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1. Einleitung 1.1 Bedeutung freilebender Amoében

1. Einleitung
1.1  Bedeutung freilebender Amdben

Freilebende Nacktamdben (FLA) sind ubiquitér inemeaquatischen Habitaten und feuchten
Bdden zu finden. Sie sind wesentliche Bestandigitedkologischen Lebensgemeinschaften
(Biozbnosen) in verschiedenen Substraten. Der Meiss@ahezu standig in Kontakt mit den
in der Umwelt vorkommenden FLA, unter denen es quathogene Arten bzw. Stamme gibt.
Da FLA in erster Linie Substratbesiedler sinddist Vermehrung dieser heterotrophen
Organismen an Substrate (Oberflachen und Sedimag&hngen) sowie an das Vorkommen
von geeigneten Nahrungsorganismen gebunden. FLahen sich von Bakterien, Pilzen,
Algen und Protozoen sowie je nach Art auch vomideen Amadben. In der Rhizomsphéare
spielen sie eine Rolle beim Pflanzenwachstum anffyder Mineralisation von organischem
Material (Banforth 1985). Einige Arten kdnnen swechselnden Umweltbedingungen gut
anpassen und Uberleben in den verschiedenstendréboemen.
Insbesondere Biofilme dienen als Habitate, wobeiRdiA aufgrund ihrer Adhasivitat fur
Oberflachen bereits bei deren Entstehung betedigt konnen. Biofilme, die in der Regel
zunachst aus oligotrophen Arten gebildet werdeatlest in einem nahrstoffarmen System
lokale Bereiche hoher Anreicherung von BiomasseAlatben haben die Fahigkeit, die
Produktivitat von Biofilmen dadurch zu erhohen,slsi® sich an Oberflachen adharieren und
extrazellulare Matrixsubstanzen sowie metabolisthiestanzen wie Glucopolysaccharide
und Proteine abgeben (Khan und Panjwani 2000)FDekdnnen die Dynamik in diesen
Biofilmen durch Pradation und bestimmte Synergisma&chhaltig beeinflussen. In einer
solchen Biozdnose konnen sich in der Folge auckrandrganismen ansiedeln, darunter
auch solche von hygienischer Relevanz. Beispielg/fiische Biofilm-Bakterien sind
Mykobakterien und Legionellen (Rogers und Keev®2p
Fur diese und etliche weitere humanpathogene sapéthogene Bakterien wurde eine
intrazellulare Vermehrung in FLA bereits nachgewres
Solche Mikroorganismen, die an die intrazelluldBadingungen in den Amdben angepasst
sind, finden geeignete Wachstumsbedingungen, ghlt3 vor negativen Umwelteinfliissen
und nutzen die Verbreitung in der Umwelt durch Wte.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Systeknddir FLA lehnt sich an die Vorgaben
der Standardwerke der Rhizopoden an (Page und 8s&nae1991; Mehlhorn und Ruthmann
1992). Der Ubersicht halber sindTab.1 nur diejenigen FLA angegeben, die auch in der
vorliegenden Untersuchung Verwendung fanden bziemieschrieben wurden.
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1. Einleitung 1.1 Bedeutung freilebender Amoében

Tab.1l: Taxonomie der verwendeten bzw. naher beschriebeb&n

Reich: Eucaryota
System: Protozoa (Kollektivbezeichnung)
Phylum: Heterolobosa

Klasse: Schizopyrenidea
Ordnung: Schizopyrenida
Familie: Vahlkampfiidae
Gattung:Vahlkampfia
Gattung:Naegleria
Gattung:Willaertia

Phylum: Amoebozoa

Klasse: Lobosea
Unterklasse: Gymnamoebia
Ordnung: Amoebida (Euamoebida)

Familie: Hartmannellidae
Gattung:Hartmannella
Gattung:Saccamoeba

Familie: Thecamoebidae
GattungThecamoeba

Familie: Vannellidae
Gattung:Vannella
Gattung:Platyamoeba

Familie: Leptomyxiidae
Gattung:Balamuthia

Ordnung: Acanthopodida

Familie: Acanthamoebidae
Gattung:Acanthamoeba

1.1.1 Freilebende Amdben als Krankheitserreger

Seit Ende der 60er Jahre des letzten Jahrhundertiew in einer Reihe von Fallen bereits

verschiedene Spezies von FLA als humanpathogeren@rgen beschrieben.

Acanthamoeben

Acanthamoeben sind FLA, die in feuchter Erde (Cu#fmsn 1971), Seen, Flissen (Tsvetkova

et al. 2004), SuRwasseransammlungen, auch in BuackMeerwasser sowie sonstigen

kinstlichen Gewéassern, wie z.B. Schwimmbadern, $wigpools (Mergeryan 1991), zur

Normalfauna gehdren und sich von Bakterien unceRila inrem Umfeld erndhren.
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1. Einleitung 1.1 Bedeutung freilebender Amoében

lhre Zysten kdnnen sogar in Staub Uberdauern.imadnlagen, Befeuchtungsanlagen,
Trinkwasserleitungsnetzen (Seal et al. 1999), Milaasserflaschen (Penland und Wilhelmus
1999), Augenwaschstationen (Marciano-Cabral und&@&003) sowie in wasserfihrenden
Systemen von Dentaleinheiten bei Zahnarzten, Daatgschinen und Kontaktlinsenbehaltern
(Michel und Just 1984) wurden Acanthamoeben eblenfachgewiesen. Sie kénnen
Nasenschleimhaut und Rachenraum von gesunden mnidhwvounsupprimierten Personen
besiedeln (Rivera et al. 1984).

Acanthamoeben kénnen durch eine Wunde bzw. andesierien in die Haut eindringen. Es
kann eine Infektion der Lunge bzw. eine hamatogenechwemmung in andere Organe des
Kdrpers, speziell des Zentralnervensystems erfolgenAcanthamoeben sind dabei in der
Lage, sehr gefahrliche, meist tddlich verlauferrdeltionen hervorzurufen (Gardner et al.
1991), insbesondere die sog. Granulomatdose Amoebepkalitis (GAE). Die vorwiegend

bei Patienten mit Immunschwache auftretende GAE kdonate lang andauern; auch
chronische Verlaufe sind beschrieben. Acanthamokbenen, anders als Naeglerien, im
Gehirngewebe auch Zystenstadien ausbilden. Dadnervder Regel nur Patienten mit
geschwachter Immunabwehr betroffen sind, geltem#k@anoeben als Opportunisten — im
Gegensatz zu Naeglerien (siehe unten). Die GAEl&nfalls im Gegensatz zur
Naeglerieninfektion, durch fokale, granulare Geldisionen charakterisiert.

Durch den unsachgemal3en Gebrauch bzw. unzureicersilefektion, vor allem von
weichen Kontaktlinsen, kénnen Acanthamoeben irAdigenhornhaut eindringen und sehr
gefahrliche Infektionen verursachen (Witschel efl8B4). Mehrere Spezies wurden dabei
bereits im Zusammenhang mit der Kontaktlinsen eagsten Acanthamoebenkeratitis
beschrieben, so z.B.canthamoeba castellanii, A. polyphaga, A. hachattculbertsoni, A.
rhysodes, A. griffini, A. quina, A. lugdunensis|eiticulataund A. royreba.

Voraussetzung fur eine Invasion der Kornea istenRegel eine Verletzung des Epithels. Der
Kontakt erfolgt in kontaminiertem Wasser oder dunatht ausreichend gereinigte (meist
weiche) Kontaktlinsen. Die Trophozoiten der Acantibaben dringen in die Kornea, z.B.
durch kleinste Lasionen, ein und verursachen egrati€is, die sich tiber Wochen und
Monate langsam zur chronisch progressiven, ulzenatkeratitis entwickelt. Die Fahigkeit
von Acanthamoeben, sich an Kontaktlinsen zu adfgirisowie der Immunantwort
weitgehend zu entgehen, sind wichtige FaktoreremRéthogenese einer
Acanthamoebenkeratitis. Eine weitere Auspragungddanthamoebeninfektion ist die
kutane Acanthamoebiasis. Es handelt sich um emeugpmatdse, entziindliche Hautreaktion.

Hiervon sind nicht nur immunkompromittierte Persobetroffen.



1. Einleitung 1.1 Bedeutung freilebender Amoében

Ob die Hautlasionen eher den priméaren Infektionstakkarstellen oder das Resultat der
hamatogenen Streuung aus anderen Bereichen (zsBir&enstrakt, ZNS) sind, konnte

bislang nicht geklart werden.

Naeglerien
Die Primare Amodben-Meningoenzephalitis (PAM(E))durur durch die ArNaegleria

fowleri bzw. unmittelbare Verwandte hervorgerufen. Dieinineitlichen, akuten, oft
fulminant verlaufenden Infektionen betreffen vdeal Kinder oder immunkompetente junge
Erwachsene, die sich vorwiegend beim Schwimmen¢Hem bzw. Baden in Stldwasser
infiziert haben. Die Trophozoiten penetrieren dasale Mucosa und wandern tber die
olfaktorischen Nerven in das Frontalhirn, wo s@hsrermehren, ohne jedoch Zysten zu
bilden. Die Naeglerieninfektion ist als eine diusleningoenzephalitis charakterisiert. Der
Tod setzt gewdhnlich 72 Stunden nach dem Auftrdegrersten Symptome ein. Im Gehirn
rufen die Naeglerien eine Entziindung sowie einesivassewebszerstérung hervor. Die
cerebralen Hemispheren sind geschwollen und 6demiatdCortex finden sich viele fokale,
superfiziale Haemorrhagien. Der Liquordruck karmbét sein; der Liquor erscheint
hamorrhagisch und die Zellzahl ist bei fortgestdmier Erkrankung deutlich erhéht. Die
zytopathogenen Mechanismen Wdnfowleribeinhalten Phagozytose (Trogozytose) sowie
die Abgabe von zytolytischen Substanzen (Protemadiaeglerien sind gegentber den
anderen FLA - und hier insbesondere gegenuberlddithen Vahlkampfien - eindeutig
durch den Flagellaten-Transformationstest zu uceigen. Naeglerienstamme wurden aus
Wasseransammlungen o.4a. isoliert, wie z.B. niceteachend gechlorten Schwimmbecken,
SuRwasserbehéltern, Industrieabwéssern; Flussen, Kéhlwasser und
Trinkwasserversorgungsleitungen (Ma et al. 198@kegleria fowleriist thermophil, mit
Vermehrung bis 45°C und kommt daher vornehmlichatiirlich oder kiinstlich erwarmten

Gewassern vor (Walochnik et al. 2006).

Balamuthia mandrillaris

Die Erstisolierung vomBalamuthia mandrillariggelang 1990 aus dem Gehirn eines Mandrills
aus dem San Diego Wildlife Park. Bislang sind zahlre Falle eineB. mandrillaris—

Infektion beim Menschen beschrieben, einige dezdieh Falle wurden initial als
Acanthamoebenenzephalitis diagnostiziert (Martunea Visvesvara 1991Balamuthia
mandrillaris wurde anfanglich als leptomyxide Amdbe bezeichMetlekularbiologische

Untersuchungen haben jedoch ihre Verwandtschaffoahthamoeben ergeben.



1. Einleitung 1.1 Bedeutung freilebender Amoében

Heute gilt sie als weitere humanpathogene FLAddie Zentralnervensystem befallen kann
und bislang ausnahmslos zu tédlich verlaufendegktidnen flhrte.

