Mitt. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 6 (1984) 8186

Priafung der Pathogenitéat
thermophiler Naegleria- und Acanthamoeba-
stdmme aus verschiedenen Gewasserarten

Rolf Michel' und Johan F. De Jonckheere?

= Ernst-Rodenwaldt-Institut Koblenz, BRD, Institutsleiter: Dr. med. H. Blenk
2 = Instituut voor Hygiene en Epidemiologie Brusse!, Belgien

Einleitung

Bei Umgebungsuntersuchungen auf kleine, freilebende Amében wurden Trink- und
Brauchwasser, aber auch natiirliche Gewéasser mit durchschnittlich erhéhter Tempe-
ratur berlicksichtigt, da erhdhte Wassertemperaturen die Ansiedlung bzw. Vermeh-
rung pathogener Amobenstamme (GRIFFIN, 1972); CHANG, 1974) begunstigen.

Der Praferenz von erwarmten Gewasserarten entspricht auch die Temperaturtoleranz
pathogener Amdébenarten bzw. -stdamme. So vermehrt sich Naegleria fowleri, Erreger
der primaren Amdbenmeningoencephalitis (PAME) noch bei +45° C (GRIFFIN, 1972;
CHANG, 1974), Naegleria australiensis bei +42° C (DE JONCKHEERE, 1981) und
pathogene AcanthamoObenstdmme, Erreger der granulomatdsen Meningoenzephalitis
(GAE) zeigen noch bei +40° C (DE JONCKHEERE, 1980) ein gutes Wachstum.

Diese Toleranz pathogener Amdbenstdmme gegeniliber erhdhten Temperaturen
wurde in einem Temperaturtoleranztest zur Vorauswahl méglicher pathogener Varian-
ten aus der Vielzahl isolierter Stdimme nutzbar gemacht.

Die auf diese Weise ermittelten verdachtigen Stamme wurden samtlich dem Mause-
inokulationstest (MIT) unterzogen, da auch eine Reihe apathogener Amdbenstamme
thermophil sind und sich, wie z. B. N. lovaniensis, noch bei +45 Grad Celsius vermeh-
ren kénnen.

Methoden

Zur Anzichtung aus Wasser- und Schlammproben aus verschiedenen Habitaten wur-
den 1,2% NN-Agarplatten (non nutrient agar) nach Page (1967) verwendet, die zuvor
mit einer Suspension lebender Enterobacter cloacae bestrichen wurden. Aus den sich
bei +30° C bzw. +37° C vermehrenden Mischpopulationen von Amdben wurden ein-
zelne morphologisch unterscheidbare Stamme isoliert und einer Artbestimmung nach
Page unterzogen.

Nach Durchfiihrung von Temperaturtoleranztests (GRIFFIN, 1972, CHANG, 1974, DE
JONCKHEERE, 1981) mit den Naegleria- und Akanthamébenstdmmen bei 42°—44° C
wurden die so ermittelten thermophilen Stamme im Mauseinokulationstest (MIT) auf
ihre mogliche Pathogenitat gepriift. Dazu wurden mindestens 20.000 Trophozoiten in
0,02 mI NMRI-Mausen von 8—14 g intranasal instilliert. Nach Erkrankung bzw. Tod der
infizierten Tiere gilt die Pathogenitat des untersuchten Amoébenstammes als er-
wiesen.
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Ergebnisse

Untersuchung von wasserfiihrenden Systemen aus zahnérztlichen Behand-
lungseinheiten

