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Einleitung Die „Limax-Amöben" erlangten in der Humanmedizin erstmals Beachtung, als CULBERTSON et al.
(1958) die Fähigkeit einer dieser freilebenden Amöben, bei Mäusen und Affen Meningoenzephalitis
zu verursachen, entdeckten. Seit Anfang der 80er Jahre, als es ROWBOTHAM gelang, humanpatho-
gene Legionellen aus freilebenden Amöben zu isolieren, kommt dieser sehr heterogenen Proto-
zoengruppe auch unter dem Gesichtspunkt der passiven Übertragung humanmedizinische
Bedeutung zu. Neben anderen können auch humanpathogene Bakterien in den sehr widerstands-
fähigen Zysten der Amöben überleben, sich zum Teil sogar vermehren und sich so der Einwirkung
von Desinfektionsmitteln entziehen. Die „Limax-Amöben" fungieren somit als Vehikel für diese
Bakterien.

In vorliegender Studie sollte untersucht werden, ob und welche freilebenden Amöben und
humanpathogenen Bakterien im Krankenhaus syntop vorkommen und ob potentielle Interaktio-
nen dieser Mikroorganismen von krankenhaushygienischer Relevanz sein können.

Material und Methoden

Bakterien

Wir führten unsere Untersuchungen im Allgemeinen Krankenhaus der Stadt Wien durch. Fünf
Sanitäranlagen dieses Krankenhauses wurden auf das gemeinsame Vorkommen von freilebenden
Amöben und gramnegativen Bakterien hin untersucht. Die Proben wurden jeweils von Duschköp-
fen in frequentierten Patientenbadezimmern entnommen.

Das Vorkommen von Bakterien wurde untersucht, indem die Unterseiten der Duschköpfe mit zuvor
in 0,9%iger Saline getränkten, sterilen Wattetupfern abgetupft und die Proben dann auf verschie-
denen Bakteriennährböden (Columbia, Pseudomonas-Selektivnährboden mit Pseudomonas-C-N-
Selektiv-Supplement, Fluorocult® ECD Agar mit Zusatz von X-Gal) ausgestrichen wurden.
Die Agarplatten wurden 48 Stunden bei 37°C bzw. 44°C bebrütet und anschließend ausgewertet.
Die Identifizierung erfolgte aufgrund biochemischer Kriterien mittels des „Analytischen Profil-
Index" (API20NE).
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Tabelle 1:

Auflistung der aus den verschiedenen Habitaten isolierten Amöben- und Bakterienspezies.

Probe-
entnahme-
stelle

PES 1

PES2
PES 3
PES 4

PES 5

Amöbenspezies

30°C

Acanthamoeba
H. vermiförmis
Echinamoeba
Hartmannella
A. triangularis
Vahlkampjla
E. exundans

37°C

H. vermiförmis

Echinamoeba
Hartmannella
A. triangularis
Vahlkampjla
E. exundans

Bakterienspezies

-
-
Pseudomonas aeruginosa
Comamonas acidovorans

Amöben

Die Amöbenproben wurden mittels der Filterpapier-
Abtupf-Methode (30) entnommen und die Amöben
anschließend auf NN-Agar-Platten, welche zuvor mit
einer Suspension abgetöteter E. coli bestrichen wor-
den waren, bei 30°C kultiviert. Alle Isolate wurden auf
ihre Thermotoleranz (37°C) hin untersucht und nach
dem Bestimmungsschlüssel von PAGE (1991) determi-
niert.

Ergebnisse

Wie Tabelle 1 zeigt, konnten aus allen untersuchten
Habitaten freilebende Amöben isoliert werden. Die Isolate wurden als Vertreter der Genera
Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella und Vahlkampjla identifiziert. Mit Ausnahme eines
Acanthamoeba-Stammes zeigten alle Isolate Wachstum bei 37°C und sind somit als thermotolerant
einzustufen.

Das syntope Vorkommen von Bakterien konnte nur an zwei Stellen nachgewiesen werden.
Es handelte sich dabei um die Bakterienspezies Pseudomonas aeruginosa und Comamonas acido-
vorans.

