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Pathogenic free-living amoeba

Abstract: Invasions caused by free-living and parasitic limax amoeba can pose a major threat to human health and life. The amoeba
from the genera Acanthamoeba and Naegleria as well as the following species: Sappina diploidea, S. pedata, Balamuthia mandrillaris,
and probably Hartmannella vermiformis, are the major cause of primary amoebic meningoencephalitis (PAM), granulomatous amebic
encephalitis (GAE) and amoebic keratitis (AK). Furthermore, free-living amoeba can be vectors of bacteria, including Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophila, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens
and Mycobacterium tuberculosis. There is a need for more research on free-living amoeba invasions in humans, particularly on the methods
of diagnosis and appropriate forms of pharmacological therapy. Despite the undeniable role of free-living amoeba in the transmission
of pathogenic bacteria, there is still insufficient amount of research and optimal diagnostic methods to identify the mechanisms of
penetration, proliferation and exocytosis of many pathogenic microorganisms.
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1. Wstep

Zagrozeniem dla zdrowia i zycia roznych zywicieli sg
gatunki, ktére moga prowadzi¢ zaréwno wolno zyjacy
jak i pasozytniczy tryb zycia. Do takich ewolucyjnie
miodych pasozytdw naleza pierwotniaki z gromady Rhi-
zopoda, okreslane mianem pelzakéw z ,,grupy limax” ze
wzgledu na slimakopodobny charakter pseudopodiow
[26]. Do tej grupy zaliczane s3: ameby z rodzaju Acan-
thamoeba 1 Naegleria oraz gatunki: Sappina diploidea,
S. pedata oraz Balamuthia mandrillaris. Prawdopodob-
nie takze gatunek Hartmannella vermiformis oraz inne
wolno zyjace ameby o wlasciwosciach termofilnych sta-
nowig zagrozenie dla zdrowia czlowieka [23].

2. Budowa morfologiczna i rozwoj pasozytow
Pelzaki z ,grupy limax” wystepuja powszechnie

w $rodowisku naturalnym prowadzac wolno zyjacy
tryb zycia (egzozoiczny), ale w sprzyjajacych warun-

kach moga sta¢ si¢ organizmami endozoicznymi (fakul-
tatywnymi patogenami) [23]. Dla tego rodzaju strategii
zyciowej, umiejetnosdci przezycia zaréwno wewnatrz
organizmu jak i poza Zywicielem, Page w 1974 roku
wprowadzil termin: pelzaki amfizoiczne. Zastapil on
uzywane wczesniej, pojecie pasozytow ,,fakultatywnie
endozoicznych” [15].

Pelzaki wolno zyjace wystepuja w dwdch formach:
trofozoitu i cysty. Trofozoity pelzakéw z rodzaju Acan-
thamoeba i gatunku Balamuthia mandrillaris wyste-
puja w formie pelzakowej o $rednicy od 13 do 40 um
[28, 41]. Natomiast u przedstawicieli pierwotniakow
z rodzaju Naegleria obserwowane sg dwie postaci tro-
fozoitow, postac pelzakowa (o $rednicy 7-20 um) i wi-
ciowa (10-16 pm). Postaci wiciowe powstaja z trofozo-
itow pelzakowych w niesprzyjajacych warunkach sro-
dowiska, przyjmujac ksztalt gruszkowaty lub owalny.
Wystepowanie tej wegetatywnej formy trofozoitu jest
jednym z kryteriow pozwalajacych na réznicowanie
przedstawicieli rodzaju Acanthamoeba i Naegleria [18,
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27]. Formy dwuwiciowe trofozoitéw pelzakow z rodzaju
Naegleria posiadajg wlasciwosci aktywnego ruchu przy
uzyciu wici, przy czym s3 to postaci nie odzywiajace
sie i nie namnazajace si¢. Formy te przyczyniaja si¢ do
rozprzestrzeniania pelzakdw w srodowisku. Natomiast
trofozoity pelzakowe pierwotniakéw wolno zyjacych
poruszaja si¢ za pomocg cienkich pseudopodidw, akan-
topodiow lub lobopodiéw. Wyglad nibynoézek podczas
poruszania si¢ oraz obraz mitotyczny sg kryteriami
klasyfikacji trofozoitéw pelzakéw z rodzaju Acantha-
moeba i Naegleria. Roznig si¢ one stosunkiem dlugosci
do szerokosci pseudopodiéw oraz charakterem wypus-
tek cytoplazmatycznych [36].

