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Ocena przeciw-amebowego dziatania in vitro wybranych czynnikéw fizyko-chemicznych
na wykryte w Polsce szczepy Acanthamoeba,
stanowiace narastajgce zagrozenie zdrowia publicznego

Streszczenie

Podstawe rozprawy doktorskiej stanowi cykl 7 oryginalnych prac naukowych, ktére zostaty opublikowane

w czasopismach anglojezycznych o zasiegu migdzynarodowym.

Wstep

Tematyka badan dotyczy narastajacych w Swiecie w ciagu ostatniego dwudziestolecia, a takze w Polsce,
zagrozen zdrowia publicznego, powodowanych przez ameby z rodzaju Acanthamoeba. Zagrozenie dla
zdrowia, a nawet zycia cztowieka mogg stanowi¢ gatunki z rodzaju: Acanthamoeba, bytujace w Srodowisku
naturalnym i stworzonym przez cztowieka jako kosmopolityczne mikroorganizmy wolnozyjace. Wykrywano
je w glebie, w zbiornikach naturalnych stono- i stodko-wodnych, w wodzie wodociagowej, a takze w wodzie
mineralnej, w Sciekach, kurzu, urzadzeniach klimatyzacyjnych i grzewczych, w zywno$ci nieprzetworzonej
np.: w grzybach, surowych warzywach oraz w ich przetworach. Trofozoity i cysty tych petzakéw wystepujg
w powietrzu, izolowano je z aparatow do dializy, zestawéw stomatologicznych, ptyndéw do przemywania
oczu, komorkowych i tkankowych hodowli, takze w Srodowisku szpitalnym. Przypadkowa transmisja tych
ameb do wnetrza ludzkiego organizmu w okreslonych warunkach moze ujawni¢ ich potencjalng zdolno$¢ do
rozwoju jako pasozyty o réznej patogenicznosci.

Ameby amfizoiczne stanowig czynnik etiologiczny petzakowego zapalenia rogdwki Acanthamoeba keratitis
(AK), prowadzacego do nieodwracalnych zmian w narzadzie wzroku, a nawet do utraty zdolno$ci widzenia.
Najczestszym czynnikiem ryzyka rozwoju zapalenia rogowki o tej etiologii u 0séb dorostych jest noszenie
soczewek kontaktowych, a szczegolnie nie przestrzeganie zalecen higienicznych podczas ich stosowania.
Niedoktadne lub btedne poczatkowe, opdznione wiasciwe rozpoznanie, pomimo postepéw w chemioterapii,
sprawia, ze leczenie wcigz jest trudne, a jego rezultaty niezadowalajgce; tatwo$¢ rozprzestrzeniania sie tych
amfizoicznych ameb w Srodowisku cztowieka, opornosc¢ ich cyst na Srodki dezynfekcyjne oraz leki wptywajg na
trudnosci w diagnostyce i terapii oraz znacznie ograniczajg skutecznos¢ mozliwych dziatar prewencyjnych.

Od wielu lat bada sie dyspersje szczepdw o potencjalnej patogeniczno$ci i poszukuje substancji o aktywno$ci
przeciw-amebowej. Badania nad tym waznym problemem zdrowia publicznego podjeto w Zaktadzie Biologii
Medycznej w 2003r. W ciagu ostatnich 10 lat w wielu krajach Swiata, réwniez w Polsce nastapita znaczna
intensyfikacja takich badan, wskazujgca na duzg wage problemu; badania te prowadzone sg na szerszg skale
z powodu wzrastajacego ryzyka zarazenia struktur oka przez petzaki z rodzaju Acanthamoeba, a w efekcie



wzrostu liczby przypadkéw akantamebowego zapalenia rogowki, obcigzonego perspektywg utraty zdolnosci
widzenia.

