Mitt. Osterr. Ges.
Tropenmed. Parasitol. 19 (1997)
11-20

Einleitung

Uberblick iiber den Stand
eigener Untersuchungen

11

Laborgruppe Mikrobiologie (Leiter: PD Dr. med. L. Zoéller)
Ernst Rodenwaldt-Institut Koblenz (Leiter: FLA Dr. D. Sobe)

Freilebende Amoben als Wirte
und Vehikel von Mikroorganismen

Rolf Michel

Freilebende Amoben (FLA) der Gattungen Acanthamocba und Naegleria u. a. haben in den letzten
Jahren neben ihrer Rolle als Krankheitserreger zunehmende Beachtung als Wirtszellen von ver-
schiedenen pathogenen Bakterienarten gefunden. Erstmalig hatte 1980 der Englénder ROWBOTHAM
(27) erfolgreiche Kokultivierungsversuche von Akanthamoeben mit Legionella pneumophila, dem
Erreger der Legiondrskrankheit durchgefiihrt, die bei 35°C zur Invasion der Amoben durch die
Legionellen mit anschliefsender intrazelluldrer Vermehrung fihrten. Bei niedrigeren Temperaturen
dagegen wurden die Legionellen — wie andere Futterbakterien auch — phagozytiert und verdaut.
In entsprechend erwarmten Gewéssern konnten die Wirtsamoben auf diese Weise zur Vermeh-
rung und Verbreitung von Legionella sp. beitragen. Dieses flr die Epidemiologie der Legionérs-
krankheit wichtige Phanomen wurde in der Folge von zahlreichen Autoren naher untersucht (2, 4,
5,6, 10, 11, 14, 24,31, 32, 33). Das allgemein zunehmende Interesse an diesen Zusammenhéngen
bedeutet allerdings nicht, da vorher keine resistenten intrazellularen Bakterien in FLA beobachtet
worden wéren, jedoch stieben die fritheren Beobachtungen nicht auf ein entsprechendes Interes-
se, da die in der Amobenzelle persistierenden Bakterien entweder als Endosymbionten angesehen
wurden, oder wegen mangelnder in-vitro-Zuchtbarkeit nicht identifizierbar waren. So hatte bereits
NAEGLER (25) im Jahre 1910 ,Micrococcen” in FLA beobachtet. PAGE (26) beschrieb 1974 Stabchen in
Sakkamoeben. Drozanskl (9) hatte 1956 ein obligat intrazelluldres Bakterium als amoebiziden
Parasiten in einem aus Erdboden isolierten Akanthamoebenstamm beschrieben, das nicht aufer-
halb von Amoében geztchtet werden konnte. Erst mittels molekularbiologischer DNA-Analysen
konnte dieser Endosymbiont 1991 als, Sarcobium Iyticum” in ein enges Verwandtschaftsverhaltnis
zu Legionella sp. eingeordnet werden (30). Im Unterschied zur Vermehrung von L. pneumophila in
Phagosomen innerhalb der Trophozoiten vermehrte sich S. lyticum intrazytoplasmatisch.

Diese teils historischen teils neueren Beobachtungen uber eine intrazelluldre Vermehrung von
Bakterien, die auch wie die Legionellen eine medizinische Bedeutung haben kénnen, waren Anre-
gung zur Suche nach weiteren Endozytobionten in Amoben aus der Umgebung des Menschen —
mit der Bestrebung, sie zu isolieren und n&her zu charakterisieren.

Das gleiche morphologische Bild intrazytoplasmatischer Vermehrung — wie eingangs flir den von
DrozANsKI (9) isolierten gramnegativen Endoparasiten Sarcobium lyticum (30) beschrieben — zeigt
auch der Stamm K62 (Abb. 1), der in unserem Labor zusammen mit seiner Wirtsamoebe Acantha-
moceba sp. (Gruppe II) aus einer mikrobiologisch bereits beanstandeten Trinkwassetleitung isoliert
wurde (21). In der EM-Aufnahme (Abb. 2) erkennt man, daR die gram-negativen Stébchen dieser



Abbildung 1:

Trophozoit von Acanthamoeba sp.
mit einer Infektion von zahlreichen
Stabchenbakterien (P) (Stamm K62),
die mit intrazytoplasmatischer Loka-
lisation (s. Abb.2) fast den gesamten
Zellinnenraum ausfiillen. Kern und
pulsierende Vakuole (pV) werden
dabei in das Randplasma gedrangt.
Durch Ruptur der Zellmembran wer-
den einige Bakterien am unteren
Rand frei. 940x.