Cytoplazma trofozoitéw pelzakéw jest ziarnista,
zawiera pojedyncze jadro z duzym, centralnie ulo-
zonym kariosomem, utworzonym z gestego RNA.
W cytoplazmie wystepuje rowniez pojedyncza wod-
niczka tetnigca i kilka wodniczek pokarmowych [18].
W ultrastrukturze trofozoitéw widoczna jest réwniez
gladka i ziarnista siateczka sroddplazmatyczna, a takze
typowy aparat Golgiego.

Zmiana warunkow srodowiskowych, w tym: zubo-
zenie podloza w substancje pokarmowe, obnizenie pH
otoczenia, zwigkszenie badz obnizenie temperatury,
zmiany wilgotno$ci bezposrednio po fazie wzrostu
prowadzi do przeksztalcenia (encystacji) trofozoitow
wolno zyjacych w formy przetrwalnikowe (cysty).
Encystacje poprzedza fagocytoza substancji odzyw-
czych, a takze sktadnikéw budulcowych $ciany cysty.
Sa to formy oporne na dzialanie wielu czynnikéw
fizycznych i chemicznych, a ich $rednica zwykle nie
przekracza 25um. Formy te moga przetrwaé w nis-
kiej temperaturze, s3 odporne na zmiany wilgotnosci,
wysychanie, promieniowanie ultrafioletowe i zmien-
ne ci$nienie osmotyczne dzieki celulozowej budowie
$cian [15]. Jak wykazaly badania Kasprzaka [14] cysty
Acanthamoeba spp. moga zachowywaé zywotno$c
w wodzie destylowanej w temperaturze 4°C przez 25 lat,
a cysty Naegleria spp. moga przezywa¢ w zblizonych
warunkach kilka miesiecy. Cysty pelzakéw z rodzaju
Acanthamoeba nie tracg zdolnosci inwazyjnych w tem-
peraturze od -20°C do 56°C [17, 18, 41]. Sa to formy
jednojadrowe, otoczone podwdjng otoczka: zewnetrzng
silnie pofaldowang (ektocysta) i gtadka wewnetrzna
(endocysta), wyraznie odstajaca w kilku miejscach od
otoczki zewnetrznej, tworza strukture wielo$cianu lub
gwiazdy [40]. Ksztalt oraz wielko$¢ ektocysty i endo-
cysty staly si¢ podstawa réznicowania pelzakéw z ro-
dzaju Acanthamoeba.

Formami inwazyjnymi dla czlowieka moga by¢
zaréwno cysty jak i trofozoity pelzakéw. Do zarazenia
dochodzi najczesciej poprzez inhalacje powietrza lub
aspiracje wody zanieczyszczonych formami inwazyj-
nymi pierwotniakow [17, 36, 40]. Wrotami inwazji
petzakow z rodzaju Acanthamoeba, oprocz jamy noso-
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wej, moze by¢ takze blona §luzowa jamy ustnej, uszko-
dzona skora, rogéwka oka oraz $§luzdéwka jelita [14,
33, 36]. Pelzaki moga migrowa¢ wraz z krwiobie-
giem do réznych narzadéw z ognisk pierwotnych
w skdrze, tkance podskérnej lub plucach. Zarazenie
pelzakiem Naegleria fowleri nastepuje zwykle poprzez
jame nosowo-gardiows, nastepnie trofozoity i cysty
dostaja si¢ poprzez ko$¢ sitowg wzdluz nerwéw wzro-
kowych do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN).
Do zarazenia tymi pierwotniakami dochodzi najczes-
ciej podczas kapieli w naturalnych i sztucznych zbior-
nikach wodnych (26, 28].