Die Félle von GAE (Granulomatdése Amoebenenenzepd)akiner subakuten bis
chronischen Infektion, weisen auf ein Vorkommemaenschlichen Umfeld hin, eine
Hypothese, die durch den Nachweis von Antikérperder ,normalen* Human-Population
noch gestarkt wird. Wie bei vielen anderen FLAh&m beB. mandrillarisTrophozoiten
und Zysten unterschieden werden. Bislang wurdetweé!|iber 10B. mandrillaris
Infektionen berichtet, wobei im Gegensatz zu déekiionen mit Acanthamoeben sowohl
immunsupprimierte als auch immunkompetente Pers@inebesondere Kinder) betroffen
waren (Gotuzzo et al. 2004). Die Symptomatik gleddr durch Acanthamoeben
verursachten GAE im Sinne einer fokalen granuloseEnzephalitis. Nach Aufnahme tber
den Respirationstrakt oder durch Hautverletzungehreitet sich der Erreger auf dem
Blutweg oder via Nervus olfactorius (Kiderlen unaiube 2004 sowie Schuster et al. 2004).
Zahlreiche Amdoben infiltrieren das Gehirn und fithd®rt zu einer Amoben-Perivasculitis
mit Thrombosen der Kapillaren und Mikroinfarkterr ¢rnsubstanz. Die 6kologische
Nische des Erregers ist noch weitgehend unbekdfartihez und Visvesvara 2001), nur
wenige Isolierungen aus der Umwelt liegen vor, diblvwoan davon ausgeht, dd3s
mandrillaris in Stl3wasser bzw. feuchtem Boden ubiquitéar vorkoghmalapaporn et al.
2004).

Sappina diploideavurde friiher aus dem Kot verschiedener Tiereasplin letzter Zeit auch

aus Baumrinde und SiRwassertimpeln (Wylezich @086). In einem Einzelfall wurde die
zweikernige Amdbe als Ausloser einer Amoben-assaen Enzephalitis beschrieben
(Gelman et al. 2003).

Bislang ist unklar, ob audHartmannellasp.tatsachlich als pathogener Organismus bei

Keratitisfallen eine Rolle spielt oder nur als Zuéhe Kontaminante entdeckt werden

konnte (De Jonckheere und Brown 1999).

1.1.2 Freilebende Amoben als Wirte und Vehikel fiBakterien und andere

Mikroorganismen

Zusatzlich zu ihrer Rolle als Krankheitserregerdeer FLA immer Ofter als naturliche Wirte
und Vehikel fur phylogenetisch unterschiedlicheanellulare Organismen (Bakterien, Viren
und Eukaryonten) beschrieben, wobei einige diegeazellularen Organismen auch ein

pathogenes Potenzial besitzen (Michel et al. 1B@4n et al. 2000).
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Dieses Phanomen fihrte in der Folgezeit zu dethandichen Bezeichnung , Trojanisches
Pferd der Mikroorganismen* flir ebensolche FLA. BEs $ich eingeburgert, bei intrazellularen
Organismen - zumindest in der Anfangsphase derrsuntbungen - von Endozytobionten zu
sprechen, ohne zunachst auf Eigenschaften wieifsrass oder Mutualismus einzugehen.
Ein reproduzierbarer Nachweis von infizierten odéeierbaren Amoben ist mit den
klassischen Verfahren der kulturellen Anzucht unkiraskopischen Auswertung gut
durchfihrbar.

Mikroorganismen werden von Amdben normalerweisellithagozytose aufgenommen und
anschlieBend in Nahrungsvakuolen (Phagosomen)weidanche Mikroorganismen jedoch
widerstehen sowohl der Einwirkung von Sauerstofkaén, dem sauren Milieu als auch den
lysosomalen Enzymen in den Phagosomen. Bereitslétdsajte ,Micrococcen” in FLA
beobachtet (Naegler 1910). Page beschrieb 1974t&t&bn Saccamoeben. Drozanski hatte
1956 ein obligat intrazellulares Bakterium als amidlen Parasiten in einem aus Erdboden
isolierten Acanthamoeben-Stamm beschrieben, weldicgs aul3erhalb von Amoben
gezilchtet werden konnte.

Da einige dieser Endozytobionten humanmedizini8daeutung haben, sind FLA als
potenzielle Vehikel oder Vektoren fir die Verbreiguvon pathogenen Bakterien anzusehen.
Das mogliche Ubertragungspotential fiir pathogerga@ismen auf den Menschen steht dabei
im Blickpunkt einer medizinisch - parasitologischgegtrachtung.

Vor allem freilebende Amében der GattungaranthamoebandNaegleriawurden neben
ihrer Rolle als Krankheitserreger auch als WirtereVon verschiedenen pathogenen
Bakterienarten beschrieben.

Daher werden diese im Rahmen von Untersuchungen/utespektrum - auch im
vorliegenden Falle - als potenzielle Wirte stand&flig mitbertcksichtigt.

Amdben mit intrazellularen Pseudomonaden sind eliisnh Biofilmen gefunden worden
(Michel et al. 1995). Einige Bakterien wie zIlBgionellaspp.,Mycobacteriunspp. (Jadin et
al. 1968) Vibrio choleraeundChlamydophila pneumonideaben es geschafft, die
Phagozytose innerhalb der FLA zu Uberleben.

LegionellaverwandteRickettsiaverwandte und Chlamydien-ahnliche Organismen alisad
Endozytobionten bekannt (Birtles et al. 2000).

Sie sind in der Lage, sich innerhalb der Wirtsanméhe vermehren, wobei sie zusatzlich noch
vor Umwelteinflissen geschitzt sind. Von HolospeBakterien ist bekannt, dass sie sich
sogar im Kern des ZiliatelRarameciunsp. befinden und vermehren (Gortz und Michel
2003).
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Rowbotham (1980) hatte Kokultivierungsversuche &oanthamoeben mitegionella
pneumophiladurchgefihrt. Er beschrieb, dass FLA als Wirte kegionellen fungieren
kénnen und somit zu deren Verbreitung in der UmWveitragen. Die Legionellenvermehrung
wird durch die gleichzeitige Prdsenz von Amoberogidrt (Boulanger und Edelstein 1995).
Nach Kokultivierung von Acanthamoeben undoneumophil&onnte eine hdhere Invasivitat
der Legionellen - auch fur Epithelzellen (Infekttés um den Faktor 100 erh6ht) und
Makrophagen (Infektiositat um das 10fache gegendbéer gleichen in-vitro-Stamm erhéht) -
festgestellt werden (Cirillo et al. 1994). Die lidtgon von Aerosolen, die Amdben mit
intrazellularen Legionellen enthalten, soll besaaddfektiv hinsichtlich einer
Infektionsinduktion sein (O Brien und Bophal 199B)e Vermehrung von Legionellen
innerhalb von Protozoen steigert in vivo deren Als@ende Fahigkeit, Saugetierzellen zu
infizieren (Cirillo et al. 1994). In diesem Zusammhang wird diskutiert, ob die Legionellen
in Vesikeln enthalten sein kdnnen, welche von bastien Acanthamoeben-Arten produziert
werden (Berk et al. 1998). Bei niedrigen Wasserenaipiren sind Amoében in der Lage, die
phagozytierten Legionellen zu zerstoren, wahrendnWesser mit Temperaturen zwischen
37°C und 49°C die intrazellulare Vermehrung sogaddrt (Smith-Sommerville et al. 1991).
Legionellen kénnen sich in 13 verschiedenen Amabezies vermehren (Abu Kwalik et al.
1998). Neben den Legionellen gehéren auch BakteeeattungePseudomonasnd
Stenotrophomona¥anthomonasp.) sowie Flavobakterien und Listerien zu den qagd!
Pathogenen (Hoffmann und Michel 200Rseudomonas aeruginosairde aus
Acanthamoeben, die sich im Trinkwassernetz einesk&nhauses befanden, isoliert. Auch
Echinamoebalrophozoiten wiesen Infektionen nfit aeruginosauf (Michel 1997).

In Naeglerien (Michel et al. 1997) und Hartmannellurden sogar je zwei verschiedene,
bisher nicht identifizierte Endozytobionten in deweiligen Isolaten gefunden.

In den Folgejahren konnten ahnliche Beobachtungemahlreichen anderen Organismen
gemacht werden.

So wurderListeria monocytogendgty und Muller 1990)Mycobacterium aviuniSteinert et
al. 1998) Ralstonia(Burkholderig picketti(Michel et al. 1997) undfipia felis(La Scola und
Raoult 1999) in Acanthamoeben gefunden.

Auch Burkholderia pseudomallgk. coli, Sarcobium lyticuniDrozanski 1991)Cytophaga
sp.,Hydrogenophagap.,Stenotrophomonas maltophiliBlavobacterium indologines
Pseudomonas stutzeri und Pseudomonas saccharofhdifmann und Michel 2001) sowie

Francisella tularensigWagner et al. 2006) wurden in Amoben bereits naahegsen.
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Ehrlichia — ahnliche Organismen wurden ISgiccamoebap. intrazellular beschrieben
(Michel et al. 1995).

Zudem konnten Legionellen auch in anderen Amoébén zvB. Dictyostelium discoideunmn
vitro vermehrt werden (Hagele et al. 2000).

Chlamydien sind ebenfalls wichtige obligat intrdakére, pathogene Organismen. Drei Arten
sind als Erreger diverser Krankheitsbilder beim Btdmen bekannt. Michel et. al (2004)
konnten fur Chlamydien-ahnliche Bakterien, wie 2Maddlia chondrophilazeigen, dass
sich diese Organismen bei Kokultivierungsversudghekcanthamoeben, Hartmannellen,
Hyperamoeben, Vahlkampfien uldctyostelium discoideuwermehren. Die namensgebende
Spezies der neuen Familie der Parachlamydiacea@sdEet al. 1999) wurde erstmalig im
Labor fur Medizinische Parasitologie der Bundeswatiblenz in Acanthamoeben gefunden
(Michel et al. 1994) und aR. acanthamoebaleeschrieben (Amann et al. 1993)mkania
nevegensigbenfalls mit Chlamydien verwandkpnnte im Verlauf von
Wirtsspektrumversuchen Acanthamoeben, Naegleriartntannellen sowiBalamuthia
mandrillaris infizieren (Michel et al. 2005).

Ein weiterer mit Chlamydien verwandter Endozytobmmnrde ebenfalls erstmalig im
Koblenzer Labor aul. vermiformisisoliert und spater aeochlamydia hartmannellae
beschrieben (Horn et al. 2000). Nicht nur potehpaihogene Bakterienarten sondern auch
harmlose ubiquitéare Wasserkeime, wie AngehorigeGitungCytophagawurden

wiederholt aus Acanthamoeben, die aus verschiedgabitaten stammen, isoliert (Schmid et
al. 1993). Acanthamaoebap. diente als Wirtsamobe im Falle dRegachlamydiaahnlichen
Endozytobionten UWEZ25 (Collingro et al. 2004).

Neben Bakterien wurden weitere Mikroorganismen\eitmehrung in Amoben gefunden:
Cochlonema euryblastumurde als endoparasitischer PilZTihecamoeba quadrilineata
beobachtet (Michel und Wylezich 2005). Von Hoffmaatral. (1998) wurden in einem
Vannella cirrifera- Stamm sich intranuklear entwickelnde Microspa@rdéhnliche
Organismen beobachtet und dokumentiert, die ardtdrid auf dem Ammenstamim
miroidesweiterkultiviert wurden. Die Wasserprobe, in dehdie befallenen Vannellen
befanden, entstammte einem Leitungsnetz eines Wasserkreislaufsystems.

Die eukaryotische Natur dieser Endozytobionten kemnmt Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie nachgewiesedemefHoffmann et al. 1998).

2003 wurde auch ein aul3ergewohnlich grof3es ViBg6t Virus®, Familie Mimiviridae) in
Acanthamoeben nachgewiesen (La Scola et al. 2@@Bhes das bislang grofite bekannte

Pockenvirus um den Faktor 4 im Durchmesser Ubgrtrif
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1.1.3 Schutz der Endozytobionten durch die Wirtsamiden

Wirtsamo6ben haben im Bezug auf die intrazellul@eganismen ihre Hauptbedeutung als
Vehikel fur deren Verbreitung. Aber auch der Schugzden Ublichen Chlor-Konzentrationen
und anderen Bioziden bzw. Desinfektionsverfahremg&esondere wichtig, wenn die
Organismen auch in Zysten eingeschlossen werdekeBet al. (1992) zeigten, dass
Legionellen aus Amoben um den Faktor 100 resistgy@gen die Biozide PHMB und Benz-
Isothiazolon war als der gleiche parallel geziehietvitro-Stamm. Auch als méglicher
Hitzeschutz fur die eigentlich als thermosensigitenden Legionellen in
Trinkwasserleitungen werden FLA mittlerweile diskut (Otto-Karg et al. 2006), wobei sie
Biofilmsyteme in Leitungen besiedeln und durch mhische Desinfektionsmal3nahmen nicht
ausreichend eliminiert werden kénnen: In experirakgnt Untersuchungen zur Effizienz der
thermischen Desinfektion wurden planktonische Legilen mit Legionellen nach
Amadbeninfektion verglichen.

