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Uber das Verhalten von ,Limax-Amoben”
(Acanthamoeba und Hartmannella) auf Kulturen
verschiedener gramnegativer Baklerienspezies

Julia Walochnik, O. Picher, Ch. Aspdck, Marianne Ullmann, H. Aspock

Die ,Limax-Amoben” — eine heterogene Gruppe freilebender, fakultativ parasitischer Amoben —
sind weltweit verbreitet und besiedeln vor allem natlrliche ebenso wie kiinstliche Feuchthabitate;
es wurden aber auch bereits verschiedene Spezies aus der Luft (16) oder sogar heifdem Wustensand
(12) isoliert. Seit der Beschreibung der Fahigkeit einer freilebenden Amobe (A. culbertsoni), bei Mau-
sen und Affen Meningoenzephalitis zu verursachen (3), gilt diesen ubiquitéren Protozoen auch das
Interesse der Humanmedizin.

Die humanmedizinisch wichtigsten Genera sind Nacgleria und Acanthamoeba; sie umfassen
Erreger von akut bzw. chronisch verlaufenden Meningoenzephalitiden. Acanthamoeba-Spezies
gelten zudem, insbesondere bei Kontaktlinsentragern (14), als Verursacher von oft schwer verlau-
fenden Keratitiden. Neben dieser aktiven Pathogenitat der Limax-Amoben gewinnt die sogenannte
.passive Pathogenitat” dieser Organismen zunehmend an Bedeutung; man versteht darunter die
Féhigkeit der Limax-Amoben, als Wirte fir Bakterien — und zwar auch humanpathogene Spezies
— zu fungieren. Die Bakterien kénnen intrazellular iberleben und sich sogar vermehren; die Limax-
Amoben fungieren damit als Vehikel fiir die Verbreitung dieser Bakterien.

Als Kriterium fir die Pathogenitat der Limax-Amaoben gilt herkdmmlicherweise der Mause-
inokulationstest: auf Mause uibertragene Stdmme, die zu einer Erkrankung der Maus fuhren, gelten
auch als humanpathogen. Dieses Kriterium gilt indessen mit Einschrankungen: von Keratitis-
Patienten isolierte Amoben fiihren nach intraokuldrer Inokulation bei Mausen nicht notwendiger-
weise zu Erkrankungen des Auges bei der Maus (2).

Alternative Wege zur Abklarung der Pathogenitét freilebender Amoben sind daher von grofer
Bedeutung. So wurden die Vermehrungsfahigkeit in bestimmten axenischen Medien (5) oder die
zytopathische Wirkung auf Zellkulturen (4) als Indikatoren flr Pathogenitat herangezogen. Weiters
gelten Thermophilie (8, 14, 18) und Fortbewegungsverhalten (Beweglichkeit in einem Unteragaro-
sesystem (17) als Hinweise auf eine potentielle Pathogenitéat freilebender Amoben.

Die vorliegende Arbeit, die einen Teil einer umfangreichen Untersuchung tber Vorkommen und
medizinische Bedeutung von Limax-Amaében in einem Wiener GroRkrankenhaus darstellt, ist zwei
Fragestellungen gewidmet: Zum einen sollte das Fortbewegungsverhalten der Amoben unter dem



Material und Methoden

Amoben

Axenisierung

Zystensuspensionen

Bakterien

22

Gesichtspunkt der Ableitung von Hinweisen auf eine mogliche aktive Pathogenitat, zum zweiten
sollte die Frage der passiven Pathogenitat, insbesondere unter krankenhaushygienischen Aspek-
ten, untersucht werden. Beispielsweise konnten FIELDs et al. (1993) in einer Studie an Legionellen
zeigen, daf sich virulente Legionellen in viel hoherem Malfde aus Hartmannella rickisolieren lassen
als avirulente.

