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Einleitung

Etwa 480 Millionen Personen beherbergen nach WHO-Schéatzungen das Protozoon
Entamoeba histolytica in ihrem Intestinaltrakt (28). Bei mehr als 90% der Betroffenen
handelt es sich um eine asymptomatische Darmlumeninfektion (9, 10, 14, 25).

Im Gegensatz dazu kommt es nur bei einem geringen Prozentsatz zur invasiven
Amdbenruhr mit blutig schleimigen Durchféllen und Komplikationen wie einem Amo-
benleberabszel (1). Bislang wurde diese Beobachtung so erklart, da3 die Amdben
bestimmte klimatische Voraussetzungen oder immunologische Vorgange beim Wirt
bendtigen, um pathogen und invasiv zu werden (1, 6). Durch die Methode der Iso-
enzymdifferenzierung von E. histolytica ist man von dieser Beobachtung abgekom-
men und unterscheidet heute pathogene von nicht pathogenen Stdmmen (21 - 23).

Die genaue Durchseuchung mit E. histolytica in Deutschland ist nicht bekannt; sie
wird aber auf weniger als 1% geschatzt (11, 12). Ein héheres Risiko, mit E. histolyti-
ca infiziert zu sein, haben mannliche Homosexuelle und Tropenreisende (4, 10, 11,
26). Wir haben daher Isolate von E. histolytica von diesen beiden Personengruppen
kultiviert, um die Isoenzyme darzustellen. Da die Methode der Kultivierung und
Isoenzymdifferenzierung nur an sehr wenigen Zentren bisher durchgefiihrt wird, soll
sie genauer beschrieben werden.

Methoden
Amdbenkultivierung nach ROBINSON (17)

Etwa 50 mg frischer unbehandelter Stuhl wird in eine Kulturflasche mit biphasischem
Robinson-Medium gegeben. Neben der salinischen Agarflache enthéit das Medium
Reisstérke, Pepton, Erythromycin, Phthalat und im definierten ,BR"-Medium einen
Stamm von Escherichia coli. Nach 24-stindiger Inkubation bei 37° C findet ein Me-
diumwechsel statt. Am 2. Tag (48 Stunden nach der Uberimpfung) werden Tropfen
aus dem Kultursediment aufgenommen und mit Lugolscher Lésung beurteilt. Je
nach Kulturergebnis werden weitere Subkulturen angelegt.
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Herstellen der Amodbenlysate

Nach etwa 2 - 5 Subkultivierungen werden die Amoben-Trophozoiten abgeerntet.
Dies sollte geschehen, wenn Amdben in einer Konzentration von 5 X 10* X mi~" oder
mehr vorliegen. Es wird dazu die basale Starkeschicht aus dem Kulturréhrchen auf-
genommen; dieses Material wird bei 4° C fir 15 Minuten bei 350 g zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und Enzymstabilisatoren werden hinzugefligt. Die 1 mM
Enzymstabilisatoren-Losung besteht aus Dithiothreitol (31 mg), e-Aminocapronséure
(16 mg) und 1 mi EDTA (200 mM; pH 7,0). Einfrieren bei —25° C, gefolgt von Auf-
tauen bei Raumtemperatur, fuhrt zur Lyse der Amében. Nach erneutem Zentrifugie-
ren bei 4 - 6° C und 300 g fiir 15 Minuten hat man als Uberstand das Amébenlysat.

Bakterielle Kontrolle

Zur Unterscheidung von E. histolytica-Banden und bakteriellen Verunreinigungen in
der Elektrophorese wurde ein Kulturflaischchen ohne Amdében angelegt. Es handelt
sich somit um ein Lysat von Escherichia coll.