Zwei Amobenarten wurden mit klinischen Legionelsataten infiziert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion derekffvon Temperatureinwirkung auf die
Uberlebensfahigkeit der Legionellen getestet. Egtee sich deutliche Unterschiede in der
Absterbekinetik zwischen Legionellen in Amoben-€raiversus Legionellen in Amoben-
haltigem Medium. Die naheliegende Maflinahme zur Bgkdng unerwinschter
Mikroorganismen ist die Anwendung von Desinfektimitseln. Sind Biofilme vorhanden,
fuhrt dies jedoch haufig nicht zum Erfolg. Es iskhnnt, dass Biofilm-Bakterien eine um ein
bis drei Gro3enordnungen hohere Biozid-Konzentnatiovertragen als in suspendierter Form
und dass fur ihre Abtétung eine erheblich langensvikzeit bendtigt wird (Flemming

1994). Auch Chlor durchdringt Biofilme nur unvolisidig, so dass manche Bereiche
ungechlort bleiben. Hinsichtlich der EliminierungrvAmében aus den Trinkwasser- und
Hygienebereichen wird zudem Utber die zum Teil ditle® Resistenz einiger Arten
gegenuber Chlor und anderen Bioziden berichtetviigden Toleranzen bei Acanthamoeben-
Trophozoiten bis 1,25 mg/l, bei Zysten bis 50mglds Chlor bei 30 Minuten Einwirkzeit
ermittelt. Kilvington und Price (1990) konnten zeng dass Legionellen enthaltende
Acanthamoebencysten noch gegentber einer Chlorktnatien von 50-75 mg/l resistent
sind. Naeglerienzysten waren empfindlich gegeniidorkonzentrationen von 2 mg/L
freiem Chlor. Zum Teil erhebliche Resistenzen warldei einigen Amdbenarten auch
gegenuber Silbersalzen (Michel 1985), UV-Bestrafjlsowie Ozonierung (Cursons et al.
1980) festgestellt.
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In der Regel werden also die in den Amdben eindessinen Endozytobionten gegentber

derartigen Desinfektionsmafl3nahmen geschutzt.
1.1.4 Die Wirtsam6ben:Vannella sp.

Da in der vorliegenden Arbeit unter den FLA insbetere die Vannellen eine Rolle spielen,
sollen diese Wirtsamdben naher betrachtet werderiréter der Klasse Lobosea (Carpenter
1861) besitzen lappenférmige Pseudopodien, bildeéagh weder Zysten noch ein
Flagellatenstadium aus. Die Christae der Mitochi@mdsind i.d.R. réhrenférmig (tubular),
und das Golgi-System ist als Stapel abgeflachtgeren organisiert. Die Unterklasse
Gymnamoeba schlief3t alle nackten, lobosen, nidresildenden Amoben ohne
Flagellatenstadien und mit tubuléren Christae anhhildet somit eine heterogene Gruppe.
In der Familie der Vannellidae findet man in degBleeine hochdifferenzierte Glycocalyx

(Mucoidschicht mit Glycostyli). Uroidformen und Rs®podien werden nicht ausgebildet.

Die Gattungvannella(Bovee 1965) besteht aus einkernigen Amében, deren
Lokomotionsform sich gewoéhnlich eher abgeplattiatherformig bzw. halbkreisformig mit
breitem hyalinem Band (Hyaloplasma) um die Seitdime eigentliche Pseudopodien,
darstellt (siehébb. 1,2und3). Das Vorderende der vorriickenden Amdbe als awezel
breiter, zylindrischer oder flacher Lappen (meisinmpodial — selten bei 2 Lappen
polypodial) wird hierbei als Lobopodium bezeichnet.

Abb.1: Trophozoiten der Gattungannella Abb.2: Einzelne Trophozoiten der Gattung
auf einer Meersalz-Agar-Platte; Vannellg auf einer Meersalz-Agar-Platte;
Lokomotionsform; dicht bewachsene Platte; Lokomotionsform; Phasenkontrast; Bar: 50um

Phasenkontrast; Bar: 50um
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1. Einleitung 1.1.4 Die WirtsamobenZannellasp.

Abb.3: Zwei Trophozoiten der Gattung¢annellg auf
Meersalzagar; Lokomotionsform; Bei der rechten Amh
der Kern (K), bei der linken die pulsierende Valau®V)
deutlich zu erkennen; Phasenkontrast; Bar: 20um

Die Schwebeform oder Schwimmform mit ihren auss$éradien, sich merklich verjingenden,
hyalinen Pseudopodien, die sich beim Losen der sidhdund Schweben im Wasser bildet,
ist charakteristisch fur die GattuMgnnella(Abb. 4, 5. Diese Scheinflil3chen, eigentlich
vorubergehende zytoplasmatische Verlangerungengenéo Ursprungs, werden als
fadenférmige Pseudopodien oder Filopodien bezetchiele der Organismen mit strahligen

(,radiosa®) Schwebformen, die im StiRwasser vorkomngehoren der Gattungannellaan.

Abb.4: Schwimmform der Gattung Abb.5: Schwimmform der Gattungannellg mit
Vannellg mit Amébensaline; Pseudopodien| | Amébensaline; Pseudopodien werden bereits
werden bereits ausgebildet; Aufnahme; ausgebildet; Phasenkontrast; Bar: 50um
Durchlicht-Hellfeld; Bar: 20um

Der Trophozoit ist das einzige Stadium der aktiembbe. Sie vermehrt sich durch
mitotische Kernteilung und nachfolgende ZellteiluAgstenbildung ist bei Vannellen nicht
bekannt. Die amoOboide Bewegung und die Plasmastrgrberuhen auf einem Actomyosin-

System.
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1. Einleitung 1.1.4 Die WirtsamdbenZ/annellasp.

Charakteristisch fur diese amdboide Bewegung irLdeomotionsform ist die Ausbildung
von Pseudopodien (Scheinful3ichen) am temporarenevemde, in die Zytoplasma einstromt.
Sie dienen der Fortbewegung wie auch dem Umfliefd@rNahrungspartikeln zur
Phagozytose (unter Food-Cup-Bildung).

Nach der Phagozytose beginnt in den Phagosomerysiedurch Bildung von
Phagolysosomen (Phagosom-Lysosom-Fusion). Die byses sind Zellorganellen, die von
einer Biomembran umgeben sind und Verdauungseneythalten. Sie vermdgen bestimmte
Makromolekile durch Hydrolyse abzubauen. Im InnelenLysosomen herrscht ein saures
Milieu vor. Porenbildende Polypeptide spielen somMaeh der Phagozytose von Bakterien ein
Rolle, als auch bei den Wirkmechanismen auf eukigiee Zellen, mit denen die Amdében in
Kontakt kommen. Bei Acanthamoeben sind diese Mashan ebenso wie bei der

pathogenen intestinaldintamoeba histolyticheschrieben (Leippe und Herbst 2004).

1.1.5 Mikrosporidien als Endoparasiten

Systematisch werden die Mikrosporidien in den Stavhiorospora, Klasse Microsporea,
Ordnung Microsporida eingeordnet. Die taxonomisdBereilungen variierten in der
Vergangenheit, abhangig von der Zugrundelegungsigvenorphologischer Kriterien, Grél3e
und Morphologie der Sporen oder Kernzyklus. DadurhyMicrosporidia besteht aus ca.
1300 Mikrosporidienarten in ca. 130 Gattungen. 1890Igte die Trennung in zwei Klassen
(Rudimicrosporea und Microsporea) durch Cannin@0)9In der Literatur findet sich haufig
auch die Unterteilung in Pansporoblastina und Aparablastina (Bryan et al. 1990).
Sprague et al. (1992) unterteilten das Phylum Migooa in die Klassen Dihaplophasea mit
zweikernigen Spezies und die Haplophasea mit emnndgen Spezies wahrend des gesamten
Entwicklungsganges. Die weitere taxonomische Eimongy auf Ordnungs- und
Familienniveau folgte priméar aufgrund der Para8ititsbeziehungen, der Charakteristika
der Sporogonie und der Sporenmorphologie. Die Mijgooa, der friher als Teil der sog.
Cnidospora (Kudo 1966) angesehen wurde, parasitietexzellular in Wirten aus nahezu
allen Tierstammen. Mikrosporidien wurden also ladg#é zu den (primitiven) Protozoen
gestellt. In den letzten Jahren zeigten molekuboelien, dass diese einzelligen Organismen
eng mit den Pilzen verwandt sind, wobei sie dalegmigen Hypothesen zufolge -
substanzielle genetische und funktionelle Verllisdgenommen haben, was zudem zum

kleinsten Genom der Eukaryonten fuhrte (Mathis 2000
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1. Einleitung 1.1.4 Die WirtsamdbenZ/annellasp.

Die 70S-Ribosomen (bestehend aus einer groRen @8&einer kleinen 16S Untereinheit
(Curgy et al. 1990) der Mikrosporidien zeigen Abhkeiten zu denen der Prokaryonten.
Obwohl diese kontroverse Gruppe die nukledre Osgdion von Eukaryonten besitzt, fehlen
die meisten fir Eukaryonten sonst typischen OrdameSie besitzen einen typischen
eukaryotischen Kern, ein Endomembransystem sowigybskelett (ebenfalls
Charakteristika der Eukaryonten), jedoch keine éllag, Hydrogenosomen, Lysosomen,
Peroxisomen, Kinetosomen, Centriolen- typische @plgarate und (zumindest sekundar)
Mitochondrien (Charakteristika der Prokaryonten).

Alle Entwicklungsstadien enthalten das raue Endomplische Retikulum und freie
Ribosomen. Eine Golgi-Funktion ist jedoch erkenrthach die Aktivitat der Nucleosid-
Diphosphatase, die mit der Glykolisierung derjeni§eoteine assoziiert ist, die wiederum
den Polartubus bilden.

Im Zytoplasma finden sich 1 oder 2 elektronendidtieperchen (bodies) mit Vakuolen. Die
Bedeutung der elektronendichten Korperchen ist kentoat.

In neueren Vero6ffentlichungen werdBhkrosporidien als hoch angepasste (Fast und Kgelin
2001), obligate, eukaryotische Parasiten bezeickiretiurch resistente doppelwandige,
Chitin-haltige Sporen Ubertragen werden (Torresi&edez 2001).

In ihrem Lebenszyklus gibt es mehrere morphologigetrmen, den Meronten = das
proliferative Stadium und die Spore = das Ubertragstadium.

Der Meront hat eine einfache zellulare Struktuin&&lasmamembran befindet sich in
direktem Kontakt mit dem Wirtszytoplasma.

Die Microspora besitzen als Ubertragungsfahigei&tagrampositive (Collier et al. 1998),
saurefeste Sporen (Modie et al. 2003) mit typiscBeganellen Abb.6) sowie einer dicken,
resistenten Wand. Sie enthalten je einen tubuRadfaden (Membranstrukturen +
Polarfilament = primordialer Polaroplastenkompleger zumindest ein Rudiment davon
(Grol3 2003).
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1. Einleitung 1.1.5 Mikrosporidien als Endoparasiten

Abb.6 Typische Organellen der Mikrosporidiensporen

- SW: Sporenwand (Endospore, Exospore
- PF: Polarfilament

- N:Kern

- PV:Vakuole (posterior vacuole)

- P: Polaroplast

- SP. Sporoplasma

(siehe:
www.tulane.edu/~wiser/protozoology/download/aids.pdf)

Der vordere Teil des Polarfilaments verlauft geradiéhrend der hintere aufgewickelt ist. Der
Polartubus (=Polarfilament) und die apikale Org@neler Kohlehydrat-reiche ,anchoring
disk complex” oder Polarsack bilden den Schleudsaegi. Der Polarsack ist fur die
saurefeste Farbung bei histochemischen Farbungantwertlich. Der Polaroplast ist in dem
Bereich zu finden, wo der Prolin-reiche Polartubugewunden ist. Innerhalb der Wicklung
liegt der Kern. Das perinukledre Zytoplasma be3i@@ Ribosomen, Membranen und eine
Vakuole. Die Spore ist begrenzt durch eine dredtige elektronendichte, proteinhaltige
Exospore und eine dickere, elektronenlichte, chitmd proteinhaltige Endosporen-
Membranschicht. Nach innen folgt in der Regel ewegere Membran, das Plasmalemma
(Weiss und Vossbrinck 1998). Die Grof3e der Mikrogpensporen variiert je nach Art von
1-10pm.