Es wurden drei, aus Sanitdranlagen des Wiener Allgemeinen Krankenhauses (AKH) isolierte Amo-
benstamme, welche nach dem Bestimmungsschlussel von PaGe (1991) aufgrund morphologischer
und physiologischer Merkmale den Spezies Acanthamoeba lugdunensis, Acanthamoeba rhysodes
und Hartmannella cantabrigiensis zugeordnet worden waren, flr die Untersuchungen herangezo-
gen. Durch diese Auswahl sollten genus- bzw. spezies-spezifische Charakteristika im Fre- und
Fortbewegungsverhalten eruiert werden.

Die Amében wurden auf NonNutritiv (NN)-Agarplatten, welche zuvor mit 100 ul E. coli-Bouillon-
kultur tberschichtet worden waren, bei 30°C kultiviert. Die Umsetzung erfolgte alle 7 d, indem ein
kleines Agarstiickchen mit einer sterilen Skalpellklinge herausgeschnitten und auf eine frische, mit
E. coli beschichtete NN-Agarplatte transferiert wurde.

Aus klonierten Agarplattenkulturen wurde jeweils ein kleines Agarstiickchen herausgeschnitten
und auf eine NN-Agarplatte Ubersetzt, welche zuvor mit einer Suspension abgetdteter Bakterien
(E. coli) in Amobensaline (modifizierte Neffs Amobensalzldsung nach Pace (1991) beschichtet
worden war. Diese Amdben-Kulturen wurden, um moglichst alle mittberimpften (auf dem Agar-
stiickchen befindlichen) noch lebenden Bakterien zu eliminieren, iber einen Zeitraum von 10 d alle
48 hneuumgesetzt. AnschlieRend wurden die Amoben-Trophozoiten von einer solchen Kultur mit
einem sterilen Wattetupfer geerntet, in mit 5 ml steriler (autoklavierter) Amobensaline beftllte
Zentrifugationsrohrchen (15 ml Falcon Conical Tubes) transferiert und dreimal durch Zentrifuga-
tion (500g/10 min) in Amobensaline gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zysten
schlie@lich in 5 ml PPG (Proteose-Pepton/Glukose) resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden
wiederum abgetotete Bakterien und zusatzlich Antibiotika (200 [U Penicillin und 200 ug/ml Strep-
tomycin) zugesetzt. Die Kulturrohrchen wurden unter einem Winkel von 45° bei 30°C inkubiert
und das Medium Uber einen Zeitraum von 10 d alle 24 h gewechselt, wobei die Menge an zuzuge-
benden Antibiotika und abgetoteten Bakterien ab dem flinften Tag sukzessive minimiert wurde.
Der letzte Mediumwechsel erfolgte ohne Zugabe von Antibiotika oder abgetdteten Bakterien. Die
Kulturen wurden unmittelbar nach ihrer Axenisierung in den jeweiligen Versuchen eingesetzt.

Zur Erhaltung der axenischen Kulturen wurde das Medium (PPG) fortwahrend alle 72 h gewech-
selt und die Uberstande regelméafRig in BHI (Brain-Heart-Infusion) und auf Blutagarplatten auf Bak-
terienfreiheit tiberpruft.

Axenisch kultivierte Amodbenzysten wurden durch Zentrifugieren bei 500 g/ 10 min. und Absaugen
des Uberstandes geerntet und in 5 ml steriler Amobensaline suspendiert. Die Suspensionen wur-
den unter Verwendung einer Birker-Turk Zahlkammer auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen
pro ml eingestellt.

Als potentielle Nahrungsorganismen dienten 16 verschiedene, aus Patientenmaterial des Wiener
AKH isolierte, gramnegative Bakterienstimme. Die Bakterien wurden auf Columbia-Blutagarplat-
ten bei 37°C kuitiviert. Die Agarplattenkulturen wurden bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt und
alle 14 d neu Uberimpft.

Von allen Bakterienspezies wurden Bouillonkulturen in Ndhrbouillon und Suspensionen in
steriler 0,9%iger Saline hergestellt. Die Suspensionen wurden durch Vergleich mit einem McFarland
0,5 Baso, Standard auf ungeféhr 10® CFU (colony forming units) pro ml gebracht.



Tabelle 1:

Fortbewegungsgeschwindigkeiten (Mittelwerte) von A. lugdunensis, A. rhysodes und H. cantabrigiensis auf verschiedenen
gramnegativen Bakterienspezies (in mm/d).

