Wiadomosci Parazytologiczne 2009, 55(1), 47-51 Copyright© 2009 Polskie Towarzystwo Parazytologiczne
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ABSTRACT. Species identification within the genus Acanthamoeba is based predominantly on morphological and
biochemical features. It is labor-intensive and requires cloning and axenization. We described a novel
immunocytochemical method for the identification of Acanthamoeba spp. based on selective binding of Clostridium
cellulovorans cellulase to protozoan cyst wall cellulose. Free-living amoebae isolated from different water sources by
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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Wstep

Wiele pasozytniczych pierwotniakdw posiada
zdolnos¢ tworzenia cyst jako stadiéw przetrwalni-
kowych. Przewaznie gtéwnym sktadnikiem sciany
cyst jest chityna. Acanthamoeba stanowi jeden
z wyjatkéw, bowiem w Scianie cyst zamiast chityny
wystepuje celuloza. Celuloza sktada si¢ z czgstek
D-glukozy potaczonych wigzaniami 1,4-glikozydo-

wymi. Chityna jest bardzo podobna, ale zawiera
monomery N-acetylo-D-glukozoaminy. Obie te po-
limorficzne formy majg bardzo podobng krystalicz-
ng makroskopowg budowe [1]. Réznicowanie cyto-
chemiczne migdzy celulozg i chityng w mikroskopie
Swietlnym nie bylo do tej pory mozliwe z powodu
podobieristwa sktadowej szkieletu, ktdra jest 1,4-he-
ksoza. Badania biochemiczne wykazaly, ze obec-
nos¢ celulozy m.in. w tkankach roslinnych, ale réw-
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niez i w $cianie cyst pierwotniakéw, mozna tatwo
wykry¢ wykorzystujac do tego celu specyficzng bu-
dowe celulaz [2-4]. Wigkszos¢ celulaz sktada sig¢
z dziedziny katalitycznej oraz dziedziny wigzgce;j
celuloze (CBD-Cellulose-Binding Domain) potg-
czonych wigzaniem. Katalityczna dziedzina zawiera
aktywne miejsce z pozostatoscig aminokwasu odpo-
wiedzialng za mechanizmy hydrolityczne. Nato-
miast rola CBD jest przylaczanie si¢ do celulozy.
Celuloza zawarta w Scianie komdrkowej cyst moze
wigza¢ si¢ z dziedzing wigzaca celulazy (CBD).
Zdolnos¢ CBD do wigzania si¢ z celulozg moze by¢
wykorzystywana w diagnostyce. Indywidualne typy
CBD mogg rézni¢ si¢ znaczagco w swoich wlasno-
Sciach, takich jak: powinowactwo, preferencje
do krystalicznej albo bezpostaciowej celulozy oraz
krzyzowe reakcje z innymi, podobnymi weglowo-
danami [5-9].

Celem naszych badan byto wykorzystanie specy-
ficznej chemicznej budowy cyst Acanthamoeba
spp. do celéw diagnostycznych. Do wykrywania
obecnosci Acanthamoeba w prébach srodowisko-
wych i materiale diagnostycznym, wykorzystaliSmy
zdolnos¢ wybidrczego wigzania celulazy Clostri-
dium cellulovorans do celulozy w Scianie cyst pier-
wotniakow.

Material i metody

Preparaty cyst uzyskano z hodowli aksenicznej
na podiozu ptynnym Cervy [10] oraz z hodowli
na statym podtozu agarowym NNE [11]. Do badani
wykorzystano cysty wzorcowych szczepéw Acan-
thamoeba castellanii — 309, A. polyphaga — 298,
A. rhysodes — Chang, Hartmannella vermifor-
mis — ATCC 50256, Naegleria sp. — IC 1 oraz izo-
laty petzakéw uzyskane ze Srodowiska. Materiatem
badanym byty réwniez tkanki myszy zarazonych
Acanthamoeba castellanii. Do badan wykorzysta-
no 2-3 tygodniowe myszy szczepu BALB/c, kt6-
rym podawano donosowo ok. 4x10% trofozoité6w
A. castellanii. Préby tkanek (ptuca, mézg) pobrane
od zarazonych zwierzat przechowywano w formali-
nie, a nastgpnie zatopiono w parafinie i poci¢to mi-
krotomem na skrawki o grubosci 5 um. Przed bar-
wieniem, skrawki parafinowe odparafinowano i od-
wodniono w dwukrotnie zmienianym ksylenie i eta-
nolu (99,9%, 95,5% i 70%) po 5 min, a nastgpnie
preparaty utrwalono w acetonie przez 20 min [12].