3. Wystepowanie pelzakéw wolno Zyjacych
w srodowisku

Pelzaki z grupy ,limax” naleza do organizméw kos-
mopolitycznych, rozprzestrzenionych na calym $wiecie
[41]. Wystepuja one zaréwno w sztucznych jak i natu-
ralnych zbiornikach wodnych. Ponadto petzaki wolno
zyjace stwierdzono w wodzie butelkowanej i wodocia-
gowej, plynie do plukania soczewek kontaktowych,
wodach wykorzystywanych w przemysle (m.in. do chto-
dzenia reaktoréw), w urzadzeniach klimatyzacyjnych,
unitach stomatologicznych, basenach jacuzzi, w gle-
bie, w pozywieniu, w kurzu i piasku pustyni [17, 26].
Petzaki z grupy ,,limax” izolowano réwniez z réznych
materialéw biologicznych, w tym z hodowli bakterii,
komorek ssakéw, popluczyn zotadka i jelit, wydzieliny
ropnej z ucha oraz nosogardzieli zdrowych oséb [4, 8,
21, 32, 42, 43]. Jednak najczesciej petzaki amfizoiczne
izolowano posmiertnie z tkanki nerwowej. Pasozyty te
byty réwniez wykrywane z nablonka wechowego, ptynu
moézgowo-rdzeniowego (PMR), plwociny, poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), fragmentéw tka-
nek zarazonych narzadow, takich jak: watroba, nerki,
$ledziona, ptuca, zeskrobiny z rogdwki oka [8, 26].

W Polsce wirulentne szczepy pelzakéw izolowano ze
$rodowiska naturalnego w okolicach Poznania, Lublina,
Gdanska i Szczecina [2, 9, 10, 15, 39]. W wojewddztwie
wielkopolskim szczepy z rodzaju Acanthamoeba, wyka-
zujace cechy patogenicznosci dla myszy, wyizolowano
z polowy przebadanych wdd pobranych z wykorzy-
stywanych rekreacyjnie naturalnych zbiornikéw wod-
nych [10]. Derda i Hada$ [9] stwierdzili wolno Zyjace
pelzaki w wodzie pochodzacej z poznanskich fontann,
natomiast Gornik i Kuzna-Grygiel [10] wyizolowaly
potencjalnie wirulentne szczepy wolno zyjacych pel-
zakow z rodzaju Acanthamoeba z naturalnych zbior-
nikéw rekreacyjnych Szczecina. Jak dotad, B. mandril-
laris i S. pedata nie zostaly wyizolowane w Polsce, a na
terenie Europy i na $wiecie sg bardzo rzadko wykry-
wane w probkach pochodzacych od pacjentéw i ze
$rodowiska [24].
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4. Chorobotworczos¢ pelzakow z ,,grupy limax”

Pierwsze przypadki inwazji pelzakéw wolno zyja-
cych u ludzi opisano w latach 70. ubieglego wieku
w wielu krajach, rowniez europejskich [23]. Biotopem
tych pierwotniakéw jest najczesciej OUN, a takze pluca,
watroba, nerki, skora oraz rogéwka gatki ocznej [18, 20,
23]. Pelzaki z rodzaju Acanthamoeba mogg wywoltywac
ziarniniakowe zapalenie moézgu (granulomatous amo-
ebic encephalitis - GAE), petzakowe zapalenie rogowki
oka (Acanthamoeba keratitis - AK) oraz zapalenie ptuc
(Acanthamoeba pneumonia). Natomiast inwazja Naegle-
ria fowleri moze u czlowieka przebiega¢ w postaci pier-
wotnego zapalenia moézgu i opon mézgowych (primary
amoebic meningoencephalitis - PAM) [7, 16, 37].

4.1. Przewlekle ziarniniakowe zapalenie mozgu
(GAE)

Pierwszy przypadek GAE opisano w 1972 roku,
u osoby doroslej pochodzacej z Zambii. Do tej pory
na $wiecie odnotowano okoto 200 przypadkéw inwa-
zji do OUN.

Okres inkubacji GAE wynosi zwykle okoto 14 dni,
jednak czasami objawy inwazji pojawiaja sie juz po
2 dniach od wniknigcia pasozytéw do organizmu
zywiciela. Przebieg inwazji jest przewlekly, objawy
niespecyficzne, czesto mylone z zakazeniami bakteryj-
nymi i wirusowymi, a $miertelno$¢ wynosi 97-98%.
Choroba rozpoczyna si¢ naglym, silnym bdlem glowy
i szyi, sztywnoscig karku, dezorientacja, ospatoscia [40].
U chorych opisywano takze halucynacje, drazliwos¢,
trudnos¢ mowy, wymioty, gorgczke, zmiany behawio-
ralne oraz $pigczke. Przewlekle ziarniniakowe zapalenie
moézgu moze wspoltowarzyszy¢ cukrzycy, chorobom
watroby, nerek i pluc. McKellar [29] opisal przypadek
GAE u 51-letniego mezczyzny, ktory zmart 3 tygodnie
po przeszczepieniu nerki. Pacjent ten przyjmowat lekki
immunosupresyjne, a od 24 lat chorowat na cukrzyce
typu 1. W posmiertnym badaniu histopatologicznym
mozgu mezczyzny stwierdzono liczne cysty i trofozoity
petzakow z rodzaju Acanthamoeba [29].

