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KRATICE KORISTENE U TEKSTU:

AK - amebni keratitis

C5b-C9 mac — complement membrane attack complex (citoliticki aktivacijski produkt
komplementa)

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (imunoenzimni test)

GAE - granulomatozni amebni encefalitis

H&E - hematoksilin i eozin

I1F — indirect immunofluorescence (indirektna imunofluorescencija)

IL-1 - interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

IL-8 — interleukin 8

LP — lumbalna punkcija

MRT PCR — multiplex real-time PCR (mnogostruka lanc¢ana reakcija polimerazom u

stvarnom vremenu)

PAM - primarni amebni meningoencefalitis

PAS - periodic acid-Schiff stain (perjodni Schiffov reagens)

PCR — polimerase chain reaction (lanc¢ana reakcija polimeraze)

RT PCR - real-time PCR (lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu)

SZS - sredi$nji Zivéani sustav

TEM — transmisijski elektronski mikroskop

TMP/SMX - trimetoprim/sulfametoksazol

TNF alfa — tumor nekrotizirajuci faktor alfa
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SAZETAK

Infekcije slobodno-zivu¢im amebama

Jurica Markovié

Infekcije uzrokovane slobodno-zivu¢im amebama nisu toliko ucestale, no ¢esto su
smrtonosne, kako u imunokompetentnih tako i u imunokompromitiranih pacijenata.
Slobodno-zivuc¢e amebe svrstavamo u nekoliko rodova: Naegleria, Acanthamoeba,
Balamuthia i Sappinia. Cetiri razli¢ita klini¢ka entiteta uvjetovana su ovim organizmima:
PAM (primarni amebni meningoencefalitis), GAE (granulomatozni amebni encefalitis), AK
(amebni keratitis) te diseminirana granulomatozna amebna bolest. PAM je uzrokovan
slobodno-zivu¢om amebom N. fowleri. Pretezito se javlja u imonokompetentne mlade djece i
odraslih, obi¢no nakon kontakta sa slatkovodnom vodom. GAE je uzrokovan slobodno-
zivu¢im amebama iz roda Acanthamoeba te vrstama Balamuthia mandrillaris i Sappinia
pedata. Uobi¢ajeno se javlja u imunokompromitiranih pojedinaca. AK je uzrokovan
slobodno-zivu¢im amebama iz roda Acanthamoeba. Javlja se u imunokompetentnih, a
predisponirajuc¢e ¢imbenike za razvoj AK-a predstavljaju traume roznice i noSenje kontaktnih
le¢a uz, istodobno, slabiju higijenu oka. Diseminiranu granulomatoznu amebnu bolesti
uzrokuju slobodno-zivuc¢e amebe roda Acanthamoeba i vrsta Balamuthia mandrillaris.
PreteZito se javlja u imunokompetentnih osoba. Dijagnostika ovih infekcija Cesto je
zakasnjela iz razloga $to se na infekcije uzrokovane ovim organizmima vrlo rijetko i pomislja.

Terapijski algoritmi koji postoje jos uvijek su nedovoljno kvalitetno uspostavljeni.

Kljucne rijeci: PAM, GAE, AK, diseminirana granulomatozna amebna bolest



SUMMARY

Infections with free-living amoebae

Jurica Markovié

Infections caused by free-living amoebae are not so frequent, but often fatal, in
immunocompetent as well as in immunocompromised patients. Free-living amoebae could be
classified into several different species: Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia and Sappinia.
Four different clinical entities are caused by these organisms: PAM (primary amoebic
meningoencephalitis), GAE (granulomatous amoebic encephalitis), AK (amoebic keratitis)
and disseminated granulomatous amoebic disease. PAM is caused by a free-living amoeba N.
fowleri. It usually affects immunocompetent young children and adults, usually after the
contact with fresh water. GAE is caused by free-living amoebae from the genus
Acanthamoeba and the species Balamuthia mandrillaris and Sappinia pedata. It usually
occurs in immunocompromised individuals. AK is caused by free-living amoeba from the
genus Acanthamoeba. It occurs in immunocompetent subjects. The predisposing factors for
the AK development are corneal trauma and the wearing of contact lenses combined with the
insufficient eye-hygiene. Disseminated granulomatous amoebic disease is caused by a free-
living amoebae from the genus Acanthamoeba and the species Balamuthia mandrillaris. It
usually affects immunocompetent individuals. The diagnosis of infections caused by free-
living amoebae is often delayed. The main reason for late diagnosis is insufficient clinical

awareness. The current therapeutic algorithms are not satisfactory.

Key words: PAM, GAE, AK, disseminated granulomatous amoebic disease



1. UvOD

Amebe koje egzistiraju u okolini neovisno o domacinu, tek povremeno invadiraju
domacina i pritom zive u njemu kao paraziti nazivamo slobodno-zivu¢e amebe.

Culbertson i suradnici (1958) postavljaju koncept kako slobodno-zivuc¢e amebe
uzrokuju humane infekcije. Tijekom istrazivanja cjepiva protiv poliomijelitisa izolirali su
amebe iz uzoraka tkiva. Inokulirali su amebe u mozgove miseva i majmuna tretiranih
kortizonom te obdukcijom utvrdili amebe u mozdanim lezijama. Culbertson je pretpostavio
jednak ucinak i u ljudi. Vecina infekcija uzrokovanih ovim amebama su smrtonosne te se
stoga dijagnoza Cesto postavlja tek tijekom obdukcije, ¢ak i u zemljama s naprednim
dijagnostickim moguénostima. U zemljama s visokom ucestalos¢u HIV/AIDS-a, vrlo je
vjerojatno kako velik broj slucajeva infekcija ovim amebama prolazi neprepoznat. Stoga
stvarna incidencija ostaje nepoznata [1].

Navedeni se organizmi isti¢u time $to su slobodno-Zivu¢i, bez znanih vektora
prijenosa medu insektima, bez epidemioloski znac¢ajnijih prijelaznih stadija u covjeka kao i
neznatne korelacije izmedu nizega socijalnoga standarda i moguc¢nosti prijenosa [2].
Svrstavamo ih u nekoliko rodova: Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia i Sappinia.
Zahvaljujuéi upravo potonjoj, koja je do sada identificirana kao uzro¢nik u svega jednome
opisanome slucaju, za pretpostaviti je kako ¢e u buducnosti biti otkrivene 1 druge slobodno-

zivuc¢e amebe kao uzro¢nici humanih infekcija [3].



2. TAKSONOMIJA

Donedavno je klasi¢na taksonomska klasifikacija slobodno-zivuéih ameba pretezito
bila bazirana na morfoloskim, fizioloskim pa ¢ak i ekoloskim karakteristikama ovih ameba.
Nedavno dobivene informacije temeljene na molekularnoj filogenetici dovele su do
napustanja tradicionalnog hijerarhijskog sustava podjele na vrstu, rod, porodicu, red, razred,
koljeno i carstvo [3]. Umjesto toga, prema novoj shemi, eukarioti su svrstani u 6 klastera
unutar velikih ,,super grupa‘“ nazvanih Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida,
Chromalveolata i Excavata. Slobodno-zivué¢e amebe, 0 kojima je ovdje rijec, svrstane su u
dvije ,,super grupe*: Amoebozoa i Excavata [1]. Acanthamoeba i Balamuthia uvrstene su u
grupu Amoebozoa, podgrupu Acanthamoebidae, Sappinia u grupu Amoebozoa, podgrupu
Flaballinea, subgrupu Thecamoebidae, Naegleria fowleri u grupu Excavata, podgrupu

Heterolobosea, subgrupu Vahlkampfiidae [3].



3. NAEGLERIA FOWLERI

3.1. ORGANIZAM

Naegleria fowleri jedina je vrsta od za sada poznatih tridesetak unutar roda Naegleria
koja uzrokuje infekcije u ljudi. N. australiensis i N. italica mogu uzrokovati infekcije samo u
zivotinja, primjerice miSeva nakon intranazalne ili intracerebralne inokulacije dok kod ljudi
nisu opisane kao uzrocnici infekcija. lako su retrospektivna istrazivanja dokazala postojanost
PAM:-a jos daleke 1901. godine, prvi puta ovu amebu opisuju Fowler i Carter u Australiji
1965. godine, svrstavajuci je pritom u rod Acanthamoeba [1].