Versuch I:
Fortbewegungsverhalten
der Amében auf Kulturen
16 verschiedener, gram-

Bakterienspezies A. lugdunensis A. rhysodes H. cantabrigiensis negativer Bakterien-

spezies (Methodik modifi-

30°C 30°C 37°C 30°C 37°C ziert nach 11).

Escherichia coli 59 9,2 9,0 46 11,4 Mit einer Impfose wur-
Pantoea agglomerans 5,1 9,8 9.3 4,7 9,6 den auf NN-Agarplatten
Enterobacter cloacae 4,8 9.5 8,3 53 9,6 50 mm 1ange parallele
Citrobacter freundii 4,3 11,2 7,5 3,0 9,9 . L
Serratia marcescens 4,1 8,9 7,8 52 9,6 Bakterlensuspensmn&
Serratia liquefaciens 3,9 8,4 7.6 5,3 8,1 linien aufgetragen und
Klebsiella pneumoniae 2,9 10,6 8,4 4,3 8,0 24 Stunden bei 37°C
Morganella morganii 3,8 9,4 7,0 51 4.4 N .
Burkholderia cepacia 3,1 8,6 7.2 3,4 3,8 bebrtitet. Anschliefsen
Providencia stuartii 1,5 7,6 6,6 3,1 5,9 wurde an den Beginn
Comamonas acidovoran‘s 2,4 7,6 4,3 2,3 6,3 jeder Linie 1 pl Am&ben-
Acinetobacter calcoaceticus 1,2 8,6 6,1 3,4 4,7 .
Proteus mirabilis 1,4 8.4 3,9 3,1 58 suspension, also unge-
Proteus vulgaris 1,1 53 44 3,6 5,1 fahr 100 Zysten inoku-
Aeromonas hydrophila 1,7 53 3,3 2,2 2,5 liert. Die mit Parafilm
Pseudemonas aeruginosa 0,6 6,9 4,1 1.6 5.8 .

versiegelten Platten wur-

Tabelle 2:

Uberleben verschiedener Bakterienspezies in 3% iger HCI durch Interaktion mit A. Jugdunensis, A. rhysodcs
und H. cantabrigiensis bei 30°C bzw. 37°C.

den bei 30°C bzw. 37°C
inkubiert. Die Wachs-
tumsraten und Fortbe-
wegungsgeschwindig-

keiten der Amodben (von

Bakterienspezies

Escherichia coli
Proteus mirabilis
Pscudomonas aeruginosa

der ,Amobenfront” pro
Tag zurlickgelegte Di-
stanz) entlang dieser Li-
nien wurden unter dem
Invertmikroskop  beob-
achtet und uber einen
Zeitraum von 10 d taglich

A. lugdunensis A. rhysodes H. cantabrigiensis

30°C

protokolliert.

Alle Versuche wurden im Viereransatz durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung wurden die
Geschwindigkeiten [mm/d] und deren Mittelwerte errechnet.

Versuch 11:
Uberleben von Escherichia coli, Proteus mirabilis und Pseudomonas aeruginosa in 3%iger HCI durch
Interaktion mit Amoében der Genera Acanthamoeba und Hartmannella.

Auf NN-Agarplatten wurden 100 pl der jeweiligen Bakterien-Bouillonkultur ausgestrichen und im
Zentrum jeder Petrischale 1 pl Amdbensuspension der zu untersuchenden Spezies aufgebracht.
Diese sogenannten Kokulturen von Amoben und Bakterien wurden 7 d bei 30°C bzw. 37°C bebrui-
tet. Die reifen Amobenzysten wurden anschliefsend mit einem sterilen Wattetupfer geerntet und in
5 ml sterile (autoklavierte) Amobensaline transferiert. Nach dreimaligem Waschen durch Zentri-
fugation bei 1000 g/20 min. wurde das Pellet in 3%iger Salzsaure suspendiert und bei Zimmertem-
peratur inkubiert. Ein Kontrollversuch hatte gezeigt, da keine der fur die Untersuchungen heran-
gezogenen Bakterienspezies beféhigt ist, 36 h in 3%iger HCI zu Uberleben. Die Saure wurde nach
36 h durch dreimaliges Waschen in steriler Am&bensaline entfernt und die Zysten in Amdbensaline
resuspendiert. Um die Exzystierung der Amében hervorzurufen, wurden durch Hitze abgetodtete
Bakterien (E. coli) hinzugefuigt und die Kulturen bei 30°C inkubiert.
Alle Uberstande wurden in BHI und auf Blutagarplatten auf ihre Sterilitat hin tiberpriift.
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Die Kulturen wurden nach 48 h und anschlieend tber