Abbildung 2:

Ausschnitt von einem mit K62 infi-
zierten Trophozoiten von Acantha-
moeba sp. Erkennbar sind gramne-
gative Stabchen (P), die ohne
Vakuolarmembran frei im Zytoplas-
ma liegen, umgeben von einer hellen
elektro-nendurchléssigen Zone, sog.
,Lakunen” (n. Drozanski). Einzelne
Teilungsstadien sind durch Pfeile ge-
kennzeichnet. N = Kern; Mi = Mito-
chondrien 13 350x. Aufnahme:

Dr. E. N. Schmid, Mikrobiolog. Insti-
tut Essen.

,Llap's” (legionella like amoebal pathogens) (28) frei im Cytoplama liegen. Diese beiden Arten unter-
schiedlicher Lokalisierungen der Bakterien in Phagosomen bzw. im Zytoplasma der Trophozoiten
spielen auch weiterhin eine wichtige Rolle bei der folgenden Darstellung eigener Beobachtungen
intrazellularer Vermehrung von Bakterien und anderen Mikroorganismen.

Im Rahmen einer Erhebung tber Vorkommen und Haufigkeit von FLA in Feuchtbereichen von
Physiotherapieeinheiten beobachteten wir in einer Priméarkultur eine Kolonie von Akanthamoeben
mit groRen flussigkeitsgefiillten Vakuolen, in denen stark bewegliche Stabchenbakterien zu erken-
nen waren — einem Bild wie es z. B auch fur eine Legionelleninfektion typisch ist (Abb. 3). Im
Gegensatz zu einer Legionellen-Infektion trat das Phanomen jedoch bereits bei Zimmertempera-
tur auf.

Nach Isolierung des intrazellularen Keimes und Uberpriifung seiner Identitat durch Reinfektion
des Original-Wirtsstammes ergab die mikrobiologische Untersuchung, daf% es sich um eine Pseu-
domonade handelte, die in einer Reihe von Fallen unter dem Namen Burgholderia pickettii als Hos-
pitalismuskeim fiir Atemwegsinfektionen, Septikaemien u. a. verantwortlich ist (12, 18).

Daraufhin mit Pseudomonas aeruginosa und A. castellanii, Stamm C3, durchgefiihrte Kokultivie-

rungsversuche fuhrten ebenfalls zu einer morphologisch identisch erscheinenden Infektion der
Akanthamoeben. Bei diesem Versuch wurden nicht nur grob vakuolisierte Trophozoiten sondern
ebenfalls massiv mit Pseudomonaden infizierte Zysten (Abb. 4) beobachtet. In Zysten eingeschlos-
sene Bakterien sind in besonderem Mafe gegen Chlor u. a. Biozide geschutzt. So konnte
KILVINGTON (15) zeigen, dafé Legionellen enthaltende Akanthamoebenzysten noch gegentiber einer
S Chlorkonzentration von 50-75 mg/I resistent sind.
LR Akanthamoeben mit spontanen Infektionen durch Pseudo-
monas aeruginosa konnten kurze Zeit nach den erfolgreichen
Kokultivierungsversuchen aus einer Trinkwasserleitung in
einem Neubaufltigel eines Krankenhauses isoliert werden, aus
deren Wasserproben ebenfalls hohere Koloniezahlen von
P. aeruginosa nachgewiesen wurden (21). Auch Echinamoeba-
Trophozoiten wiesen eine Infektion mit Ps. aeruginosa auf. Eine
nachhaltige Sanierung dieses verkeimten und mit verschiede-
nen Amobenarten belasteten Leitungssystems war nur Uber
eine kombinierte chemische und thermische Behandlung mog-
lich.

Nicht nur potentiell pathogene Bakterienarten sondern auch
harmlose ubiquitare Wasserkeime, wie Angehorige der Gattung
Cytophaga wurden wiederholt aus Akanthamoeben, die aus ver-
schiedenen Habitaten stammten, isoliert.