Interessanterweise wies ein Großteil der freilebenden Amöben aus den bakterienpositiven
Proben (und nur diese) deutliche Bakterieninfektionen auf (Abb. lb - ld). Teilweise konnten bis zu
30 motile Bakterien in den Amöbenzellen gezählt werden. Meist war das gesamte Zytoplasma mit
einer oder mehreren Bakterien enthaltenden Vakuolen ausgefüllt. Auch im Zytoplasma selbst
ließen sich motile Bakterien beobachten und in den Kulturen konnten zahlreiche geplatzte Zysten
beobachtet werden (Abb. 1 d). Diese natürlichen Bakterieninfektionen verliefen während der ersten
Kultur-Umsetzungen für etwa 50% der Amöben letal. Die infizierten Amöben ließen sich nicht
länger als vier Wochen in Kultur halten.

Diskussion In allen untersuchten Habitaten ließen sich freilebende Amöben nachweisen. Bereits in einer frühe-
ren Studie hatten sich 16 von 17 Habitaten dieses Krankenhauses als amöbenpositiv erwiesen
(eigene, unveröffentlichte Daten). Zwei Habitate wiesen eine zusätzliche Kontamination mit
Bakterien und zwar den gramnegativen Spezies Pseudomonas aeruginosa und Comamonas acido-
vorans auf- ein gemeinsames Vorkommen von Amöben und Bakterien „im Krankenhaus" ist also
durchaus gegeben. Auch andere Autoren berichten über syntop vorkommende freilebende Amöben
und Pseudomonaden: in Whirlpools (29), in Augenspülanlagen (7) oder in Kontaktlinsengefäßen
(10, 19).

Das gemeinsame Vorkommen von Amöben und Bakterien ist unter zwei Gesichtspunkten rele-
vant. Bakterien stellen die Haupt-Nahrungsquelle für freilebende Amöben dar. Bakterien sichern
also durch ihre Funktion als Nahrungsorganismen eine stabile Amöbenpopulation. Dies ist häufig
auch eine wesentliche Voraussetzung für die Etablierung einer Amöbeninfektion. Beispielsweise
konnten LARKIN & EASTY (1990) in einer Untersuchung zeigen, daß kommensale Augenbakterien die
Exzystierung, das Wachstum und die Teilung von Acanthamoeba im äußeren Auge unterstützen. Es
gibt sogar Hinweise darauf, daß Aufnahme und Metabolismus von Bakterien die Virulenz und
somit die Pathogenität der Amöben steigern (18). Corynebacterium wurde mehrmals gemeinsam
mit Acanthamoeba von der Kornea von Patienten mit aktiver Amöben-Keratitis isoliert, und es
wurde gezeigt, daß dieser Organismus im Rattenversuch, obwohl selbst avirulent, für die Entwick-
lung von Acanthamoeba-Keratlüs essentiell ist (3). In vorliegender Studie wurden Amöben der
Gattungen Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmannella und Vahlkampßa nachgewiesen. Acantha-
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Abbildung 1:

Acanthamoeha:

Vahlkampßa:

a) Trophozoit in Teilung
b) Trophozoit infiziert
c) Zyste und Trophozoit infiziert
d) Zysten infiziert und teilw. bereits

geplatzt

mocba kommt sowohl als Erreger der sogenannten „Granulomatösen Amöben-
Enzephalitis" (GAE) als auch als Keratitis-Erreger humanmedizinische Bedeutung
zu. Im Zusammenhang mit einer erworbenen Immunschwäche wurden auch
bereits andere Aca n Üi a mocba-Infektionen, wie etwa der Haut (20), des Ohres (13)
oder innerer Organe (14) beschrieben. Auch Hartmannella und Vahlkampßa wur-
den bereits als Keratitis-Erreger beschrieben (1); für Echinamoeba ist keine Patho-
genität bekannt. Ob es sich allerdings bei den in vorliegender Studie isolierten
Stämmen um potentielle Pathogene handelt, konnte nicht geklärt werden. Jeden-
falls verhielten sich nahezu alle Isolate thermotolerant.