Von besonderem Interesse ist die Fahigkeit der ddioridien, in ihre Wirtszellen eindringen
zu konnen:

Der Ubertritt des Mikrosporidien-Zytoplasmas in Wiirtszelle erfolgt mit Hilfe des
Polfadens (intrusive Invasion), der das Eindrindes unbeweglichen infektiosen Anteils, des
Sporoplasmas, in die Wirtszelle ermdglicht (,extonsapparatus®: Schleuderapparat). Die
Sporenaktivierung wird durch externe Stimuli hegeufen (Dunn et al. 2001).

In einer explosiven, kaum mehr als 1-2 Sekundeemh@en Reaktion auf diese Stimuli,
kommt es zu einem Wasserinflux, der wiederum auiges ,Schwellens” des
Polaroplasten und der hinteren Vakuole (Schottatwd. 2000) Veranderungen in der
Innenstruktur der Sporen mit pH-Anstieg nach siettz Die Vakuole dehnt sich aus, das
Polarfilament (Polfaden) bricht durch die Sporensvam Polarsack (anchoring disk) und

wird in der Regel bei Kontakt mit der Wirtszellesgestulpt (invasive Phase).
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1. Einleitung 1.1.5 Mikrosporidien als Endoparasiten

Durch den Hohlraum des Polfadens gelangt das gesapuroplasma (Kern und Zytoplasma)
in ca. 5-30 Sekunden in die Wirtszelle (si&tim. 7). Nach Entlassen des Sporoplasmas
verbleibt eine leere Sporenhdille.

Damit ist die Infektionsphase (incl. Sporenreifumgl Eindringen in die Wirtszelle)

abgeschlossen.
W | L]

Polarfilament,

];'— Sporoplasma
ausgeschleudert |——

L 4 & 7\ _.ff &\
@ 1
&
Valkuole
| | | |

Abb.7: Skizze: Schematische Darstellung des Ablaufdrtekulation des Mikrosporidienzytoplasmas
nach Penetration in die Wirtszelle: Der osmotisbhgck steigt im Inneren der Spore und das
Polarfilament wird ausgeschleudert. Nach dem Aussdern des Polarfilaments penetriert der
Polartubus die Wirtszellmembran. AnschlieRend windch das Anschwellen der Vakuole das
Sporoplasma in die Wirtszelle inokuliert.

Das Sporoplasma passiert das Polarfilament unaggeia die Wirtszelle, wo eine asexuelle
Reproduktion initialisiert wird. Im Zytoplasma wasgn die Mikrosporidien zu Meronten
(Schizonten) heran (Merogonie; Schizogonie; pradiigee Phaséncl. Replikation (Mehlhorn
2001)). Die heranwachsenden Meronten stimulierendrtszellen und ihre Kerne zur
Hypertrophie (Riesenwachstum). Die Meronten sin@eginn artspezifisch ein- oder
zweikernig und vermehren sich durch Zwei- oder Migtteilung bzw. durch Plasmatomie.
Sie zeigen noch wenig Differenzierung und sind dwwine Plasmamembran begrenzt. Die
Entwicklung wahrend der Merogonie schliel3t mit 8&ronten ab, wahrend die im Laufe der
Sporogenese gebildeten Sporoblasten (Sporontergalmief3lich Sporen sukzessive Stadien
der Sporogonie (Sporulationsphase incl. Differenzig) sind. Erste Sporogoniestadien sind
die Sporonten. Dabei lagert sich auf der Zellobette der Sporonten eine elektronendichte

Schicht ab, die spater zur dul3eren SchalenschiElxbgpore) wird.
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Nach erfolgter Zellkernteilung und Zytokinese egit&n die Sporoblasten, die sich wieder in
die Sporen ausdifferenzieren. Sporonten und Spastds sind reich an rauem und glattem
Endoplasmatischen Retikulum. Die erste erschein@udanelle in den sich
ausdifferenzierenden Sporen ist das PolarfilanigietSporenentwicklung ist mit der
Sekretion einer chitindsen Sporenwand abgeschloBserEntwicklung in der Wirtszelle
erfolgt entweder im Zytoplasma oder in einer sogeten parasitophoren Vakuole, wie es
von Encephalitozoon helleneinem obligat intrazellularen Parasiten von Stegeellen,
bekannt ist , statt (Saliba und Kirk 2000). Die 84elle platzt und die Sporen werden
freigesetzt. Merogonie und Sporogenie fihren begen Arten zu dimorphen Stadien.
Membranen des ER, Ribosomen und vesikuléare Strekt@ssoziiert mit Polarplaques,
erscheinen im Zytoplasma der Meronten und Sporoitass Mikrosporidien nicht nur
Metazoa, wie z. B. Insekten (z.B. Bienen), sond@erch andere Protozoa, wie z.B. Ciliaten

und Apikomplexa, infizieren kdnnen, ist beschrielpdivares 2001).

Pathogenes Potenzial der Mikrosporidien

Zunehmendes humanmedizinisches Interesse an Miidgn hat wissenschaftliche wie
auch medizinische Griinde. Lebererkrankungen, Siassiwie Infektionen des
Urogenitaltraktes sind einige von Mikrosporidiersgeldste Krankheiten. Mikrosporidien
werden als opportunistisch pathogen angesehersiediei Patienten mit AIDS (Bigliardi und
Sacchi 2001) gefunden wurden.

Enterocytozoon bieneusnd Encephalitozoon intestinallsonnten jedoch auch in
immunkompetenten Reisenden mit chronischem (3-6h&lmclauernden) Reisedurchfall
nachgewiesen werden. In einer diesbezuglichen &kainmen die Autoren zum Schluss,
dass die klinischen Symptome einer Mikrosporidiektion (Diarrhoe) bei
immunkompetenten Personen auf die friihen Infeksi@asen zuriickzuflhren sind.

Auch nach Therapie persistieren die Mikrosporidiepparent (Wichro et al. 2005).

Der erste Fall einer Mikrosporidieninfektion wurti@59 in Japan von Matsubayashi et al. bei
einem 9jahrigen Jungen beschrieben.

Der erste dokumentierte Fall von intestinaler Mggoridiose wurde 198Bnterocytozoon
bieneusizugeschrieben.

Falle von Hornhautbefall durch Mikrosporidien, ntdiei immunsupprimierten Patienten,
sind bekannt (Kersten und Althaus 1998; Vivares1200
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Encephalitozoon hellem, E. cuniculi, E. helleminEestinalis (Septata intestinalis),
Trachipleistophora hominis, Vittaforma corneae (Blm& corneum), Microsporidium
ceylonensis, Nosema ocularuamdMicrosporidium africanunwerden als Ausldser einer
Keratokonjunktivitis bzw. einer Hornhautinfektiorcht nur bei immungeschwéchten
Patienten beschrieben. Es gelingt in der Regekpgdtim Verlauf der Mikrosporidien-
Keratitis, z.B. in Hornhautabstrichen (Theng ef&l01) oder Bindehautabstrichen, den

Nachweis der charakteristischen intraepithelialmeder zu fihren (Cali et al. 1991).
1.1.6 Fallbericht und initiale Untersuchungen

Fallbericht:

Eine 24jahrige Frau wurde in der Notfallabteilureg Augenklinik Bonn vorstellig, wobei sie
angab, im linken Auge seit 4 Wochen unter Photohd@chmerzen und diversen anderen
Symptomen zu leiden (Michel et al. 2000). Ihr Viswer derart vermindert, dass sie mit dem
linken Auge gerade noch Handbewegungen wahrnehoramtdc

Die Kornea zeigte ein zentrales, grauweil3lichetaf. Korneageschabsel wurde zur
Untersuchung auf eine mogliche Acanthamoebenkisratitgeschickt.

Die Kontaktlinsen selbst wurden nebst Behalter mstitut fir Parasitologie der Universitat
Bonn sowie anschliel3end an das Koblenzer Labdvi&dizinische Parasitologie der
Bundeswehr geschickt. Mit der Arbeitsdiagnose einfektiosen Korneageschwirs wurde
ein breites Spektrum an antibiotischer Therapiebegn: 0,9% Gentamycin Augentropfen,
10% Cefalozin Augentropfen. Zusétzlich wurden BneleAugentropfen (Wirkstoff:
Propamidinisothionat 0,1%) verabreicht, um eineppielle Acanthamoebenkeratitis mit
abdecken zu kénnen. Nach zwei Tagen begann sicinfid&sit zuriickzubilden.

Nach weiteren 16 Tagen war die Infektion abgelugitt die epitheliale Schicht wieder
geschlossen, allerdings mit einer zentralen, dilsden, weif3en Narbe. Die lokale Gabe von
Brolené’ Augentropfen wurde noch einige Wochen fortgesetzt.

Schliel3lich reduzierte sich die Therapie auf di@le Unterstitzung mit kiinstlichen Tréanen.
Der Visus war auf 1/25 aufgrund der zentralen Naeokeiziert. Die Patientin hat jedoch eine
Keratoplastik abgelehnt. SowdRseudomonas aeruginoa#s auch 3 Stamme von FLA
konnten nachgewiesen werden, wobei die Baktereialptursache fir die Kornea-
Ulzeration angesehen wurden, was durch die erficlycturchgefiihrte Antibiotikatherapie

noch bestarkt wurde.
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1. Einleitung 1.1.7 Fragestellungen der Arbeit

Initial durchgefiihrte parasitologische Untersuclemg

Abstriche von beiden Augen der Patientin wurderKimblenzer Labor per Kultur auf
Acanthamoeben oder andere FLA untersucht.

Bei der Untersuchung des Abstriches des rechter#\lig3en sich keine FLA nachweisen.
Gleich mehrere FLA konnten jedoch in der Kultur ééstriches vom linken Auge
nachgewiesen werdeHartmannella vermiformisind zwei Vannellenarten, von denen der
Stamm mit den kleineren Trophozoiten ¥knnella platypodiadentifiziert werden konnte.
Keiner dieser Stamme war ursachlich mit der Kesaitit Verbindung zu bringen. In einer
Subkultur der Vannellen zeigten einzelne Troph@&rogdrolRe intrazellulare Aggregationen,
die zum Platzen der Zellen innerhalb von 1-2 Tdganen und dabei eine grof3e Anzahl
kokkoider Partikel freisetzten. Nach seiner Isaligy wurde der gleiche Vannellenstamm als
parasitenfreie Reinkultur gehalten. In Korneaabls&n konnten zwdseudomonas
aeruginosanicht aber Amében nachgewiesen werden. Die Koketting desvannella
Stammes mit Geschabsel bzw. Abstrichen aus derarliAkige fiihrte ebenfalls zur Infektion
einiger Trophozoiten wie beim bereits vorher naghigeenermalden infizierten Stamm. Der
Endozytobiont wurde in der Folge als KAunl (K fliejm*), der Vannellenstamm als
VanAunO (Van fuannellg bezeichnet. In der Folge zu diesen initialen tehungen
wurden bereits mehrere Sequenzierungsversucheg#iiitirt. Diese sind jedoch alle negativ
verlaufen (Rinder et al. 2003). Lediglich Vannetl@NA (Kern-DNA) wurde sequenziert.
Molekularbiologisch ist es also bislang nicht gglen, die Endozytobionten taxonomisch

zuzuordnen.