Als einer der ersten Stamme wurde die pigmentbildende Cyto-
phaga sp. aus Acanthamoeben (Gruppe 1I) nachgewiesen (29), die aus exzidiertem Korneamateri-
al von einem Amobenkeratitis-Patienten stammte. Die Frage, ob moglicherweise eine synergisti-
sche Steigerung der Virulenz von Akanthamoeben und ihren intrazelluldaren Parasiten bestand,
konnte ohne Tierversuch nicht beantwortet werden.

Im Rahmen eines BMBF-Projekts zum Vorkommen von Amoében bei der Trinkwasseraufberei-
tung wurden neben Cytophaga- (20) und Flavobakteriumarten weitere harmlose aber auch poten-
tiell pathogene Bakterienarten als intrazelluldre Parasiten aus Phagosomen von Akanthamoeben,
Naeglerien und Vannellen isoliert. Wiederholt wurden Infektionen mit Stenotrophomonas (Xant-
homonas) mallophilia aber auch mit verschiedenen Arten von Knallgasbakterien festgestellt
(in Vorbereitung). In samtlichen bisher geschilderten Fallen handelte es sich um gramnegative
Stabchen.
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In Erganzung dazu wurden zwei Stamme kokkoider Bakterien mit intra-
zellularer Vermehrung bereits 1992 (16) in Akanthamoeben nachgewiesen,
die aus Nasenschleimhautabstrichen von weiblichen Probanden ange-
zuchtet worden waren. Farberisch und elektronenmikroskopisch (Abb. 5)
stellten sie sich als grampositive Kokken dar mit 0,5 ym Durchmesser. Pleo-
morphe Vermehrungsstadien erinnerten an Chlamydien. Sie weisen ein
charakteristisches Fettsaureprofil auf, in dem die verzweigtkettigen Oxy-
Fettsauren dominieren (Abb. 6 [22]). Da die Elementarkorperchen der ech-
ten Chlamydienspezies eine gramnegative Htlle besitzen, war die Uber-
raschung grof3, als eine molekularbiologische Untersuchung durch
Sequenzierung der 16SrRNA und 23SrRNA diese Parasiten in unmittelbare
Nachbarschaft von echten Chlamydien stellte (1) mit einer Ahnlichkeit in
den Basenpaaren von 86-87%. Da die drei Chlamydienspecies unterein-
ander eine prozentuale Ubereinstimmung von 94-96% besitzen, wurde
,Parachlamydia acanthamoebae” als vorlaufiger neuer Gattungs- und Art-
name vorgeschlagen. Die Ergebnisse beweisen somit, dafs Akanthamoe-
ben nicht nur Legionellen sondern auch Angehorige der Familie der

Abbildung 3:

Acanthamoeba sp. mit intravakuola-

rer Infektion von Burgholderia picket-

tii. Die gramnegativen Kurzstabchen
(P) vermehren sich ausschlieRlich in
Flussigkeitsgefiillten Vakuolen (Pha-
gosomen). Pfeilkopf: freie Bakterien
in der Umgebung.

N = Kern, Mi = Mitochondrien

5600x

Aufnahme: Dr. B. Haurdder / Ernst-
Rodenwaldt-Institut Koblenz.

Abbildung 4:

Zyste von Acanthamoeba sp. (Stamm
8/2 aus einer Trinkwasserleitung)
mit zahlreichen von einer doppelten
Zystenhiille eingeschlossenen Kurz-
stabchen von Pseudomonas aerugi-
nosa (P) ( St. 20-1) als Ergebnis einer
Kokultivierung. Die Struktur des
Wirtszellzytoplasmas ist in diesem
Stadium bereits zerstort.

in = innere Zystenhtille;

ex = aufdere Zystenhtille

3800x
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Chlamydiaceae beherbergen kénnen. Eine mogliche Bedeutung dieser
Rifampicin-empfindlichen Amobenparasiten fiir den Menschen ergibt sich aus der Tatsache, daf’
beide Stamme von Probanden und nicht aus der Umgebung isoliert wurden. Da sich ebenfalls
bereits Saugerzellen mit den aus Amoben gewonnenen Bakteriensuspensionen infizieren lieken
(22), ist zumindest die Annahme einer moglichen Pathogenitat gerechtfertigt. Endgultigen Auf-
schlu hiertber konnten nur entsprechende Tierversuche oder der Nachweis dieser Keime aus
menschlichem Untersuchungsmaterial geben.