Auf der anderen Seite kommt freilebenden Amöben auch passiv, sozusagen als
Vehikel, humanmedizinische Bedeutung zu. Die Amöben können in ihren sehr
widerstandsfähigen Zysten Bakterien beherbergen und diese dadurch beispiels-
weise vor der Einwirkung von Desinfektionsmitteln schützen. Bemerkenswerter-
weise wies ein Großteil der freilebenden Amöben aus den bakterienpositiven
Proben erhebliche Bakterieninfektionen auf. Es konnten sowohl in den Tropho-
zoiten, als auch in den Zysten bis zu 30 motile, intrazelluläre Bakterienzellen
beobachtet werden. Somit erlangt durch das gemeinsame Vorkommen von freile-
benden Amöben und Bakterien auch die „passive Pathogenität" der Amöben
Bedeutung. Über natürliche Infektionen von Amöben mit verschiedenen Bakte-
rien wurde oftmals berichtet (12, 21). VANDENESCH et al. (1990) konnten im
Zytoplasma von mit Legionellen infizierten Amöben sogar bis über 100 Bak-
terienzellen zählen. Für viele Bakterienspezies sind Interaktionen mit Protozoen
sehr wichtig und steigern die Überlebensfähigkeit der Bakterienpopulation. Eine
Untersuchung über die Assoziation von Vibrio cholerae mit Süßwasser-Amöben
konnte zeigen, daß die Überlebensfähigkeit sechs verschiedener V. cholerae-
Stämme durch Kokultivierung mit N. gruben oder A polyphaga erheblich gestei-
gert wird (27).

Außerdem weisen mehrere Studien darauf hin, daß Bakterien durch solche
Amöbenpassagen ihre Pathogenität aufrechterhalten oder sogar erwerben (8, 17).
Einige Studien machen sogar wahrscheinlich, daß intra-amöbiales Wachstum die
Desinfektionsmittel- (4) und Antibiotikaresistenz (6) der Bakterien steigert.

In vorliegender Studie verliefen die natürlichen Bakterieninfektionen während
der ersten Kultur-Umsetzungen für etwa 50% der Amöben letal. Beide Amöben-
isolate ließen sich nicht über längere Zeiträume kultivieren. BARKER & BROWN

(1994) gehen davon aus, daß eine solche durch die intrazellulär sich vermehren-
den Bakterien bedingte Zell-Lyse Nährstoffe freisetzt, wodurch weiteres Bakteri-
enwachstum ermöglicht wird. Da die Amöben im Labor auf £ coli in Nährbouillon
kultiviert wurden, Nährbouillon aber auch für die syntop vorkommenden Bak-
terien (P. aeruginosa bzw. C. acidovomns) eine erhöhte Nährstoffkonzentration
bedeutet und die Bakterien eine wesentlich kürzere Generationszeit aufweisen als
die Amöben, wurde hier vermutlich das unter natürlichen Bedingungen herr-
schende Gleichgewicht zum Nachteil der Amöbenpopulation verschoben. Dar-
über hinaus beschreiben verschiedene Autoren eine antagonistische Wirkung von
P. aeruginosa auf freilebende Amöben (siehe unten).

Das syntope Vorkommen von freilebenden Amöben mit den gramnegativen
Bakterienspezies P. aeruginosa und C. acidovorans ist insofern besonders interes-
sant, als beide als fakultative Humanpathogene gelten. Anzumerken ist aber, daß
es sich bei den Pseudomonaden um sehr anspruchslose und ubiquitäre Wasser-
keime handelt, die durchaus nicht, wie etwa Legionellen, auf intrazelluläres
Wachstum angewiesen sind (21).
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Wie aber vorliegende Studie gezeigt hat, besitzen beide die Fähigkeit, freilebende Amöben
zu infizieren, was z.T. zum Tod der Amöben führte. In einem Vorversuch hatte sich gezeigt, daß
ein aus Patientenmaterial desselben Krankenhauses isolierter P. aeruginosa-Stamm sowohl in
Acanthamoeba rhysodes als auch in Hartmannella cantabrigiensis persistieren kann (30).

Auch MICHEL et al. (1995) konnten feststellen, daß Kaltwasserproben einer mikrobiologisch
beanstandeten Trinkwasser-Hausinstallation eines Krankenhauses häufig mit P. aeruginosa
kontaminiert waren und daß 54% der Trinkwasserproben amöbenpositiv waren, wobei hauptsäch-
lich Amöben der Gattung Acanthamoeba aber auch Naeglerien, Hartmannellen und Echinamoeben
isoliert wurden. Interessant ist, daß auch in dieser Studie ein hoher Anteil der Akanthamoeben
natürliche P. aerug/nosa-Infektionen aufwies.