Inwazjom pelzakdw z rodzaju Acanthamoeba sprzy-
jaja: anoreksja, alkoholizm, choroby nowotworowe, che-
mioterapia, radioterapia, przeszczep narzaddw, takze
leczenie steroidami i cytostatykami [34]. W 103 opisa-
nych przypadkach GAE inwazja Acanthamoeba spp.
rozwinefa si¢ u oséb z zaburzonym mechanizmem
immunologicznym, przewlekle chorych, u 0sdb upos-
ledzonych umystowo i pacjentéw przyjmujacych leki
immunosupresyjne. Wskaznik $miertelnosci u pa-
cjentéw zarazonych wirusem HIV wynosi 1,57 zgo-
néw/10000 [18]. Dlatego GAE zalicza si¢ do inwazji
oportunistycznych [18, 34, 42, 45].

4.2. Pelzakowe zapalenie rogowki oka (AK)

Petzakowe zapalenie rogéwki oka wywolywane przez
petzaki z rodzaju Acanthamoeba jest przewlektym scho-
rzeniem galki ocznej. Na swiecie pierwszy przypadek
AK zostal opisany w Teksasie w 1973 roku, natomiast
na terenie Europy rok pdzniej [44]. Obecnie liczba
zachorowan na $wiecie stale wzrasta, a wigkszo$¢ opi-
sywanych przypadkéw AK dotyczyta oséb stosujacych
soczewki kontaktowe [25]. Stwierdzono, ze w Stanach
Zjednoczonych AK wystepuje z czesto$cig 1-2 przy-
padki na milion uzytkownikéw soczewek [23]. Pelza-
kowe zapalenie rogéwki oka opisywano u pacjentdéw
z mechanicznym uszkodzeniem rogdwki [45], w tym
u pacjenta po zabiegu refrakcyjnym.

Pelzakowe zapalenie rogdéwki oka nie jest inwa-
zja oportunistyczng, jednak czesto stwierdzane jest
u pacjentéw zakazonych wirusem HIV. Okres inkuba-
¢ji AK trwa kilka dni. Na poczatku inwazji u pacjentow
opisywano: zaburzenia widzenia, fotofobie oraz silny bol
oka nieproporcjonalny do uszkodzenia rogowki, a takze
obrzek powiek i spojowki [23]. Charakterystycznym
objawem jest pierscieniowaty naciek w centralnej czesci
rogdwki polaczony z zanikiem keratynocytéw [25, 35].
Zmiany te wystepuja zwykle w obrebie jednego oka.

Szybka diagnostyka i podjecie odpowiedniej, dtugo-
trwalej terapii pozwala w pelni przywréci¢ prawidlowe
funkcjonowanie oka, jednak leczenie zaawansowanych
zmian rogéwki moze nie przynies¢ oczekiwanego rezul-
tatu, a takze prowadzi¢ do $lepoty [1].

4.3. Pierwotne zapalenie mézgu i opon
mozgowo-rdzeniowych (PAM)

Pierwsze przypadki PAM opisane zostaty przez Fow-
ler i Carter w 1965 roku [41]. Nastepnie 16 przypadkow
inwazji N. fowleri opisali Cerva i Novak [7] u mtodych
plywakdéw po kapieli w basenie z ogrzewang i chloro-
wana woda w Usti nad Labg. Kolejnych 300 opisanych
przypadkéw PAM dotyczyto oséb majacych kontakt
z woda z naturalnych cieptych zrodet Australii, Nowej
Zelandii, Afryki, Indii i poludniowych stanéw USA [36,
42]. Najnowsze doniesienia dotyczace inwazji N. fow-
leri u ludzi pochodzg z Tajlandii, Japonii i Indii [11,
23, 30]. W Europie przypadki PAM opisano na terenie
Belgii, Wielkiej Brytanii, Wtoch, Niemiec oraz Wegier,
a do zarazenia dochodzilo poprzez kontakt z wodami
zrzutowymi z duzych zakladéw przemystowych oraz
naturalnych cieplych zrédet [11].

