
Wstęp

Wie le pa so żyt ni czych pier wot nia ków po sia da
zdol ność two rze nia cyst ja ko sta diów prze trwal ni -
ko wych. Prze wa żnie głów nym skład ni kiem ścia ny
cyst jest chi ty na. Acan tha mo eba sta no wi je den
z wy jąt ków, bo wiem w ścia nie cyst za miast chi ty ny
wy stę pu je ce lu lo za. Ce lu lo za skła da się z czą stek
 D-glu ko zy po łą czo nych wią za nia mi 1,4-gli ko zy do -

wy mi. Chi ty na jest bar dzo po dob na, ale za wie ra
mo no me ry N -ace ty lo -D -glu ko zo ami ny. Obie te po -
li mor ficz ne for my ma ją bar dzo po dob ną kry sta licz -
ną ma kro sko po wą bu do wę [1]. Ró żni co wa nie cy to -
che micz ne mię dzy ce lu lo zą i chi ty ną w mi kro sko pie
świetl nym nie by ło do tej po ry mo żli we z po wo du
po do bień stwa skła do wej szkie le tu, któ rą jest 1,4-he -
k so  za. Ba da nia bio che micz ne wy ka za ły, że obec -
ność ce lu lo zy m.in. w tkan kach ro ślin nych, ale rów -
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ABSTRACT. Species identification within the genus Acanthamoeba is based predominantly on morphological and
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filtration and subsequent cultivation on non-nutrient agar were assigned to genera Acanthamoeba, Naegleria or
Hartmannella using morphological taxonomic criteria. Tissues samples from experimentally infected mice were fixed
in formalin and for sectioning embedded in paraffin or snap frozen. The Cellulose-Binding Domain of C. cellulovorans
cellulase (CBD) obtained as a recombinant protein, were coupled to the fluorescent dye using Alexa Fluor®350, 488,
568 – Protein Labelling Kit or labelled with the biotin using EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin. All coupling procedures were
performed according to the methods provided by manufacturers. For staining with CBD conjugate, slides containing
cysts collected from the agar plates or tissue sections were immersed with PBS and incubated with CBD for 30 min at
room temperature, washed 3 times with PBS. For staining with CBD-biotin slides containing cysts were incubated with
biotinylated CBD for 30 min at room temperature. Subsequent washings in changes of PBS were followed by the
incubation with Strept ABComplex/HRP, for 30 min at room temperature, than 3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride was added for 15 min. Slides were rinsed with water, dried and examined in the light microscope.
We showed that cellulose could be easily detected by immunofluorescence using conjugated CBD in the inner cyst wall
of Acanthamoeba spp. The reference strains of Acanthamoeba spp. and all Acanthamoeba strains isolated from water
and from tissues of infected animals gave positive reaction. CBD prepared as a biotynylated protein can be also used
for the demonstration of Acanthamoeba cyst in infected tissues and environmental samples. 
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nież i w ścia nie cyst pier wot nia ków, mo żna ła two
wy kryć wy ko rzy stu jąc do te go ce lu spe cy ficz ną bu -
do wę ce lu laz [2–4]. Więk szość ce lu laz skła da się
z dzie dzi ny ka ta li tycz nej oraz dzie dzi ny wią żą cej
ce lu lo zę (CBD–Cel lu lo se -Bin ding Do ma in) po łą -
czo nych wią za niem. Ka ta li tycz na dzie dzi na za wie ra
ak tyw ne miej sce z po zo sta ło ścią ami no kwa su od po -
wie dzial ną za me cha ni zmy hy dro li tycz ne. Na to -
miast ro lą CBD jest przy łą cza nie się do ce lu lo zy.
Ce lu lo za za war ta w ścia nie ko mór ko wej cyst mo że
wią zać się z dzie dzi ną wią żą cą ce lu la zy (CBD).
Zdol ność CBD do wią za nia się z ce lu lo zą mo że być
wy ko rzy sty wa na w dia gno sty ce. In dy wi du al ne ty py
CBD mo gą ró żnić się zna czą co w swo ich wła sno -
ściach, ta kich jak: po wi no wac two, pre fe ren cje
do kry sta licz nej al bo bez po sta cio wej ce lu lo zy oraz
krzy żo we re ak cje z in ny mi, po dob ny mi wę glo wo -
da na mi [5–9].