Stérkegel-Elektrophorese

Zur Durchfliihrung der Elektrophorese haben wir 1 mm dicke hydrolysierte Starkegele
gegossen. In das Gel werden lysatgetrankte Baumwollfaden eingedriickt, die als
Startlinie gelten. Die Konzentration der Puffersubstanzen ist anderweitig ausfihrlich
beschrieben (21). Die Starkegelplatten werden auf 8° C gekihlte Platten aufgelegt
und eine Potentialdifferenz von 16 V X cm~" Uber drei Stunden angelegt. Nach der
Elektrophorese wird eine Formazan-Agarschicht in einen Rahmen auf die Starkegele
gegossen. Die genaue Zusammensetzung dieser Entwicklersubstanzen ist ebenfalls
bereits beschrieben (21). Mit dieser Uberzugsschicht werden die Platten bei 37° C
far 30 Minuten inkubiert, bis die Isoenzymbanden sichtbar sind und beurteilt werden
konnen. Folgende Enzyme werden routinemaBig untersucht: EC 5319 Glukose-
Phosphat-lsomerase (GPI); EC 11140 L Malat: NADP + Oxidoreduktase (Oxalazetat
dekarboxylierend) (ME); EC 2751 Phosphoglukomutase (PGM); EC 2711 Hexo-
kinase (HK).

Ergebnisse

Bei 118 Personen gelang nativ oder in Stuhlanreicherungsverfahren (MIFC nach
BLAGG et al. [5]) der Nachweis von E. histolytica. 85 davon (72%) waren Tropenrei-
sende, 33 (28%) waren mannliche Homosexuelle. Von den Tropenreisenden waren
37 Frauen und 48 Méanner. Der Altersdurchschnitt im Gesamtkollektiv lag bei 34 Jah-
ren, ohne daB Unterschiede zwischen den Tropenreisenden und mannlichen Homo-
sexuellen sichtbar wéaren. In 63 Fallen (53,4%) war es mdglich, E. histolytica so aus-
reichend zu kultivieren, daB3 Lysate hergestellt werden konnten.Die genaue Auf-
listung der Zymodeme kann Tabelle 1 entnommen werden. Die gefundenen Zymode-
me |, lil und V gelten als nicht pathogen, wahrend Zymodem XIX mit Pathogenitat as-
soziert ist. Die pathogenen Isolate kamen ausschlieBlich bei Tropenreisenden vor.
Pathogene E. histolytica-Stamme wurden somit in 8,5% bei Tropenreisenden, aber
kein einziges Mal bei ménnlichen Homosexuellen gefunden. Eine Darstellung der ge-
fundenen Isoenzymbanden ist in Abbildung 1 zu sehen. Der Marker fiir Pathogenitét
ist eine fortgeschrittene erste Bande in PGM in Verbindung mit fortgeschrittenenen
Banden in HK. Die isolierte Bande in ME ist charakteristisch flr E. histolytica und un-
terscheidet sie z. B. von anderen apathogenen Amoébenarten.

Die Patientenisolate mit pathogenem Isoenzymmuster wiesen eine klinische Sympto-
matik auf. Einer davon mit einem AmobenleberabszeB ist bereits anderweitig aus-
flhrlich beschrieben worden (27).
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Abb. 1:
Isoenzymbanden von E. histolytica nach Starkegel-Elektrophorese fir die Enzyme HK, PGM,
GPlund ME.

Nr. 1: SAW 1760 (erhalten von P. G. Sargeaut), Zymodem XIX; Nr. 2: WEI HO, Zymodem V;
Nr. 3: WEI TH 2, Zymodem Ill; Nr. 4: WEI TH 65, Zymodem | (die zweite Bande in GPI ist ein
Spiegeleffekt); Nr. 5: WEI T 83, Zymodem XIX; Nr. 6: Wei TH 134, Zymodem [; Nr. 7:
bakterielie Kontrolle.

Zeichen fur Pathogenitat ist die fortgeschrittene Bande in HK in Verbindung mit einer
fortgeschrittenen, primaren Bande in PGM. Nr. 1 und Nr. 5 sind pathogene Stdmme.
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TABELLE 1
Auflistung der mikroskopisch gesicherten E. histolytica-Befunde, der kulturell
hergesteliten Lysate und deren Zymodemmuster.