den Zeitraum von einer Woche taglich auf das Vorkommen

von Bakterien untersucht. Hierzu wurden von jeder Kultur je-
weils 200 pl entnommen und in BHI pipettiert. AuRerdem
B A. rhysodes wurde von jeder Kultur ein Verdiinnungsausstrich auf Blu-
OV H. cantabrigiensis tagarplatten hergestellt.

A, lugdunensis

bl

Die BHI- und Blutagar-Kulturen wurden bei 37°C bebrutet
und nach 48 hund 7 d ausgewertet.

Die Versuche wurden im Doppelansatz durchgefiihrt.

Abbildung 1:

Fortbewegungsgeschwindigkeit von
A. lugdunensis, A. rhysodes und

H. cantabrigiensis auf E. cloacae

bei 30°C bzw. 37°C in mm/d.

Ergebnisse
Versuch |

Alle untersuchten Bakterienspezies fuhrten, wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, zur Exzystierung und
Fortbewegung der Amoben entlang der Suspensionslinien — wurden also als Nahrungsorganis-
men akzeptiert. Die drei Amobenisolate zeigten, unabhangig von der dargebotenen Bakterienspe-
zies, ein charakteristisches, von der Kultivierungstemperatur abhangiges Wachstumsverhalten:
Hartmannella cantabrigiensis wies auf allen Bakterienkulturen eine weitaus hohere Teilungsrate auf
als die Acanthamoeben und ist auRerdem eindeutig als thermophil einzustufen, da sie, wie aus
Abbildung 1 am Beispiel von E. cloacae deutlich hervorgeht, bei 37°C mehr als die doppelte 30°C-
Geschwindigkeit zeigte. A. rhysodes wuchs zwar bei 37°C, hatte aber bei 30°C ihr Temperaturopti-
mum und kann daher nur als thermotolerant angesehen werden; A. lugdunensis zeigte bei 37°C
kein Wachstum.

Noch wesentlich deutlicher als ein bestimmtes Wachstumsverhalten wiesen die Amobenisolate
ein jeweils charakteristisches Fortbewegungsverhalten auf. Gemeinsam war allen Isolaten, daf3
sich die Trophozoiten grundsatzlich in einer Front entlang der Bakteriensuspensionslinien fort-
bewegten. Zwischen den beiden untersuchten Amobengenera Acanthamoeba und Hartmannella
war ein Unterschied besonders auffallend: Wahrend Hartmannella sich ausschlieRlich entlang der
Agaroberflache fortbewegte, zeigten beide Akanthamoeben auch die Fahigkeit, den Agar zu pene-
trieren. Die zwei Akanthamoebenspezies unterschieden sich einerseits in ihrer Thermotoleranz,
andererseits in ihrer Fortbewegungsgeschwindigkeit. Die thermophilere A. rhysodes bewegte sich
aufallen Bakterienspezies ungefahr doppelt so schnell wie A. lugdunensis, welche bei 37°C keiner-
lei Wachstum zeigte (siche Abb. 1).