Obecnos¢ celulozy w Scianie cyst petzakow wy-
krywano stosujac cztery rézne koniugaty CBD ma-
jace zdolnos¢ wigzania si¢ z celulozg. Do badan wy-

korzystano rekombinowane CBD (Cellulose-Bin-
ding Domain) pozyskane od celulitycznych bakterii
Clostridium cellulovorans (Sigma).

Koniugaty CBD otrzymano jako potaczenie re-
kombinowanego biatka z barwnikiem fluorescen-
cyjnym, uzywajac Alexa Fluor®350 (niebieski),
Alexa Fluor®488 (zielony) i Alexa Fluor®568 (po-
maraficzowo-czerwony) — Protein Labeling Kit
(Molecular Probes), oraz przez znakowanie biatka
biotyng uzywajac EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin (Pier-
ce). Wszystkie procedury postepowania wykonano
zgodnie z metodyka rekomendowang przez produ-
centow.

Koniugaty CBD z barwnikami Alexa Fluor zo-
staly wykorzystane do uzyskania reakcji widocznej
w mikroskopie fluorescencyjnym.

Preparaty zawierajace cysty Acanthamoeba sp.
plukano w PBS, inkubowano z koniugatem CBD
przez 30 min w temperaturze pokojowej, a nastgp-
nie ptukano 3 razy w PBS i zatopiono w Histoflu-
idzie (Medlab Products Sp. z o. 0.). Do obserwacji
mikroskopowej wykorzystano mikroskop fluore-
scencyjny (mikroskop Nicon—Preoptic Co.) z filtra-
mi UV (Ex 330-380, DM 400, BA 420) oraz B2A
(Ex 450-490, DM 505, BA 520). Do wykonania fo-
tografii uzyto cyfrowego aparatu fotograficznego
Nikon (Nikon Coolpix 995).

Koniugat CBD z biotyng wykorzystano do uzy-
skania reakcji barwnej widocznej w mikroskopie
Swietlnym. Podczas barwienia tg metodg prepara-
tow tkankowych, wystapita nieswoista reakcja z en-
dogenng peroksydaza i endogenng biotyng. W celu
zredukowania nieswoistej reakcji spowodowanej
obecnoscig endogennej biotyny zaréwno w tkan-
kach, jak i cystach Acanthamoeba, preparaty z tka-
nek oraz preparaty cyst pochodzacych z hodowli ak-
senicznej zostatly poddane inkubacji ze ABComplex
Strept/HRP (Dako), przez 1 godzing w temp. 37°C
i 3 razy ptukano w PBS przez 5 min. Endogenna pe-
roksydaza zostala zablokowana przez 5% H,0,
w PBS przez 30 min w temperaturze pokojowe;.
Po blokowaniu endogennej peroksydazy, preparaty
ptukano w PBS przez 5 min, a nastgpnie inkubowa-
no z biotinylowanym CBD przez 30 min w tempe-
raturze pokojowej. Nastepnie ptukano je trzykrotnie
w PBS przez 5 min i inkubowano z ABComplex
Strept/HRP (Dako) przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Po plukaniu w PBS zostala doda-
na 3,3 tetrachloro diaminobenzydyna (Sigma—Al-
drich) na 15 min. Preparaty ptukano w wodzie, wy-
suszono, zatopione na trwate w Histofluidzie.