Wrotami inwazji N. fowleri jest nablonek wechowy.
Do zarazenia dochodzi najczesciej podczas kapieli w cie-
plych zbiornikach wodnych. Stwierdzono, ze wigkszos¢
0sob zarazonych N. fowleri na kilka dni przed wysta-
pieniem pierwszych objawéw PAM ptywata w jeziorach
lub basenach z ciepla woda [23, 26]. Pasozyty te rzadko
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spotyka si¢ w stonej wodzie, jednak Zbikowska i wsp.
[46] wyizolowali N. fowleri z wody o zasoleniu 5% [46].

Pierwotne zapalenie mdzgu i opon mézgowo-rdze-
niowych nie jest inwazjg oportunistyczna, wystepuje
takze u potencjalnie zdrowych 0sdb. Najczesciej PAM
opisywano u dzieci i mlodych mezczyzn do 20. roku
zycia. Okres inkubacji inwazji jest krotki, wynosi zwy-
kle od 5 do 7 dni, po czym wystepuja niecharakterys-
tyczne objawy: béle glowy, goraczka 39-40°C, sennosc,
otepienie, dezorientacja, halucynacje, drgawki oraz
$pigczka [28, 41]. Do zgonu dochodzi zazwyczaj w ciggu
1-2 tygodni od wystapienia pierwszych objawéw [35].

5. Podstawy diagnostyki zarazen wywolanych
przez pelzaki wolno zyjace

Gwaltowny przebieg inwazji, niespecyficzne objawy,
zwlaszcza w przypadku PAM, utrudniaja dobdr odpo-
wiednich badan diagnostycznych celem oceny Zrédla
i etiologii zarazenia [35]. Do diagnostyki inwazji wywo-
tanych przez pelzaki wolno zyjace najczesciej wykorzy-
stuje sie material biologiczny pochodzacy od zarazo-
nych pacjentéw, w tym PMR, zeskrobiny z rogéwki oka,
BAL oraz fragmenty tkanek i narzadéw pozyskanych
pos$miertnie (Rys. 1) [25].

5.1. Badania bezposrednie

Jedna z metod stosowanych w diagnostyce inwazji
pelzakéw z ,,grupy limax” jest badanie mikroskopowe,
ktére umozliwia identyfikacje pelzakéw, szczegolnie
z rodzaju Acanthamoeba, na podstawie budowy i wiel-
kosci cyst. Kryteria morfologiczne cyst i trofozoitow
petzakow z rodzaju Acanthamoeba pozwolily podzieli¢
ameby na trzy grupy:

1) z duzymi trofozoitami oraz widoczna odrebnoscia
endocysty od ektocysty, o wielkosci cyst od 18 do
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26 um. Do tej grupy naleza 4 gatunki pelzakow:
A. astronyxis, A.comandoni, A.echinulata oraz
A. tubiashi;

2) z ektocystami, zaréwno grubymi jak i cienkimi,
zwykle o ksztalcie endocyst wielobocznych, tréj-
katnych lub owalnych, wielkosci nie przekracza-
jacej 18 pm. Jest to najliczniejsza grupa, do ktorej
nalezy 11 gatunkow: A. mauritanensis, A. castellanii,
A. polyphaga, A. aquina, A. divionensis, A. triangula-
ris, A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysodes, A. paradi-
vionensis oraz A. hatchetti;

3) z cystami z okragla lub jajowata endocysta oraz
gladka lub chropowata ektocystg o rozmiarach nie
przekraczajacych 18 um. Do grupy tej naleza: A. pale-
stinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata oraz
A. pustulosa [13, 18, 36].