Ce lem na szych ba dań by ło wy ko rzy sta nie spe cy -
ficz nej che micz nej bu do wy cyst Acan tha mo eba
spp. do ce lów dia gno stycz nych. Do wy kry wa nia
obec no ści Acan tha mo eba w pró bach śro do wi sko -
wych i ma te ria le dia gno stycz nym, wy ko rzy sta li śmy
zdol ność wy biór cze go wią za nia ce lu la zy Clo stri -
dium cel lu lo vo rans do ce lu lo zy w ścia nie cyst pier -
wot nia ków. 

Ma te riał i me to dy 

Pre pa ra ty cyst uzy ska no z ho dow li ak se nicz nej
na pod ło żu płyn nym Červy [10] oraz z ho dow li
na sta łym pod ło żu aga ro wym NNE [11]. Do ba dań
wy ko rzy sta no cy sty wzor co wych szcze pów Acan -
tha mo eba ca stel la nii – 309, A. po ly pha ga – 298,
A. rhy so des – Chang, Hart man nel la ver mi for -
mis – ATCC 50256, Na egle ria sp. – IC 1 oraz izo -
la ty peł za ków uzy ska ne ze śro do wi ska. Ma te ria łem
ba da nym by ły rów nież tkan ki my szy za ra żo nych
Acan tha mo eba ca stel la nii. Do ba dań wy ko rzy sta -
no 2–3 ty go dnio we my szy szcze pu BALB/c, któ -
rym po da wa no do no so wo ok. 4x104 tro fo zo itów
A. ca stel la nii. Pró by tka nek (płu ca, mózg) po bra ne
od za ra żo nych zwie rząt prze cho wy wa no w for ma li -
nie, a na stęp nie za to pio no w pa ra fi nie i po cię to mi -
kro to mem na skraw ki o gru bo ści 5 µm. Przed bar -
wie niem, skraw ki pa ra fi no we od pa ra fi no wa no i od -
wod nio no w dwu krot nie zmie nia nym ksy le nie i eta -
no lu (99,9%, 95,5% i 70%) po 5 min, a na stęp nie
pre pa ra ty utrwa lo no w ace to nie przez 20 min [12]. 

Obec ność ce lu lo zy w ścia nie cyst peł za ków wy -
kry wa no sto su jąc czte ry ró żne ko niu ga ty CBD ma -
ją ce zdol ność wią za nia się z ce lu lo zą. Do ba dań wy -

ko rzy sta no re kom bi no wa ne CBD (Cel lu lo se -Bin -
ding Do ma in) po zy ska ne od ce lu li tycz nych bak te rii
Clo stri dium cel lu lo vo rans (Sig ma).

Ko niu ga ty CBD otrzy ma no ja ko po łą cze nie re -
kom bi no wa ne go biał ka z barw ni kiem flu ore scen -
cyj nym, uży wa jąc Ale xa Flu or®350 (nie bie ski),
Ale xa Flu or®488 (zie lo ny) i Ale xa Flu or®568 (po -
ma rań czo wo -czer wo ny) – Pro te in La be ling Kit
(Mo le cu lar Pro bes), oraz przez zna ko wa nie biał ka
bio ty ną uży wa jąc EZ -Link Sul fo -NHS -Bio tin (Pier -
ce). Wszyst kie pro ce du ry po stę po wa nia wy ko na no
zgod nie z me to dy ką re ko men do wa ną przez pro du -
cen tów.

Ko niu ga ty CBD z barw ni ka mi Ale xa Flu or zo -
sta ły wy ko rzy sta ne do uzy ska nia re ak cji wi docz nej
w mi kro sko pie flu ore scen cyj nym.