Zatozenia i cel badan

W badaniach, podjetych przeze mnie w ramach studiéw doktoranckich, zatozone zostaty aspekty poznawcze,
naukowe i praktyczne. Gtdwnym celem tych badan byto poznanie i ocena przeciw-amebowego oddziatywania
wybranych czynnikéw fizyko-chemicznych na wykrywane w Polsce szczepy Acanthamoeba, pozyskiwane we
wspotpracy z klinicystami, w szczegdlnosci powodujace zagrazajace utratg zdolnosci widzenia, zapalenie
rogowki Acanthamoeba keratitis.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity szczepy ameb amfizoicznych: szczep Srodowiskowy, Acanthamoeba castellanii
Neff, pasazowany w Zaktadzie Biologii Medycznej, prowadzony jako wzorcowy oraz patogeniczne, pozyskane
we wspotpracy z klinicystami rézne, rogowkowe szczepy Acanthamoeba, nie badane wczesniej pod wzgledem
uwarunkowan ich dyspersji i reakcji na czynniki fizyko-chemiczne.

Po wstepnej identyfikacji morfologicznej i genotypowej izolatéw zaktadano z nich hodowle in vitro na réznych
podtozach - potptynnych i statych. Materiat z tych pozyskanych szczepdw byt sukcesywnie pasazowany in vitro
w réwnolegtych hodowlach kontrolnych i testowych w zatozonych warunkach temperatury, pH, czynnikéw
biotycznych. Badano wptyw czynnikow fizycznych i aplikowanych substancji chemicznych zaleznie od ich
rodzaju, stezenia i czasu dziatania poprzez systematyczne monitorowanie dynamiki populacji ameb
odpowiednio do faz rozwoju hodowli.

Oceniono roznego rodzaju substancje chemiczne: Octenisept, stosowany powszechnie do dezynfekcji, takze
okoto-zabiegowej w placéwkach opieki zdrowotnej i laboratoriach: preparaty: na bazie alkoholu Aerodesin
®2000 oraz uwalniajacy aktywny chlor Medicarine; preparat stosowany w okulistyce jodek powidoku; znang z
aktywnosci przeciw-pierwotniaczej tojokamycyne nie stosowang wcze$niej przeciw amebom; substancje o
potwierdzonych wiadciwosciach amebo-statycznych dwuglukonian chlorheksydyny stosowang in vivo jako
chemioterapeutyk w AK. Podjeto takze badania ptynéw do soczewek koniugowanych z nanoczastkami srebra i
ztota w celu podniesienia skuteczno$ci tych ptyndéw przeciwko trofozoitom Acanthamoeba.

Monitorowano dynamike kultur in vitro, oceniajgc liczebno$¢ populacji ameb, uwzgledniajac proporcje stadiow
troficznych do cyst, charakterystyke morfo- fizjologiczng i genotypowa dyspersyjnych form z zastosowaniem
metod /technik mikroskopowych oraz biologii molekularnej (PCR).

Podsumowanie wynikow

Poréwnawcza ocena wynikéw badan wykazata réznice w dynamice populacji in vitro pomiedzy szczepami

petzakéw z rodzaju Acanthamoeba, pojawiajace sie wskutek dziatania czynnikdw fizycznych i chemicznych.



- Wszystkie aplikowane substancje powodowaty efekt przeciw-amebowy, zalezny od ich rodzaju, stezenia oraz
czasu oddziatywania.

- Amebo-statyczny wptyw tych substancji na dynamike populacji ameb przejawiat sie¢ w warunkach in vitro jako
spadek liczebno$ci populacji petzakow.

- Szczepy rogéwkowe Acanthamoeba po kilku dniach ekspozycji na chemioterapeutyki byty in vitro bardziej
oporne na te substancje niz wzorcowy szczep $rodowiskowy.

- Zrbznicowanie przeciw-amebowej skuteczno$ci poszczegolnych zwigzkéw, przejawiajace sie w odniesieniu
do tego samego patogenicznego szczepu ameb jako zmienione proporcje form troficznych i cyst, ujawniato sie
po dtuzszym czasie aplikacii.

- Jodek powidonu oraz tojokamycyna, nie stosowane w terapii AK, okazaty sie skuteczne poréwnywalnie do
chlorheksydyny, stosowanej w terapii AK; jednak, przeciwnie niz chlorheksydyna, nie indukowaty encystacii.

- Octenisept, antyseptyk o uznanej skutecznosci bakteriobdjczej wykazat in vitro efekt amebo-statyczny jako
czynnik redukujacy liczebnos¢ populacji A. polyphaga.