5.2. Badanie plynu mézgowo-rdzeniowego

U os6b zarazonych N. fowleri ptyn mézgowo-rdze-
niowy ma barwe szarg, przechodzaca w zotto-biala.
Liczba erytrocytow poczatkowo jest nieznaczna,
w miare postepowania choroby wzrasta do 25000/mm?°.
Podobnie liczba leukocytéow w poczatkowym okresie
inwazji wynosi okoto 300/mm?, nastepnie wzrasta do
26000/mm’. W plynie moézgowo-rdzeniowym obser-
wowana jest pleocytoza, w przypadku PAM - leuko-
cytéw wielojadrzastych, natomiast GAE - limfocytow
[11]. Poziom glukozy jest niski, podobnie jak w przy-
padku bakteryjnego zapalenia opon mézgowych, nato-
miast poziom bialek jest podwyzszony, zarbwno w PAM
jak i GAE; wynosi od 75 do 970 mg/100 mm”. U oséb
zarazonych pelzakami z rodzaju Acanthamoeba w ply-
nie moézgowo-rdzeniowym stwierdza si¢ podwyzszony
poziom gammaglobulin. Pelzaki z rodzaju Naegleria
mozna stwierdzi¢ w odwirowanym plynie mézgowo-
-rdzeniowym w badaniu bezposrednim. Odwirowany
plyn mézgowo-rdzeniowy ocenia sie przy pomocy

Prébka
materiatu biologicznego

N

badanie mikroskopowe

hdowla in vitro
(NN agar i/lub PBS + bakterie)

PCR/real-time PCR

N 7

N

prébka pozytywna prébka negatywna

obserwacja kultur
in vitro 1-2 tygodnie
i weryfikacja wyniku

morfologiczna
identyfikacja

N

prébka pozytyna
prébka negatywna

genotypowanie

N

| TERAPIA

Rys. 1. Algorytm postepowania diagnostycznego w inwazjach wywolanych przez pelzaki z rodzaju Acanthamoeba [24]
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Tabela I
Poréwnanie technik analizy DNA uzywanych w diagnostyce pelzakéw z grupy ,limax” [23]

o zréznicowanych masach molekularnych

Metoda Znaczenie Wady metody
PCR-RFLP Wykrywanie polimorfizmu genetycznego, ktérego | Ze wzgledu na duza liczbe genotypow analiza wymaga
przyczyna jest zmienno$¢ mutacyjna miejsc zastosowania wielu enzymow restrykcyjnych, co powoduje
restrykcyjnych, rozpoznawanych przez nukleaze nastepuje zwiekszenie kosztoéw i wydtuzenie czasu badania;
restrykcyjna w obrebie amplifikowanej sekwencji | nie zawsze pozwala odrézni¢ niektdre szczepy
PCR-RAPD Losowa amplifikacja fragmentéw DNA Wymaga jednego startera o krotkiej sekwencji, niskiej

temperatury przylaczenia startera; mata powtarzalnos¢
metody; na wynik moga wplywa¢ czynniki érodowiska,
w tym temperatura otoczenia

PCR - Real Time | Wykorzystuje techniki fluorescencyjne,

umozliwia monitorowanie reakcji w kazdym cyklu
w czasie rzeczywistym, jest metoda szybka i czuly

Mata liczba protokotéw, ktore pozwalaja na wykrycie
nielicznych genotypow pelzakéw z rodzaju Acanthamoeba

mikroskopu $wietlnego z wykorzystaniem barwienia
hematoksyling zelazista, Giemsa lub Wrighta [40].
Ilos¢ pelzakéw w plynie mézgowo-rdzeniowym waha
sie w granicach 10-100/mm? [11, 18, 36].

5.3. Badania wymazu lub bioptatu pobranego
ze zmian w narzadach

Badanie wymazu oraz zeskrobin pobranych z ro-
gowki oka jest jedng z metod stosowanych w diag-
nozowaniu AK. Wykorzystywane sa réwniez metody
wizualizacji pelzakow w rogéwce oka przy zastosowa-
niu mikroskopu konfokalnego oraz metody immuno-
fluorescencyjne [9, 44].

Podobnie jak w przypadku badania ptynu mézgowo-
-rdzeniowego, stosuje si¢ metody bezposrednie z wyko-
rzystaniem barwienia hematoksyling i eozyna [11, 41,
42]. Ocenia si¢ cechy morfologiczne widocznych trofo-
zoitéw, w tym: ksztalt, charakter nibynézek, obecnos¢
lub brak wodniczek tetnigcych oraz charakterystyke
morfologiczng cyst: ksztalt ekto- i endocysty, pofatdo-
wanie $ciany.