Daf nicht nur Akanthamoeben und Naeglerien als Wirtszellen von Bakterien infrage kommen,
zeigte die erstmalige Isolierung von zu den Hartmannellidae gehodrenden Sakkamoeben mit
groRflachigen Parasitenaggregaten innerhalb der Zelle, die in 1 von 6 Wasserproben aus einem
Zierfischaquarium isoliert wurden. Wahrend PAGE (26) bereits 1974 stabchenformige Bakterien als
Endosymbionten in Saccamoeben beschrieben hatte, handelte es sich im vorliegenden Fall um
auch im Lichtmikroskop kokkoid erscheinende Bakterien innerhalb einer grofden Vakuole (Abb. 7).
Elektronenmikroskopisch liefsen sich pleomorphe Vermehrungsstadien von abgerundeten infek-
tiosen Stadien unterscheiden (Abb 8 ). Aufgrund ihrer morphologischen Ahnlichkeit mit verschie-
denen zu den Rickettsiaceae gehorenden Ehrlichia-Arten, besonders E. canis und E. equi, wurden
diese obligaten Amdbenparasiten vorlaufig als , Ehrlichia-like” Organismen beschrieben (19) Ehrli-
chien sind obligat intrazellulare Bakterien, die retikuloendotheliale Zellen, speziell Leukozyten von
Wild- und Haustieren, parasitieren. Sie sind bekannt z. B. als Erreger der kaninen Ehrlichiose und
der equinen monozytdren Ehrlichiosis (E. ristici). Auch beim Menschen rufen sie, geographisch
begrenzt, in Japan und Malaysia eine Mononukleose hervor — es ist die Art E. sennetsu. In USA ist
vor kurzem die Art E. chaffeensis durch ANDERSON (3) als Erreger einer fieberhaften Erkrankung mit
haematologischen Verdanderungen beschrieben worden — in Europa nach unserer Kenntnis erst
ein Fall durch Morais (23) in Portugal. Die Zugehorigkeit zu den Rickeltsiaceae wurde kiirzlich durch
Einsatz einer spezifischen Hybridsonde, die zur in-situ-Markierung der Parasiten-DNS fihrte,
bestatigt (AMANN, pers. Mitteilung).

Ebenfalls kokkoide Organismen, jedoch mit doppelt so groRem Durchmesser (1 pm) fielen einem
unserer Stipendiaten (13) im Zytoplasma von Vannella cirrifera auf, die aus einem Warmwasserlei-
tungsnetz stammten. In der elektronenmikroskopischen Darstellung dieser ,Kokken” wurde ein
echter Zellkern erkennbar und damit die Annahme gerechtfertigt, es handele sich hier um
Eucaryonten (Abb. 9). Als auerdem Langs- und Querschnitte eines Polfadens erkennbar wurden,
wurde deutlich, daf es sich hier mit hoher Wahrscheinlichkeit um sehr kleine Sporen einer Mikro-
sporidienart handelte, die auch von einer typischen Sporenwand bzw. Hiille umgeben sind. Nach
der Darstellung der Sporen wurden auch erste Erkenntnisse tber die Entwicklung der Parasiten



innerhalb der Trophozoiten dieser Vannella-Art gewonnen. Sie
beginnt im Zellkern mit der Entwicklung des Sporoblasten, der
durch starkes GroRenwachstum die Kernmembran sprengt und
schlieflich fast das gesamte Zellinnere der Trophozoiten erfullt.
Nach Differenzierung in die o. g. Sporen und Absterben der Wirts-
zelle gelangen die infektiosen Sporen in die Umwelt und konnen
erneut bisher nicht befallene Vannella-Trophozoiten infizieren.
Die Art der Aufnahme, der Weg in den Zellkern und Einzelheiten
der Sporendifferenzierung werden Gegenstand weiterer Untersu-
chungen sein. Nach bisherigen Kokultivierungsversuchen der
Sporen mit verschiedenen Amobenarten zeichnet sich eine Gat-
tungsspezifitat dieser intranuklearen Mikrosporidien ab. Es ist
auch nicht bekannt, ob sie eventuell zur Infektion von Invertebra-
ten oder Fischen u. a. fuhren konnen.

Ein Vergleich mit den beim Menschen vorkommenden Mikro-
sporidienarten mittels PCR fithrte zu widerspruichlichen Ergebnis-
sen, so daf augenblicklich eine phylogenetische Zuordnung zu
bekannten Mikrosporidienarten molekularbiologisch nicht ein-
deutig bestatigt werden kann.