a) im Bundeswehrbereich

Aus 215 Wasserproben von 49 ZBE wurden 7 (3,3%) Naeglerien und 6 (2,8%)
Akanthamdbenstamme neben zahlreichen weiteren Amoébenarten isoliert (JUST
und MICHEL, 1983). Keiner der isolierten Naeglerienstamme vermehrte sich bei
+42° C, so daB es sich in allen Fallen um N. gruberi handelte. Dagegen erwiesen
sich 5 der 6 Akanthamodbenstamme als thermotolerant. Zwei dieser Stamme von A.
castellanii fuhrten zur Erkrankung und zum Tod von 2—5 von 6 infizierten Mausen,
aus deren Gehirn und Lungen sich teilweise Amoben anzichten lieBen. Die
erkrankten Tiere zeigten meist typische neurologische Symptome wie schiefe
Kopfhaltung, unkoordiniertes Putzen und ,Im-Kreis-Laufen”. Ein weiterer thermo-
philer Stamm lieB sich aus dem Gehirn vollig gesund erscheinender Mause
3 Monate nach der Infektion herausziichten. Dieser Stamm erwies sich somit als
invasiv aber nicht pathogen. Der einzige nicht thermophile Stamm von A. poly-
phaga erwies sich ebenfalls als invasiv, ohne Symptome einer Erkrankung hervor-
zurufen.

b) im zivilen Bereich

Der einzige aus 30 Wasserproben von 10 ZBE isolierte Akanthamdbenstamm ver-
mehrte sich nicht mehr bei +40° C und wurde daher nicht weiter untersucht. Aus
samtlichen Wasserproben lieBen sich dagegen ein oder mehrere Arten kleiner, frei-
lebender Amdben anziichten, die nicht zu der Gattung Naegleria bzw. Acantha-
moeba gehdren.

Trinkwasserhochbehalter

Erganzend zu mikrobiologischen Untersuchungen des Einflusses der Kunstharzinnen-
beschichtung von Trinkwasserhochbehaltern auf das Vorkommen und die Vermeh-
rung von verschiedenen Keimen (SCHOENEN et al., 1982) wurde versucht, im mikro-
biellen Bewuchs dieser Behalter kleine, freilebende Amében nachzuweisen.

Unter zahireichen Amobenarten, anderen Protozoen und Metazoen wurden insgesamt
3 Naeglerien- und 8 Akanthamobenstamme isoliert. Die Naeglerien entwickelten sich
nur unterhalb von +40° C, z. T. nicht einmal mehr bei +37° C, wéahrend sich 5 der
8 Akanthamébenstamme noch bei +40° C auf Agarplatten vermehrten.

Die Situation in den einzelnen Behéltern stellt sich folgendermaBen dar:

Aus einem mit Epoxid beschichteten Hochbehalter wurden 3 von 4 Akanthamodben-
stdmmen als thermophil ermittelt, von denen sich einer (Stamm C;) als hochpathogen
erwies. Samtliche Mause starben 5—6 Tage nach intranasaler Instillation mit diesem
Stamm. Der aus diesem Behalter angeziichtete Naegleriastamm war nicht thermophil,
also apathogen.

2 thermophile von insgesamt 4 isolierten Akanthamdbenstdmmen, die nicht zur
Erkrankung der infizierten Mause fiihrten, wurden in einem PVC-beschichteten Behal-
ter nachgewiesen. Ein A. polyphaga-Stamm erwies sich jedoch als invasiv, da bei 4
von 6 klinisch unauffalligen Mausen 3 Monate nach der infektion kulturell Am&ben aus
dem Gehirn nachgewiesen wurden.
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Auf verschiedenen Materialien, die zur Besiedlung in einem geflieBten Hochbehélter
ausgelegt waren, wurden neben zahlreichen weiteren Amdébenarten auch 2 Naegleria-
stdmme isoliert, die sich jedoch bei +42° C nicht vermehrten. In den schleimigen Bela-
gen wurden zahlreiche weitere Organismen bestimmt, wie z. B. Wasserfléhe der Gat-
tung Pleuroxus, die neben Ziliaten, Nematoden, Kopepoden, Testazeen und vielen
weiteren Arten gefunden wurden.

Trinkwassertank an Bord eines Schiffes der Bundesmarine

Aus den Abstrichen von der kunststoffbeschichteten Wandung eines Tanks wurden
ausschlieBlich 4 Akanthamobenstamme isoliert. Lediglich ein Stamm von A. castellanii
erwies sich als thermophil. Der MIT verlief jedoch negativ.