1.1.7 Fragestellungen der Arbeit

Das Wissen uber Endozytobionten von FLA ist sicblenhoch in der Anfangsphase. Durch
die Untersuchung an Wirt-Parasit-Modellen soll Brewicklung von obligat intrazellularen
Endozytobionten und ihren Wirten (Endozytobiontéxmoében - Interaktionen) ermoglicht
werden. Im gleichen Sinne soll es helfen, in Zukwditere Kenntnisse beztiglich der Rolle
von FLA als Vehikel von potenziell humanpathogeMskroorganismen zu erzielen.

Es war Aufgabe der vorliegenden Untersuchung, ekieriich von Vannellen aus
Kontaktlinsenbehéltern isolierten Endozytobiontersichtlich seines Verhaltens in der
Wirtsamdbe zu untersuchen. Insbesondere die Aufaahmie Wirtsamoben und die
Entwicklung der Endozytobionten stand dabei im \éogdund und sollte licht- und

transmissionselektronenmikroskopisch dokumentierten.
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1. Einleitung 1.1.7 Fragestellungen der Arbeit

Zudem sollte durch spezifische Farbemethoden axemnbmische Zuordnung versucht
werden, nachdem mehrere Sequenzierungsversucliélfaivon spezifischen Sonden
bislang nicht zu aussagekraftigen Ergebnissen gefidften. Um Aussagen zur
Wirtsspezifitat treffen zu kénnen, wurden Wirtsspekisversuche mit der umfangreichen
(FLA-) Stammsammlung durchgeftuihrt, die im Koblenkzabor fir Versuchszwecke standig
vorgehalten wird.

Von den beschriebenen potenziell pathogenen FLAlgusowohl Acanthamoeben als auch
Naeglerien im Versuch zur Ermittlung des Wirtsgpaks bericksichtigt.

Im weiteren sollten Versuche zur Tenazitat (Dawgridfektiositat der Sporen) sowie
Pathogenitat in Form von Kokultivierungsversuchenhlmamanen bzw. animalischen
Zelllinien den Untersuchungsansatz abrunden, zesihkekannt ist, dass einige
Mikrosporidienarten die Kornea infizieren und initBplzellen eindringen kénnen, was mit

zahlreichen Zelllinien bereits dokumentiert wer#ennte.
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2. Material und Methoden 2.1 Untersuchungen zum Infektionsweg  2.1.1 Kuhiitmg und Passagierung

2. Material und Methoden
2.1  Untersuchungen zum Infektionsweg
2.1.1 Kulturhaltung und Passagierung; Anzucht, Isaerung und Determinierung von

freilebenden Amoben

Als Kulturplatten kamen fur alle Arten, aul3er desnviellen, NN-Agarplatten (1,2% Non-
Nutrient-Agar) mit einer Schichtdicke von 0,4 cmHatrischalen mit Futterbakterien zum
Einsatz Enterobacter cloacawurde in Caso Bouillon (Trypticase-Soja-BouilloonvBecton
Dickinson) gegeben, 24 Stunden bei 37°C inkubied anschlieRend bei —4 °C eingefroren.
Zum Beimpfen der NN-Agarplatten mit den Futterbakte wurde die Caso-Bouillon ni.
cloacaeauf Zimmertemperatur gebracht (Wasserbad). Ans@bhd wurden mit steriler
Pipette 2-3 Tropfen dieses Bakterien-haltigen Bond auf die Agarplatte gegeben und mit
einem sterilen Drigalsky — Spatel ohne Druck gleiéRig auf der Platte verteilt. Die Platten
konnten anschliel3end sofort verwendet werden odéfiihlschrank bis zu. 4 Wochen
aufbewahrt werden. In unserem Falle wurde die KifanAunO wie auch alle anderen
Vannellenkulturen, die im Rahmen dieser UntersugbearVerwendung fanden, auf

1,2 %igem NN-Agar unter Zugabe vo%ot Meersalz mit dem Futterbakterium
Phyllobacteriunsp., Stamm ,MU*“ bei 20°C gehalten und vermehrt.rbi#¢wurde der Agar
mit einer Schichtdicke von etwa 0,3-0,4 cm in Retralen gegossen.

Die Amében, die auf Agar wachsen, wurden durchHiErmusschneiden eines
Agarbldckchens, das mehrere Trophozoiten (unds émbildet, mehrere Zysten) trug, auf
frischen Nahrboden mit Futterorganismen gebradbkt.vifar die Erzeugung und Haltung
einer monoxenischen Amobenkultur. Sporen der Ertdbrynten wurden von &lteren bereits
beimpften Platten wochentlich auf 3 Tage alte Am$mdBeinkulturen (gem. Artenspektrum
des Wirtsspektrumsversuchs sowie VanAunO) Uberin@t Flagellatentransformationstest
wurde gem. der Anleitung von Page (1988) als Mkdtfon von De Jonckheeres Methode
zur ldentifizierung von Naeglerien durchgefuhrt.sfeiner 2 Tage alten Kultur wurde hierfur
ein Agarblockchen an einer Stelle mit zahlreichentden ausgestochen. Von diesem
wurden die Amdben in ca. 1 ml Amébensaline geldst lbei den Temperaturen inkubiert,
denen die Ausgangsplatten ebenfalls ausgesetzhwarenserem Falle also 20°C. Es
erfolgte eine stuindliche lichtmikroskopische Kolig@ines Tropfens aus der Amobensaline
(AS), die nunmehr im positiven Falle die Naeglererhielt. Da es (Stamm-abhangig) einige
Stunden dauern kann, bis die Flagellenbildung &hseurde die AS-L6sung mit den

abgeschwemmten Amdben in einer feuchten Kammeeawbrt.
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2. Material und Methoden 2.1.2 Uberimpfen der infektiosen EndozytobiontenSporengewinnung

2. 1.2 Uberimpfen der infektidsen Endozytobiontenur Sporengewinnung

Sporen wurden von &lteren Platten der infiziertamnéllen durch Ausstechen eines
Agarblockchens gewonnen. Dieses wurde anschlieBeaineine Reinkultur der als Wirte
vorgesehenen Amdben (Zielamdben) gebracht unddied?latte verschoben. Die
mikroskopische Untersuchung erfolgte je nach gémmtZeitintervall. Mindestens 10 Platten
mit ausreichend befallenen Amoében wurden zur Sgewmnung, z.B. fur die
Elektronenmikroskopie, bendtigt. Die Inkubationodgte weiter bei 20°C.

2.1.3 Lichtmikroskopische Untersuchungen zum Invasinsweg der Endozytobionten

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden am Ldidd 5000 B - Mikroskop mit der
Digital Camera JVC KY-F75U angefertigt. Als Dokunt&ions- und Archivierungssoftware
wurde DISKUS 4.30 der Fa. Hilgers, Kénigswintemugit.

Da zu Beginn der Arbeiten keine Kenntnisse Ubegdigauen zeitlichen Abfolgen vorlagen,
wurden initiale Zeitintervalle festgelegt, die elBeobachtung des Fortschreitens der
Infektion méglich machen sollten: Nach 0,5 StundeBtunde, 2 Stunden, 3 Stunden, 8
Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden und 72 Sturtddema Beginn der Kokultivierung von
VanAunO mit Sporen von KAunl wurden die Aufnahmagefertigt. Hierzu wurden die
Amdben nach erfolgter Infektion mit den Endozytatten der Lokomotionsphase direkt auf

der Platte, meist unter Zuhilfenahme des Phaserdsias, fotografiert.

2.2  Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mittelsarbungen

Alle Aufnahmen wurden auch hier mit der gleichenm&aa unter Nutzung des gleichen
Mikroskops angefertigt. Als Dokumentations- und Wivgerungssoftware wurde ebenfalls
DISKUS 4.30 der Fa. Hilgers, Kdnigswinter genutzt.

Allgemeine Vorbemerkungen zu den Farbungen

Die Morphologie und das farberische Verhalten vakrbbrganismen stellen ein wichtiges
Differenzierungsmerkmal dar. Es wird zwischen mdmomatischen (einfachen) Farbungen
und polychromatischen (mehrfachen) Farbungen wtfieden. Einfachfarbungen erlauben
lediglich morphologische Aussagen. Bei Mehrfachfitadeen konnen aufgrund
unterschiedlicher Eigenschaften verschiedener Milganismen weitere differential-

diagnostisch relevante Aussagen zum Farbeverhgdtieaffen werden.
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2. Material und Methoden 2.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien migétbungen

Calcofluor-Methode:

Bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe aus der Grupp&tilrene besitzen eine hohe Affinitat fur
3-glykosidisch verknupfte Polysaccharide. Dies ma@hzu geeigneten Sonden fur den
Nachweis von Glucan und Chitin, den dominanten 8eiieilen der Zellwand von Pilzen
(Ruchel 1995). Das Fluorochrom Calcofluor Weileistunspezifischer, fluoreszierender
Farbstoff in alkalischer Losung, der als biologeschMarker bei der Farbung von pflanzlichen
Zellwanden verwendet wird und sich daher zur Ddustg von Pilzelementen eignet. Je nach
verwendetem Filtersystem fluoresziert es entwepfsigriin oder intensiv blau-weil3, wenn
es Licht der entsprechenden Wellenlange (300-41Rausgesetzt wird. Die
Fluoreszenzmikroskopie mit solchen Aufhellern (opitbrightener) erfordert eine Anregung
unter 400nm und einen Sperrfilter bei 420 nm Wddlege. Die Sporen wurden von élteren
Kulturplatten der infizierten Amdben gewonnen. Séhé Amoben waren abgestorben und
die Sporen konnten gezielt gewonnen werden (siebigeRvorbereitung fur
elektronenmikroskopische Aufnahmen). Nach Zentatign der Sporen-haltigen
Amobensaline (15 Minuten bei 2500 U/min) wurde Biapfen des Sediments auf einen
Objekttrager gegeben. Nach dem Antrocknen wurd@degich des Tropfens mit 100%
Methanol bedeckt. Anschliel3end erfolgte erneut eufdrocknung. Es wurde gerade soviel
Kaliumhydroxid-L6sung zugegeben, dass die Probedi¢dvar (10% - KOH). Nach der
Zugabe von 1-2 Tropfen Calcofluor White Reagenelbdie Probe 2 min stehen. Das
Deckglas wurde vorsichtig aufgebracht. Die Fluoeezmikroskopie erfolgte am Mikroskop
Leica DM 5000B mit Filtereinstellung ,,D* (355-425m).

Gram-Farbung

Die Farbung nach Gram ermdglicht die Aufteilung Bakterien in die ,grampositiven” und
~,gramnegativen” Bakterien. Die Farbreaktion ist é&ogreliert mit dem Aufbau der Zellwand
und weiteren Eigenschaften. Viele basische Teesfaffe liefern bereits ohne Zusatze
(Beizen) kontrastreiche und leuchtende Farbungenedoch nur kurze Zeit haltbar sind.
Von den synthetischen Teerfarbstoffen, die ohnerBiiel verwendet werden, wird
Gentianaviolett bei der Gram-Farbung insbesondeder bakteriologischen
Routinediagnostik verwendet (Adam und Czihak 19@gi Farbungen mit Pararosanilinen
(z.B. Gentiana- oder Methylviolett) und Beizung inifgolscher Losung entsteht in der Zelle
ein Farbe-Jod-Komplex, der bei grampositiven Bagteunter der Wirkung eines

Entfarbungsmittels in der Zelle festgehalten wird.
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2. Material und Methoden 2.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mi&tbungen

Entsprechende Mikroorganismen behalten ihre eirmgénommene blauschwarze
(grampositive) Farbung bei. Bei den gramnegativaki&ien diffundiert der Farbe-Jod-
Komplex unter der Einwirkung des Entfarbungsmittiisch die Zellwand nach aul3en. Bei
der nachfolgenden Gegenfarbung, z.B. mit Fuchghpren die Keime diesen Farbstoff auf

und erscheinen dann rot (gramnegativ).