- Obydwie substancje, stosowane do szybkiej dezynfekcji urzadzen i powierzchni, preparat Aerodesin®2000
oraz Medicarine wykazaty efekt amebo-statyczny i cystobojczy, jednak réznit je czas potrzebny do ujawnienia
wiasciwosci cystobojczej; preparat na bazie alkoholu dziatat szybciej niz uwalniajgcy chlor.

- W badaniach nad aktywnoscig ptynow do soczewek, koniugowanych z nanoczastkami, skutecznosc przeciw
-amebowa zostata wykazana przy koniugacji ptynu Solo Care Aqua z nanoczastkami srebra.

- Poréwnanie wptywu in vitro temperatury 20°C i 37°C wykazato podwyzszong dynamike populacji szczepow
pochodzenia rogéwkowego po przeniesieniu do 37°C, podczas gdy liczebno$¢ szczepu A. castellanii Neff byta
znaczaco nizsza w tej temperaturze niz w 20°C.

Podsumowujac wyniki, zwraca uwage ich aspekt praktyczny, w wigkszosci stanowig nowe dane o czynnikach
przeciw-amebowych, istotnych dla zmniejszenia zagrozenia zdrowia publicznego.

Whioski

Wieloaspektowe, interdyscyplinarne badania, wykonane w ramach przedstawionego tematu, z zastosowaniem
metod parazytologicznych, mikrobiologicznych, hodowli in vitro, mikroskopii $wietinej, elektronowej, techniki
biologii molekularnej umozliwity dostarczenie nowych dla Polski i wiedzy ogélnej danych o fizyko-chemicznych
uwarunkowaniach dyspersji ameb amfizoicznych w Srodowisku cztowieka, a takze na temat inhibicji procesu
encystacji, ktory ma decydujace znaczenie w wystepowaniu remisji i nawrotow w przebiegu Acanthamoeba
keratitis.

- Przeciw-amebowy wptyw jodku powidonu - $rodka antyseptycznego o szerokim przeciw-bakteryjnym i anty-
wirusowym dziataniu - wykazany przeciw szczepom rogéwkowym powinien by¢ brany pod uwage w badaniach

nad jego terapeutycznym potencjatem w AK.



- Analiza danych, uzyskanych z monitorowania kultur in vitro wykazata swoistg korelacje miedzy podwyzszong
dynamikg populacji a ciezszym klinicznie przebiegiem AK; potwierdza to przydatno$¢ wynikéw monitorowania
in vitro, wykazang w pracy z wcze$niejszych badan, jako narzedzia przydatnego w ocenie przebiegu leczenia.
- Przy krotkotrwatym stosowaniu dezynfektantéw Aerodesin®2000 i Medicarine pewny jest ich efekt amebo-
statyczny. Wobec uzyskanych wynikow bytoby uzasadnione zalecenie dtuzszego czasu stosowania tych
substancji do szybkiej dezynfekcji np. w laboratoriach, aby wykorzystac ich efekt cystobojczy,

- Dynamiczny wzrost i wigksza zywotnos¢ w wyzszej temperaturze izolatow A. castellanii oraz A. polyphaga,
pozyskanych do tych badan z klinicznie ciezkich przypadkdw AK, uzasadnia traktowanie termo-torelancji jako
markera, przydatnego w prospektywnej ocenie chorobotwdrczosci ameb. Wykrycie takiej reakcji na czynnik
fizyczny u kolejnych rogéwkowych szczepow tych pelzakow jest szczegolinie istotne wobec pojawiajgcych sie
w piSmiennictwie kontrowersji co do znaczenia. tej wkasciwosci jako wskaznika zdolnosci tych egzozoitéw do
pasozytnictwa.

- Konieczno$¢ poszerzenie dotychczasowej wiedzy o mozliwosciach poprawy diagnostyki i terapii AK stanowi
nadal aktualny problem zdrowia publicznego, wymagajacy kontynuowania badan.

- Oczekiwania dotyczg zwigkszenia skuteczno$ci zapobiegania dyspersji w Srodowisku cztowieka potencjalnie
patogenicznych szczepéw Acanthamoeba. Rdwnoczes$nie konieczne jest zwigkszenie Swiadomo$ci zagrozen,
generowanych przez ameby amfizoiczne z rodzaju Acanthamoeba zaréwno wérdd personelu medycznego jak

| w grupach podwyzszonego ryzyka.