Naegleria spp. ima tri stadija u zivotnom ciklusu: stadij trofozoita, flagelarni stadij te
stadij ciste. Trofozoiti su reproduktivni stadij ovih organizama koji ujedno predstavlja i
invazivni stadij (slika 1). Trofozoiti su veli¢ine 10 do 30 mikrometara, posjeduju jezgru s
izrazenim, kompaktnim kariosomom te oblikuju po jedan $iroki pseudopodij. Dominantno se
prehranjuju bakterijama, no ¢esto se u njihovim citoplazmama nadu i probavljeni eritrociti i
leukociti. U slu¢aju pomanjkanja hrane trofozoit se moze transformirati u prijelazno
flagelarno stanje (slika 2). Flagelarno stanje nastaje iz trofozoita u vanjskom okruzenju,
uslijed promjena koncentracije elektrolita i osmolarnosti. U ovom obliku ameba se ne dijeli
niti prehranjuje, no moze Se reverzibilnim procesom pretvoriti u prethodno stanje, stanje
trofozoita. U flagelarnom stanju ameba je kruskolika, a na prednjoj strani posjeduje dva bica
odnosno dvije flagele. Tre¢e moguce stanje, stanje ciste, jest ono koje je otporno na okolisne
stresore (slika 3). Trofozoiti se pretvaraju u ciste ukoliko ponestane hrane ili ukoliko uvjeti za
rast i zivot postanu neadekvatni, zbog primjerice nepovoljnih fizikalnih i kemijskih promjena
u okolini. Ciste su sferi¢na oblika, promjera 0ko 9 mikrometara te takoder imaju uo€ljivu
srediSnje smjeStenu jezgru. Stijenka ciste posjeduje dvije pore koje su zacepljene mukoznom

tvari, a iz kojih izlazi trofozoit [4].



Slika 1. Trofozoiti amebe Naegleria fowleri

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html

Slika 2. Ameboflagelat amebe Naegleria fowleri

Izvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html

Slika 3. Cista amebe Naegleria fowleri

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html
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3.2. EPIDEMIOLOGIJA

N. fowleri je izolirana diljem svijeta iz raznih uzoraka tla, rije¢nih i jezerskih voda, ali
nikada iz morske vode. U polutropskim uvjetima, primjerice kakvi vladaju na Floridi, nije
neuobicajeno izolirati barem jednu N. fowleri u 25 mL vode s obzirom da prisutnost ovog
organizma u vodama izravno pozitivno korelira s porastom temperature.

Trofozoiti su termofilni i podnose temperaturu i do 45 °C , odnosno najbolje
prezivljavaju pri temperaturama koje se krecu u rasponu 35-46 °C. Trofoziti N. fowleri
najbrze rastu pri temperaturi od 42 °C, pri ¢emu se dijele binarnom diobom. Flagelarnoj
formi pogoduju temperature u rasponu 27-37 °C. U formi ciste ova ameba prezivljava daleko
nize temperature od, za nju, idealnih. Ciste se formiraju pri temperaturama ispod 10 °C [2, 5].
Ciste N. fowleri stabilne su i do osam mjeseci pri temperaturama od 4°C [2]. Temperatura
okoline nije uzrokom patogenosti amebe N. fowleri, budu¢i da i N. lovaniensis moze podnositi
takve raspone temperature, a nije se pokazala patogenom u ¢ovjeka [1].

Do kraja 2012. godine opisano je oko 310 slu¢ajeva PAM-a uzrokovanog amebom N.
fowleri sa stopom smrtnosti od 95 %. Broj slu¢ajeva infekcija i razvoja PAM-a posljednjih
godina raste. Razlog tome proizlazi iz okoli$nih promjena poput globalnog povecanja
temperature voda i vezano uz to, sve ¢eS¢em rekreativnom kupanju u vodama [5, 6]. U veéini
od stotina slu¢ajeva PAM-a koji su prijavljeni diljem svijeta zabiljezena je rekreacijska
1zloZenost oboljelih slatkim vodama, dok se u jednome zabiljeZenome u Nigeriji smatra kako
je inhalacija cisti bio na¢in ulaska N. fowleri u organizam. U nekim slu¢ajevima PAM-a na
podruc¢ju SAD-a, infekcija se povezuje s koriStenjem kucanske vode namijenjene za pice [2].
PAM se Cesce javlja za vrijeme toplijih, ljetnih mjeseci.

Ranija vjerovanja o tome kako ameba N. fowleri uzrokuje infekcije isklju¢ivo u ljudi

opovrgnuta su 1997. godine opisom prvog slucaja PAM-a medu Zivotinjama [3].



3.3. PATOGENEZA I PATOLOSKI NALAZ

Naegleria fowleri poznata je u medicinskim krugovima kao ,,the brain-eating
amoeba“. Prvi korak u patogenezi predstavlja kontakt domacina i ove slobodno-zivu¢e amebe.
Temeljem nalaza obdukcija utvrdeno je kako invazija N. fowleri u SZS nastupa nakon
nazalne inokulacije amebama u formi trofozoita ili ciste kroz ostecenu sluznicu respiratorne
olfaktorne regije. Protein Nfal osigurava kontakt izmedu pseudopodija N. fowleri i ciljnih
tkiva te predstavlja vazan faktor virulencije organizma. Nakon inicijalnog kontakta sa
sluznicom ameba prodire do Ziv€anog spleta podsluznice, migrira kroz kribriformnu plocu
etmoidne kosti putem olfaktornih niti 1 krvnih zila u subarahnoidalni prostor prednje
cerebralne Supljine te se zatim dalje Siri u mozdano tkivo. Histoloski nalaz olfaktornih
bulbusa i mozdanog tkiva potkrjepljuje navedenu patogenezu. Nalaz olfaktornih bulbusa
prikazuje hemoragi¢nu nekrozu. Nalaz u korteksu takoder prikazuje brojna hemoragi¢na
podrucja. Najveci dio lezija bogatih trofozoitima pronaden je unutar orbitofrontalna i
temporalna podru¢ja mozga, baze mozga, hipotalamusa, srednjeg mozga, ponsa, produljene
mozdine 1 gornjih podrucja kraljeSni¢ne mozdine.Trofozoiti amebe pronadeni su 1 duboko u
Virchow-Robinovim prostorima uzduz krvnih Zila, bez prisutne upale [2,5]. Ciste u
navedenim podru¢jima u veéini slu¢ajeva nisu pronadene [2]. Pretpostavlja se kako su lezije
uzrokovane direktnom fagocitozom pomoc¢u amebostoma [2,3]. Osim navedenog, N. fowleri,
in vitro, producira protein koji kontaktno lizira stanice sisavaca u kulturi, izlucuje sekretorne
proteaze, kisele hidrolaze, fosfolipaze 1 fosfolipoliticke enzime koji destruiraju sfingomijelin.
Patogena N. fowleri producira veée kolicine fosfolipaze A i lizofosfolipaze od nepatogenih
Naegleria, ujedno i neuraminidaze koje igraju klju¢nu ulogu u procesu demijelinizacije te
elastaze koje razgraduju kolagen i proteoglikane. Dokazano je kako su ove amebe otporne na
lizu posredovanu citotoksi¢nim mehanizmima domacina poput utjecaja TNF-alfa, IL-1 i C5b-

C9 mac kompleksa [5].



3.4. KLINICKE MANIFESTACIJE

Incidencija PAM-a daleko je manja od pretpostavljene ekspozicije ovom organizmu,
no koji ¢imbenici $tite pojedinca od infekcija do danas nije razjasnjeno. Jednako tako, klinicki
manifestan PAM incidencijom je daleko manje zastupljen nego subklini¢ke forme infekcije.
Prisutnost serumskih aglutinirajucih protutijela prema N. fowleri u mladih odraslih bez
razvijene klinicki manifestne infekcije uz istodobni izostanak u novorodenih to i1 potvrduje.

Retrospektivna istrazivanja dokazala su postojanje PAM-a jos daleke 1901. godine.
Godine 1966. Butt (SAD) prvi puta koristi termin ,,primarni amebni meningoencefalitis* [1].
PAM se uobicajeno javlja u prethodno zdrave djece i mladih odraslih koji su rekreacijski bili
izlozeni toploj, slatkoj vodi do 10 dana prije pojave simptoma bolesti [3]. Vrijeme od
inicijalnog kontakta s vodom do razvoja klinicke slike prvenstveno ovisi o veli¢ini inokuluma
i virulenciji prisutnog soja. U prosjeku traje 5 do 7 dana, a u nekim sluc¢ajevima i krace od 24
h. Prvi je simptom u pravilu blago povisena tjelesna temperatura [1,7]. Vrlo rano u pocetku
bolesti pacijenti mogu primijetiti promjene okusa ili mirisa koje prati daljnji porast tjelesne
temperature, muc¢nine, povracanje i inapetencija te dezorijentacija, ataksija, daljnja disfunkcija
kranijalnih Zivaca (anizokorija, izmijenjeni osjet mirisa i okusa), promjena mentalnog statusa,
epilepticki napadaji i gubitak svijesti [2,6]. Glavobolje i meningizam zabiljezeni su u 86-
100% slucajeva na samome pocetku klinicke prezentacije bolesti, dok je u 66% slucajeva
prisutan promijenjen mentalni status. Iznimno brzo, ve¢ unutar tjedan dana, navedeni
simptomi progrediraju prema stanju kome [2]. Poviseni intrakranijalni tlak dovede do unkalne
i cerebelarne hernijacije te pritiska na centre za rad srca i disanje $to posljedi¢no vodi u smrt
[1,6]. Zari$ni neuroloski simptomi u pravilu ne nastaju, §to je posljedica izrazito kratkog
razdoblja od pojave prvih simptoma bolesti do nastupa smrti. Rjede, smrt moze uslijediti i u

svega nekoliko sati od nastanka prvih simptoma [6].



