FLA — Free living amoebae (amfizoicke)

Virulence
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Cell differentiation

CSCP Xylose isomerase
AcStefin Calcineurin B
AcPRMT SAS-B

CSP21 Centrin-1
Cellulose synthase  Metacaspose-l

Cytoskeleton

F-actin
Myasin
Profilin
Actophorin
Arp2/3
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Volne zijici ameéby: 1) Excavata — Heterolobosea — Naegleria
2) Amebozoa — Lobosa - Acanthamoeba

Volné zijicich améby jako patogeni ¢lovéka

Volné Zijici améby jsou nedilnou soucasti vnéjSiho prostiedi a dfive jim nebyla
vénovana témeér zadna pozornost. V 50. letech byly povaZzovany za laboratorni kuriozitu,
nebot’ byly nalezeny v tkdnovych kulturach pochazejicich z ledvin opic, které slouzily k rustu
viru polymyelitidy. Pozdéji v 60. letech byly poprveé zjistény v respiraénim traktu ¢lovéka a
teprve po roce 1965 jim zacala byt vénovana pozornost, nebot’ se podafilo prokazat jejich
souvislost se smrti lidi v Australii, USA a v Ceskoslovensku.

Doposud bylo zaznamenano asi 200 umrti lidi zpisobené t€émito amébami v disledku
jejich priniku do centralniho nervového systému c¢loveéka. Nejveétsi pocet 144 piipadi je
pricitano druhu Neagleria fowleri, zbyvajici Cast je ptisobena amébami rodu Acanthamoeba
(40 ptipadu) a druhem Balamuthia mandrillaris (16 pfipadd). Je ziejmeé, Ze tyto améby
disponuji velikym patogennim potencidlem a mohou za zatim ne zcela znamych okolnosti
plsobit smrtelna onemocnéni lidi.



Naegleria fowleri

* Naegleria fowleri je jednobunécny organismus z
kmene Heterolobosea, fakultativni parazit, u lidi zpUsobuje
tzv. primarni amébovou meningoencefalitidu (PAM).

* Primarné zije ve sladké vodé, toleruje vysokeé teploty az do 45 °C,
jaké panuji napr. v okoli vypusti z elektraren Ci v termalnich
pramenech.



Naegleria fowleri

Morfologie

Trofozoiti téchto améb jsou podlouhlého tvaru a dosahuji velikosti od 8 az 22um. Piedni
konec je obvykle ponckud Sir§i. Pohybem piipominaji pohyb slimaka od ¢ehoz pochazi
oznaceni ,,Limax*‘.

Bicikata forma dosahuje velikosti 7 az 15um. Oba biciky zacinaji na pfednim konci a jsou
organelou pohybu.

Cysty méti od 9 do 12um a jsou ovalného tvaru s relativné silnou sténou.

Trofozoit — améboidni stadium Trofozoit — bicikaté stadium Cysta



Naegleria fowleri

Pseudopod

Flagella Cyst wall

Nucleus

Food vacuole

Contractile
vacuole

Flagellated stage Trophozoiie Cyst

FIGURE 8.1 The life cycle and morphology of Naegleria fowleri: flagellated form, trophozoite, cyst.
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ivotni cyklus a patogenita

~ Mnozeni probihd formou binarniho déleni, nejsou zde zadna pohlavni stadia. Neni znamo,

- které stadium ma schopnost pronikat do organismu saveu véetné ¢lovéka. Predpoklada se, Ze

- kontaktu s touto amebou pfi plavani a koupani v kontaminované vodeé. Trofozoiti pronikaji do
- téla pres nosni sliznici a migruji do mozku, kde puisobi rychlou destrukci napadené tkané.

- Mechanismus a misto transformace vdechnuté cysty v trofozoita v8ak neni znam: '

* Lidé se mohou nakazit tak, ze jim tento prvok pronikne do téla
obvykle nosni dutinou, a to v jakémbkoliv zivotnim stadiu. Po
proniknuti do téla nasledné ménavkova stadia prochazi skrz sliznici a
podél ¢ichového nervu se dostava do mozku.