Abbildung 5:

Acanthamoeba sp. (Gr.1I) (St. Bn9)
von der Nasenschleimhaut einer Pro-
bandin weist eine intrazellulare In-
fektion mit grampositiven kokkoiden
und gramnegativen pleomorphen
Organismen auf, die in Anlehnung
an die Chlamydiennomenklatur als
,elementary bodies” (Rb) bzw.
Jreticulate bodies” (Rb) bezeichnet
werden. Pfeile: Teilungsstadien der
retikuldren Organismen.
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Als weiteres Beispiel eines eukaryotischen Endoparasiten von Amoben konnte erst kiirzlich an
Thekamoeben beobachtet werden. 30-80 ym grofe Trophozoiten von T. similis, die aus einer
Regenrinne angezlchtet worden waren, wiesen eine intrazelluldre Infektion mit zahlreichen
grofen hefeartigen Zellen auf. Sie fiillten nach starker Vermehrung durch Sprossung schlieflich —
von einer Vakuolenmembran umgeben — den gesamten Zellinnenraum aus (Abb. 10), so dafs der
Zellkern und die pulsierende Vakuole in den marginalen Plasmasaum gedrangt wurden — bevor die
Parasiten durch Ruptur der Wirtszelle in die Umgebung gelangen. Ein Wachstum auf dem speziel-
len Nahrboden fur Hefen und Pilze nach SABAUROD wurde nicht beobachtet. K.-D. MULLER/ GHS
Essen gelangjedoch eine Anztichtung mit dufserst langsamer Vermehrung auf Blutagar (pers. Mitt.)

Im Unterschied zu samtlichen bisher beobachteten intravakuoldren Endozytobionten wurden
im vorliegenden Fall weitere Organismenarten in der gleichen parasito-

19:0cyc
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phoren Vakuole mit eingeschlossen. Lebende und z. T. halbverdaute Bak-
terien befanden sich zusammen mit den hefeartigen Parasiten innerhalb
derselben Vakuole. Moglicherweise handelt es sich demnach nicht primar
um echten Parasitismus sondern um einen Saprophyten mit erworbener
Resistenz gegen die Verdauungsenzyme der Wirtszelle, der durch unge-
hemmte Massenvermehrung zum Zerfall der Amoébe fithrt und damit
gewissermalfen ,ungewollt” zum Parasiten wird — ein Denkmodell als
Ubergangsform zum echten Parasitismus. Eine Ubertragung auf weitere
Vertreter der Familie Thekamoebidae u. a. Amoben gelang bisher nicht, so
daf es sich moglicherweise um einen artspezifischen Endozytobionten

Kokken von Berg17

Abbildung 6:

Gaschromatische Untersuchung des
Fettsaureprofils von Bergl7. Typisch
sind die bakterienspezifischen lan-
gerkettigen Fettsauren, 13-Methyl-
tetradekansaure (i15:0) und Methyl-
enoktadekansaure (19:0,cyc) sowie
ein fraglicher Alkohol (Alc?).
Durchfiihrung und Darstellung:

Dr. K.-D. Miiller / Mikrobiol. Institut,
GHS Essen.
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handelt.
Diskussion

Abgesehen von den theoretisch naturlich interessanten Wechselbeziehungen zwischen Wirt und
Parasit an sich, steht bei Beobachtungen dieser Art die Frage im Vordergrund, ob sich moglicher-
weise auch potentiell pathogene Arten in den Amoben vermehren. Wie wir gesehen haben,
gehoren neben einigen Legionella-Arten auch solche der Gattungen Pseudomonas und Stenotro-
phomonas (Xanthomonas) sowie Flavobakterien und Listerien zu den potentiell Pathogenen. Die
neue vorlaufige Gattung ,Parachlamydia” und die Ehrlichia-ahnlichen Organismen lassen zumin-
dest eine Verwandtschaft zu pathogenen Taxa erkennen. Eine dritte Gruppe, wie Cytophaga-Arten,
Mikrosporidien u. a. haben bisher keinerlei medizinische Bedeutung erkennen lassen.