Anz. der E. histo- | hergest. in o Zymodem
Iytica-Befunde Lysate ° I m v o Xix
Tropenreisende 85 47 55,3 35 6 2
manni. Homosex. 33 16 48,5 10 5 1 0
Gesamt: 118 63 53,4 45 11 3 4

Diskussion

Die Diagnose Amébiasis beruht auf dem Nachweis von Zysten oder Trophozoiten
von E. histolytica (25). Die Differenzierung von E. histolytica in solche, die zu einer
asymptomatischen Darmlumeninfektion fihren und andere, die eine invasive Amo-
biasis mit zum Teil erheblicher Klinik hervorrufen, war bisher kaum moglich. Einzige
Ausnahme war der Nachweis von phagozytierten Erythrozyten in Throphozoiten, der
nur bei der invasiven Amdbiasis gelang. Mit der Methode der Isoenzymdifferenzie-
rung, die erstmals 1968 von REEVES und BISCHOFF (16) flir Am&ben durchgefiihrt
wurde, gibt es jetzt die Mdglichkeit der Unterscheidung zwischen pathogenen und
nicht pathogenen Amoében. Diese Arbeiten wurden ganz entscheidend von SARGE-
AUNT und Mitarbeitern (20 - 24) vorangetrieben, die bewiesen, daBl bestimmte
Isoenzympopulationen praktisch immer mit klinischer Symptomatik einhergehen. Ei-
ne Population mit einheitlichem Isoenzymmuster fir die definierten Enzyme HK,
PGM, ME und GPI heiBt Zymodem.

Auf diese Art konnten bisher 22 Zymodeme definiert werden (19). So wurde gezeigt,
daB Isolate aus Amd&benleberabszessen immer ein pathogenes Zymodem aufwiesen
(22). Bei mannlichen Homosexuellen hingegen wurde noch nie ein pathogenes
Isoenzymmuster gefunden (15).

Die eigenen Ergebnisse decken sich mit diesen Befunden. Es féllt auf, daB nur 8,5%
der Isolate von Tropenreisenden ein pathogenes Zymodem aufweisen. Bezieht man
das Ergebnis der mannlichen Homosexuellen noch ein, erniedrigt sich dieser Pro-
zentsatz auf 3,4%. Diese Zahlen decken sich recht genau mit den Beoachtungen,
daB mehr als 90% der Personen, die E. histolytica in ihnrem Intestinaltrakt beherber-
gen, asymptomatisch sind (9, 10, 14, 25).

BRUMPT (7) hatte wegen dieser Beobachtungen bereits 1925 vorgeschlagen, zwei
Amdbenspezies voneinander zu unterscheiden innerhalb des Oberbegriffes Enta-
moeba histolytica. Er benannte sie Entamoeba dispar (nicht pathogen) und Enta-
moeba dysenteriae (Ursache der Erkrankung). Die Isoenzymdifferenzierung scheint
eine spate Bestatigung fur BRUMPT zu sein. Mit Hilfe der Isoenzymdarstellung ist es
also moglich, nicht nur unterschiedliches genetisches Material von E. histolytica dar-
zustellen, sondern auch die Marker zu zeigen, die fiir die Invasivitat und Gewebslyse
verantwortlich sind. Von MIRELMAN (13) ist die Stabilitat von Isoenzymmustern nach
aufwendigen Manipulationen mit den Amodben in vitro angezweifelt worden. Klinische
Langzeitbeobachtungen sprechen jedoch dagegen, daB eine Variabilitdt der Zymo-
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deme vorliegen kdnnte (20). Es ist dabei anzumerken, dafB3 ein GroBteil der Amoben-
forschung an axenischen Stdmmen durchgefihrt wird (3, 18), die oft seit Jahren oder
Jahrzehnten in vitro subkultiviert werden. Jede Axenisierung jedoch ist ein so auf-
wendiges und langwieriges Unternehmen, daf es flr aktuelle, klinische Fragestellun-
gen immer zu zeitaufwendig ist (8).