3.5. DIJAGNOSTIKA

PAM bi trebao biti ukljucen u diferencijalnu dijagnostiku kod djece i mladih odraslih
s klinickom slikom meningoencefalitisa ili suspektnog bakterijskog meningitisa, a
pozitivnom anamnezom nedavne izlozenosti slatkoj vodi [2].

Inicijalni laboratorijski nalazi krvi i urina su nespecifi¢ni i u pravilu nalazimo tek
blazu hiperglikemiju, glikozuriju i perifernu leukocitozu s dominacijom neutrofila [2,6]. LP je
primarni dijagnosticki postupak. Nalaz punkcije nalikuje onome u bakterijskih infekcija, uz
odsustvo vizualizacije bakterija bojanjem po Grammu. Tlak cerebrospinalne tekuc¢ine moze
biti poviSen, u pravilu na vrijednosti 300-600 mm stupca vode [5]. Sama cerebrospinalna
tekucina moze biti prozirna do hemoragi¢na, naro¢ito kasnije u tijeku bolesti [2]. Broj stanica
u likvoru moze biti pocetno nizak, a kasnije u rasponu od 400 do 26,000 leukocita/uL s
dominacijom neutrofila [8]. Razina glukoze u likvoru je niska do normalna, dok je razina
proteina povisena. Laboratorijska potvrda N. fowleri moze se temeljiti na mikroskopskoj
vizualizaciji pokretljivih trofozoita u nativnom preparatu svjeze centrifugiranog likvora, koji
prethodno nije smrznut, zatim na mikroskopskoj vizualizaciji N. fowleri u obojenim
razmazima centrifugirana sedimenta likvora ili pak u obojenim, fiksiranim uzorcima bioptata
mozga te mikroskopskoj vizualizaciji pod UV svjetlom trofozoita pomoéu
imunofluorescentnih tehnika koristeéi fluorescentna protutijela na H&E obojenim uzorcima
mozga [6]. U pacijenata s purulentnim likvorom i negativnim uzorkom bojanim prema
Gramu, $to iskljucuje bakterijsku etiologiju, vrlo je vazno pregledati nativni uzorak na
trofozoite amebe [2]. Razlikovanje stanica ovih ameba od monocita izrazito je bitno za
prepoznavanje i dijagnostiku PAM-a. Monocitne jezgre su znacajnije vece, s ve¢im omjerom
jezgra/citoplazma nego li u ovih ameba. Nadalje, jezgra monocita nije jasno uo¢ljiva, odnosno
u pravilu nalazimo jednoli¢an 1 lagano vrpcast uzorak kromatina bez jasno uocljive jezgrice.

Nakon centrifugiranja stanica, bojanje Giemsa, Wright ili H&E tehnikom mozZe pojacati



znacajke koje pokazuju trofozoiti ovih ameba, poput velike, centralno smjestene i okrugle
jezgrice [5,8].

Seroloska dijagnostika ima ograni¢eno znacenje u klinickoj praksi, buduéi da
pacijenti oboljeli od PAM-a umiru vrlo brzo nakon nastupa simptoma, u periodu u kojem
imunoloski sustav ne stigne odgovoriti na infekciju produkcijom detektabilne koli¢ine
protutijela [2]. No, specifi¢na protutijela protiv N. fowleri u titru 1:4096 dokazana su
metodom IFA u oporavljena pacijenta iz Kalifornije, u uzorcima sakupljenim 7., 10. i 42. dan
nakon primitka u bolnicu. Protutijela su bila prisutna i 4 godine nakon izlje¢enja. Takoder, od
velike koristi u dijagnostici moze biti i komercijalno dostupan imunoenzimni test temeljen na
koriStenju monoklonalnih protutijela. Takva protutijela prepoznaju i vezu se za ponavljajuce
glikozilirane epitope prisutne na proteinima N. fowleri, pri ¢emu se ne vezu za epitope drugih
vrsta unutar roda Naegleria [5,8].

Radioloske metode pokazuju raspon od urednog pa sve do patolo§kog nalaza s
nespecifiénim, difuznim zahvacanjem sive tvari mozga, infarkcijama, eksudacijom u komore
mozga te obliteraciju cisterni oko srednjeg mozga i subarahnoidalnih podrucja mozdanih
polutki [2,5,8]. Radioloski znakovi poveéanog intrakranijalnoga tlaka uklju¢uju pomak
sredi$nje linije, komprimirane ventrikule, komprimirano mozdano deblo i bazilarne cisterne te
smanjenje subarahnoidalnog prostora [6].

Dokaz DNK uzroénika iz likvora ili uzoraka tkiva pomoc¢u PCR, RT-PCR i MRT
PCR-a korisne su metode detekcije. MRT PCR istovremeno moze prepoznati radi li se o
amebama roda Acanthamoeba, Balamuthia ili Naegleria [1,8]. Kod uzgoja u kulturi stanica,
likvor ili uzorak tkiva treba biti nasaden na kulture stanica i inkubiran na 37°C, uz dodatak
antibiotika penicilina i streptomicina. Fungicidi su kontraindicirani s obzirom da su letalni za
amebu. Uzorak tkiva moze biti nasaden i na obican agar, ali uz obavezan dodatak bakterija

poput E.coli [8].



3.6. TERAPIJA

Cinjenica je kako terapijske sheme za PAM uzrokovan amebom Naegleria fowleri
nisu dovoljno dobro razradene i da za sada ne postoji dovoljno u¢inkovit terapijski postupak
niti terapijska sredstva koja su koristena u slu¢ajevima PAM-a [7].

Klini¢ki dokazi na temelju terapijskih shema provedenih u onih koji su prezivjeli
govore u prilog tome kako kamen temeljac u terapiji predstavlja amfotericin B. Mnogi
pacijenti koji su prezivjeli primali su visoke doze amfotericina B intratekalno i sistemski.
Ostali lijekovi koristeni u pacijenata koji su se oporavili ukljucuju sistemski i intratekalno
primijenjen mikonazol, flukonazol, rifampin i sulfisoksazol [2]. Uspjesan tretman protiv
PAM-a takoder ukljucuje i kombinaciju antiedematozne terapije, Sto ukljucuje
kortikosteroide, hiperventilaciju, forsiranu diurezu i primjenu hipertoni¢nih otopina, uz
specifi¢nu farmakoterapiju antifungicima (amfotericin B, mikonazol i vorikonazol) i
antibioticima (rifampin, azitromicin, miltefozin) [6,9]. U svakom slucaju, pacijenti sa
suspektnim PAM-om trebali bi primati visoke doze amfotericina intravenozno u empirijskoj
fazi lijeCenja. Intratekalna primjena dodatno se preporucuje u visoko suspektnih sluc¢ajeva. U
kombiniranu terapiju uz amoftericin B moguce je empirijski inicijalno primijeniti i

azitromicin [2].
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4. ACANTHAMOEBA SPP

4.1. ORGANIZAM

Unutar roda Acanthamoeba vrste prepoznate kao patogene u ¢ovjeka ukljucuju amebe
A. castellanii, A. polyphaga, A. culbersoni, A. palestinensis, A. astronyxis, A. hatchetti, A.
healyi, A. rhysodes, A. divionesis i A. griffini. Ne tako davno ovi organizmi bili su grupirani u
tri skupine temeljem njihovih morfoloskih karakteristika i veli¢ina cisti. Grupiranje vrsta
unutar roda Acanthamoeba na temelju morfologije postalo je nepouzdanim buduéi da je
glavni kriterij grupiranja, naro¢ito u cista, bio podlozan varijacijama uslijed promjena u
kulturi stanica. S mogu¢noscu zadiranja u genomiku raznim metodama razvila se i ideja o
genotipizaciji ovih organizama. Koristenjem kao biljega gene koji kodiraju za 18s rRNK
utvrdeno je 15 razli¢itih genotipa Acanthamoeba (T1-15), od kojih je T4 (A. castellanii )
najéesce identificiran u infekcijama kod ljudi [1,2]. Booton i suradnici (2005) navode da je od
249 izolata njih 179 (72%) tipizirano kao T4 genotip. Svega nekoliko Acanthamoeba
izoliranih iz mozgova tipizirano je kao T1, T10 | T12 genotip, dok T10 i T12 genotip takoder
I iz uzoraka okoline [1]. Acanthamoeba spp. ima dva stadija u zivotnom ciklusu i to stadij
trofozoita (slika 4) i stadij ciste (slika 5). Nema flagelarnog stadija [2]. Veli¢ina trofozoita
krece se u rasponu duljine od 14 do 40 mikrometara [4]. U pravilu sadrze jednu jezgru koja
¢ini Sestinu od ukupne veli¢ine trofozoita. Opisane su i multinuklearne amebe roda
Acanthamoeba [10]. Jezgra posjeduje izrazito izrazeni sredi$nji kariosom. Povr$ina trofozoita
sadrzi karakteristi¢ne trnaste psudopodije (akantopodije), po ¢emu je i ¢itav rod dobio ime. U
promjeru ciste iznose 12 do 16 mikrometara. Obavijene su dvostrukom nepravilnom
stijenkom. Vanjski zid stijenke je naboran i nazivamo ga ektocistom, a unutrasnji endocistom.
Endocista moZe biti zvjezdaste, poligonalne ili ¢ak zaobljene forme. Takoder moZe sadrZavati

i pore. Ciste su rezistentne na fizikalne i kemijske promjene okoline [4].
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Slika 4. Trofozoiti ameba Acanthamoeba spp.