Die Gram-Farbung wurde wie folgt durchgefiihrt:

. Das Praparat wurde fur 1 min in die Farbekuvetteder Kristallviolettlosung
eingestellt

. Anschliel3end wurde das Praparat fur 1 min in dibéldivette mit der Lugol’schen
Losung eingestellt

. Das Praparat wurde kurz in die erste Kiivette météwe-Alkohol getaucht und leicht
geschttelt

. Das Praparat wurde in die zweite Kivette mit AceMtkohol getaucht und leicht
geschdttelt bis keine Farbwolken medgirmgen

. Das Praparat wurde gut mit Wasser abgesplilt

. Das Praparat wurde fur 1 min in die FarbekivetteSafraninldsung eingestellt

. Das Praparat wurde mit Wasser abgesplilt und zwid€ifterpapierblattchen
getrocknet

Danach wurde das Praparat bei 1000facher Vergrigenikroskopiert.

Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung hat traditionell besondere Beohgufir die Darstellung von
Blutparasiten und verschiedenen anderen Proto&jerst aber auch, neben der Calcofluor-
Farbung, als probate Methode zum Nachweis von homadizinisch relevanten, meist jedoch
intestinalen Mikrosporidien, beschrieben. Bei kkiee Farbung erscheinen die Praparate zart
rétlich-malvenfarben.

Die getrockneten Suspensions-Ausstriche wurden ib@iteh in Methanol fixiert.

Die Giemsa-Farbung wurde wie folgt durchgefuhrt:

» Herstellung der Farbeldsung: 1 Tropfen Giemsa-Stiésung (Giemsa-Losung Fa.
Merck) auf 1ml Pufferwasser (Puffer nach Weisekrduwurde die Stammlésung in den
Messzylinder getropft und dann die notwendige Memg&Vasser zugegeben

» Die Ausstriche und die Dicken Tropfen wurden auakdrarbebank gelegt und vollstandig
mit Farblosung bedeckt

* Die Farbedauer betrug ca. 45 Minuten

* Anschlie3end wurde die Farblésung mit Wasser alidiesp

* Die gefarbten Ausstriche wurden aufrecht an det gefrocknet
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2. Material und Methoden 2.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mi&tbungen

Diff-Quick-Farbung
Der Diff-Quick-Farbetest ist eine Schnellfarbemekboderen Ergebnisse mit denen der

Giemsa-May-Grunwald (Pappenheim-Methode) gut verigbear sind. Im Koblenzer Labor
fur Medizinische Parasitologie wird sie alternaitler zusatzlich zur Giemsa-Farbung in der
Malariadiagnostik benutzt. Durch mehrmaliges kuzegauchen der luftgetrockneten
Blutausstriche in die verschiedenen Losungen wedikse in nur 15 Sekunden fixiert und

gefarbt.

Die Diff-Quick-Farbung wurde wie folgt durchgefthrt

. Die 3 Diff-Quick Loésungen wurden in verschlossei@mauchbehéltern bereitgestellt
. Die Suspensionen wurden ausgestrichen und ansehtid@ftgetrocknet
. Die 3 Behalter wurden geéffnet und in folgenderhiRafolge auf Papiertlichern
aufgestellt:
Fixierlosung (hellblauy> Farbelésung 1 (rotp Farbelbsung 2 (dunkelblau)
. Der Objekttrager mit der getrockneten Suspensiomaainzeln 5 x 1 Sekunden mit

einer Pinzette in die Fixierldsung eingetaucht,solvendurch kurz abgetropft
(insbesondere musste darauf geachtet werden, dagslbm Schritt auf einem
Papiertuch kurz Gberschissige Farbe abgetropfteyie/or man in den néchsten
Eintauchbehalter ging)

. Der Objekttrager wurde 5 x 1 sec mit einer Pinzietidie Farbeldsung 1 eingetaucht,
zwischendurch kurz abgetropft

. Der Objekttrager wurde anschlieend 5 x 1 sec iméré’inzette in die Farbeldsung 2
eingetaucht, zwischendurch kurz abgdtro

. Der Objektrager wurde mit Aqua dest. von beideteBeabgespult und luftgetrocknet

Zusammensetzung der Losungen:

Diff-Quick-Farbeset Medion Diagnostics

Diff-Quick | -> Farbeldsung | : enthalt Eosin Y Rhosphatpuffer, Natriumazid
Diff-Quick Il -> Farbeldsung II: enthélt Thiazin-Asstoff in Phospatpuffer
Diff-Fix -> Fixierlosung : enthalt Fast-Green in Manol

Kinyoun-Farbung

Die Kinyoun-Farbemethode wird in der Med. Mikrolmgle zum Nachweis von
Mykobakterien sowie in der Parasitologie z.B. zafdbung und zum Nachweis von
Cryptosporidien eingesetzt. Das Prinzip zur Farksigefester Stabchen im Rahmen der
med. bakteriologischen Diagnostik ist folgendes:

Wachsartige Substanzen (langkettige Fettsaurenoldiren) in der Zellhtlle bestimmter
Bakterien bedingen eine feste Verankerung sperielebstoffe, die auch durch eine
Entfarbung mit einem Séaure-Alkohol-Gemisch nichifermt werden kdnnen. Saurefeste

Stabchen farben sich rot an, wahrend die Umgebhegt#au erscheint.
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2. Material und Methoden 2.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mi&tbungen

Die Kinyoun-Farbung wurde wie folgt durchgefihrt:

» Das Untersuchungsmaterial wurde diinn auf einereteitn Objekttrager ausgestrichen
» Die Suspension wurde nach dem Trocknen hitzefixiert

* Anschliel3end wurde das gesamte Préaparat mit Kinjdsang Gberschichtet

» Es folgten 3 Minuten Einwirkzeit

» Danach wurde vorsichtig 30 sec mit Leitungswasbgesplilt

» Das gesamte Praparat wurde mit Gabett-Losung tbehdet

» Es folgte 1 Minute Einwirkzeit

» Vorsichtig wurde mit Leitungswasser abgespult

» Das Praparat wurde schlie3lich luftgetrocknet

Das basische Fuchsin der Kinyoun-L6sung (enthakidehes Fuchsin, Phenol, den.
Athylalkohol, demWasser) farbt alle Bakterien. Die SchwefelsaureGhsett Losung
(enthalt: Methylenblau, konz. Schwefelsaure, dethyfalkohol, dem. Wasser) wirkt als

Entfarber. Methylenblau bewirkt eine Kontrastfargun

Trichromfarbung

Farbenreiche, meist gut haltbare und lichtbestanUdigersichtspraparate erhalt man nach
Anwendung der Trichrom —Methode. Die Trichromlosengetzt bei dieser Farbemethode
das Hamatoxylin, gegenuber der Hamatoxylin-Farmah Haidenhain. Die Farbetechnik
entspricht aber im wesentlichen der Hamatoxylinfédp Das Zytoplasma und seine
Bestandteile zeigen je nach Feinbau, funktionelf@istand bei der Fixation und verwendeter
Fixationstechnik eine unterschiedliche Affinitaci@phil, basophil und neutrophil) und
Aufnahmefahigkeit fur bestimmte Farbstoffe (Engetiht 1965). Die chemischen und
physikalischen Ursachen der Anfarbung von zytopktgsohen Elementen bei den

histologischen Farbungen haben ihre Ursache ifRdaktion von Farbstoff und Zellsubstrat.

Die Trichromfarbung wurde wie folgt durchgefuhrt:

» Die Suspension wurde dunn Gber die gesamte Largy®Wekttragers ausgestrichen.

» Danach folgte die 30 minutige Fixierung, noch faunSchaudinns Reagenz
(Sublimat Alkohol)

e Der Objekttrager wurde 10 min in Jodalkohol ges{@l%iger Alkohol, 2x je 5-6
min)

» Der Objekttrager wurde 6-8 Minuten in Trichromfarsling gestellt

* In den 70%igen Alkohol wurden einige Tropfen Jodlig gegeben (cognacfarben)

» Der Objekttrager wurde 10-20 sec in 90% anges&udéitahol (1 Tropfen Eisessig
auf je 10ml Alk.) gestellt

» DerObjekttrager wurde 5 min in 96% Alkohol gestellt

» Der Objekttrager wurde 8 Minuten in Carb$fiol (10g Phenol+ 100ml Xylol)
gestellt

» SchlieR3lich wurde er 10 min in Xylol gestellt
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2. Material und Methoden 2.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmetuntersuchung dekvasionsweges

Die Herstellung der Féarbelésung erfolgte hierbeinlgender Zusammensetzung:

Chromotrop 2R 0,69
Lichtgrin SF 0,159
Fast green FCF 0,15¢g
Phosphorwolframsaure 0,7g
Eisessig 1,0ml
Aqua dest 100ml

Die trockenen Substanzen wurden in 1ml Eisessigrgutem Schiutteln geldst.
Anschlie3end blieb die Losung 15-30 Minuten bei @ientemperatur stehen. Es wurden
100ml Aqua dest. hinzugegeben und geruhrt bisallestanzen geldst waren, danach folgte
die Filtrierung.

Herstellung des Sublimat-Alkohols:
10 ml Ethanol (96%) wurden mit 20 ml gesattigtedisariger Sublimatlésung (8g Hg@h

100 ml heiBem Aqua dest. I6sen) und 70 ml Aqua destie 1 ml Eisessig gemischt.

Modifizierte Trichromférbung

Im Gegensatz zur bereits beschriebenen Trichromféyliand bei dieser modifizierten
Trichromfarbung Anilinblau anstatt Lichtgriin undsE&reen Verwendung.

Die Fixierung erfolgte nicht durch Sublimatalkolsoindern durch Methanol. Carbolxylol und
Jodalkohol wurden nicht eingesetzt. Ansonsten wdrdee Farbung analog der tblichen,
oben beschriebenen, Trichromfabung durchgefihe.ndifizierte Trichromfarbung zum
Nachweis von Mikrosporidien gilt als praktische bpsaktikable Methode fiir die
Routinediagnostik, insbesondere fir den Nachweisintestinalen Mikrosporidien. Sie
wurde deswegen modifiziert, da bekannt ist, dassSgioren die Farbstoffe kaum aufnehmen.
Daher wurde Chromotrop 2R in 10-fach héherer Kotra¢ion im Vergleich zur tblichen
Trichromfarbung eingesetzt (Garcia 2001). Die Spaand sollte sich, bei gut abgegrenzten

Innenstrukturen, rosa anfarben, wobei Bakterieln gicin anfarben sollten.

2.3  Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmenur Untersuchung des
Invasionsweges der Endozytobionten in die Wirtsamdm (Vannellen)

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen waren dieaissetzung fur die Entdeckung der
Endozytobionten. Elektronenmikroskopische Aufnahieeloch sollten Aufschluss lber die
ultrastrukturelle Organisation sowie zum Invasioegwler beobachteten kokkoiden
Organismen geben.

26



2. Material und Methoden 2.3.1 Uberimpfen der infektiosen Sporen (Sporengeuig)

2.3.1 Uberimpfen der infektiosen Sporen (Sporengemnung)

Analog den Verfahren bei den lichtmikroskopischemdgsuchungen wurden 0,2-0,3 ml der
Sporensuspension durch Filtep(®; Sartorius) auf die zu beimpfende Platte gebracht
Anschliel3end wurde diese Suspension ohne DruceauPlatte verrieben und die Platte bei
20°C inkubiert.

2.3.2 Préaparation der infizierten Vannellen und Gewnnung von Material fur die

Elektronenmikroskopie

2-3 ml Amdbensaline wurde bei Raumtemperatur naclvorgegebenen Zeit p.i. auf die
Platten mit den infizierten Vannellen gegeben. Atis€end wurde die Amdbensaline mit
dem Drigalsky — Spatel unter leichtem Druck abgedpdie Amébensaline mit darin
suspendierten Amdben und eventuell vorhandene Bpareden mittels steriler Pipette
abgehebert und in ein steriles R6hrchen gegeben.

Erneut wurde mit 2-3 ml Amébensaline nachgespdt eimenso mit dem Drigalsky-Spatel
unter leichtem Druck abgespatelt.

Das so gefillte sterile R6hrchen wurde 10 min B8RU/min ohne Bremsfunktion
zentrifugiert.