Pseudomonas aeruginosa und Acanthamoeba spp. sind beide ubiquitäre Organismen. Auch wei-
sen sie eine durchaus vergleichbare Pathogenität für das menschliche Auge auf, beide sind zudem
oftmals aus Kontaktlinsenpflegesystemen isoliert worden (11). GORLIN et al. (1996) konnten sogar
demonstrieren, daß die Anwesenheit von anhaftenden P. aeruginosa auf Hydrogel-Kontaktlinsen
im Experiment eine erheblich gesteigerte Bindung von Acanthamoeba castellanii, A. hatchetti und
A polyphaga an die Kontaktlinsen bewirkt. Auf der anderen Seite wird in verschiedenen Studien von
einer antagonistischen Wirkung von P. aeruginosa auf freilebende Amöben berichtet (24, 16);
QUERESHI et al. (1993) vermuten sogar, daß P. aeruginosa und Acanthamoeba einander als Augen-
pathogene ausschließen.

Die Pathogenität von P. aeruginosa ist sehr breit gefächert; abgesehen von der Bedeutung
als Erreger von akuten, lokalen Augeninfektionen einerseits und von chronischen Lungeninfek-
tionen andererseits - in letzter Zeit auch im Zusammenhang mit AIDS (2) - kann P. aeruginosa auch
systemische Infektionen hervorrufen. Die Produktion vieler Bakterien-Toxine wird durch niedrige
Eisenkonzentrationen, wie sie beispielsweise in Amöbenzellen oder auch in menschlichen Makro-
phagen herrschen, induziert (22). Auch Comamonas wurde bereits als Erreger von Augeninfek-
tionen beschrieben (26).

Insgesamt unterstützen Ergebnisse dieser Studie die Annahme, daß Interaktionen zwischen
freilebenden Amöben und Bakterien ein relativ häufig vorkommendes Ereignis darstellen. Wenn
man außerdem den aus verschiedenen Gründen zum Teil geschwächten Immunzustand der Pati-
enten berücksichtigt, so kommt dieser besonderen Form der Symbiose dieser Mikroorganismen
möglicherweise eine bisher unterschätzte krankenhaushygienische Bedeutung zu.

Zusammenfassung Freilebende Amöben können neben ihrer Bedeutung als aktive Pathogene auch insofern von
humanmedizinischer Relevanz sein, als sie in ihren sehr widerstandsfähigen Zystenhüllen patho-
genen Bakterien Schutz vor ungünstigen Außenbedingungen (z. B. Desinfektionsmitteln) bieten
können. In vorliegender Studie sollte die mögliche Bedeutung freilebender Amöben als Vektoren
nosokomialer Erreger im Krankenhaus untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, daß frei-
lebende Amöben im Krankenhaus quasi omnipräsent sind und syntop mit fakultativ humanpatho-
genen Bakterien {Comamonas acidovorans und Pseudomonas aeruginosa) vorkommen und für
diese als Transportwirte fungieren können. Wenn man außerdem den aus verschiedenen Gründen
zum Teil geschwächten Immunzustand der Patienten berücksichtigt, unterstützen die Ergebnisse
dieser Studie die Annahme, daß dieser besonderen Form der Symbiose zweier Mikroorganismen
möglicherweise eine bisher unterschätzte krankenhaushygienische Bedeutung zukommt.

Schlüsselwörter Acanthamoeba, Protozoen als Wirte, nosokomiale Erreger.
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Summary Free-living amoebae and facultatively pathogenic bacteria in hospitals:
Syntopical occurrence and interactions of hospital-hygienic relevance

Apart from their importance as active pathogens free-living amoebae can also be of medical rele-
vance by harbouring bacteria inside their cysts and protecting them from disinfectants. The aim of
our study was to evaluate the potential importance of "Umax amoebae" as vectors for environ-
mental and nosocomial bacteria in hospitals. It was shown that free-living amoebae are ubiquitous
in hospitals, do occur syntopically with facultative human pathogens {Comamonas acidovorans and
Pseudomonas aeruginosa) and may serve as hosts for these bacteria. Altogether, considering also
the reduced immunestatus of many patients, these findings support the assumption that this form
of symbiosis between two microorganisms might still be of underestimated hospital-hygienic
importance.

Key words Acanthamoeba, protozoal hosts, nosocomial agents.
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