Pre pa ra ty za wie ra ją ce cy sty Acan tha mo eba sp.
płu ka no w PBS, in ku bo wa no z ko niu ga tem CBD
przez 30 min w tem pe ra tu rze po ko jo wej, a na stęp -
nie płu ka no 3 ra zy w PBS i za to pio no w Hi sto flu -
idzie (Me dlab Pro ducts Sp. z o. o.). Do ob ser wa cji
mi kro sko po wej wy ko rzy sta no mi kro skop flu ore -
scen cyj ny (mi kro skop Ni con–Pre op tic Co.) z fil tra -
mi UV (Ex 330-380, DM 400, BA 420) oraz B2A
(Ex 450-490, DM 505, BA 520). Do wy ko na nia fo -
to gra fii uży to cy fro we go apa ra tu fo to gra ficz ne go
Ni kon (Ni kon Co ol pix 995). 

Ko niu gat CBD z bio ty ną wy ko rzy sta no do uzy -
ska nia re ak cji barw nej wi docz nej w mi kro sko pie
świetl nym. Pod czas bar wie nia tą me to dą pre pa ra -
tów tkan ko wych, wy stą pi ła nie swo ista re ak cja z en -
do gen ną pe rok sy da zą i en do gen ną bio ty ną. W ce lu
zre du ko wa nia nie swo istej re ak cji spo wo do wa nej
obec no ścią en do gen nej bio ty ny za rów no w tkan -
kach, jak i cy stach Acan tha mo eba, pre pa ra ty z tka -
nek oraz pre pa ra ty cyst po cho dzą cych z ho dow li ak -
se nicz nej zo sta ły pod da ne in ku ba cji ze AB Com plex
Strept/HRP (Da ko), przez 1 go dzi nę w temp. 37°C
i 3 ra zy płu ka no w PBS przez 5 min. En do gen na pe -
rok sy da za zo sta ła za blo ko wa na przez 5% H2O2
w PBS przez 30 min w tem pe ra tu rze po ko jo wej.
Po blo ko wa niu en do gen nej pe rok sy da zy, pre pa ra ty
płu ka no w PBS przez 5 min, a na stęp nie in ku bo wa -
no z bio ti ny lo wa nym CBD przez 30 min w tem pe -
ra tu rze po ko jo wej. Na stęp nie płu ka no je trzy krot nie
w PBS przez 5 min i in ku bo wa no z AB Com plex
Strept/HRP (Da ko) przez 30 min w tem pe ra tu rze
po ko jo wej. Po płu ka niu w PBS zo sta ła do da -
na 3,3 te tra chlo ro dia mi no ben zy dy na (Sig ma–Al -
drich) na 15 min. Pre pa ra ty płu ka no w wo dzie, wy -
su szo no, za to pio ne na trwa łe w Hi sto flu idzie. 
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Wy ni ki

Stwier dzo no, że za sto so wa nie flu ore scen cyj nych
ko niu ga tów CBD po zwa la na szyb kie wy kry wa nie
cyst Acan tha mo eba spp. Do iden ty fi ka cji cyst Acan -
tha mo eba spp. po cho dzą cych z ho dow li mo gą być
wy ko rzy sty wa ne wszyst kie prze ba da ne przez nas
ko niu ga ty flu ore scen cyj ne (Fot. 1 A, B, C). Przy
iden  ty fi ka cji pa so ży tów w tkan kach naj lep sze efek -
ty uzy ska no sto su jąc ko niu gat CBD z Ale xa Flu -
or®568 (Fot. 2). W przy pad ku pre pa ra tów tkan ko -
wych re ak cja barw na po za sto so wa niu Ale xa Flu -
or®350 i Ale xa Flu or®488 jest sła biej wi docz na.
Ja sna au to flu ore scen cja cyst Acan tha mo eba w świe -
tle UV utrud nia ob ser wa cję nie bie skie go za bar wie -
nia po cho dzą ce go od ce lu lo zy, gdy uży ty jest Ale xa
Flu or®350 i zie lo ne go gdy uży ty jest Ale xa Flu -
or®488 (Fot. 3). Czer wo ny flu oro chrom w ko niu ga -
cie z Ale xa Flu or®568, da je mo żli wość roz ró żnie -
nia mię dzy au to flu ore scen cją ze wnętrz nej ścia ny,
a ba da ną re ak cją w we wnętrz nej ścia nie i po zwa la
do kład nie zlo ka li zo wać ce lu lo zę w cy ście Acan tha -
mo eba spp.