Izvor: Katedra za medicinsku mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagreb, dr.sc. Mario Sviben, dr.med.

Slika 5. Ciste ameba Acanthamoeba spp.

Izvor: Katedra za medicinsku mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagreb, dr.sc. Mario Sviben, dr.med
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4.2. EPIDEMIOLOGIJA

Slobodno-zivu¢e amebe unutar roda Acanthamoeba sveprisutne su. 1zolirane su iz tla,
slatkovodnih i bocatih voda ukljuc¢ivo i mora, boca s mineralnom vodom, vodotornjeva
elektri¢nih i nuklearnih postrojenja, sustava grijanja i ventilacije, ovlazivaca zraka, toplih
kupelji, hidroterapijskih bazena u ustanovama medicinske skrbi, dentalnih irigacijskih
jedinica, dijalizatora, kirurSkih instrumenata, kontaktnih le¢a, praSine, bakterijskih i gljivicnih
kultura kao i kultura stanica sisavaca, te raznih sekreta uha, pluénih sekreta, obrisaka
nazofaringealne sluznice, maksilarnih sinusa, mandibularnih autotransplantata, uzoraka
stolice [1,3,10]. Temeljem svega prihvaceno je kako Acanthamoeba spp. postoji ubikvitarno u
prirodi [10]. Incidencija infekcija uzrokovanih ovim organizmom takoder je manja nego li
ekspozicija, jednako kao i u amebe N. fowleri. Naime, organizam je izoliran i kultiviran u
zdravih pojedinaca iz obrisaka Zdrijela, a ujedno su i seroloski utvrdena protutijela usmjerena
protiv Acanthamoeba spp. [2]. Prema nekim radovima izolirana je, primjerice, iz 100%
uzoraka zdravih pojedinaca s Novog Zelanda i u preko 85% doseljenika u Londonu [10].

Acanthamoeba spp. otporne su na §irok raspon promjena osmolarnosti §to im
omogucava prezivljenje u destiliranim vodama, morskim vodama, tjelesnim teku¢inama i
kulturama stanica sisavaca [1]. Rast im je inhibiran na temperaturama visim od 35-39°C [2].
Do sada nije zabiljezena pojavnost bolesti uzrokovanih ovom amebom vezano uz odredeno
doba godine, za razliku od N. fowleri [3].

GAE u danas$nje doba postaje iznimno znac¢ajna bolest jer stopa smrtnosti prelazi 90%.
GAE se sve ¢esc¢e javlja i pritom dijagnosticira iz nekoliko razloga. Razlozi tome leze u
povecéanju broja imunokompromitiranih pojedinaca, ekscesivnoj uporabi antibiotika,
unaprjedenju dijagnostickih metoda otkrivanja uzro¢nika te posljedi¢no globalnome
zatopljenju i ubikvitarnosti ovih ameba koje rezultira pove¢anom moguénoséu ekspoziciji

ovim amebama [11].
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AK se pretezito javlja u zdravih pojedinaca koji nose kontaktne lece ili onih s
pozitivnom anamnezom traume roznice [2]. Sve vecoj ucestalosti AK-u doprinosi sve veéi
broj nositelja mekih kontaktnih lec¢a [6]. Epidemioloskim metodama utvrdeno je kako najveci
faktor rizika predstavlja upravo nosenje kontaktnih leca, dominantno jednodnevnih ili
viSednevnih mekih lec¢a te kako osobe oboljele od AK-a daleko ¢esS¢e koriste otopine iz
domace radinosti nego li komercijalno dostupne otopine za ¢uvanje i higijenu kontaktnih leca.
Takoder, osobe oboljele od AK-a daleko rjede vrse dezinfekciju le¢a prema preporukama
proizvodaca te ujedno daleko ¢eSce nose lece tijekom plivanja i tusiranja [1]. Istrazivanja
govore o incidenciji 1 na 10 000 nosioca kontaktnih leca u godini. U vise od 80 %
zabiljezenih sluc¢ajeva kao glavni razlog navodi se koristenje kontaktnih le¢a, odnosno slaba
higijena kontaktnih lec¢a, uklju¢ivo nepravilno ¢is¢enje, plivanje ili tusiranje s kontaktnim
le¢ama kao i ispiranje vodom iz slavine [2]. Studije provedene u SAD-u otkrile su kako
veéina otopina namijenjenih odrzavanju kontaktnih le¢a nemaju dovoljnu razinu
dezinfekcijske aktivnosti protiv ove amebe [3]. Ipak, bolest je zabiljezena i u onih koji nisu
imali pozitivnu anamnezu gore navedenih faktora [2].

Acanthamoeba spp. je takoder potvrdena kao prenosilac bakterija poput Legionella
spp., Mycobacterium avium, Listeria monocytogenes, Burkholderia pseudmallei, Vibrio
cholerae, Escherichia coli serotipa 0157 i mnogih drugih, §to dodatno isti¢e epidemioloski
znacaj 1 vaznost ovih uzro¢nika u zdravstvu. Osim u ljudi, infekcije ovom amebom
zabiljezene su i u zivotinja [3].

Zakljucno, infekcije ovom amebom rijetke su, izuzev AK-a koji se zabiljezi u preko

10 000 slucajeva godisnje diljem svijeta prvenstveno u nositelja kontaktnih leca [6].
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4.3. PATOGENEZA I PATOLOSKI NALAZ

4.3.1. GAE | DISEMINIRANA FORMA BOLESTI

Tocan period inkubacije 1 prodromalni stadij koji prethodi manifestnoj infekciji ostaju
nepoznati. Upravo radi toga tesko je odrediti to¢no ulazna vrata infekciji, no Siroka
rasprostranjenost ovih ameba dozvoljava raspravu i postavljanje mnogih modela razvoja
zdravih pojedinaca, §to ukazuje na potencijalni nazofaringealni put invazije. Amebe mogu
takoder u¢i u organizam kroz kozne rane, rezultiraju¢i hematogenom diseminacijom u pluca i
u mozak, ili pak inhalacijom samih cisti [1].

Inicijalni proces invazije nastaje kada se manoza-vezni protein (MBP), eksprimiran na
povrsini ameba, poveze s manoznim glikoproteinom na povrsini epitelnih stanica [12].
Ostecenja SZS-a nastaju invazijom krvno-mozdane barijere, preko koje amebe napreduju
prema tkivu mozga te dovode do disfunkcije neurona indukcijom proupalnih citokina. Sa
stopom smrtnosti preko 90 % razumljivo je kako je ve¢ina uzoraka prikupljena tijekom
obdukcije [11]. U histoloskih nalaza GAE-a zabiljeZena je prisutnost edema te parenhimalne
nekroze i granuloma, iako granulomatozno tkivo ¢esto nije bilo prisutno u
imunokompromitiranih pojedinaca [13]. Granulomi su sastavljeni od TCD4, TCD8 i B
limfocita, plazma stanica i makrofaga [11]. Nekroti¢na tkiva budu ispunjena makrofagima
bogatim lipidima i podru¢jima neovaskularizacije, imitirajuc¢i pritom tumorozne mase [1].
Trofozoiti i ciste pronadeni su U perivaskularnome tkivu podrué¢ja granulomatoznih lezija i to
pretezito u malom i srednjem mozgu te mozdanom deblu uz najbrojnije lezije u bazalnim
ganglijima. Perivaskularna lokalizacija trofozoita i cisti govori u prilog hematogene
diseminacije Acanthamoeba u SZS iz primarnog Zarista za koja se pretpostavlja da mogu biti

u podrucju koze, pluca, sinusa, nadbubreznih Zlijezdi, limfnih ¢vorova [13].
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4.3.2. AK

Patogeneza koja prati AK inicijalno zapo€inje prianjanjem ameba Acanthamoeba spp.
pomoc¢u manoza-veznog proteina za glikoproteine eksprimirane na povrsini epitelnih stanica
roznice. Slijed se nastavlja nizom reakcija, ukljuéivo fagocitozom, apoptozom i direktnom
citolizom uslijed kojih dolazi do raspada epitelne barijere, potom se nastavlja deplecijom
broja keratocita, zatim stromalnom invazijom ameba, indukcijom intenzivne upalne reakcije i
u konacnici stromalnom nekrozom s posljedicnom sljepo¢om. Karakteristi¢na je cirkularna
infiltracija roznice nalik prstenu, uvjetovana neutrofilnim kemotaktickim sredstvima na
komplekse antigen-protutijelo u roznici. Upala se moze prosiriti i u straznji segment oka, bilo
izravno ulaskom uzrocnika ili se razvija sterilna upala bez prisutnosti trofozoita ili cisti ameba
[10]. U histoloskih nalaza strugotina i bioptata roznice, jednako kao i u tkivima mozga i
primarnih zarista u slu¢aju GAE-a, nalaze se trofozoiti i ciste. Unutar roznice prisutna je
akutna upala i edem sa stanicama koje ¢ine granulomatozna tkiva. U nekim sluc¢ajevima
amebe su pronadene i bez znakova upalnog infiltrata, prvenstveno u imunokompromitiranih.