Anschlie3end erfolgte das vorsichtige DekantieremAimdbensaline ohne Aufwirbeln des
Sediments. Wahrend der Zentrifugationsphase egalgs Zusammengeben von Losung A
und Losung B des Karnovsky-Fixans (Karnovsky 1968ghdem beide Lésungen auf
Zimmertemperatur gebracht wurden. Das Karnovskgf$xwurde dem Sediment im
Verhaltnis 1:5 hinzugeflgt. Dieses wurde im Fixeunsder aufgewirbelt, um eine komplette
Fixierung sicherzustellen. Mindestens eine Stuadg kerfolgte dieser Fixierungsschritt im
Kihlschrank. Danach erfolgte eine erneute Zentaifiog (10 min bei 3000 U/min). Nach
dem vorsichtigen Dekantieren des Karnovsky-Fixansde dem Sediment Cacodylatpuffer
(1 M) zugefugt. Bis zur Weiterverarbeitung in déekEronenmikroskopie erfolgte die
Aufbewahrung im Kuhlschrank. Nach erneuter Fixigrund Farbung (Kontrastierung) mit
Osmiumtetroxid (Osg) sowie Uranylacetat (Nachkontrastierung), wurdienRtoben nach
Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe (19%CEthanol; zur Entwasserung) in ein
Kunstharzeinbettungsgemisch nach Spurr eingebBiéet ca. 8 Stunden bei 70°C war das
gegossene Gemisch auspolymerisiert. Die Ultradimmige wurden elektronenmikroskopisch

mit dem Zeiss EM 910 Elektronenmikroskop untersucht
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2. Material und Methoden 2.4. Wirtsspektrumsversuche

Folgende Materialien fanden hierbei Verwendung:

Karnovsky-Fixans:

Lésung A: 50 ml Paraformaldehyd 8% (8 g Paraformelayd zu 80 ml aqua bidest) wurde auf
einem Magnetruhrer bis kurz vorm Sieden erhitztydanit 1-3 Tropfen NaOH 1N
depolymerisiert bis die Losung klar erschien. Bgtéodie Abkihlung im Wasserbad und das
Auffullen mit Aqua bidest auf 100ml.

Lésung B: 30 ml Cacodylatpuffer (0,2 m entspric/28g NaCaC/100ml Aqua dest.) bei pH
7,4 zu 20 ml 25% Glutaraldehyd

Amadbensaline:

Stammlosung (1,20 g NaCl; 1,42 gJN®O, 1,36 g KHPO,, 0,04 g CaGlx H,O,

0,04 g MgSQ@x 7 H,0) ad 100 ml. Fur die Gebrauchslésung wurden jell@er
Stammlésungen mit Aqua bidest. auf 1000ml aufgesialvie autoklaviert.

2.4  Wirtsspektrumsversuche

Die Fotodokumentationen wurden mit dem Leica DM®B0- Mikroskop durchgefiihrt. Als
Dokumentations- und Archivierungssoftware wurde KIS 4.30 der Fa. Hilgers,
Kdnigswinter genutzt. Im Rahmen der Zellkulturvetse kam das Invertmikroskop Leica
DM IRB zum Einsatz.

Wirtsspektrumsversuche mit FLA

Alle in der vorliegenden Arbeit verwandten FLA datamten der Stammsammlung des
Koblenzer Labors fur Med. Parasitologie. Sie wurtterLaufe der Zeit aus den
verschiedensten Probeneinsendungen oder eigenkerfPadhmen im Rahmen verschiedener
Projekte und Untersuchungen isoliert.

Der Nachweis zur Proliferation der Endozytobiontediesen FLA erfolgte analog zu den
bereits beschriebenen Methoden lichtmikroskopiéeith die Uberimpfung zur
Kokultivierung der Sporen mit den potenziellen \&@ntnodben (siehe 2.1.1) und die
Gewinnung von Material flr weitere elektronenmilka@gische Untersuchungen (siehe 2.3.2)
wurde analog zu den oben bereits beschriebeneahferf mit den gleichen Geréaten,

Mikroskopen etc. durchgefihrt. Es sei an diesdteSaso lediglich darauf verwiesen.

Die im Rahmen der Wirtsspektrumsversuche eingesefaitenziellen Wirtsamoében sind in
Tab.2 dargestellt:
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2. Material und Methoden

2.4. Wirtsspektrumsversuche

Tab.2: FLA, die im Rahmen der Wirtsspektrumsversuche HEimsatz kamen

Spezies Stamm Herkunft Isolierung
Acanthamoek sp. ChiSan Kontaktlinsenbehélter 2002
Acanthamoebsp. aqua iso2 Gartenteich/Waldesch 2003
Acanthamoebsp. Petz Kontaktlinsenbehélter 2004
Acanthamoeba rhysodes 302-1 Nasenschleimhaut 1981 Michel
Vannellasp. d’oro Baumrinde; Cisano/ltalien 2003 Michel
\VVannellasp. medagarda Gardasee 2003 Michel
VVannella miroides Dent G1 Bundeswehrdentaleinheit/Lahnstein 1995 Mlich
Vannella platypodia vp ash verrottete Eschenfriichte/Neuwied 2001 Mighel
Vannella platypodia cis plat Baumrinde Platane; Cisano/ltalien 2003hdlig
Saccamoeba stagnicola agss Zierfisch-Aquarium 2003 Michel
Saccamoeba limax SL1 Zierfisch-Aquarium 1994 Michel
Platyamoeba placida Xyz Zierfisch-Aquarium 2005 Miche]
Harmannella vermiformis| A1 HspiGento | Dentaleinheit/Lahnstein 1995 Michel
Naegleria gruberi aqua isol Gartenteich/Waldesch 2003
Thecamoeba quadrilineat dcH 1 Dachrinne/Melsbach 1988 Michgl
Willaertia magna A1Pwl Nil/Agypten 1994 Miche
Tetramitus pararusselli
(ehemals al¥ahlkampfia ovidestimmt
(De Jonckheere et al. 2005)) Rhodos Regenwasserpfiitze/Rhodos 1994 Michel

Der Nachweis zur Proliferation der Endozytobiontediesen FLA erfolgte analog zu den

bereits beschriebenen Methoden lichtmikroskopisch.

Wirtsspektrumsversuche mit humanen und animalis@edikulturen

Eine Infektion einzelner Zellen und die Ausbreitudes Infektionserregers wird generell bei

mikroskopischer Inspektion an dem Auftreten chamagtischer zytopathogener

Veranderungencitopathic effe¢tCPE) der Zellen bzw. des Zellrasens erkannt.

Die von den Kulturplatten mit Amdbensaline abgesstmmten Sporensuspensionen (ca. 2
ml) wurden zu vorbereiteten Zellkulturen gegeben.

Als Kontaminationsprophylaxe gegen Bakterien wurg@nEliminierung der Futterbakterien
das bei der Untersuchung von Patientenproben kieia¢bt auf eine Virusinfektion ebenfalls
verwendete Antibiotika-Gemisch (Penicillin; Streigcin, Gentamycin; jedoch ohne
Amphotericin B) eingesetzt.

Um Kreuzkontaminationen auszuschlie3en, wurde $2dgension auf eine separate 24-
Vertiefungs - Diagnostikplatte inokuliert. Es wundgrundséatzlich nur gleichmafig

bewachsene, semikonfluente Kulturen verwendet.
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2. Material und Methoden 2.4. Wirtsspektrumsversuche

Die Kulturen wurden téglich lichtmikroskopisch ingert und das Ergebnis protokolliert. Das
Kulturmedium wurde woéchentlich erneuert. Die wasteMal3inahmen (Splitten der Zellen,
Anlage von Subkulturen etc.) wurden nach Bedarggnommen.

Im Rahmen dieser Untersuchungen waren zythopatledgtekte (CPE), Plaguemorphologie
und der Zelltropismus des Erregers zu berlcksiehti®ie Beobachtungszeit der Kulturen
betrug analog den Verfahren bei PatientenprobeerrVirusdiagnostik maximal 3 Wochen.
Traten keine erregertypischen CPE auf oder korgite ikrreger identifiziert und bestétigt
bzw. propagiert werden, war das Ergebnis negatatenh ausgedehnte toxische Effekte,
zytopathische Effekte in den uninfizierten Konteoll(Mock) oder Kontaminationen mit
Bakterien auf, sollte die Untersuchung abgebroetheren und das Ergebnis entsprechend

kommentiert werden.

Verwendete Zellinien:
MRC-5-Zellen (ATCC Katalog Nr. CCL-171):
Humane diploide Lungenfibroblasten (Medical Rese&ouncil-MRC-5) sind adhé&rent

wachsende primare humane embryonale Fibroblasididdembryonalen Fibroblasten fur
zahlreiche Viren empfindlich sind, werden sie roathal3ig im Labor fir Virusdiagnostik/
Zellkultur der Bundeswehr Koblenz als Screeninglisg® im Rahmen der Virusdiagnostik
eingesetzt. Als primare Zelllinie sind sie nur éiwa Zellkulturpassage 42 passagierbar. Die

Aufbewahrung erfolgte bei —70°C sowie in FlUssigsttoff.

MDCK-Zellen (ATCC Katalog Nr. CCL-34):

Madin Darby Canine Kidney (MDCK) Zellen sind Huntiérenepithelzellen (permanente
Zellinie). Sie entstammen der Niere einer Cockersgaiindin und wurden 1958 von Madin
und Darby in Kultur genommen. MDCK-Zellen bilderchadem Anheften ein polar
differenziertes Epithel auf dem Boden einer Kulasthe als planer Monolayer. MDCK
Zellen sind insbesondere suszeptibel fur Influemaavinfektion und kénnen bei Infektion
mit bestimmten Influenza A Stammen einen CPE zeiQ&n Aufbewahrung erfolgte bei

—70°C sowie in Flussigstickstoff.
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2. Material und Methoden 2.4. Wirtsspektrumsversuche

Sonstige Materialien

Trypsinlésung

Die kommerziell erworbene Trypsinlésung (Trypsin/E&) 0.05%/0,02% w/v in PBS ohne
ca*, Mg wurde bei 4°C aufbewahrt und war gebrauchsfeBtig. Trypsinlésung wurde
aufgrund eines mdglichen Verlustes von Enzymalkiiviicht bei 37°C, sondern nur bei
Raumtemperatur erwarmt. Ausgangspunkt fir Diagkddedien war DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle Medium, Bezug Uber Fa. Invitrogeh®i), das in 500 ml Flaschen bei 4°C
im Kahlraum gelagert wurde. Samtliche Zusatze zuviEM (z.B. Antibiotika-Gemisch oder
Glutamin) wurden gebrauchsfertig aliquotiert und-288°C gelagert. Neben dem eigentlichen
Zellkulturmedium erhielten die Zellen je nach Zeik (Vorgabe von ATCC) und
gewunschter Wachstumsgeschwindigkeit einen Zusat#BS (fetale bovine serum).

Stammzell-Medium

500 ml DMEM
5 ml L-Glutamin (200 mM, 100x)
(im Gebrauch befindliche Flaschen wurden bei 4°@gget)

Diagnostik-Medium (wéahrend der Kokultivierungsphase

500 ml DMEM

5 ml L-Glutamin (200 mM, 100x)

5 ml Antibiotic-Antimycotic (PSA)

(im Gebrauch befindliche Flaschen wurden bei 4°@gget)

L-Glutamin-Zusatz

200mM, 100x, Fa. Invitrogen/Gibco
100 ml Flaschen wurden bei -20°C gelagert
Gebrauchsfertige 5 ml Aliquots wurden bei -20°Cagelt

Antibiotika (PSA) - Zusatz

. Fa. Invitrogen/Gibco
. enthalt Penicillin/Streptomycin/Gentamycin
. wirksam gegen gramnegative und grampositive Begtte

FBS (fetal bovine serum)

. 500 ml Flaschen FBS wurden bei -80°C gelagert
. 50 ml Aliquots FBS wurden bei -20°C gelagert

. Im Gebrauch befindliche 50 ml Aliquots wurden B&C gelagert
Pufferldsungen

PBS-steril

. Bezug erfolgte Uber die hauseigene Nahrbodenkiiggerung bei 4°C

. Fertigpulver fur 1 Liter PBS (Sigma)

. Sterilfiltration durch 0.45um Filter fur Zellkwitanwendung oder alternativ

Sterilisation im Autoklaven
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2. Material und Methoden 2.5 Versuche zur Zeitdauer der Infektionsfahigkleit Sporen

Amobensaline:
Zur Herstellung von Amoébensaline wurden Stammlésaraus folgenden Reagenzien
angefertigt:

- 1,20g NacCl

- 1,42g NaHPQ,

- 1,36 KbPOy

- 0,049 CaCGlx 2H,O
- 0,049 MgSQ@ x H,O
- ad 100ml

Fur die Gebrauchslésung wurden 10ml der jeweilig@mmldsungen mit Aqua bidest. ad
1000ml aufgefillt und anschliel3end autoklaviert.