5.4. Metody hodowlane

Podstawowym podlozem stosowanym do izolacji
i hodowli pelzakéw wolno zyjacych jest 2% NN Agar
(non-nutrient agar) pokryty zawiesing bakterii, np.
Escherichia coli lub Enterobacter aerogenes. Po nanie-
sieniu badanego materiatu, ptytki inkubuje si¢ w tem-
peraturze 37°C i 45°C. Zalecane jest takze wirowanie
materiatu przed wykonaniem posiewu [9, 18, 26, 36].
Oprocz podloza NN Agar stosuje sie rowniez podloze
z bulionem migsnym (zawiera 0,5-2% peptonu) pokryte
takze bakteriami E. coli lub E. aerogenes. Do hodowli
in vitro wykorzystywane sg rdwniez podioza agarowe
lub ptynne cechujace si¢ wybidrczoscig dla pelzakow
z grupy ,,limax” np. podloze Singha, Neffa, Culbertsona,
Schustera, Nelsona i Cervy [9]. Do izolacji gatunku
Balamuthia mandrilaris, ktoéry nie wzrasta na podto-
zach agarowych, stosuje sie¢ hodowle komérkowe [35].

5.5. Diagnostyka molekularna

Analiza molekularna umozliwia szybkie i doktadne
oznaczenie gatunku oraz genotypu szczepu pelzakow
wolno zyjacych oraz okreslenie lekoopornosci pasozyta.
W diagnostyce wykorzystuje si¢ wiele metod, m.in. fan-
cuchowg reakcje polimerazy (PCR) i jej modyfikacje:
losowg amplifikacje polimorficznych fragmentéw DNA
(PCR-RAPD), analiz¢ polimorfizmu diugosci fragmen-
tow restrykcyjnych DNA (PCR-RFLP) jadrowego, mito-
chondrialnego oraz PCR w czasie rzeczywistym (real-
-time PCR) [1, 17, 19, 31, 40]. Charakterystyke metod
molekularnych stosowanych w diagnostyce zarazen
petzakami wolno zyjacymi przedstawiono w Tabeli I.

Poczatkowy podzial pelzakéw z grupy ,,limax” opie-
ral sie tylko na sekwencjonowaniu catego genu. Do tej
pory opisano 20 genotypow pelzakow, ktérym nadano
nazwy od T1 do T20 [35]. Stwierdzono, ze ponad 95%
pelzakéw wywotujacych AK, klasyfikowane jest jako
genotyp T4 [18, 23]. Genotyp ten stwierdzany byt
w materiale pobranym od 80% pacjentéw z inwazjami
moézgowymi, ptucnymi i skérnymi [35]. W 2009 roku
na terenie Pomorza Zachodniego Lanocha i wsp. opisali
genotyp T16, o nieokreslonych jak dotad wlasciwos-
ciach chorobotwdrczych, przy czym niewykluczone, ze
mogt on by¢ zwigzany z atypowym zapaleniem pluc
u pacjentéw z obnizong odpornoscia [20].

6. Leczenie

Leczenie inwazji wywolanych przez pelzaki wolno
zyjace stanowi jeden z kluczowych probleméw parazy-
tologii lekarskiej. Gwaltowno$¢ przebiegu tych inwazji
oraz niedoskonatos¢ metod diagnostycznych utrud-
niajg dobranie odpowiednich form terapii farmakolo-
gicznej [11, 18, 40]. Stosowanie antybiotykow, w tym
penicyliny, chloromycetyny, tetracyklin oraz strepto-
mycyny w leczeniu inwazji wywolanych przez pelzaki
z ,grupy limax” okazalo si¢ nieskuteczne, podobnie
jak chlorochiny, metronidazolu i chloroheksydyny,
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stosowanych w leczeniu inwazji wywolanych przez
inne petzaki (np. pelzaka czerwonki Entamoeba histo-
Iytica) [18]. W oparciu o badania eksperymentalne
stwierdzono, ze szczepy Naegleria sa wrazliwe na am-
foterycyne B oraz chlorochine. Ponadto stwierdzono
wrazliwos¢ niektérych izolatow Acanthamoeba na
chlorheksydyneg [6]. Nadal jednak, lekiem z wyboru
pozostaje amfoterycyna B, w leczeniu GAE stosowane
sg pochodne azolowe (itrakonazol, ketokonazol, fluko-
nazol) z flucytozyng [12].

