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Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist das Interesse an kleinen freibleibenden Amében oder
Limax-Amdben gewachsen, seitdem man weiB3, daB nicht nur die bekannten primar
parasitdren Amdben (Entamoeba histolytica) fir Menschen und Tiere pathogene
Bedeutung haben, sondern daf3 auch freilebende Amdben der Gattungen Acantha-
moeba und Naegleria in der Lage sind, ernsthafte, fast immer todlich verlaufende
Erkankungen des Zentralnervensystems sowie therapieresistente Augeninfektionen
mit Verlust der Sehkraft hervorzurufen. Bis heute sind 50 Falle von Erkrankungen
durch Akanthamében in der Literatur beschrieben worden, davon 35 Infektionen des
Zentralnervensystems in Form einer Meningoenzephalitis und 13 Infektionen des
Auges mit dem Bild einer Keratokonjunktivitis. Aus allen Kontinenten wurde Uber
Akantham@ébeninfektionen berichtet (Abb. 1), was darauf hindeutet, daB es sich um
eine weit verbreitete, nicht nur auf bestimmte Regionen beschrankte Erkrankung han-
delt und vermuten IaBt, daB manche Infektionen bisher Gbersehen worden sind.

AN
<

e Akanthamébeninfektionen d

Abb. 1: Akanthamébeninfektionen (bis 1985 beschriebene Falle)
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Methoden

Die Hallenbader wurden auBer auf das Vorhandensein von Amoben auf folgende
Parameter hin untersucht: pH-Wert, Chlorgehalt, Temperatur, Wasserkeim- und Coli-
formengehalt des Wassers, Anzahl und Art der Besucher und Filtersysteme.

Zur Isolierung der Limax-Amodben wurden nach Filtration der Wasserproben die Mem-
branfitter (0,45 um Porenweite) mit der Riickstandsseite auf eine mit lebenden E. coli-
Keimen beschichtete 3%ige NN-Agarplatte gelegt und bei 37° C bis zu 14 Tagen inku-
biert (DE JONCKHEERE 1981, JANITSCHKE et al. 1980).

Zur Differenzierung zwischen Neagleria spp. und Acanthamoeba spp. untersuchten
wir die isolierten Limax-Am&benstdmme nach den Kriterien von PAGE (1967 a,
1967b, 1976).

Die Limax-Amdbenstdmme wurden in verschiedenen axenischen Medien kultiviert
(GRIFFITHS et al. 1978; JENSEN et al. 1970; KUHLENCORD 1985), bevor sie unter-
schiedlichen Pathogenitatstests unterzogen wurden, um eine bakterielle Beeinflus-
sung der Tests zu vermeiden.

Der Temperaturtoleranztest wurde in Anlehnung an GRIFFIN (1972) durchgefuhrt.

Auf zytopathogene Effekte wurden die Limax-Amdbenstdmme in vier verschiedenen
Zellinien (BHK-21, HEp-2, HQ-80b, 1300 Neuro 2a) untersucht (KUHLENCORD
1985).

Zur Bestimmung der Tierpathogenitat wurden weien M&usen mit einem Gewicht von
15 bis 20 Gramm 300.000 Trophozoiten in 0,03 ml 0,9%iger NaCl-Lésung intrazere-
bral injiziert oder 1,000.000 bzw. 200.000 Trophozoiten in 0,1 ml 0,9%iger NaCl-
Lésung intranasal inokuliert. Die nach der Inokulation gestorbenen sowie die nach vier
Wochen getéteten M&use wurden unter sterilen Kautelen kraniotomiert, die Gehirne
mit einem sterilen Loffel entnommen und auf einer mit E. coli beschichteten NN-Agar-
platte ausgestrichen und spéater auf Akantham&benwachstum untersucht.