Abbildung 7:

Abgerundete Saccamoeba limax
(Strain Sl1) mit einer grofen
Vakuole, die zahlreiche kokkoide
dichtgelagerte Parasiten enthalt
(Pfeil). Kern (N) und pulsierende
Vakuole (pV) sowie Kristalle sind im
randsténdigen Cytoplasma
erkennbar

Phasenkontrast: 10 200x

Abbildung 8:

Ausschnitt aus einem Zytoplasma-
areal von Saccamoeba limax mit den
beiden Stadien der Parasiten (KSI1):
pleomorphe Vermehrungsstadien
(po) entwickeln sich in die rund-
ovalen infektidsen Organismen (io),
die innerhalb einer Vakuole von
weiteren Membranen (Pfeilkdpfe)
unbekannter Herkunft umgeben
sind.

50 850x
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Die Wirtsamoben haben flr die potentiell pathogenen Arten ihre Hauptbedeutung als Vehikel fiir
eine Verbreitung, was bei Legionellen deutlich wird, die sich nicht in nahrstoffarmen Gewassern
ohne Amoben oder den ebenfalls als Wirtszelle geeigneten Ciliaten Tetrahymena sp. vermehren
konnen. Zumindest ist die Anwesenheit spezieller Begleitkeime, wie z. B. Zyanobakterien, erfor-
derlich. Anspruchslosere Arten wie Pseudomonaden jedoch sind in Threr Vermehrung nicht im
gleichen Mafe von Amoben abhangig. Fur samtliche Keime in dieser intrazellularen Nische gilt je-
doch in gleicher Weise wie fur Legionella-Arten der zweite Gesichtspunkt: der Schutz vor den ubli-
chen Chlor-Konzentrationen und anderen Bioziden — besonders, wenn die Bakterien auch in
Zysten eingeschlossen werden. So erwiesen sich Akanthamoeben-Zysten resistent gegen 40 mg
bzw. 50-75 mg/1 Chlor (8, 15). KILVINGTON (15) gelang die Anzuchtung von L. pneumophila aus
Zysten, die mit 50 mg/1 Chlor mindestens eine halbe Stunde lang behandelt worden waren. Daf}
sich dartiber hinaus der Phanotyp bei intrazellularer Vermehrung andern kann, zeigen Untersu-
chungen von BARKER (5, 6) an Legionellen. So waren Keime aus Amoben um den Faktor 100 resi-
stenter gegen die Biozide PHMB und Benz-Isothiazolon als der gleiche parallel geziichtete in-vitro-
Stamm. Aufierdem war die Infektidsitat von den in Amoben vermehrten Legionellen fur
Epithelzellen um den Faktor 100 und fir Makrophagen um das 10fache gegentiber dem gleichen
in-vitro-Stamm erhoht (7), was eine eindeutige Pathogenitatssteigerung als Folge der Vermehrung
in den Einzellern darstellt!

Derartige und zahlreiche weitere Fragestellungen zur Wechselbeziehung zwischen Wirt und sei-
nen unterschiedlichen Parasiten konnen in Zukunft an den vorgestellten Modellen bearbeitet wer-
den — wobei jedes Amoben-Parasit-Modell seine spezifischen Charakteristika aufweist und daher
gesondert beurteilt und weiter untersucht werden mufte.

Zusammenfassung

Die ersten Akanthamoeben mit intrazellularer Vermehrung
von gramnegativen Stabchenbakterien wurden in unserem
Labor aus dem Bewegungsbad einer Physiotherapieabteilung
isoliert. Es handelte sich nicht — wie zunéchst angenommen
— um Legionella pneumophila, sondern um Burgholderia
pickettii. In der Folgezeit wurden vor allem Pseudomonas-
Spezies, aber auch wiederholt gramnegative z. T. schwer
anzuchtbare Bakterienarten des Cytophaga-Flavobacterium-
Komplexes als natirliche Infektionen von Akanthamoeben
aus unterschiedlichen aquatischen Habitaten isoliert. Die mei-
sten Arten vermehrten sich intravakuolér, einige jedoch — wie
unser Stamm K62 auch intrazytoplasmatisch, wie die , Llap’s”
(Legionella like amoebal pathogens [28]). Neben den mehr oder weniger amobiziden Bakterien
wurde auch ein Endosymbiont nachgewiesen und dargestellt. Einer Artbestimmung durch Routi-
nemethoden entzogen sich drei Amobenisolate mit unterschiedlichen kokkoiden Parasiten, die
den Gattungen Acanthamoeba, Saccamoeba und Vannella angehorten. Molekularbiologische
Untersuchungen der ,grampositiven Kokken” aus Akanthamoeben von der Nasenschleimhaut
ergaben eine deutliche Verwandtschaft mit Chlamydien (1). Parasiten aus Sakkamoeben lieften
aufgrund morphologischer und serologischer Befunde eine Beziehung zur Gattung Ehrlichia
erkennen. SchlieBlich erwiesen sich Parasiten mit intranukleédrer Entwicklung in Vannellen als
Eukaryonten. Die Feinstruktur fihrt zur Annahme einer Zugehorigkeit zu den Microsporidia (13).
Kirzlich wurden aufferdem bisher nur auf Blutagar kultivierbare einzellige Pilze als intrazellulare
Parasiten von Thekamoeba similis beobachtet, die nach der Art der Sprossung zu den Hefepilzen zu
rechnen sind.