» Zde zpusobuji lyzu mozkovych bunék a zanét, brzy poté kdma a smrt.
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Volne zijici améby a jejich vyvojova stadia -
Neagleria a Acanthoamoeba

Fig. 3.22 Diagrammatic representation of the developmental stages of Naegleria and
Acanthamoeba species. CV contractile vacuole; CW cyst wall; EC outer cyst wall; EN inner cyst
wall; FP filopodium; F flagellum; LP lobopodium; N nucleus; NU nucleolus; OS ostiole; P pore; U

uroid=posterior pole



Maegleria fowleri

Amebas penetrate
the nasal mucosa

L6

Arnebae migrade to the brain via

thi olfactory neres causing

primary amabic meningeencaghalits
[PAM) in healthy individuals

Water-related activities
such as swamming
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or other waler sports
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going up the nosa.
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Rttp s dpd, ede, geidpdx

Flagellatad form

Zivotni cyklus

Bsaiidopads chromatin

Central karyosome

No peripheral
chromatin

Size range: 8-22 pm- -
FIGURE 3-19 Naegleria fowleri ameboid trophozoite.

R :.Sizerangfe;.?-.‘ls.p,n'é.........é.
FIGURE 3-20 Naegleria fowleri flagellate form.

Cyst wall
Cytoplasm

No peripheral

chromatin
Central
karyosome
Size range: 9-12 pm

FIGURE 3-21 Naegleria fowleri cyst.



Neagleria fowleri — fakultativni cizopasnik

Tato améba normalné Zije v pudé nebo v teplé vodé, casto v sedimentu u dna. (A) volné Zijici trofozoit, (B) Trofozoit
(jeho stfed) obklopeny bilymi krvinkami. Parazit napadlo centralni nervovy systém clovéka do kterého pronikl z nosni
dutiny po ¢ichovém nervu. Odtud améba pronikda do mozku, kde konzumuje mozkovou tkan a tpUspbuje primarni

amébovou meningoencefalitidu (PAM). Toto mia na napadeného ¢lovéka fatalni ucinek. (C) Upozornéni, aby lidé pfi
koupani v termalnich pramenech neponorovali svou hlavu do vody.



Neagleria fowleri - patologie

Contact-dependent pathogenic mechanisms:
Adhesion and amoebastomes

N. fowleri

Secreted molecules

Neutrophils Eosinophils  Astrocytes Microglia

E Contact-independent pathogenic mechanisms:

Immunopathology

L > 3¢t ®0d -

Pro-inflammatory cytokines

Current treatment >  Alternative treatment

H Amphotericin B ,"” IH e [nvivo / in vitro studies

N * Case reports

% Miltefosine PUPRRPRPR P




Naegleria fowleri — epidemiologie

Dosud bylo zaregistrovano asi 200 pripadu, jen nékolik se podafrilo
vylécit antimykotiky (amfotericin B).

Nejvétsi epidemie na svété se odehrala v letech 1963—-1965 v Usti nad Labem, zemfielo
na ni tehdy 16 mladych lidi, kteri se nakazili v plaveckém bazénu.

MozZnost ndkazy je pfi plavani ve sladkych vodach, jezera, reky. PreZiva bez problemuiv
teplych sladkych vodach.

V USA v roce 2016 bylo uspésné léCeno nekolik pacientu novym
antiparazitikem Impavido (miltefosin) od farmaceutické spolecnosti Profounda Inc.

Velmi dllezita je ale v€asna diagnoéza (test na pritomnost améby), jinak dochdzi k
nevratnému poskozeni mozku. Priznaky onemocnéni mohou byt v pocatec¢nim stadiu
zameéneny za meningitidu. Symptomy zacinaji mezi jednim a deviti dny po expozici a
projevuji se bolestmi hlavy, horeckou, nevolnosti a zvracenim. Nakazeny umira meazi
prvnim a 18. dnem po prvnich priznacich.
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Acanthamoeba sp.