Kao znacajan faktor virulencije navodi se i sposobnost amebe da degradira IgA
protutijela pomocu proteaza [2]. Naime, u uzorcima seruma osoba oboljelih od AK-a
pronadene su niZe vrijednosti imunoglobulina tipa A, $to navodi na povezanost s ve¢om
sklonosti takvih osoba prema invaziji ovim amebama [1]. Lizozim, laktoferin, beta-lizin,
prostaglandini te ostale komponente suza i sluznica s antimikrobnim u¢inkom nisu pokazale

znacajniji u¢inak protiv ovih ameba [10].
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4.4, KLINICKE MANIFESTACIJE

4.4.1 GAE | DISEMINIRANA FORMA BOLESTI

U suprotnosti s PAM-om, GAE uzrokovan amebom Acanthamoeba spp. jest bolest
imunokompromitiranih pojedinaca. Pocetak bolesti je podmukao i pokazuje supklinicki tijek.
Prisutni su Zari$ni neuroloski simptomi. GAE je opisan u bolesnika s HIV/AIDS-om,
bolestima jetre, dijabetesom melitusom, kao i onih s transplantiranim organima, na
kemoterapiji, terapiji steroidima ili imunoterapiji (pr. rituximabom). ZabiljeZeni su i slucajevi
u djece bez navedenih stanja osim prisutne neuhranjenosti.

Tipi¢ni GAE zahvaéa mozak. Osim tipi¢nog, zabiljezeni su i atipi¢ni slucajevi
odnosno sluc¢ajevi diseminirane bolesti (koza, jetra, pluca, kosti) bez prisutnih manifestacija
od strane SZS-a. Simptomi i znakovi prisutni na uzorku od 15 pacijenata s GAE-om
ukljucivali su promijenjen mentalni status (86%), epilepticke napade (66%), temperaturu,
glavobolju 1 hemiparezu (53%), meningizam (40%), poremecaje vida (26%) 1 ataksiju (20%).
Period od pojave prvih simptoma do smrti bio je u rasponu od 7 do 120 dana, u prosjeku 39
dana [2]. Period inkubacije nije jednostavno ustanoviti uzimajuéi ¢injenicu sveprisutnost ovih
ameba, no kozne ulceracije i lezije odnosno respiratorne infekcije Cestu su bile prisutne i
mjesecima prije nastupa simptoma od strane SZS-a [2,11].

Pacijenti Cesto razvijaju kroni¢ne kozne ulceracije, apscese ili eritematozne nodule
[1]. Kozne lezije su ulcerozne, nodularne ili pak u formi potkoznih apscesa. Ostali klini¢ki
sindromi koji se povezuju s infekcijama ovim amebama ukljuc¢uju pneumonitis, adrenalitis,
leukocitoklasti¢ni vaskulitis, osteomijelitis, sinusitis. Diferencijalno dijagnosticki ovakvo
stanje mogu imitirati mnogi virusni, bakterijski i gljiviéni meningitisi, ali i toksoplazmoza,
primarni limfom SZS-a, tuberkuloza, neurocisticerkoza, nokardioza, aspergiloza, bakterijski

apscesi i GAE uzrokovan slobodno-zivu¢om amebom Balamuthia mandrillaris [2,11].
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4.4.2 AK

AK je pretezito unilateralna infekcija, odnosno u tipi¢énom slucaju nastaje na samo
jednome oku, no slucajevi zahvacéenosti oba oka takoder su opisani. U pocetku dolazi do
invazije samih trofozoita ili cisti koje prodiru izmedu lamela epitela roznice, time nastaju
manje erozije epitela roznice, dodatno potaknute upalnom reakcijom polimorfonuklearnih
leukocita, koje se dalje mogu razvijati u smjeru ulceracija roznice, formiranje desematokele,
sljepoce i1 u terminalnom stadiju enukleacije, u slu¢aju neadekvatne terapije. Vrlo Cesto se
zamjeni herpetickim, bakterijskim ili gljivicnim keratitisom $to u konacnici rezultira
odgodenom primjenom adekvatne terapije.

Subjektivno, simptome u poceku ¢ine osjecaj stranog tijela, izrazito jaka bol,
fotofobija, suzenje i zamucen vid. Objektivni znaci AK-a ukljucuju dendritiformnu
epitelijopatiju, karakteristican infiltrat roznice nalik prstenu, blefarospazam, konjunktivitis,
radijalni perineuritis, hipopijon i prednji skleritis. Periodi privremene remisije su Cesti §to
dalje vodi u odgodu postavljanja ispravne dijagnoze, interpretirano kao pozitivan odgovor na
primijenjenu terapiju [2].

Nijedan slu¢aj do sada nije opisan u kojemu bi AK prethodio GAE-u , no opisan je

slucaj uveitisa povezanog s GAE-om [1]

4.5. DIJAGNOSTIKA

45.1. GAE | DISEMINIRANA FORMA BOLESTI

Zahvaljujuéi subakutnom do kroni¢nom tijeku razvoja ove bolesti, u serumu nalazimo
detektabilnu razinu protutijela, titar protutijela u rasponu od 256 do 1024 [8]. Navedeno
nalazimo 1 u serumima asimptomatskih pojedinaca izloZzenih ovim amebama iz razloga $to su

ove amebe ubikvitarne prisutnosti pa kontakt s trofozoitima, cistama ili pak antigenima
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rezultira stvaranjem protutijela u serumu, no daleko nizih vrijednosti titra protutijela, ne visih
od 80 [1,8]. U slucaju sumnje na GAE, pregled bioptata dobivenog biopsijom mozga
najpouzdanija je dijagnosticka pretraga iz razloga $to su ove amebe rijetko bile uspjesno
izolirane iz likvora ili pak videne na nativnom uzorku. Uzorak likvora se ne preporucuje
uzimati radi postojeceg rizika nastanka hernijacije mozga. U rijetkim slu¢ajevima GAE-a
uzrokovanog ovom amebom, nativni uzorak likvora bio je pozitivan na uzro¢nika. U
zabiljezenim slu¢ajevima, kada je postupak uzimanja likvora proveden, pronadena je
umjerena pleocitoza, povisenje koncentracije proteina i snizenje koncentracije glukoze [2,11].
CT 1 MR pretezito prikazuju mnogobrojne lezije u mozgu. Temeljem toga nemoguce je
razaznati etiologiju encefalitisa [2]. Ipak, vidljivo je kako, za razliku od slikovnog nalaza
mozga u slu¢aju PAM-a, slikovni prikaz mozga u GAE-u pokazuje daleko vecu lokaliziranost
lezija, u pravilu vise punktiformnih lezija, srednje jakog do jakog intenziteta, izrazenijeg nego
u slucajevima PAM-a, pretezito lokaliziranih u mozdanome tkivu straznje lubanjske Supljine,
medumozga i mozdanog debla. Unutar lezija prisutni su znakovi nekroze [6]. ZabiljeZeni su i
slu¢ajevi pojedinacnih lezija koje imitiraju gliom niskoga stupnja zlocudnosti ili pak limfom
[14].

Sto se ti¢e lezija koze, &voriéi i ulceracije trebali bi biti bioptirani i pregledani.
Acanthamoeba se jednako uspjesno izolira iz uzoraka koze kao i uzoraka mozga [2].

Uzgoj na hranjivim kulturama jednak je uzgoju slobodno-zivué¢e amebe N. fowleri.
Kao nutrijent mogu posluziti E. coli i Enterobacter aerogenes [8]. Acanthamoeba spp
preferira bakterije koje nisu inkapsulirane i pigmentirane. Razlog tome lezi u ¢injenici §to
mukoidna kapsula inhibira fagocitozu ovih ameba, a bakterijski pigmenti ¢esto budu toksi¢ni
za njih.