Versuch 11

Wie Tabelle 2 zeigt, spielt die Temperatur bei den Interaktionen zwischen Amoben und Bakterien
eine bedeutende Rolle. Wenn die Kokulturen der Amoben mit den Bakterien bei 30°C inkubiert
worden waren, liefsen sich nach der Saurebehandlung (36 h in 3% iger HCI) und der anschliefend
eingeleiteten Exzystierung der Amoben (durch Zugabe von abgetoteten Bakterien) im allgemeinen
in den Kulturen keine lebenden Bakterien mehr nachweisen. Nach Kokultivierung bei 37°C hinge-
gen konnten die Bakterien die Saurebehandlung in den Zysten der Amoben tiberleben. Allerdings
scheinen sich die untersuchten Amobenspezies nicht gleichermafien als Wirtszellen fir Escheri-
chia coli, Proteus mirabilis und Pseudomonas aeruginosa zu eignen. Auch scheinen sich die drei Bak-
terienspezies in ihrer Fahigkeit, in Amobenzysten zu Uberleben, zu unterscheiden.

Acanthamoeba rhysodes eignete sich in vorliegender Untersuchung sehr gut als Wirt; nach
Kokultivierung bei 37°C liefden sich alle drei Bakterienspezies aus den Zysten von A. rhysodes rick-
isolieren. Nach Kokultivierung bei 30°C hingegen konnte nur E. coli in den Zysten von A. rhysodes
Uberleben. Aus Hartmannella cantabrigiensis liefs sich Ps. acruginosa ruckisolieren, allerdings auch



Diskussion

Aktive Patogenitat

Passive Pathogenitat

nur, wenn die Kokultur bei 37°C inkubiert worden war. Aus Acanthamoeba lugdunensis konnte
keine der drei Bakterienspezies ruckisoliert werden.
Die Ergebnisse der beiden Versuchsansatze waren ident.

Die aktive Pathogenitat der Amoben, d. h. die Fahigkeit, menschliches Gewebe zu penetrieren, wird
vor allem mit drei Faktoren korreliert, namlich der Motilitat im Agar, der Fortbewegungsgeschwin-
digkeit (17) und der Thermophilie (8, 14, 18).

Im Fortbewegungsverhalten war allen drei Isolaten gemeinsam, daf sich die Trophozoiten nicht
einzeln, sondern als Amoébenfront entlang der Bakteriensuspensionslinien bewegten. Dieses Phé-
nomen konnten auch schon THONG UND FERRANTE (1986) in einer ahnlichen, an Naegleria spp. durch-
gefuhrten Studie beobachten. Vermutlich ist dies darin begriindet, daf die Amdben sich an einer
Stelle, wo viele Nahrungsorganismen zur Verfiigung stehen, explosiv vermehren und erst dann in
andere Regionen auswandern, wenn Nahrstoffknappheit herrscht. Dies verdeutlicht, daf bei frei-
lebenden Amében die Fortbewegung eng mit der Nahrungsaufnahme gekoppelt ist. Die Fahigkeit
zur schnellen Fortbewegung wiederum, und zwar insbesondere bei Kérpertemperatur des Wirts,
erlaubt den Amd&ben die rasche Ausbreitung im Wirt und somit das Entstehen eines akuten Krank-
heitsgeschehens. Fur die rasche Ausbreitung der durch Limax-Amdben hervorgerufenen Krank-
heiten ist grofse Beweglichkeit sehr wesentlich (1).

Acanthamoeba lugdunensis und Acanthamocba rhysodes, welche beide als Keratitis-Erreger
gelten, zeigten im Gegensatz zum Genus Hartmannella, welche nach PAGE (1991) keine pathogenen
Vertreter enthalt, aufserdem die Fahigkeit, in den Agar einzudringen. Es konnte also auch bei Acan-
thamoeba tatsachlich ein Zusammenhang zwischen der Motilitat im Agar und der Fahigkeit,
menschliches Gewebe zu penetrieren, bestehen, wie dies schon bei Naegleria (17) beobachtet wer-
den konnte.

Unter den zwei untersuchten Acanthamoeba-1solaten zeigte die thermophilere auch die weit-
aus hohere Fortbewegungsgeschwindigkeit.

Es ist durchaus moglich, daf% dies als Ausdruck potentieller Pathogenitat zu deuten ist.

Beweisen konnten wir das bei unseren Stammen nicht, weil kein Tierversuch zur Feststellung
der Pathogenitét durchgefiihrt wurde. Im ubrigen ist die Korrelation zwischen Thermophilie und
Pathogenitat durchaus nicht unumstritten (9).