Ebenfalls wurden einige Gehirne histologisch aufgearbeitet. Die histologischen
Gewebsschnitte wurden mit spezifischen immunhistologischen Methoden geférbt, um
die Akanthamében sicher zu identifizieren (KUHLENCORD 1985). Zum Vergleich
wurde eine Acridin-Orange-Farbung (CURSONS 1981) sowie eine Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (BURCK 1981) durchgeflhrt.

Ergebnisse

Im April 1982 wurden 100 Hallenbader untersucht. In 34 Hallenb&adern (34%) wurden
Limax-Amdben nachgewiesen. Im Dezember 1983 wurden 60 dieser Bader ein zwei-
tes Mal untersucht, Limax-Amoében lieBen sich in 21 Schwimmbadern (35%) nachwei-
sen. Von einigen Badern wurde zusétzlich das Fillwasser untersucht. Limax-Amoben
konnten hieraus nicht isoliert werden. Bei allen isolierten Stdmmen handelte es sich
um Acanthamoeba spp., Naegleria-Arten konnten in keinem der Hallenbader nachge-
wiesen werden. Dabei zeigte sich, daB in den meisten Badern, in denen bei der ersten
Untersuchung Akanthamodben nachgewiesen werden konnten, bei der zweiten Unter-
suchung keine Akanthamdben mehr nachweisbar waren und umgekehrt. Nur aus
6 Hallenbadern konnten in beiden Untersuchungen Akanthamoben isoliert werden
(Abb. 2). Eine Korrelation zwischen pH-Wert, Chlor-, Wasserkeim- oder Coliformenge-
halt und dem Vorkommen von Akantham&ben konnte nicht festgestellt werden. Selbst
bei einem Gehalt an freiem Chlor von 1,6 mg/l konnten Akanthamdben isoliert werden.
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Schwimmbaduntersuchungsergebnisse

: Im April 1982 keine Amdben nachweisbar

‘Q‘

¢ Im April 1982 Amdben isoliert

: Sowohl im April 1982 als auch im Dezember 1983
keine Amdben nachweisbar

—

: Nur im April 1982 Amdben isoliert

: Nur im Dezember 1983 Amében isoliert

oe® ©

: Sowohl im April 1982 als auch im Dezember 1983
Amsben isoliert

Abb. 2: Schwimmbaduntersuchungsergebnisse April 1982 und Dezember 1983

Die Frequentierung der Schwimmbader korrelierte dagegen mit dem Akanthamdben-
vorkommen. In groBen Badern mit Besucherzahlen von Gber 50 pro Tag wurden zu ca.
50% Akanthamdben nachgewiesen, in kleineren Badern mit weniger als 50 Besu-
chern pro Tag nur in ca. 25 bis 33%.

23 isolierte Akanthamobenstdmme wurden einem Teperaturtoleranztest unterzogen.
Kein Stamm zeigte ein Wachstum bei 42° C. Entsprechend zu GRIFFIN (1972) dirfte
keiner dieser Stamme pathogen sein, denn virulente Stamme sollten bei dieser Tem-
peratur ein Wachstum zeigen.

Alle 23 Akanthamdbenstamme erwiesen sich jedoch in vier unterschiedlichen Zellkul-
turen als pathogen, ohne daB sich Unterschiede zwischen den Zellinien ergaben. Der
zytopathogene Effekt zeigte sich in Form einer beginnenden Diskontinuitat des Zell-
rasens, einem leichten Schrumpfen und Abrunden der Zellen und einer Pyknose des
Nukleus. Diesem foigte eine vollige Destruktion des Zellrasens.