Wy ka za no, że CBD przy go to wa ne ja ko biał ko
bio ti ny lo wa ne mo że zo stać uży te do iden ty fi ka cji
cyst Acan tha mo eba sp. w mi kro sko pie świetl nym.
Wy ko rzy sta no w tej re ak cji po wi no wac two mię dzy
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Fot. 1. Cy sty Acan tha mo eba ca stel lan nii po cho dzą ce
z ho dow li. Re ak cja barw na uwi dacz nia ją ca obec ność
ce lu lo zy w ścia nie cy sty Acan tha mo eba po za bar wie niu
ko niu ga ta mi CBD: A. ko niu gat CBD z Ale xa Flu -
or®350; B. ko niu gat CBD z Ale xa Fluor® 488; C. ko -
niu gat CBD z Ale xa Flu or®568
Phot. 1. Acan tha mo eba ca stel lan nii cy sts from cul tu re.
The co lo ur re ac tion di splay ing pre sen ce of cel lu lo se in
wall of Acan tha mo eba cy sts after sta ining with CBD
co niu ga tes: A. CBD -Ale xa Flu or®350 co niu ga te;
B. CBD -Ale xa Flu or®488 co niu ga te; C. CBD -Ale xa
Flu or®568 co niu ga te

Fot. 2. Iden ty fi ka cja cyst Acan tha mo eba w skraw kach
pa ra fi no wych z tka nek eks pe ry men tal nie za ra żo nych
my szy przy uży ciu flu ore scen cyj ne go ko niu ga tu CBD
z Ale xa Flu or®568 (czer wo na flu ore scen cja we wnętrz -
nej ścia ny cyst)
Phot. 2. Iden ti fi ca tion of Acan tha mo eba cyst in pa raf fin
sec tion of expe ri men tal ly in fec ted mo use tis sue with
flu ore scent CBD con ju ga te co upled to Ale xa Flu -
or®568 (red flu ore scen ce of the in ner cyst wall)



awi dy ną i bio ty ną. Po wi no wac two wią za nia awi dy -
na -bio ty na jest po wszech nie uży wa ne w me to dach
hi sto che micz nych. Jed na kże obec ność bio ty ny en -
do gen nej w ró żnych ko mór kach i tkan kach mo że
spo wo do wać fał szy wie po zy tyw ne wy ni ki [13–16].
Przy ba da niu pre pa ra tów z tka nek ko niecz ne jest
zni we lo wa nie ewen tu al nych fał szy wie po zy tyw -
nych wy ni ków. W tym ce lu do opra co wa nej przez
nas me to dy wpro wa dzi li śmy fa zę blo ko wa nia en do -
gen nej bio ty ny, co zna czą co zmniej szy ło tło za nie -
czysz cza ją ce (Fot. 4). Wpro wa dze nie fa zy blo ko wa -
nia en do gen nej bio ty ny wy dłu ży ło nie co czas po -
trzeb ny do do ko na nia ana li zy pró by, ale wy wo ła ło
za do wa la ją ce efek ty ni we lu ją ce za nie czysz cze nia. 

Dys ku sja

Dia gno sty ka la bo ra to ryj na in wa zji Acan tha mo -
eba spp. opar ta jest na iden ty fi ka cji pa so ży ta w za -
ra żo nej tkan ce. Cho ciaż zo sta ły opi sa ne ró żne tech -
ni ki iden ty fi ka cji pa so ży ta włą cza jąc w to me to dy
im mu no cy to lo gicz ne i mo le ku lar ne, to pod sta wo wą
pro ce du rą jest na dal ho dow la na aga rze [17]. Ta me -
to da zwy kle jest łą czo na z hi sto pa to lo gicz ną oce ną

pre pa ra tu w ce lu po twier dze nia in wa zji tkan ki przez
pa so ży ta. 

Roz po zna nie pa so ży tów w pre pa ra tach z tka nek
jest czę sto trud ne i za le ży od wie dzy spe cja li stycz -
nej z za kre su pa to mor fo lo gii. Do dia gno sty ki czę sto
wy ko rzy stu je się tra dy cyj ne me to dy hi sto lo gicz ne
oraz me to dy bar wie nia przy uży ciu barw ni ków flu -
ore scen cyj nych np. kal ko flu oru [18]. 