Kiihlwasserkanal im Bereich von Braunkohlekraftwerken

Als Beispiel fur thermisch belastete Oberflaichengewésser wurde der Kihlwasser-
kanal eines Kraftwerkes im Erftkreis mit einer Durchschnittstemperatur von +29° C
untersucht. Wegen der zu erwartenden Artenfllle freier Gewasser wurde lediglich auf
das Vorkommen von Naeglerien und Akanthamében geachtet. Von 10 thermophilen
Naegleriaenstdmmen vermehrten sich 8 noch bei +42° C und 2 zunachst noch bei
+44° C. Die 10 Ubrigen Stamme waren nicht thermophil und sind daher als N. gruberi
anzusehen.

Von den sich noch bei +42° C aber nicht mehr bei +44° C vermehrenden 8 Stdmmen
erwiesen sich 6 als pathogen, 2 als apathogen fir Versuchsmause. Es starb im Ver-
gleich zu einer N.-fowleri-Infektion nur ein wechselnder Prozentsatz der infizierten
M&use mit einer zeitlichen Verzégerung. Typische Symptome waren auch hier schiefe
Kopfhaltung, unkoordinierte Putz- und Drehbewegungen.

Aus dieser Gruppe wurden 2 pathogene Stdmme und ein apathogener Stamm durch
Anwendung serologischer und biochemischer Methoden (Immunfluoreszens, Unter-
suchung der Protein- und Isoenzymmuster, Lektinagglutionation) im Labor von De
Jonckheere in Brissel als N. australiensis identifiziert.

Die medizinische Bedeutung dieser neuen Naeglerienart fir den Menschen ist unklar,
da bisher lediglich seine Pathogenitét fir Mause festgestellt wurde.

Ein weiterer Stamm verhalt sich in seinen Temperaturansprichen genau so wie N.
australiensis-Stamme. Die Cysten dieses Stammes jedoch sind resistent und robust,
verglichen mit den fragilen und schnell absterbenden Cysten von N. australiensis. Da
er auch das gleiche saure Phosphatase-lsoenzymmuster wie N. australiensis aufwies,
ist er als apathogene N. australiensis-Variante anzusehen.

Von 2 sich zunachst noch bis +44° C vermehrenden Stammen war einer maBig patho-
gen. Beide zeigten jedoch ebenfalls eine starke Reaktion mit N. australiensis-Anti-
serum in der Immunfluoreszens.

Im Kuhlwasserkanal selbst konnte kein Acanthamoeba-Stamm isoliert werden. Je-
doch 50 m unterhalb der Mindung des Kanals in die Erft, einem kleinen FluB, wurde
ein thermophiler und hoch virulenter Acanthamoeba polyphaga-Stamm isoliert. 5 von
6 Méausen starben 5—6 Tage nach der intranasalen Infektion mit diesem Stamm.

Teich bei Madras in Indien

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen gelang es weiterhin, einen N. australien-
sis-Stamm véllig anderen Ursprungs anzuzilichten; aus dem restlichen Inhalt eines im

83



Feldversuch in Indien in der N&he von Madras erprobten Keramik-Taschenfilters, der
flr eine mikrobiologische Nachuntersuchung im geschlossenen Zustand nach Europa
gebracht wurde, konnte unter zahlreichen freilebenden Amdben ein thermophiler
Naeglerien-Stamm (Vermehrung bei +42° C) mit maBiger Virulenz fir Mause isoliert
werden. Die biochemische Charakterisierung ergab, daB es sich auch hier bei diesem
Stamm aus den Tropen um N. australiensis handelte.

Diskussion

Die Suche nach mdglichen pathogenen Varianten wird durch die Ermittlung thermo-
philer Stamme, wie sie in fast allen untersuchten Habitaten gefunden wurden, wesent-
lich erleichtert. Thermophile und pathogene Naeglerienstdmme konnten dabei nur aus
Habitaten mit stdndig erhdhten Temperaturen (Kihlwasserkanal und tropische
Gewadsser) angeziichtet werden. Dagegen konnten einzelne z. T. hochpathogene
Akanthamdébenstamme auch aus dauernd sehr kilhlem Wasser (Trinkwasserhochbe-
hélter, ca. +10° C) isoliert werden. Eine Praferenz flr erhdohte Wassertemperaturen
scheint demnach bei pathogenen Akanthamoben nicht so ausgeprégt zu sein, wie bei
den beiden pathogenen Naegleria-Arten N.-fowleri und N. australiensis, so daB es
richtiger ware, im Falle von derartigen Akanthamoben von ,eurythermen® Stdmmen
anstelle von ,thermophilen“ Stdmmen zu sprechen.