Nach der intrazerebralen Injektion von 300.000 Amében pro Maus starben die meisten
Mause innerhalb von drei bis acht Tagen. 17 der 23 intrazerebral injizierten Stdmme
fihrten zu einer Enzephalitis und zum Tod. Sowohl aus den Gehirnen der gestorbenen
als auch der nach vier Wochen getdteten Mause konnten Akanthamoben riickisoliert
werden. Nach intranasaler Inokulation von 1,000.000 Amdben pro Maus hatten wie-
derum 17 der 23 inokulierten Akanthamdbenstamme eine tédliche Wirkung. In den
Gehirnen der gestorbenen Mause konnten Akanthamdben nachgewiesen werden. Die
klinisch gesund gebliebenen Tiere wurden vier Wochen post inoculationem getotet
und kraniotomiert. Erstaunlicherweise lieBen sich zwei der Akanthamébenstdmme aus
den Gehirnen dieser Mause isolieren. Die beiden Stamme erwiesen sich demzufolge
als invasiv, ohne Krankheitserscheinungen hervorzurufen. Bei der intranasalen Inoku-
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lation von 200.000 Amoben pro Maus fluhrten nur zwei der applizierten Stdmme zu
einer Enzephalitis mit letalem Ausgang. Sechs weitere Stamme waren wiederum inva-
siv, ohne klinisch aufféllige Symptome hervorzurufen.

In den Gehirnen von intranasal inokulierten Mausen, die an einer Enzephalitis erkrankt
waren, lieBen sich die Akanthamdben am besten nach indirekter Immunfluoreszenz-
Markierung mit spezifischen Anitkdrpern auffinden (Abb. 3 u. 4). Bei allen histologisch
untersuchten Mausgehirnen konnten Akanthamdében lediglich im Bulbus und Tractus
olfactorius sowie in dem angrenzenden Lobus frontalis nachgewiesen werden, nie
jedoch in anderen Teilen des Zentralnervensystems. Auch in den mit Acridin-Orange
gefarbten Hirnschnitten lieBen sich die Akanthamdben leicht auffinden. Sie fluores-
zierten rot-organe im Gegensatz zum Hirngewebe, welches eine griine Fluoreszenz
zeigte. Auch nach dieser Farbung stellten sich die Amdben nur im Bulbus und Tractus
olfactorius bzw. im angrenzenden Lobus frontalis dar. In den Hamatoxylin-Eosin
gefarbten Schnitten lieBen sich die Amdben nur mit groBen Schwierigkeiten auffinden.
Diese Farbung erwies sich somit als Screening-Methode ungeeignet.

Diskussion

Die Untersuchungen ergaben, daB zum jeweiligen Zeitpunkt mindestens ein Drittel der
untersuchten Schwimmbader mit Acanthameba spp. kontaminiert waren. Auch andere
Autoren (DE JONCKHEERE 1979b; ESTERMANN et al. 1984; JANITSCHKE et al. 1980)
konnten in den Schwimmba&dern in gréBerem Umfang Akanthamoben nachweisen.
Naegleria-Arten konnten in keinem Fall gefunden werden, wohl wegen ihrer bekann-
ten Empfindlichkeit gegentber Chlor (DE JONCKHEERE und VAN DE VOORDE
1976; PERRINE et al. 1980). Auch in vitro zeigten sich Akanthamoben auBerst chlor-
resistent (PERRINE et al. 1980), so daB ihre weite Verbreitung auch in gechlorten

Abb. 3: Immunhistologische Darstellung der Akanthamoben im angrenzenden Lobus
frontalis (1000 x)
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Abb. 4: Immunhistologische Darstellung der Akanthamoben im Bulbus olfactoris (400 x)

Schwimmbaéadern nicht verwundert. Eine Korrelation zwischen der Frequentierung der
Schwimmbéader und dem Vorkommen von Akanthamében 148t im Zusammenhang mit
den Untersuchungsergebnissen des Fullwassers auf eine exogene Kontamination
durch die Benutzer schlieBen. Diese kdnnten nach LAWANDE (1983) Akantha-
mobenzysten, die sich z.B. aus der Luft an Haut und Haaren verfangen haben, beson-
ders nach nicht ausreichender vorheriger Kérperwésche, ins Schwimmbad eintragen
oder auch Amében, die den Oronasopharyngealraum besiedeln (MICHEL et al. 1982,
RIVERA et al. 1984), beim Tauchen oder Schwimmen ins Wasser abgeben.