Offenbar ist sowohl die Eignung der Amoben als Transportwirte fiir Bakterien, als auch die Fahig-
keit der Bakterien, in Zysten freilebender Amdben zu Uiberleben, sehr spezies-spezifisch.

Unter den untersuchten Amobenisolaten erwies sich Acanthamoeba rhysodes als am besten ge-
eignet, Bakterien als Wirtsorganismus zu dienen. Dies manifestierte sich auch darin, daf? sich A.
rhysodes, im Gegensatz zu den zwei anderen Spezies, nur sehr schwer in axenische Kultur hatte
bringen lassen. 3%ige HCl wirkt sowohl auf Bakterien als auch auf Amoben-Trophozoiten und un-
reife Amobenzysten letal, nicht jedoch aufreife Amobenzysten. In Amobenzysten eingeschlossene
Bakterien werden somit durch die sehr resistenten Zystenhtllen der Einwirkung der Saure entzo-
gen. Moglicherweise ist die Eignung von Amében als Wirtsorganismus fiir Bakterien unter ande-
rem durch die Fahigkeit, mit intrazellular lebenden Bakterien reife Zysten zu bilden, charakterisiert.
KILVINGTON UND PRICE (1990) konnten demonstrieren, dafé mit Legionella pneumophila infizierte
Acanthamoeba polyphaga-Trophozoiten in wesentlich geringerem Mafe Zysten ausbilden, als nicht
infizierte Amoben.

In den Zysten von Hartmannella cantabrigiensis konnte bei 37°C Kokultivierungstemperatur
zwar Pscudomonas acruginosa Uberleben, nicht aber die anderen beiden Bakterienspezies. Es muf
also demnach nicht nur von der Fahigkeit der Amoben, den Bakterien als Wirtsorganismus zu die-
nen, sondern auch von der Fahigkeit der Bakterien, die Amdben zu infizieren und in den Amoben
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zu Uberleben, gesprochen werden. Jedenfalls scheint Phagozytose nicht der primére Mechanismus
zu sein, durch den Bakterien Amében infizieren.

Sehr auffallig war aufserdem der Einflufder Kokultivierungstemperatur auf das Zustandekom-
men einer solchen Wechselbeziehung. Dies mag unter anderem auch damit zusammenhéngen,
daf® humanpathogene Bakterienspezies bei 37°C wesentlich besseres Wachstum zeigen als bei
30°C. BARKER UND BROWN (1994) sehen die Temperatur als einen ganz wesentlichen Faktor fur das
Uberleben von Bakterien in Wirtszellen, was sie auch darin begriinden, da® die Virulenz von Bak-
terien vermutlich temperaturabhéngig ist. MILLER et al. (1989) sehen Temperatur sogar als einen
Hauptfaktor bei der Regulierung bakterieller Pathogenitéat.

Anhand von drei, nach ihrem Temperaturverhalten ausgewahlten Amoben-Isolaten (Acantha-
moeba lugdunensis, Acanthamoeba rhysodes und Hartmannella cantabrigiensis) und 16 verschiede-
nen, aus Patientenmaterial des Wiener AKH isolierten Bakterienstdmmen, sollte untersucht wer-
den, ob Motilitat und Wachstumsverhalten freilebender Amoben mit deren pathogenem Potential
korrelieren und welche Faktoren bei der Fahigkeit freilebender Amoben, Bakterien als Wirtsorga-
nismus zu dienen, von Bedeutung sind.