Molekularne tehnike sve su znacajnije za identifikaciju Acanthamoeba spp. kao i

njihovu genotipizaciju. PCR u stvarnome vremenu pak kao nedostatak ima nemoguénost
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razlikovanja genotipova, osim T1 | T4. MRT PCR istovremeno moze prepoznati radi li se o

amebama roda Acanthamoeba, Balamuthia ili Naegleria [1]

45.2. AK

Dijagnoza AK-a temelji se na prikazu uzro¢nika u strugotinama ili bioptatu roznice,
zatim na uzgoju u kulturi i metodama PCR odnosno DNK proba.

Strugotine roznice ili bioptirani uzorci roznice trebaju biti pregledani kao nativni
preparat svjetlosnim mikroskopom na pokretne trofozoite i ciste, ali mogu biti i pregledani
kao uzorak bojen postupkom po Wright, po Giemsi, PAS i H&E metodom. Korisne su i
metode imunofluorescencije i 11F-a. Odnedavno se i konfokalni mikroskop in vivo koristi za
vizualizaciju cisti in vivo. TEM takoder omogucuje vizualizaciju [2,8].

Amebe izolirane iz roZnice imaju nizu optimalnu temperaturu uzgoja od onih
izoliranih iz koznih lezija uslijed kozne forme amebne granulomatozne bolesti, kao posljedica
povrsnije lokalizacije. Kao uzorak mogu posluziti i same kontaktne lece ili pak njihove
otopine za odrzavanje. Acanthamoeba spp. se vrlo lako mogu uzgojiti u laboratoriju na
agarima bez hranidbenih tvari, ali bogatim bakterijama kao $to su E.coli i Enterobacter
aerogenes [1].

Inicijalne strugotine roznice kasnije pregledavane kao uzorak bojan po Grammu ili pak
nasaden na hranjive podloge mogu voditi prema previdu iz razloga $to su mnogi keratitisi
uzrokovani ovom amebom praceni koinfekcijom s bakterijama poput Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus 3-haemolyticus i Propionibacterium [2].

Molekularne tehnike sve su znacajnije za identifikaciju Acanthamoeba spp., odnosno
genotipizaciju, kako iz uzoraka uzetih radi sumnje na AK (epitel roznice, suze), tako 1 1z

drugih uzoraka (koza, okolina).
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4.6. TERAPIJA

4.6.1. GAE | DISEMINIRANA FORMA BOLESTI

Medu slucajevima uspjesno izlijecenih pacijenata oboljelih od GAE-a i diseminirane
forme bolesti uzrokovane slobodno-zivu¢im amebama roda Acanthamoeba, u dva slucaja
koriStena je monoterapija i to TMP/SMX, dok u ostalih kombinirana terapija razli¢itim
lijekovima. Ona moze sadrzavati pentamidin, azole, sulfonamide i flucitozin [2]. U opisanome
slu¢aju pacijent je izlijeCen kombinacijom peroralnog i topickog miltefozina, koji je uveden
nakon neuspjeha inicijalne terapije [9]. Pomocu in vitro testova osjetljivosti moguce je
utvrditi najadekvatniju terapiju. Neovisno o tome, preporuke takoder naglasavaju nuznost
kombinirane terapije [2].

Murino monoklonalno anti-idiopatsko protutijelo i sinteticki izradeni toksini koji
oponasaju odredene toksine u plijesni pokazuju Siroki spektar antiamebne aktivnosti te time
sugeriraju potencijalan u¢inak u terapiji, odnosno prevenciji infekcija rodom Acanthamoeba.
Fab fragment monoklonalnog protutijela specifi¢no reaktivan za povrSinske antigene A.
castellanii kovalentno je povezan s A lancem difterija toksina. Takav imunotoksin inhibira u
potpunosti stani¢nu diobu, Sto sugerira kako specifi¢na protutijela povezana s citotoksicnim
agensima mogu biti izrazito korisna sredstva za razvoj terapijskih i preventivnih mjera. Do
danas, uporaba liposoma je proucena. U in vitro uvjetima, liposomi povecavaju potencijal
pentamidin izetionata. Sli¢no tome, uporaba polisaharidnih mikrosfera poboljSava in vitro
antiamebni u¢inak rokitamicina. Takva metoda je korisna kao transportno sredstvo za lijek
bilo okularnom aplikacijom u slu¢aju AK-a ili pak nazalnom administracijom u slu¢ajevima

GAE-a [10].
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4.6.2. AK

U svih slu¢ajeva AK-a primjena antiamebne terapije predstavlja prvi korak u terapiji.
lako postoje in vitro testovi osjetljivosti ameba na odredena lijekove, pokazalo se kako postoji
slaba korelacija izmedu in vitro testova i in vivo efikasnosti.

Topicki kationski antisepticki agens klorheksidin (0.02%) i poliheksametilen bigvanid
(PHMB, 0.02%) ucinkoviti su protiv trofozoita i protiv cisti ovih ameba te su polazi$na tocka
terapiji. Ostali lijekovi koriSteni u kombinaciji s gore navedenima ukljucuju ketokonazol,
itrakonazol, vorikonazol i topicki imidazole (1%). Miltefozin ima izvrstan u¢inak protiv
trofozoita i djelomican protiv cisti. Propamidin izetionat je u nekim slu¢ajevima uzrokovao
reverzibilnu keratopatiju nakon dugotrajnije primjene $to se moze zamijeniti s rekurentnim
AK-om. Uporaba kortikosteroida je kontroverzna. U animalnim modelima i
in vitro studijama uporaba ovih lijekova pogorsala je postojece stanje. Medutim, nedavne
studije otkrile su kako rizik neuspjeha lije¢enja nije poveéan te istovremeno kako je poveéana
uspjesnost oCuvanja transplantata u pacijenata koji nisu imali znakova upale u trenutku
transplantacije. Neomicin ne bi trebao biti koristen, buduci da je nedjelotvoran protiv cisti te
moze uzrokovati hipersenzitivnost.

Preporuke kazuju kako topicki klorheksadin ili PHMB sa ili bez dodatnih diamidina ili
drugih lijekova trebaju biti aplicirani svakih sat vremena prvih nekoliko dana. U terminalnim

stadijima bolesti, AK zahtjeva kirursku obradu i transplantaciju roznice [2].
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5. BALAMUTHIA MANDRILLARIS

5.1. ORGANIZAM

Balamuthia mandrillaris jedina je poznata vrsta slobodno-zivu¢e amebe unutar roda
Balamuthia.

Kao i1 u Acanthamoeba spp, zivotni ciklus ¢ine samo trofozoiti i ciste, odnosno nema
flagelarnog stadija kao u N. fowleri [2]. Trofozoiti su prosjecne duljine 30 mikrometara
(slika 6). U pravilu su nepravilna oblika, iako mogu biti izduljene forme nalik cijevi. Imaju
jednu jezgru. Ciste su u promjeru priblizno velike 15 mikrometara, nepravilna su oblika te
gradene od tri sloja koja se jasno razlikuju koristenjem elektronskog mikroskopa (slika 7).
Vanjski sloj, ektocista, tanak je i nepravilna oblika. Sredisnji sloj je amorfan i nazivamo ga
mezocistom. Unutarnji sloj, endocista, deblji je i gusci [4].

Ono $to obiljezava ovaj rod, odnosno vrstu jest ¢injenica kako na uzorcima bojanim
H&E metodom i koristenjem svjetlosnog mikroskopa nije moguce jasno razlikovanje spram
rodova Acanthamoeba i Naegleria. Takoder se razlikuje od navedenih u ¢injenici kako joj je
laboratorijski uzgoj daleko tezi, buduci da ne raste na agarima bogatim bakterijama [2]. |
sama izolacija iz tla je komplicirana posljedi¢no relativno dugom vremenu udvostrucenja,
koje prelazi 20 sati. Upravo radi toga, mnogi drugi organizmi (protozoe, gljive) dobiveni iz
istih uzoraka prerastu potencijalne izolate vrste Balamuthia mandrillaris. Moze se uspjes$no
uzgojiti iz uzoraka tkiva ljudi i zivotinja ukoliko se nasadi na kulture stanica sisavaca, npr.
bubreg majmuna, fibroblaste pluca ¢ovjeka ili mikrovaskularne endotelne stanice mozga
Covjeka. Raste u jednom sloju, stoga i kulture stanica trebaju biti tako pripravljene. In vitro,
ali i u prirodi, Balamuthia se moze hraniti manjim amebama ukljuc¢ivo trofozoitima ameba

roda Acanthamoeba i Naegleria, no ne i njihovim cistama [1].
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Slika 6. Trofozoit amebe Balamuthia mandrillaris

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html

Slika 7. Cista amebe Balamuthia mandrillaris

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html
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5.2. EPIDEMIOLOGIJA

Balamuthia mandrillaris uzrokuje infekcije u ljudi diljem svijeta, no rijetko je bila
izolirana iz uzoraka tla ili voda §to se pretezito veze uz ¢injenicu kako su uvjeti nuzni za
njezin uspjesan transport i kultiviranje izrazito zahtjevni [2]. Ipak, kao izvor infekcije navodi
se zemlja s obzirom da su ove amebe izolirane iz tla. Vrtlarenje, igranje zemljom ili inhalacija
cisti iz zraka koji nosi Cestice zemlje mogu biti potencijalno opasni. Moguce je kako i voda
predstavlja medij prijenosa, no nema jo$ opisanih slucajeva u ljudi povezanih s navedenim.
Dva su slucajeva zabiljeZena u pasa; u oba slucaja psi su prethodno plivali u toplim jezerima.
Do sada nije zabiljezena pojavnost bolesti uzrokovanih ovom amebom vezano uz odredeno
doba godine [3]. Potvrdeno je kako Balamuthia mandrillaris moze biti domacin prijenosa
bakterija roda Legionella, poput Acanthamoeba spp. [1].