Pod ję to też pró by wy ko rzy sta nia di me rów do -
me ny wią żą cej ce lu lo zę (D -CBD) ce lu la zy Tri cho -
der ma re esei do bar wie nia im mu no cy to che micz ne -
go. Ce lem tych ba dań by ło ró żni co wa nie cyst pier -
wot nia ków za wie ra ją cych ce lu lo zę od tych za wie ra -
ją cych chi ty nę [2, 3]. My za sto so wa li śmy uprosz -
czo ne bar wie nia z uży ciem Ale xa Flu or®350, 488
i 568 oraz bio ty ny w ce lu bez po śred niej ko niu ga cji
CBD. Me to dy te po zwo lą na szyb ką de mon stra cję
ce lu lo zy w ścia nie cy sty Acan tha mo eba po cho dzą -
cych za rów no z ho dow li, jak rów nież z za ra żo nych
tka nek. 

Opi sa ne przez nas ko niu ga ty CBD mo gą być al -
ter na tyw ny mi na rzę dzia mi dia gno stycz ny mi wy ko -
rzy sty wa ny mi do bez po śred nie go bar wie nia cyst
Acan tha mo eba. Ko niu ga ty te mo gą być rów nież
przy dat ny mi mar ke ra mi do iden ty fi ka cji i kla sy fi ka -
cji peł za ków po cho dzą cych ze śro do wi ska. 

Pró by wy kry cia ce lu lo zy w ścia nie cyst Acan -
tha mo eba pod ję li wcze śniej już Lin der i wsp. [3].
Jed nym z pro ble mów, z któ rym spo tka li się w swo -
ich ba da niach by ło wy kry wa nie ce lu lo zy znaj du ją -
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Fot. 3. Iden ty fi ka cja cyst Acan tha mo eba w skraw kach
pa ra fi no wych z tka nek eks pe ry men tal nie za ra żo nych
my szy przy uży ciu flu ore scen cyj ne go ko niu ga tu CBD
z Ale xa Flu or®350 (nie bie ska flu ore scen cja we wnętrz -
nej ścia ny cy sty i żół ta au to flu ore scen cja ze wnętrz nej
ścia ny cy sty)
Phot. 3. Iden ti fi ca tion of Acan tha mo eba cyst in pa raf fin
sec tion of expe ri men tal ly in fec ted mo use tis sue with
flu ore scent CBD con ju ga te co upled to Ale xa Flu -
or®350 (blue flu ore scen ce of the in ner cyst wall and
yel low au to flu ore scen ce of the outer cyst wall) 

Fot. 4. Iden ty fi ka cja cy sty Acan tha mo eba w tkan ce mó -
zgo wej my szy po za bar wie niu bio ti ny lo wa nym CBD
Phot. 4. Iden ti fi ca tion of Acan tha mo eba cyst in ce re bral
mo use’s tis sue sta ined with bio ti ny la ted CBD



cej się w we wnętrz nej ścia nie cy sty. Po zy tyw ne wy -
ni ki uzy ska li tyl ko w przy pad ku cyst pęk nię tych lub
uszko dzo nych na sku tek za mra ża nia. 

W na szych ba da niach wy ko rzy sta li śmy pre pa ra -
ty tkan ko we po cię te mi kro to mem na skraw ki o gru -
bo ści 5 µm oraz pre pa ra ty za wie ra ją ce cy sty Acan -
tha mo eba po cho dzą ce z ho dow li. Cy sty w pre pa ra -
tach tkan ko wych by ły uszko dzo ne, w prze ci wień -
stwie do cyst po cho dzą cych z ho dow li. Wy ko na nie
skraw ków pa ra fi no wych uła twi ło do stęp CBD
do do ce lo wej czą stecz ki i w tym przy pad ku uzy ska -
li śmy sil niej szą re ak cję barw ną. W przy pad ku cyst
nie usz ko dzo nych re ak cja by ła słab sza, ale mi mo
wszyst ko po zwo li ła na wy kry cie ce lu lo zy w ich we -
wnętrz nych ścia nach. 
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