Es zeigte sich, daR sich die drei verschiedenen Isolate in Temperaturtoleranz, Fortbewegungs-
geschwindigkeit und Motilitat im Agar, unabhdngig von den dargebotenen Nahrungsorganismen,
sehr deutlich voneinander unterscheiden und daf diese Faktoren moglicherweise Rickschlisse
auf eine potentielle Pathogenitat der Amében zulassen. Acanthamoeba lugdunensis und Acantha-
moeba rhysodes, welche beide als potentielle Pathogene angesehen werden (6), zeigten die Fahig-
keit, in den Agar einzudringen. Hartmannella cantabrigiensis hingegen bewegte sich ausschliefdlich
auf der Agaroberflache fort. Tatsachlich scheint das Genus Hartmannella keine humanpathogenen
Vertreter aufzuweisen (15). Auerdem erwies sich die Fortbewegungsgeschwindigkeit als ein sehr
spezifisches Merkmal — Acanthamoeba rhysodes bewegte sich, unabhangig von der dargebotenen
Nahrungsbakterienspezies, stets etwa doppelt so schnell fort wie Acanthamoeba lugdunensis. Die
Motilitdt der Amoben war zudem stets temperaturabhéngig. Hartmannella cantabrigiensis zeigte
sogar eine markante Temperaturabhangigkeit: auf allen Bakterienstémmen bewegte sie sich bei
37°C mit nahezu der doppelten Geschwindigkeit als bei 30°C.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzen die Annahme, dafs sich ein erheblicher Anteil der frei-
lebenden Amoben — in dieser Studie zwei von drei untersuchten Isolaten, namlich Acanthamoeba
rhysodes und Hartmannella cantabrigiensis — als Transportwirte fur Bakterien eignet und daf3 die
Fahigkeit, Bakterien als Wirt zu dienen, mit der Temperaturtoleranz korreliert. Grundsatzlich lieen
sich nach 37°C Kokultivierungstemperatur wesentlich mehr Bakterien aus den Amobenzysten
ruckisolieren als nach 30°C Kokultivierungstemperatur. Dies ist vermutlich nicht zuletzt darin be-
grindet, daft humanpathogene Bakterien 37°C als Wachstumstemperatur bevorzugen. Acantha-
moeba lugdunensis eignete sich in keinem Fall als Wirtsorganismus fur Bakterien, was auch damit
in Zusammenhang stehen mag, daR dieses Isolat bei 37°C kein Wachstum zeigte.

Limax-Amoben, Acanthamoeba, Hartmannella, passive Pathogenitét.

Comparative studies on the behaviour of Limax-amoebae (Acanthamoeba and
Hartmannella) on cultures of 16 different Gram-negative bacteria.

Basing upon three different species of free-living amoebae (Acanthamoeba lugdunensis, Acantha-
moeba rhysodes and Hartmannella cantabrigiensis) and 16 different Gram-negative species of bac-
teria isolated from clinical specimens it was investigated, whether motility and growth rate of free-
living amoebae do correlate to their potential pathogenicity and which factors might contribute to
the capability of free-living amoebae to harbour bacteria inside their cysts.
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In this study the three different isolates did significantly vary in their temperature tolerance,
migration rate and their motility inside the agar, which supports the assumption that these factors
might be important as indicators for the pathogenicity of free-living amoebae. Acanthamoeba lug-
dunensis and Acanthamoeba rhysodes, which both are regarded as potential pathogens (6), showed
the ability to penetrate the agar. Hartmannella cantabrigiensis, belonging to the apparently non-
pathogenic genus Hartmannella (15), did not invade the agar, but only moved on the agar-surface.
Also the migration rate of each amoeba was very specific; Acanthamoeba rhysodes moved two
times as fast as Acanthamoeba lugdunensis regardless of the offered food-organism (bacterial spe-
cies). Moreover, the migration rate was apparently always determined by the cultivation tempera-
ture — from all bacteria offered Hartmannella cantabrigiensis showed approximately the double
migration rate at 37°C compared to its migration rate at 30°C.

The results of this study support the assumption that a majority of the free-living amoebae - in
this study two of three examined isolates, namely Acanthamoeba rhysodes and Hartmannella canta-
brigiensis — is capable of harbouring bacterial human pathogens and that the host potential seems
to correlate to the temperature tolerance. Generally at 37°C cocultivation temperature considerab-
ly more bacteria could be reisolated from the cysts of the amoebae than at 30°C. This observation
might be explained by the fact that bacterial human-pathogens prefer 37°C as growth temperature.
The Acanthamoeba lugdunensis isolate, which did not show any growth at 37°C was not at all
accepted as a host.

Limax-amoebae, Acanthamoeba, Hartmannella, passive pathogenicity.
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