Do kraja 2008. godine u svijetu je zabiljezeno preko 150 slucajeva bolesti
uzrokovanih ovim organizmom, uz izrazito visoke stope smrtnosti, kako u
imunokompetentnih, prvenstveno mlade djece i starijih osoba, tako i u imunokompromitiranih
osoba [1,2]. Dok Acanthamoeba spp. pretezito napada imunokompromitirane (izuzev AK-a),
B. mandrillaris pretezito inficira i uzrokuje bolest u imunokompetentnih osoba. Ipak, pod
povecanim su rizikom oboljeli od limfoproliferativnih, hematoloskih bolesti, renalne
disfunkcije, ciroze jetre, TBC-a, kroni¢nog alkoholizma, neuhranjenosti, pacijenti podvrgnuti
postupcima imunosupresivne terapije, radioterapiji, steroidnoj terapiji ili ekscesivnoj primjeni
antibiotika [11]. U SAD-u je uocena povecana incidencija infekcija uzrokovanih ovom
amebom medu osobama latinoameri¢kog podrijetla, uz jos uvijek nerazja$njenu dilemu radi li
se 0 prisutnoj genetskoj predispoziciji ili pak o ¢es¢oj izlozenosti nekim specificnim

okoli$nim ¢imbenicima [2].
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5.3. PATOGENEZA I PATOLOSKI NALAZ

B.mandrillaris uzrokuje balamutijazu, odnosno subakutni ili kroni¢ni
meningoencefalitis klinicki slican onome uzrokovanome slobodno-zivu¢im amebama roda
Acanthamoeba spp.

Dokazano je kako nakon intranazalne inokulacije ovih ameba dolazi do infekcije SZS-
a, Sto navodi na iste mogucnosti Sirenja kao i u Naegleria. Nedavne studije na miSevima
pokazale su kako trofozoiti ovih ameba mogu invadirati SZS &ak i nakon oralne ingestije pri
¢emu u fecesu ne nalazimo organizme, ali detektiramo njihove antigene, kako u
imunokompromitiranih tako i imunokompetentnih osoba [1]. Razlikuju se histopatoloski jer u
balamutijazi upalni infiltrat u lezijama mozga i mozdanih ovojnica varira od akutnog
neutrofilnog do kroni¢nog granulomatoznog. U SZS-u prisutni su cerebralni edem,
encefalomalacija korteksa i bazalnih ganglija te multipla nekroti¢na hemoragi¢na podrucja
[12]. Kao i u slu¢aju GAE-a uzrokovanog amebom Acanthamoeba spp., tako i u onome
uzrokovanom s Balamuthia mandrillaris postoji perivaskularni upalni infiltrat oko arterija
sastavljen od cisti, trofozoita i upalnih stanica, koji govori u prilog hematogenome nac¢inu
prijenosa iz primarnog sijela, bilo koze, bubrega, nadbubreznih zlijezda ili nekih drugih

organa [2].

5.4. KLINICKE MANIFESTACIJE
Balamuthia mandrillaris uzrokuje subakutni ili kroni¢ni meningoencefalitis ili pak
diseminiranu granulomatoznu amebnu bolest [2]. Opisana je u imunokompetentnih,
prvenstveno mlade djece i starijih osoba no daleko ¢esce u imunokompromitiranih osoba.
Bolest ima subakutni, odnosno kroniéni tijek koji se razvija u razdoblju od 2 tjedna do
2 godine [1]. Subakutni ili kroni¢ni granulomatozni meningoencefalitis je najéesca klinicka

prezentacija infekcije ovom amebom. Znaci i simptomi bolesti uklju¢uju visoku temperaturu,
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glavobolju, mucninu, povraéanja, epilepticke napade i zari$ne neuroloske simptome [2]. Smrt
u pravilu nastupa u periodu od tjedan dana do nekoliko mjeseci od nastanka neuroloskih
simptoma.

Ponekad se balamutijaza prvotno manifestira koznim lezijama. Pacijenti s GAE-om
uzrokovanim ovom amebom prezentirali su se klini¢kom slikom koznih lezija podrucja lica,
rinitisom, sinusitisom ili pak upalom srednjeg uha. Vecina pacijenata ima pojedinacnu leziju,
no opisane su i multiple. Lezije se nalaze u najve¢em broju sluc¢ajeva u srediSnjem podrucju
lica, no takoder je opisano nekoliko slucajeva lezija na podrucju ostatka lica, abdomena,
trupa, Saka i stopala. Kozne su lezije pretezito nodularne. U pravilu, kozne lezije prethode
simptomima od strane SZS-a. Zbog opisanih koznih lezija u diferencijalnu dijagnozu ulaze
neke bolesti poput lismanijaze, sporotrihoze, koznog lupusa i Wegenerove granulomatoze.
Slucaj pacijenta iz Perua s koznim lezijama na licu i utvrdenim cistama u uzetim uzorcima tih
lezija predstavlja iznimku jer nije nastupila diseminacija u SZS te se pacijent spontano
oporavio. Isti pacijent testiran je 8 godina kasnije te nisu pronadeni nikakvi tragovi ovih

ameba u prikupljenim uzorcima [1,2].

5.5. DIJAGNOSTIKA

U nedostatku laboratorijski ili pak klini¢ki znacajnijih nalaza, seroloski nalazi mogu
biti od koristi [15]. Protutijela su pronadena u serumima bolesnih, ali i zdravih pojedinaca,
koriste¢i metode imunofluorescencije i proto¢ne citometrije te ELISA-e [1,6].

MR i CT mozga ¢esto prikazuju hidrocefalus i ventrikulomegaliju. Diferencijalno
dijagnosticki Cesto se prvotno pomislja na vaskulitis, toksoplazmozu i neurocisticerkozu.
Bioptati mozga pokazuju prisutnost kako trofozoita tako i cisti. Uspjes$na izolacija B.
mandrillaris iz uzoraka likvora do sada je opisana samo u jednog bolesnika; neovisno o tome,

u pacijenata sa suspektnim GAE-om, nativni uzorak likvora treba pregledati, ukoliko je
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uc¢injena lumbalna punkcija. Nalaz u likvoru nalikuje onome u infekcije amebom
Acanthamoeba i ukljuc¢uje mononuklearnu pleocitozu, snizenu razinu glukoze i povisenu
razinu proteina. Studije radene u Kaliforniji potvrdile su znacajno povisenu razinu IL-6 i IL-8
u likvoru pacijenata oboljelih od GAE-a uzrokovanog ovom amebom [16].

Uzorci tkiva bojani H&E metodom trebaju biti pregledani pod svjetlosnim
mikroskopom. Jednako tako koristi se i TEM.

Uzgoj parazita u kulturama stanica je moguc, no nije preporucljiv iz razloga $to B.
mandrillaris ima vrijeme diobe dulje od 20 sati.

PCR metoda koristi mitohondrijalnu 16s DNK kao biljeg [16]. MRT PCR odnedavno
omogucuje istovremenu detekciju slobodno-zivuc¢ih ameba N. fowleri, Acanthamoeba spp. i
Balamuthia mandrillaris. Pretraga se temelji na izolaciji gena kao biljega koji kodiraju za 18s

rRNK i pokazala se osjetljivom i specificnom [2].