Fot. 2. Identyfikacja cyst Acanthamoeba w skrawkach
parafinowych z tkanek eksperymentalnie zarazonych
myszy przy uzyciu fluorescencyjnego koniugatu CBD
z Alexa Fluor®568 (czerwona fluorescencja wewngtrz-
nej sciany cyst)

Phot. 2. Identification of Acanthamoeba cyst in paraffin
section of experimentally infected mouse tissue with
fluorescent CBD conjugate coupled to Alexa Flu-
or®568 (red fluorescence of the inner cyst wall)

Fot. 1. Cysty Acanthamoeba castellannii pochodzace
z hodowli. Reakcja barwna uwidaczniajaca obecnosé
celulozy w Scianie cysty Acanthamoeba po zabarwieniu
koniugatami CBD: A. koniugat CBD z Alexa Flu-
or®350; B. koniugat CBD z Alexa Fluor® 488; C. ko-
niugat CBD z Alexa Fluor®568

Phot. 1. Acanthamoeba castellannii cysts from culture.
The colour reaction displaying presence of cellulose in
wall of Acanthamoeba cysts after staining with CBD
coniugates: A. CBD-Alexa Fluor®350 coniugate;

B. CBD-Alexa Fluor®488 coniugate; C. CBD-Alexa
Fluor®568 coniugate

Wyniki

Stwierdzono, ze zastosowanie fluorescencyjnych
koniugatéw CBD pozwala na szybkie wykrywanie
cyst Acanthamoeba spp. Do identyfikacji cyst Acan-
thamoeba spp. pochodzacych z hodowli mogg by¢
wykorzystywane wszystkie przebadane przez nas
koniugaty fluorescencyjne (Fot. 1 A, B, C). Przy
identyfikacji pasozytow w tkankach najlepsze efek-
ty uzyskano stosujac koniugat CBD z Alexa Flu-
or®568 (Fot. 2). W przypadku preparatéw tkanko-
wych reakcja barwna po zastosowaniu Alexa Flu-
or®350 i Alexa Fluor®488 jest stabiej widoczna.
Jasna autofluorescencja cyst Acanthamoeba w Swie-
tle UV utrudnia obserwacj¢ niebieskiego zabarwie-
nia pochodzgcego od celulozy, gdy uzyty jest Alexa
Fluor®350 i zielonego gdy uzyty jest Alexa Flu-
or®488 (Fot. 3). Czerwony fluorochrom w koniuga-
cie z Alexa Fluor®568, daje mozliwos¢ rozréznie-
nia miedzy autofluorescencja zewnetrznej Sciany,
a badang reakcjqg w wewnetrznej Scianie i pozwala
doktadnie zlokalizowa¢ celulozg w cyscie Acantha-
moeba spp.

Wykazano, ze CBD przygotowane jako biatko
biotinylowane moze zosta¢ uzyte do identyfikacji
cyst Acanthamoeba sp. w mikroskopie Swietlnym.
Wykorzystano w tej reakcji powinowactwo migdzy
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Fot. 3. Identyfikacja cyst Acanthamoeba w skrawkach
parafinowych z tkanek eksperymentalnie zarazonych
myszy przy uzyciu fluorescencyjnego koniugatu CBD
z Alexa Fluor®350 (niebieska fluorescencja wewngtrz-
nej sciany cysty i zétta autofluorescencja zewngtrzne;j
Sciany cysty)

Phot. 3. Identification of Acanthamoeba cyst in paraffin
section of experimentally infected mouse tissue with
fluorescent CBD conjugate coupled to Alexa Flu-
or®350 (blue fluorescence of the inner cyst wall and
yellow autofluorescence of the outer cyst wall)

awidyng i biotyng. Powinowactwo wigzania awidy-
na-biotyna jest powszechnie uzywane w metodach
histochemicznych. Jednakze obecnos¢ biotyny en-
dogennej w réznych komoérkach i tkankach moze
spowodowac fatszywie pozytywne wyniki [13-16].
Przy badaniu preparatéw z tkanek konieczne jest
zniwelowanie ewentualnych falszywie pozytyw-
nych wynikéw. W tym celu do opracowanej przez
nas metody wprowadziliSmy faze blokowania endo-
gennej biotyny, co znaczaco zmniejszyto tlo zanie-
czyszczajace (Fot. 4). Wprowadzenie fazy blokowa-
nia endogennej biotyny wydluzyto nieco czas po-
trzebny do dokonania analizy préby, ale wywolato
zadowalajgce efekty niwelujace zanieczyszczenia.