Besondere Beachtung verdient der Nachweis von pathogenen Akanthamdben in
Trinkwasseranlagen und in Kihl- und Spulwasser von zahnarztlichen Einheiten, da
diese naturgemaB flr eine mogliche Kontamination des Menschen mit diesen Arten in
Frage kommen.

Welche praktische Bedeutung jedoch die vorliegenden Funde haben, ist schwer ab-
zuschdatzen. Als Voraussetzung fir eine Infektion ist sicherlich auch die Anzahl der
Amdben pro ml wichtig. Da die vorliegenden orientierenden Untersuchungen sich auf
qualitative Angaben beschranken, waren Erganzungen quantitativer Art winschens-
wert.

Naegleria australiensis ist der erste Fund einer pathogenen Naegleria-Art in einem
kinstlich erwarmten Gewasser in Deutschland, nachdem diese Art erstmals anhand
eines in Australien isolierten Stammes beschrieben wurde (DE JONCKHEERE, 1981)
und seither in ltalien und Frankreich nachgewiesen wurde. Unser Fund der gleichen
Art aus einem natlrlichen tropischen Gewasser — in Indien — ist von epidemiologi-
schem Interesse:

Méglicherweise ist auch diese Art, wie N. fowleri, in tropischen Gebieten weit verbrei-
tet und gelangt von dort in Lander mit gemaBigtem Klima, wo sie sich nur in Thermal-
Gewassern oder kinstlich erwarmten Gewassern, wie z. B. von Kraftwerken, halten
kénnen. Ebenso wahrscheinlich ist die Annahme, daB die nattrlich erwarmten Gewas-
ser oder Quellen seit alters her 6kologische Nischen nicht nur fur thermophile Naegle-
rien und Akanthamoben, sondern auch flr eine Reihe weiterer Protozoenarten dar-
stellen.

Zusammenfassung

Schlamm- und Wasserproben aus verschiedenen waBrigen Habitaten wurden beziig-
lich des Vorliegens von potentiellen pathogenen Stammen von Naegleria und Acan-
thamoeba untersucht.
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Die pathologischen Stamme wurden nach der Isolation mit Hilfe des Temperaturtole-
ranztests selektiert. AnschlieBend wurde mit den thermophilen Stdmmen ein Mause-
inokulationstest auf intranasalem Weg durchgefihrt. Mit Hilfe dieser Methoden wurde
Naegleria australiensis erstmalig in der BRD aus einem kunstlich erwarmten Kanal
einer Pumpaniage isoliert. Die gleiche Gattung wurde in einem naturlichen waBrigen
Habitat in Indien gefunden. Verschiedene mausepathogene Stamme von Akantha-
moeben wurden aus Trinkwasserreservoirs und aus Kuihl- und Spilwasser von zahn-
arztlichen Einheiten isoliert. Einzelne Stamme besaBen invasive Eigenschaften; infi-
zierte Mause zeigten jedoch keine Krankheitserscheinungen, obwohl Amoeben aus
dem Gehirn isoliert werden konnten.

Summary

Evaluation of pathogenic properties of thermophilic Naegleria and Acanthamoeba
strains isolated from different aquatic habitats.

Mud and water samples from different aquatic habitats were inspected for the pre-
valence of potential pathogenic strains of Naegleriae and Acanthamoebae.

Pathogenic strains were selected after isolation by testing their temperature tolerance.
Subsequently the thermophilic strains were submitted to the mice inoculation test by
the intranasal route. Using these methods Naegleria australiensis (DE JONCK-
HEERE, 1981) was isolated for the first time in West Germany by examining a ther-
mally polluted canal from a power plant. The same species was found from a natural
aquatic habitat in India. Several strains of Acanthamoeba pathogenic for mice were
isolated from potable water reservoirs and in cooling and rinsing water from dental
treatment units.

Although single strains exhibited invasive capacities, infected mice did'nt become ill,
even if amoebae could be isolated from their brains.
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