5.6. TERAPIJA
Terapijske sheme lijec¢enja infekcija uzrokovanih amebom Balamuthia mandrillaris

nisu kvalitetno uspostavljene. U SAD-u primjerice, na uzorku od ¢etvero prezivjelih, u tri
opisana i dobro dokumentirana slu¢ajeva koristeni su flucitozin, pentamidin, flukonazol,
sulfadiazin te azitromicin i kKlaritromicin, dok u preostalom sluc¢aju podaci o terapiji nisu
poznati. U Peruu, od troje prezivjelih, u dvoje opisanih i dobro dokumentiranih slucajeva
korisSteni su albendazol i itrakonazol, uz kirurski tretman koznih lezija u jednome od dva
navedena sludajeva, dokje u jednog bolesnika, bez simptoma od strane SZS-a, zabiljezen

oporavak bez ikakvog medicinskog tretmana [2].
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6. SAPPINIA SPP

6.1. ORGANIZAM

Rod Sappinia obuhvaca vrste Sappinia pedata i Sappinia diploidea. Morfoloske
znacajke vrsta unutar roda Sappinia jesu sto posjeduju dvije jezgre, odnosno dominantno su
binuklearne za razliku od slobodno-zivué¢ih ameba rodova Acanthamoeba, Balamuthia i
Naegleria, koje su dominantno mononuklearne [8]. Raspon veli¢ine trofozoita je izmedu 40 i
70 mikrometara. (slika 8). Osim dvije jezgre, posjeduju i lako uo€ljivu veliku citoplazmatsku

vakuolu. [4] Ciste (slika 9) su takoder binuklearne [12].

Slika 8. Trofozoit amebe Sappinia spp.

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html

Slika 9. Ciste amebe Sappinia spp.

lzvor: http://www.cdc.gov/dpdx/freeLivingAmebic/gallery.html
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6.2. EPIDEMIOLOGIJA

Sappinia spp. izolirana je diljem svijeta iz uzoraka tla i zivotinjskog fecesa. Do sada
je zabiljezena kao uzro¢nik infekcije u svega jednome slucaju iz 2001. godine u prethodno
zdrava muskarca koji je razvio klini¢ku sliku kroni¢nog meningoencefalitisa. Prvotno je
uzro¢nikom imenovana vrsta Sappinia diploidea, tek kasnije temeljem PCR-a utvrdeno da je

rije¢ o vrsti Sappinia pedata [2].

6.3. PATOGENEZA I PATOLOSKI NALAZ

U jedinome do sada opisanome slucaju infekcija sinusa prethodila je nastupu
simptoma od strane SZS-a. Stoga je vrlo vjerojatno kako je upravo sluznica nazofarinksa
predstavljala put invazije ove amebe u SZS, iako nije odba¢ena ni moguénost hematogene
diseminacije amebe u SZS. U nedostatku informacija, nepoznat je i period inkubacije [8]. MR
je pokazao solitarnu masu nalik tumoru veli¢ine 2 cm u straznjem lijevom temporalnom
podrucju. Biopsija je pokazala kako masa sadrzi nekrotizirajuce tkivo s trofozoitima koji su
morfoloski izgledali drugacije od onih u ostalih slobodno-Zivu¢ih ameba koje su dotada bile
opisane kao uzrocnici infekcija u ljudi. U navedenome bioptatu tkiva mozga za koji je
potvrdeno kako sadrzi ovu slobodno-zivuéu amebu uocena je nekroticna hemoragi¢na upalna

reakcija. Trofozoiti su pronadeni u uzorku tkiva mozga, ciste nisu bile prisutne [1,17].

6.4. KLINICKE MANIFESTACIJE

Sappinia je do sada utvrdena kao uzro¢nik meningoencefalitisa svega jednom, u
prethodno zdrava muskarca sa sinusitisom i masom u temporalnom reznju koja je sadrzavala
trofozoite ove amebe.

Godine 1998. u Texasu dotada zdrav 38-godisnji muskarac primljen je u bolnicu zbog

gubitka svijesti, povra¢anja, glavobolje, fotofobije i zamucenja vida. MR je pokazao solitarnu
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masu nalik tumoru. Biopsija je pokazala kako masa sadrzi nekrotizirajuée tkivo s trofozoitima
Iako tada uzro¢nik infekcije nije identificiran, pacijent je bio podvrgnut kirurSkome
odstranjenju solitarne mase nalik tumoru i podvrgnut je terapiji namijenjenoj infekciji
uzrokovanoj B. mandrillaris. Oporavio se bez ikakvih neuroloskih posljedica. Uzroc¢nik je

kasnije identificiran kao Sappinia pedata.

6.5. DIJAGNOSTIKA

Identifikacija trofozoita ove amebe s karakteristicnom morfologijom prvi je korak u
dijagnostici, uz negativni nalaz na ostale slobodno-zivu¢e amebe. Nakon neuroradioloskog
prikaza mozga, bilo MR ili CT-om, uzorak tkiva uzet biopsijom potrebno je fiksirati i
pregledati pod mikroskopom. H&E metoda ili pak PAS metoda dovoljno jasno isti¢u
posebitost ove amebe, prisustvo dviju jezgara i jezgrica, jasno vidljivih svjetlosnim
mikroskopom. Moguc¢ je i uzgoj na podlogama oplemenjenim bakterijama ili pak na
kulturama stanica [6].

Identifikacija amebe roda Sappinia spp. temelji se na PCR testiranju, temeljem
mitohondrijalne SRNK. MRT PCR odnedavno omogucuje istovremenu detekciju slobodno-
zivuc¢ih ameba N. fowleri, Acanthamoeba spp. i Balamuthia mandrillaris. Pretraga se temelji
na izolaciji gena koji kodiraju za 18s rRNK i pokazala se osjetljivom i specificnom. U novije
vrijeme moguce je ovom metodom istovremeno detektirati amebu Sappinia spp. Razvojem

MRT PCR-a ve¢ unutar 5 h mozemo dobiti rezultate pretrage [1,17].

6.6. TERAPIJA
U navedenome sluc¢aju pacijent je bio podvrgnut terapiji za infekciju amebom
Balamuthia mandrillaris, koja je ukljuc¢ivala azitromicin, pentamidin, itrakonazol i flucitozin

uz kirur§ku eksciziju mozdane mase nalik tumoru. Ishod terapije bilo je izljecenje [2].

31



7. PREVENCIJA

Posljedi¢no ubikvitarnoj prirodi slobodno-zivuéih ameba, primarna prevencija tesko je
provediva. Zbog povisenja globalne temperature, za ocekivati je kako ¢e se slucajevi infekcija
ovim amebama pojavljivati i tamo gdje do sada nisu bili zabiljezeni.

PAM nastaje toliko rijetko da aktivno traganje za amebama N. fowleri u javnim
bazenima nije opravdano kao javno-zdravstvena mjera. Ipak, u dobro utvrdenih
epidemioloskih podataka o ekspoziciji odredenom bazenu, jezeru ili rijekama, zabranu
kupanja treba uzeti u obzir. Odnedavno su amebe pronadene i u sustavima kuéne opskrbe
vodom te se razvijaju nove mjere usmjerene eliminaciji ameba. N. fowleri je osjetljiva na klor
te se klorinacijom moze kontrolirati njeno razmnozavanje u bazenima i vodovodima, odnosno
moze se osigurati njena eliminacija. Pritom se ne smije smetnuti s uma kako prisutnost
organskih tvari i izlozenost suncu mogu umanjiti u¢inke klorinacije [2,5]. Stoga se trebaju
poduzeti adekvatne mjere s ciljem kvalitetne klorinacije gradskih voda [7].

Glede prevencije nastanka AK-a, kontaktne le¢e ne bi trebale biti nosene tijekom
plivanja ili tuSiranja, otopine za ¢iS¢enje kontaktnih leca trebale bi se mijenjati prema
preporukama proizvodaca, otopine domace proizvodnje trebale bi se izbjegavati i postupci u
oftalmologiji, kao primjerice ortokeratologija, trebali bi se svesti samo na nuzne indikacije.
Dostupni su 1 komercijalni pripravci otopina za dezinfekciju kontaktnih leca koji su specifi¢no

efikasni protiv Achantamoeba [2].
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8. ZAKLJUCAK

lako incidencijom rijetke, no istovremeno ¢esto smrtonosne, infekcije uzrokovane
slobodno-zivu¢im amebama roda Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia i Sappinia trebaju
biti ukljucene u diferencijalno dijagnosti¢ke postupke i algoritme u svakodnevnoj lije¢nickoj
praksi. Osim izravna uc¢inka, svakako i neizravan u¢inak ovih ameba ne treba podcjenjivati, S
obzirom na to da mogu posluziti kao rezervoar patogenim bakterijama te ih na taj nacin
izolirati od u¢inaka imunoloSkog sustava domacina i zastiti od djelovanja antibiotika.
Preventivne aktivnosti trebaju biti poduzete, s ciljem smanjenja mogucnosti ekspozicije tamo
gdje je na to moguce djelovati, primjerice redovitom kontrolom adekvatne klorinacije
vodovodne vode odnosno dezinfekcijom bazena za kupanje. S druge strane, kako broj
nositelja kontaktnih lec¢a iz dana u dan sve vise raste, napori moraju biti usmjereni i u tome
smjeru, prvenstveno prema kvalitetnoj i adekvatnoj edukaciji od strane lije¢nika oftalmologa

odnosno opticara koji bi trebali provoditi edukaciju korisnika kontaktnih leca.
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