Abbildung 9:

Ausschnitt von Vannella miroides
(Stamm Wi9) mit 2 Entwicklungs-
stadien intrazellularer eukaryoti-
scher Parasiten: S - Sporen mit Kern
(N) und Vakuole (V) und einzelnen
Querschnitten eines Polfadens (Pfeil-
kopf) als infektitse Stadien nach
ihrem Freiwerden durch Ruptur der
Wirtszelle. inP - intrazellulare Para-
siten, die sich im Karyoplasma zu
Sporen differenzieren, die wiederum
nach Ruptur der Kernmembran
(Pfeilkopfe) in das Zytoplasma gelan-
gen kénnen.

29 150x

Aufnahme: E. N. Schmid / Essen

Schliisselworter

Burgholderia, Pseudomonas, Endocytobiont,
Acanthamoeba, Chlamydia, Mikrosporidia.

Summary

Free living amoebae serving as hosts
and as vehicles of microorganisms

The first Acanthamoebae infected with Gram
negative rod-shaped bacteria were isolated in
our laboratory from a physiotherapeutic bath.
The very motile rods multiplied within a pha-
gosome of infected trophozoites resulting in
death of the amoebae. The parasites were
identified as Burgholderia (Pseudomonas)
pickettii known as a nosocomial bacterium.
Later on we observed different Gram negative
bacteria of the genera Pseudomonas, Cyto-
phaga and Flavobacterium as intracellular
parasites of Acanthamoebae. In addition a
strain of ,Llap” (Legionella like amoebal
pathogen [29]) exhibited intracytoplasmatic
growth.

Coccoid bacteria inside Acanthamoebae
isolated from human nasal mucosa turned out

to be closely related to Chlamydia sp. as a result of DNA sequencing of the 16STRNA (1). Within
Saccamoeba limax multiplication of Ehrlichia-like parasitic endocytobionts was demonstrated by
electronmicroscopy. Furthermore coccoid organisms within Vannella sp. from warm tap water
were identified as spores of the order Microsporidia. The relatively large amoeba Thekamoeba similis
harboured ovoid eucaryotic cells replicating within large vacuoles by budding thus appearing as

yeast-like endocytobiotic organisms of amoebae.

Key words

Acanthamoeba, Endocytobiont, Pscudomonas, Burgholderia, Chlamydia, Microsporidia.

Hinweis

Seit dem vorliegendem Vortrag haben DNA-Sequenzierungen an 10 sog. Llap-Stammen ergeben,
daR die Gattungen ,Sarcobium”und, Legionella” nicht voneinander zu trennen sind (BIRTLES, R. J. et
al.: Microbiology 142, 3525-30 (1996). Die Identitat beider Gattungen wurde auch durch entspre-
chende Hybridisierungversuche an dem hier dargestellten Llap-Stamm K62 bestatigt (MiCHEL et al.:
Parasitology Research, 1997, im Druck). Acht der von BIRTLES et al. untersuchten Stamme wurden

als neue Art Legionella lytica beschrieben.
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Abbildung 10:

Thekamoeba similis mit weitlumiger
Vakuole, in der Ansschnitte von
Pilzen (P) zu erkennen sind.
Knospungsstadien mit Querwandbil-
dung (Pfeile) belegen die Verwandt-
schaft zu Hefen.

Neben den Parasiten befinden sich in
der Vakuole noch intakte und ange-
daute Bakterien (B).

8050x
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