznostou oko enukleovat
[13, 28, 36, 58].

Infekcie menavkami rodu Acanthamoeba
na Slovensku

Na tzemi Slovenska bolo doteraz zdokumento-
vany len maly pocéet pripadov akantamébovych
infekecii. Doposial nebol zaznamenany alebo iden-
tifikovany ziadny pripad GAE ani koznych infek-
cii [34]. Tato skutoénost mozno spojit s nizkym
poc¢tom domacich bazénov na celkovy pocet obyva-
telov, nizkym poétom HIV pozitivnych pacientov
ale aj nedostato¢nou informovanostou lekarov.

Prvé pripady akantamébovej keratitidy na Slo-
vensku boli zdokumentované len nedavno.
Podrobné informacie o prvych piatich kazuisti-
kach prezentovali Ziak et al. [62] a Ondriska et
al. [36, 37]. V §tyroch pripadoch ilo o nosi¢ov kon-
taktnych SoSoviek, ktoré pouzivali aj pri plavani
v kupaliskach, bazénoch ¢i dokonca v mori. V jed-
nom pripade bola infekcia zrejme vysledkom
poranenia a nasledného vymytia oka vodou z pri-
rodnej studnicky. V tomto pripade bol pévodca
infekcie identifikovany neskoro, ani nésledna
transplantacia rohovky stav nezlepsila a oko bolo
nutné enukleovat. V ostatnych pripadoch sa apli-
kaciou propamitin izetionatu a dalsich lieéiv ako
aj transplanticiou rohovky podarilo ochorenia
vyliecit.

Velky vyskyt prirodnych termélnych prameriov
na Slovensku pravdepodobne nepredstavuje zvy-
Sené riziko AK, kedZe vacsina pripadov bola spo-
jena s umelo vyhrievanymi kapaliskami a bazén-
mi. NavySe, na Slovensku nie je az tak vysoky
pocet nosicov kontaktnych SoSoviek ako v ekono-
micky vyspelych zapadoeurdpskych krajinach
a USA. Napriek tomu sa ukazuje, Ze monitoring
kupaliskovych vod a bazénov vyzaduje zvySenie
pozornosti, kedZe v nich bolo zistené pomerne
vysoké percentuilne zastipenie menaviek rodu
Acanthamoeba [56].
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noch a kupaliskach. Mali by sa im vyhybat najméa
pri poraneniach pokozky a koznych ochoreniach,
kedze hrozi riziko vzniku koznych infekcii a GAE
(24, 34].

Vzhladom k tomu, Ze véicSina pripadov AK sa
tyka pouzivania kontaktnych SoSoviek, preven-
cia sa sustreduje prave na ne. Komeréne do-
stupné dezinfekéné roztoky nemaju vzdy dosta-
toénd amebicidnu uc¢innost [11]. Je nutné
dezinfikovat puzdra na ukladanie kontaktnych
SoSoviek, pretoze aj pitna voda, pokial sa pouzi-
je pri priprave tlozného roztoku alebo pri umy-
vani puzdra, méze byt zdrojom kontaminacie
menavkami [18]. Odporidéany je 3-% roztok
peroxidu vodika, ktorym je mozZné eliminovat
nielen trofozoity ale aj cysty. Najspolahlivejsie
je jeho opakované pouzitie, kedZe baktérie
v puzdrach moézu roztok ¢iastoéne neutralizo-
vat. Alternativnym spésobom eliminacie mena-
viek je niekolkomintutové oziarenie mikrovlna-
mi [28]. Napriek tymto moZnostiam sa vSak za
jedind spolahlivi metédu eliminéicie menaviek
z uloznych roztokov povazuje stale tepelna dez-
infekcia [13]. Aj pri aplikacii kontaktnych SoSo-
viek je nutné dodrziavat adekvatnu hygienu. Je
potrebné vyhybat sa noseniu kontaktnych SoSo-
viek pocas rekreaénych a Sportovych aktivit vo
vode bazénov ale aj prirodnych kupalisk, preto-
Ze sa tym zvySuje riziko infekcie [34].

Patogénne kmene menaviek rodu Acanthamoe-
ba, spbsobujice ochorenia c¢loveka, su v sicas-
nosti pomerne dobre preskimané najmi z hla-
diska diagnostiky a terapie. Identifikacia zostava
problematick4, pre ¢o najvacsiu presnost je vhod-
né skibit morfologické aj molekularne kritéria.
Chybaja dostatoéné informacie o mechanizmoch
patogenézy a vhodné lieciva, ktoré by pomohli pri
terapii GAE ako aj pri terapii koznych infekecii.
Hoci je AK pomerne dobre zvladnutelnym ocho-
renim, vzhladom k stupajicej tendencii poctu
pripadov na celom svete je potrebné zvysit pre-
venciu a informovanost odbornej verejnosti o dia-
gnostike. Rovnako treba informovaf aj Siroku
verejnost o rizikach spojenych s nosenim kon-
taktnych SoSoviek.
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