Dyskusja

Diagnostyka laboratoryjna inwazji Acanthamo-
eba spp. oparta jest na identyfikacji pasozyta w za-
razonej tkance. Chociaz zostaly opisane rézne tech-
niki identyfikacji pasozyta wlaczajagc w to metody
immunocytologiczne i molekularne, to podstawowg
procedurg jest nadal hodowla na agarze [17]. Ta me-
toda zwykle jest tagczona z histopatologiczng oceng

Loy

Fot. 4. Identyfikacja cysty Acanthamoeba w tkance mo-
zgowej myszy po zabarwieniu biotinylowanym CBD
Phot. 4. Identification of Acanthamoeba cyst in cerebral
mouse’s tissue stained with biotinylated CBD

preparatu w celu potwierdzenia inwazji tkanki przez
pasozyta.

Rozpoznanie pasozytéw w preparatach z tkanek
jest czesto trudne i zalezy od wiedzy specjalistycz-
nej z zakresu patomorfologii. Do diagnostyki czesto
wykorzystuje si¢ tradycyjne metody histologiczne
oraz metody barwienia przy uzyciu barwnikéw flu-
orescencyjnych np. kalkofluoru [18].

Podjeto tez préby wykorzystania dimeréw do-
meny wigzacej celulozg (D-CBD) celulazy Tricho-
derma reesei do barwienia immunocytochemiczne-
go. Celem tych badan bylo réznicowanie cyst pier-
wotniakéw zawierajacych celuloze od tych zawiera-
jacych chityne [2, 3]. My zastosowaliSmy uprosz-
czone barwienia z uzyciem Alexa Fluor®350, 488
1 568 oraz biotyny w celu bezposredniej koniugacji
CBD. Metody te pozwolg na szybka demonstracje
celulozy w Scianie cysty Acanthamoeba pochodza-
cych zaréwno z hodowli, jak réwniez z zarazonych
tkanek.

Opisane przez nas koniugaty CBD mogg by¢ al-
ternatywnymi narzedziami diagnostycznymi wyko-
rzystywanymi do bezposredniego barwienia cyst
Acanthamoeba. Koniugaty te mogg by¢ réwniez
przydatnymi markerami do identyfikacji i klasyfika-
cji pelzakéw pochodzgcych ze srodowiska.

Préby wykrycia celulozy w Scianie cyst Acan-
thamoeba podjeli wezesniej juz Linder 1 wsp. [3].
Jednym z probleméw, z ktérym spotkali si¢ w swo-
ich badaniach byto wykrywanie celulozy znajduja-
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cej si¢ w wewnetrznej Scianie cysty. Pozytywne wy-
niki uzyskali tylko w przypadku cyst peknigtych lub
uszkodzonych na skutek zamrazania.

W naszych badaniach wykorzystaliSmy prepara-
ty tkankowe pociete mikrotomem na skrawki o gru-
bosci 5 um oraz preparaty zawierajace cysty Acan-
thamoeba pochodzgce z hodowli. Cysty w prepara-
tach tkankowych byty uszkodzone, w przeciwien-
stwie do cyst pochodzacych z hodowli. Wykonanie
skrawkéw parafinowych utatwito dostep CBD
do docelowej czasteczki i w tym przypadku uzyska-
liSmy silniejszg reakcje barwng. W przypadku cyst
nieuszkodzonych reakcja byla stabsza, ale mimo
wszystko pozwolita na wykrycie celulozy w ich we-
wnetrznych scianach.
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