Wie schon geschildert, ergaben die verschiedenen Pathogenitatstests unterschiedli-
che Resultate. Ganz im Gegensatz zu GRIFFIN (1972) sowie zu MICHEL und DE
JONCKHEERE (1984), die von einer wesentlichen Erleichterung der Suche nach
pathogenen Varianten durch die Ermittiung thermophiler Stdmme sprachen, konnten
deren Ergebnisse in Bezug auf die aus Hallenb&adern in Stdniedersachsen stammen-
den Akanthamodbenstdmme nicht reproduziert werden.

CHANG (1974) stellte eine Korrelation zwischen Mauspathogenitéat und zytopathoge-
nem Effekt in Zellkulturen fest. Jedoch war es uns ebenso wie BROWN et al. (1982), DE
JONCKHEERE (1979a) und JANITSCHKE et al. (1980) nicht méglich, eine derartige
Korrelation zu beobachten. Eine Ubertragung zytopathischer Effekte auf die Tierpatho-
genitat scheint auf Grund unserer Resultate sowie unter dem Gesichtspunkt, daB es
sich bei den betreffenden Kulturen um karzinomatds veranderte und in vitro kultivierte
Zellinien handelt, die gegentiber Zellen in vivo eine andere Resistenzlage haben kénn-
ten, nicht méglich zu sein.

Eine intrazerebrale Applikation von Akanthamében ist sicher nicht physiologisch, doch
kann man aus dem Angehen der Infektion eine gewisse Adaptationsfahigkeit der Akan-
thamoben an das Hirngewebe ableiten. Die intranasale Inokulation entspricht
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dem physiologischen Infektionsweg, wie er z.B. beim Schwimmen mdglich ist. Die
Anzahl der Am&ben, die den Mausen inokuliert wurde, ist relativ schwer mit einer mog-
lichen Infektionsdosis beim Menschen zu vergleichen. Bei der intranasalen Applika-
tion kommt noch die Frage hinzu, wieviele der inokulierten Amdben einen Kontakt zu
den Epithelien der Nasenschleimhaut hatten und wie lange dieser Kontakt andauerte,
ferner wie hoch der Anteil der aspirierten Amdben wirklich ist und wieviele davon wie-
der expektoriert wurden. Diese unbestimmten Faktoren lassen nicht bei allen Mausen
eine konstante Infektionsdosis erwarten.

Abgesehen von diesen Schwierigkeiten sollten die Akanthamdbenstdmme, die sichim
Tierversuch als pathogen erwiesen haben, auch fiir den Menschen als fakultativ
pathogene Akanthamoébenstdmme angesehen werden. Die Beobachtung, daB ein-
zelne Akanthamd&benstdmme aus Mausgehirnen isoliert werden konnten, ohne daf
Krankheitserscheinungen aufgetreten waren, ist nicht zu Ubersehen. Es ist doch
bedenklich, wenn man berucksichtigt, daB mehrere Tausend Menschen taglich in mit
Akanthamoben kontaminierten Gewassern schwimmen, tauchen oder baden, und daf3
sich alle von uns getesteten Stamme in Zellkulturen als pathogen herausstellten und
ein hoher Anteil sich im Tierversuch als pathogen erwies. Bekanntlich existieren noch
keine therapeutischen Mdglichkeiten fur die Akanthamébenmeningoenzephalitis. Um
so erstaunlich ist die Tatsache, daB in den europaischen Landern bisher noch keine
Schwimmbadinfektionen durch Akanthamében beobachtet worden sind. Eine spezifi-
sche oder unspezifische Grundimmunitat gegeniber Akanthamoben kdnnte hierflr
die Erklarung sein, ferner die aus Unkenntnis unterbliebene Diagnose. Infolge der
schwierigen ldentifikation der Akanthamoben in histologischen Schnitten kénnen
diese auch vom Pathologen leicht ibersehen werden, wie bereits BUTT (1966) und
andere Autoren berichtet haben. In der Literatur werden zwei mégliche Infektionswege
diskutiert: Zum einen die direkte Invasion des Zentralnervensystems Uber die Mucosa
nasalis, zum anderen die hdmatogene Streuung von einem Prozef in der Lunge aus.
in allen histologisch aufgearbeiteten Mausgehirnschnitten gelang es uns, nurim Bul-
bus und Tractus olfactorius sowie in den angrenzenden Teilen des Lobus frontalis
Akantham&ben nachzuweisen. In allen anderen Partien des Zentralnervensystems
konnten keine Akanthamdben nachgewiesen werden. Eine intra- oder perivaskulare
Lokalisation der Akanthamoben konnten wir in den befallenen Gebieten nicht feststel-
len, eher befanden sich die Amdben abszeBartig gehauft in den nekrohdmorrhagi-
schen Anteilen des Bulbus und Tractus olfactorius. Diese Ergebnisse sprechen fir
eine direkte Invasion der Akanthamd&ben ins Zentralnervensystem via Mucosa nasalis
entlang der Fila olfactoria durch die Lamina cribrosa in den Bulbus olfactorius.