7. Pelzaki jako wektory chorobotworczych
drobnoustrojow

Wolno zyjace pelzaki posiadajg zdolnos¢ transmi-
sji drobnoustrojéw powodujacych zakazenia zaréwno
u pacjentéw ambulatoryjnych jak i hospitalizowanych.
Pierwotniaki te, podobnie jak ,,konie trojanskie”, stano-
wig rezerwuar patogendw, szczegolnie tych zwigzanych
ze srodowiskiem wodnym. Pelzaki s3 wektorem bakterii
dodatkowo chronigc drobnoustroje przed niesprzyja-
jacymi warunkami $rodowiskowymi i czynnikami
chemicznymi, takimi jak np. biocydy [22]. Dotychczas
stwierdzono, ze w populacjach pelzakéw z rodzaju
Acanthamoeba izolowanych ze $srodowiska, okoto 25%
jest wektorami bakterii.

Do gatunkéw uznanych za bakterie endosymbio-
tyczne, ktérych gospodarzem sg wolno zyjace ameby
zalicza si¢ m.in. najczestsze czynniki etiologiczne
zakazen drog oddechowych, zwtaszcza wsrdd pacjen-
tow z obnizong odpornoscia: Legionella pneumophila,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Ste-
notrophomonas maltophila, Klebsiella pneumoniae, Ser-
ratia marcescens, Mycobacterium tuberculosis. Innymi
gatunkami o duzym potencjale chorobotwdrczym sa:
E. coli, Enterobacter cloacae, Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica ser. Typhimurium,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Vibrio cho-
lerae, Yersinia enterocolitica, a takze wirusy: Coxsackie,
Adenowirusy, Echowirusy i grzyby: Crypotococcus neo-
formans, Blastomyces dermatidis, Sporothrix schenckii,
Histoplasma capsulatum [35, 38].

Przyklad symbiozy wystepujacej pomiedzy wolno
zyjacymi pelzakami a bakteriami najlepiej zostal opi-
sany dla gatunku L. pneumophila. Po wniknigciu do
wnetrza komorki pierwotniaka bakterie wydzielajg
bialka oddzialujace na struktury komoérkowe pelzaka,
np. retikulum endoplazmatyczne. W efekcie tworzg sie
wakuole (LCV - Legionella-contaning vacuoles), bedace
miejscem namnazania si¢ drobnoustrojow. L. pneumo-
phila moze wykorzystywac substancje odzywcze ameby
i ulega¢ urzesieniu, co zwigksza potencjal chorobotwor-
czy bakterii. Mechanizm uwalniania si¢ drobnoustrojow
z pelzakow nie zostal dokladnie poznany. Uwaza sie, ze

zdolnos¢ do egzocytozy uwarunkowana jest obecnoscia
dwoch biatek bakteryjnych — LepA i LepB [5].

Inaczej droga wnikania patogenu wyglada w przy-
padku pratkéw, takich jak: M. tuberculosis i Myco-
bacterium marinum. Endocytoze umozliwia system
sekrecyjny typu VII-ESX-1, wystepujacy u wszystkich
pratkéw. Endosymbiotyczne szczepy M. marinum moga
tworzy¢ dodatkowo ogony aktynowe umozliwiajace
ucieczke z fagosomu [5].

Bakterie jako endosymbionty wolno zyjacych pet-
zakow nie s3 wykrywane w rutynowej diagnostyce.
Metody ich detekeji pozostaja stabo poznane i ogra-
niczone. Stosuje sie barwienie metoda Giemsy badz
metode Ziehl-Neelsena w przypadku bakterii kwaso-
opornych. Bardzo dobre narzedzie stanowig obecnie
metody molekularne, umozliwiajace wykrycie zaréwno
DNA bakteryjnego jak i pelzaka. Zastosowanie specy-
ficznych starteréw pozwala na identyfikacje gatunkowa
wyizolowanych patogendéw [22].

8. Podsumowanie

Pelzaki, wystepujace powszechnie w réznych $ro-
dowiskach moga prowadzi¢ zaréwno wolno zyjacy
jak i pasozytniczy tryb Zycia. Na zarazenie narazone
sa szczegolnie osoby z obnizong odpornoscia, ktérych
sukcesywnie przybywa.

Dalsze badania dotyczace inwazji pelzakow wolno
zyjacych u ludzi wymagaja opracowania/rozwiniecia
metod diagnostycznych oraz form terapii farmako-
logicznej, a takze doktadniejszego okreslenia mecha-
nizméw wnikania, namnazania i egzocytozy wielu
gatunkow chorobotwdrczych drobnoustrojow, transmi-
towanych przez ameby.
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