* Acanthamoeba (z rec. akantha = bodlak, cesky akantaméba) je
rod ménavkovitych prvokl z fiSe Amoebozoa. Zahrnuje nékolik desitek
druhu, nékteré zpusobuji onemocnéni u rtiiznych zivo€ichl véetné clovéka.

* Panozky této améby jsou zvany akantopodie, kvuli svému unikatnimu
tvaru, jez rod Acanthamoeba odlisuje od ostatnich améb. Jsou totiz Siroké
a maji trnité vybézky. Dalsim velmi typickym znakem jsou cysty obalené
dvojitou sténou.

* U ¢lovéka zpUsobuji akantaméby dvé onemocnéni: granulomatdzni zané
mozku (GAE) a akantamébovou keratitidu. Prvni z nich je predevsim
onemocnéni osob s snizenou imunitou a poskozuje nervovou tkan, druhé
onemocneéni se vyskytuje zejména u osob nosicich kontaktni cocky.
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Acanthamoeba spp.

(DC

Wy

Through the eye 19

Through nasal
______ passages to the

[ lower respiratory
Amebae (cysts and | tract
trophozoites) can !
enter humans in - e
various ways

Through ulcerated 0
or broken skin 3

—“ﬁ Cysts and trophozoites in tissue

1 Results in severe keratitis of the eye. o

Mitosis 2 Results in granulomatous amebic encephalitis o
(GAE) and/or disseminated disease in
individuals with compromised immune systems.

3 Results granulomatous amebic encephalitis o
(GAE), disseminated disease or skin lesions
in individuals with compromised immune systems.

r@, Infective stage

_ﬁ\ Diagnostic stage



Vyvojova stadia Avathamoeba castellani

Mature cyst
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Acanthamoeba sp. — cysty v mozku

Barveni: hematoxylin — eosin, H&E



cysty

Acanthamoeba polyphaga

PR

.mf? .:..w."

S

A

:x.ﬁ.
i .v%m?.




Acanthamoeba sp. — cysty ve tkani

Barveni: hematoxylin — eosin, H&E



Kontaminace kontaktnich cocek amébami

Acathamoeba spp.




Balamuthia
mandrillaris

* Balamuthia mandrillaris i’e volneé zijici améba,
kterad zpUsobuje vzacny, ale smrtelny neurologicky
?&?&IE ranulomatdézni amébova encefalitida
B. mandrillaris je améba Zijici v pudé a byla poprvé
objevena v roce 1986 v mozku mandrila, ktery zemrel
v San Diego Wild Animal Park.

* B. mandrillaris mize infikovat télo otevienymi ranami nebo vdechnutim. Balamuthia byla
izolovana z pudy. Predpoklada se, ze je distribuovana v mirnych oblastech sveta. To je ponékud
podporeno detekci protilatek proti protistu u zdravych jedincu.

* B. mandrillaris je volné Zijici, heterotrofni améba, skladajici se ze standardniho
komplementu organel obklopenych trivrstvou bunécnou sténou (pravdépodobné vyrobenou
z celuldzy) a s abnormalné velkym bunécnym jadrem. V pridméru ma Balamuthia trophozoite
prumeér asi 30 az 120 pum. Cysty spadaji také kolem tohoto rozsahu.






Zivotni cyklus

e Zivotni cyklus Balamuthie, stejné jako Acanthamoeba, se sklada z
cystické faze a nebicikatého trophozoitového stadia, z nichz oba jsou
infekéni a obé mohou byt identifikovany v mozkové tkani na
mikroskopickém vysetreni mozkovych biopsii provadénych na
infikovanych jedincich.

* Trofozoit je pleomorfni a jednojaderny, ale obcas jsou vidét
dvoujaderné formy. Cysty jsou také jednojaderné a maji tri stény:
vnejsi tenkou nepravidelnou ektocystu, vnitrni tlustou endocystu a
stredni amorfni fibrilarni mezocystu.