Zusammenfassung

Es wurden 100 Hallenbader auf das Vorhandensein von freibleibenden Amében unter-
sucht. Dabei war es moglich, in 34 Hallenbadern Limax-Amében der Gattung Acantha-
moeba zu isolieren. Aus keinem Hallenbad konnten Naegleria-Arten angezichtet wer-
den. Um die Pathogenitat der Akanthamoben festzustellen, wurden drei verschiedene
Tests durchgefihrt. Im Temperaturtoleranztest zeigte kein Akanthamobenstamm
Wachstum bei 42° C. In verschiedenen Zellkulturen (BHK-21, HEp-2, HQ-80b, 1300
Neuro 2a) riefen jedoch alle 23 Akanthamdbenstdmme einen zytopathogenen Effekt
hervor, ohne daB sich Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellinien zeigten.
Beim Mausinokulationstest waren nach intranasaler Inokulation 17 von 23 getesteten
Akanthamébenstdmmen von letaler Wirkung. Aus den Gehirnen der gestorbenen
Tiere lieBen sich Akanthamoben isolieren. Zusatzlich konnten auch bei den gesund
gebliebenen Mausen zum Teil Akanthamdben im Gehirn nachgewiesen werden. Eine
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Korrelation der drei Pathogenitatstests war nicht ersichtlich. Zur Aufklarung des Infek-
tionsweges wurden histologische und immunhistologische Untersuchungen durchge-
fahrt. Alle Ergebnisse sprechen fir eine direkte Invasion der Akanthamében ins Zen-
tralnervensystem via Mucosa nasalis und Bulbus olfactorius.

Summary

Epidemiology and pathogenicity of
free-living amoebae from indoor swimming pools in South-Lower-Saxony

100 indoor swimming pools were examined for the presence of free-living amoebae.
Limax-amobeae of the genus Acanthamoeba could be isolated from 34 swimming
pools. Naegleria species were not present. Three different tests were done to deter-
mine the pathogenicity of the Acanthamoebae. No Acanthamoebae strain showed pro-
liferation in the temperature-tolerance-test at 42° C. In different cell-cultures (BHK-21,
HEp-2, HQ-80b, 1300 Neuro 2a), however, all 23 tested strains caused a cytopathic
effect, without differences between the various cell-lines. 17 of the 23 tested Acantha-
moebae strains had a lethal effect for the mice after intranasal inoculation. Acantha-
moebae could be isolated in the brains of dead mice. In addition, Acanthamoebae
could be isolated also from a few brains of mice which remained healthy. A correlation
between the results of the different tests of pathogenicity was not obvious. Histological
and immunbhistological tests were done of clarify the route of infection. All results indi-
cated a direct invasion of the central nervous system by the Acanthamoebae via
Mucosa nasalis and Bulbus olfactorius.
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