Da unsere Zymodemuntersuchungen den klinischen Aspekt als vorrangig ansehen,
ist es fur uns wichtig, daB die Integritat des Parasiten erhalten bleibt, wie sie im Wirt
vorliegt. Daflr ist das monoxenische Robinson-Medium optimal, da es in kirzester
Zeit eine Beurteilung der Amdben erlaubt und da der Parasit in diesem Kultursystem
ahnliche Bedingungen wie im menschlichen Intestinaltrakt vorfindet (20).

In unseren E. histolytica-lsolaten waren Zymodem | und lll die haufigsten Befunde.
Dies wurde auch in anderen Untersuchungen aus Kanada, GroBbritannien, Indien,
Siidafrika und Mexiko gezeigt (10, 15, 21, 22, 24). Dies trifft sowohl fir Personen aus
endemischen Gebieten als auch fir mannliche Homosexuelle zu.

In 53,4% gelang die Kultivierung bekanntermaBen positiver Proben. Dies zeigt, daB
die konventionelle Mikroskopie der Kulturmethode nach ROBINSON (berlegen ist,
um den Parasiten zu entdecken. In Einzelféllen kann es gelegentlich auch umgekehrt
sein (27). In einer kanadischen Untersuchung, in der 46% der Proben kultiviert wa-
ren, tauchten jedoch ahnliche Probleme auf (15). Ein kirzerer Zeitabstand zwischen
dem Gewinnen der Stuhlprobe und dem Ansetzen der Kultur als die bei uns Ublichen
24 Stunden mag dabei bessere Ergebnisse bringen. Obwohl die Kultivierung einfach
ist, muB sie gegenwartig noch als Forschungsmethode eingeschéatzt werden, die flr
ein Routinelabor in groBem Umfang wohl nicht realisierbar ist.

Einige Autoren haben aufgrund der Isoenzymdifferenzierung bei nicht pathogenen
Zymodemen begonnen, diese Patienten nicht mehr zu behandeln (2, 10, 14). Wir
sind der Ansicht, daB weitere Ergebnisse solcher Studien abgewartet werden soliten
und daB dies nur unter regelmaBiger und genauer Uberwachung des Patienten zu
vertreten ist.
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Zusammenfassung

Es wurden 118 Enfamoeba histolytica-positive Stuhlproben von Tropenreisenden
oder ménnlichen Homosexuellen in Robinsons-Medium kultiviert. In 53,4% der Falle
war es moglich, E. histolytica so ausreichend zu kultivieren, daB Isoenzymbestim-
mungen mdoglich waren. Die Isoenzymdifferenzierung erfolgte mittels Starkegel-Elek-
trophorese fir die Enzyme L-Malat (ME), Hexokinase (HK), Phosphoglukomutase
(PGM) und Glukose-Phosphat-Isomerase (GPI). Es wurden 59 nicht pathogene und
4 pathogene Zymodeme gefunden. Alle 4 pathogenen Isolate gingen mit klinischer
Symptomatik einher und stammien von Tropenreisenden. Bei den méannlichen Ho-
mosexuellen konnte kein pathogenes Isoenzymmuster gefunden werden.

Schlisselworter

Entamoeba histolytica, Amobiasis, Isoenzyme, Zymodem, Starkegel-Elekirophorese
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Summary

Isoenzyme classification obtained from monoxenic cultures of
Entamoeba histolytica

118 fecal samples positive for Entamoeba histolytica had been cultured in Robin-
son’s medium. The samples had been obtained from travellers returning from the
tropics or from male homosexuals. E. histolytica could be cultured sufficiently in
53,4% to perform isoenzyme classification. This classification was made using
starch gel electrophoresis for the following enzymes: L-malate (ME), hexokinase
(HK), phosphoglucomutase (PGM), and giucose phosphate isomerase (GPl). We
found 59 nonpathogenic and 4 pathogenic zymodemes. All 4 pathogenic isolates had
clinical symptoms of invasive amebiasis and originated exclusively from travellers
returning from tropics. No pathogenic isoenzyme pattern was found in male homo-
sexuals.

Key words

Entamoeba histolytica, amebiasis, isoenzymes, zymodeme, starch gel electro-
phoresis
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