Balamuthia mandrillaris zivotni cyklus

Balamuthia mandrillaris life cycle

trophozoites can enter
through the nasal

route and ulcerated "\ P

or broken skin

Trophozoite

Balamuthia trophozoites
and cysts in tissues

Mitosis Results in granulomatous disease known as
Balamuthia amebic encephalitis (BAE), dis-
seminated disease, or skin lesions in both
immunocompetent and immunocompromised
individuals of all ages

(i) = Infective Stage

@ = Diagnostic or Pathogenic Stage



Patologie — Balamuthia mandrillaris

* B. mandrillaris je vétsi nez lidské leukocyty, coz znemoznuje fagocytozu.
Misto toho se je imunitni systém pokousi zadrzet u vstupni brany (obvykle
otevrena rana) tim, ze spusti hypersenzitivni reakci typu IV.

* Po zavedeni mUze améba vytvorit kozni lézi nebo v nékterych pripadech
mUzZe migrovat do mozku, coz zpusobuje stav znamy jako granulomatdzni
amébova encefalitida (GAE),! ktery je obvykle fatalni. Tento
granulomatozni rys je vetSinou pozorovan u imunokompetentnich
pacientl; Imunokompromitovani jedinci vykazuji "perivaskularni
manzetu".

* GAE vyvolana balamuthii muze zplisobit fokalni paralyzu, zachvaty a
symptomy mozkového kmene, jako je paralyza obliceje, potize s
polykanim a dvojité vidéni.



Patogenita Balamuthia
mandrillaris

f
. g
r

1'\"

Anchoring Twisting Internalizing Detachlng

Fatalni infekce Balamuntia mandrilaris — Destrukce nervové bunky
priznak zarudnuti horni ¢asti nosu

Klinické priznaky
kozni infekce

Amébova
encefalitida




Acanthamoeba sp. Balamuthia
mandrillaris

Nepfima imunofluorescence



Balamuthia mandrillaris

Balamunthia mandrillaris — trofozoiti v mozku



Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris — cysty v mozkové tkani, barveno H & E



Balamuthia mandrillaris
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Balamuthia mandrillaris — cysty v mozkové tkani, barveno H & E



Srovnani mimostrevnich
ameb
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Model parasites group: free living amoebae




Dekuji za
pozornost






ODPDx Naegleria fowleri
(6

Amebae migrate to the brain via

the olfactory nerves causing

primary amebic meningoencephalitis
(PAM) in healthy individuals

Amebae penetrate
the nasal mucosa

Water-related activities
such as swimming
underwater, diving,
or other water sports
can result in water
entering the nose.

Trophozoites in CSF and
=2 brain tissue; flagellated
forms occasionally in CSF

o Cyst

@ Infective stage
4 Diagnostic stage

Promitosis

Trophozoite

CDC
7

Flagellated form
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Transformace Neagleria fowlers

— Initiation of differentiation

— Flagellar tubulin synthesis begins

— Basal bodies assembled, cells
round up

Flagella visible
( Flagellate body shape formed
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Obecna charakteristika

jednobunééni, nepigmentovani, primitivni

nemaji Golgiho aparat

peroxisomy obvykle ptfitomny

mitochondrie s plochymi nebo diskovitymi kristami
vzacng jsou pritomny hydrogenosomy

1 — 4 biciky avSak bez mastigonem

nckteré druhy ve form¢ améby 1 s biciky
sladkovodni 1 moisti zastupci

nekteti jsou fakultativnimi cizopasniky

Zastupci: Naegleria, Tetramitus, Vahlkampfia
Acanthoamoeba, Balamuthia



Volne zijici améby

Soucasna klasifikace téchto améb je zaloZena na téchto znacich:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

struktura jadra

velikost trofozoita

tvar pseudopodii

pocet jader

struktura cysty

sexualni reprodukce
formace bicikatych stadii
antigenni charakter

typ isoenzymove migrace

10) typ media umoziiujici kulturu in vitro
11)tolerance a preference teploty