Amadbensaline fand in zahlreichen Einzelversucheackheedenster Art ihnre Anwendung.
2.5  Versuche zur Zeitdauer der Infektionsfahigkeitder Sporen

Um die Dauer der Infektiositat der Sporen einsditzu konnen, wurden gegen
Austrocknung mit Parafilm geschutzte Kultur-Platteih befallenen Vannellen bei 20°C im
Brutschrank belassen und durch Re-Infektionsveesdeh freigewordenen Sporen mit
Reinkulturen von VanAunO auf ihre Infektiositéat ggtiet. Hierbei wurde von diesen Platten
zu verschiedenen Zeiten ausgestochene Agarblockohe®porenhaufen auf eine mit
Vannellen bewachsene Agarplatte (Reinkultur VanAuierimpft und das Ergebnis anfangs
wochentlich, spater monatlich Gber einen Zeitrawm 26 Monaten lichtmikroskopisch
beurteilt. Die Zeitintervalle betrugen 1, 2, 3 uh@Wochen, 2, 3, 6, 10, 12, 16, 20, 24 und 26

Monate
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3. Ergebnisse 3.1 Untersuchungen zum Infektionsweg von KAunlignWirtsamében

3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Infektionsweg von KAunl inlie Wirtsamben

3.1.1 Initiale lichtmikroskopische Beobachtungen

Die einkernigen Wirtsamoben vom Stamm VanAunO sim@®urchschnitt (Mittelwert)
41,2um lang (Standardabweichung s = 4,11) und 30 @it (s = 4,20). Der Kern misst im
Durchmesser im Durchschnitt 5,5um (s = 0,09) undHadtet einen grol3en, zentralen
Nukleolus. Erste lichtmikroskopische Beobachtungemahmen der initial durchgefihrten
parasitologischen Untersuchungen (siehe 1.1.6pterutiuf intrazellulare Aggregationen und
eine Grollenzunahme (Hypertrophierung) der infigrelannellen hin.

Hier lag also offensichtlich ein Befall mit Endoalionten vor. Lichtmikroskopisch konnten
auch schnell Endozytobionten entdeckt werden, usest in kokkoider Form aul3en,
anschlie3end organisiert im Inneren der Vanne#larerkennen waren. In der Folge wurden
auch ruptierte Amoben gefunden, die eine hohe Ardehca. 1pum grol3en, kokkoiden
Organismen auf der Agaroberflache hinterliel3en.

Es stellte sich heraus, dass drei grobe Abschotgité&ntwicklung des zeitlichen Ablaufs
unterschieden werden konnten: Die Aufnahme derepalie Entwicklung in der Amobe
und die Freisetzung der Parasitenstadien nach RdetltAmaobe.

Ein Erkennen der genauen zeitlichen Abfolge anttirdyewahlten Intervalle schien jedoch
nicht moglich zu sein. Vielmehr konnten zumindestien alteren Platten, ab 8 Stunden p.i.,
praktisch alle drei grob definierten Abschnitteugefen werden, sowohl uninfizierte, frisch
infizierte als auch ruptierte Amoben. Offensichtlging die Infektion also sehr rasch vor
sich. Die Sporen-ahnlichen Gebilde schienen sielbki zuerst an der Zellmembran der
Vannellen anzulagerpb.8). Nach dieser Adh&sion gelangten die Sporen inspfgsma

der Wirtsamdben. Derartige Stadien konnten in Nadguakuolen beobachtet werden
(Abb.9). Die folgende eindrucksvolle Phase war eine Ve@e#mng, die im Kern der Amoben
zu erkennen war. Die infektibsen Sporen-Stadierewar den Kern der Wirtsamobe gelangt.
Die Zeitablaufe/Wachstumsraten stellten sich ensVerlauf der Untersuchungen detaillierter
heraus. So konnte nachgewiesen werden, dass deauak der Sporen durch die
Wirtsamo6ben unmittelbar nach der Kokultivierungpégfe. Sporen wurden bereits 3-5
Minuten nach Kokultivierung in den Vannellen nachggssen.
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3. Ergebnisse

3.1.1 Initiale lichtmikroskopische Beobachtungen

Abb.8: Kokkoide Sporen an der Zellmembran einer Vanr@&feil) sowie
auf der Meersalz-Agar-Platte liegend; PhasenkattBas 20um

Abb.9: Kokkoide Sporen in einer Vakuole im Zytoplasma dannellen
(Pfeil) sowie ein Parasit (P) im Kern (Karyoplasrday Wirtsamobe;
Phasenkontrast; Bar 20pum
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3. Ergebniss: 3.1.1 Initiale lichtmikroskopische Beobachtungen

Insbesondere in den infizierten Amdben ab 8 Stumderzeigten sich intrazelluléare,
kokkoide Strukturen, die neben der HypertrophieAtabbe in der Folge auch deren Tod

verursachten.

Abb.10: Kokkoide Sporen (Pfeile) im stark dilatierten Keler Vannellen;
Phasenkontrast; Bar 20um

Abb.11: Kokkoide Sporen im Kern der Vannellen (Pfeil) sowe
Zytoplasma der Vannellen; Phasenkontrast; Bar 20um
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3. Ergebnisse 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien is&bungen

Wahrend zu BeginnAbb.9) noch ein einzelner Parasit im Kern zu erkennen lagen in der
Folge zahlreiche Sporen nunmehr in der Amébe vohewlichtmikroskopisch nicht mehr
eindeutig festzustellen war, ob die Sporen sichmehr (nur) im Kern oder im Zytoplasma
der Vannellen befandeAlpb. 10 und11). Die Weiterentwicklung der Endozytobionten
inklusive Transport im Zytoplasma sowie Prolifepatim Kern war nach 60 Minuten
(Intervall 2) erfolgt. Hiernach erfolgte die Ruptler Wirtsamoben, und die Infektionsphase
begann erneut. Dies bedeutet, dass innerhalb $tnade nach Aufnahme der Sporen durch

die Wirtsamdben die gesamte Entwicklung abgeschiossr.

3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mitie Farbungen

Lichtmikroskopisch konnten die intrazellularen, kolden Strukturen bereits dargestellt
werden (siehe 3.1.1). Insbesondere zur weiteregr&mzung der Sporenherkunft sollten
nunmehr erst einige Farbungen durchgefihrt werdarmolekularbiologische
Untersuchungen bislang keine zielfihrenden Ergsbresbracht hatten, griffen wir in der
vorliegenden Arbeit auf klassische Verfahren zuriénn die Morphologie und das
farberische Verhalten von Mikroorganismen stellechiige Differenzierungsmerkmale dar.
Ziel war, durch die Farbeergebnisse Hinweise aaitakonomische Zugehdrigkeit der

Organismen zu erhalten.

3.1.2.1 Calcofluor-Farbung

Eine mit Amo6bensaline abgeschwemmte SuspensiovaoAun0 mit KAunl einer ,alten”
Platte (hier 1 Monat nach Infektion) bildet die Aasgsbasis fur die Calcofluor-Farbung
(Abb.12 und13). Die Aufnahmen zeigen intensiv fluoreszierendergp bei 400facher
(Abb.12) und 1000facherAbb.13) Vergrofierung. Die Aufnahmen mussten, insbesortuEre
der 1000fachen VergroRerung, sehr rasch angefertigien, da die Fluoreszenz &uflerst
schnell ausbleichte. Um herauszufinden, ob sich &poren in noch intakten Amoben
anfarben lassen, wurden 4 Tage alte Platten miAw@mit KAunl ebenfalls mit
Amobensaline abgeschwemmt und diese Suspensiddatabfluor angefarbt.

Sehr auffallig sind irAbb.14 die ausdifferenzierten Sporen in einer noch lebangdoch
muribunden Vannelle zu erkennékbb.15 zeigt eine Vannelle kurz nach dem Absterben und
der Ruptur. Umrisse der urspringlichen Amobe waish zu erkennen.

Auch diese Aufnahmen mussten, insbesondere bdidd€fachen Vergréf3erung, sehr rasch
angefertigt werden, da die Fluoreszenz aul3erseficdumnsbleichte.
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien imf&@bungen

Die Aufnahmen lieferten somit weitere Hinweise,slas sich bei den Parasiten nicht um

Bakterien sondern eventuell um Pilze handeln kénnte

Abb.12 Sporen in einer Abschwemmung mit Amébensalineeioer ,alten*
Platte (1 Monat p.i.); 100-fache VergréRerung; Fdsaenz; Filter ,D*; Bar: 50um

Abb.13: Sporen in einer Abschwemmung mit Amébensaline \inarealten”
Platte (1 Monat p.i.); 400-fache Vergro3erung; Fdsaenz; Filter ,D*; Bar: 20pum
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isif&bungen

Abb.14: Vannellen-Trophozoiten mit ausdifferenzierten Spoim Inneren;
Platten: 4 Tage p.i.; Fluoreszenz; Filter ,D*; B&Oum

Abb.15: Vannellen-Trophozoiten mit ausdifferenzierten Spoim Inneren;
Platten: 4 Tage p.i.; Fluoreszenz; Filter ,D“; BaOum
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien imf&@bungen

3.1.2.2 Gramfarbung

Abb.16 und17 zeigen die Ergebnisse der Gramfarbung. Die Spiérbten sich rot an und
konnten somit als gramnegativ eingeordnet werdenFarbung wurde 3-fach wiederholt.
Viele Bakterien wurden in ahnlicher Farbe mitgefailie Farbung war kontrastarm. Nur
aufgrund der Morphologie der Sporen war es mogtigdse tberhaupt zu entdecken bzw.
differenzieren.

Abb.16 : Die Gramfarbung zeigte im Ergebnis die gramnegatiSporen;
Hellfeld-Durchlicht; Bar 20pum

Abb.17: Die Gramfarbung zeigte im Ergebnis die gramnegatiSporen;
Hellfeld-Durchlicht; Bar 20pm

39



3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isif&bungen

3.1.2.3 Giemsa-Farbung

Die Sporen lie3en sich auch in der Giemsa-Farbubhgrgennen, und zwar freiliegend in der
Amadbensaline (sieh&bb.18) sowie noch intrazellular in abgeschwemmten unidixrerten
Wirtsamoében (siehAbb.19).

=T - | & |
..'-.1 . ' ey : by
e ‘;: o
" s .
. |
2 . A -
o
} " - - - ™
-
# a . 8 - :
[ | ™ F '.’ - 1 [ |
L »"
" .
/. “
L | i
5’“ 200
| LT
| | | I |

Abb.18: Einzelne Sporen nach Giemsa-Farbung; Hellfeld-
Durchlicht; Bar 20ur

' 20um

Abb.19: Sporen im Zellinneren; Sporoblast; nach Giems&ri;
Hellfeld-Durchlicht; Bar 20um

Die Farbeergebnisse waren zufriedenstellend, dieeddief3en sich mit dieser Farbung gut

nachweisen. Die Sporen farbten sich eher blaulich a
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isf&bungen

3.1.24 Diff-Quick-Farbung

Aufgrund der blaulichen Farbe, im Gegensatz zueden rot angefarbten Bakterien, sollte
der Kontrast bei dieser Farbung erhdht werden,di@Sporensuche deutlich einfacher

machen sollte.
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Abb.20: Sporenhaufen nach Diff-Quick-Farbung; HellfeldfBhlicht; Bar: 20pum

] | |
»
v A
L] 1N L
L
"
20
| | |

Abb.21: Sporenhaufen bzw. einzelne Sporen nach Diff-Q&i&ibung;
Hellfeld-Durchlicht Bar: 20um

Die Ergebnisse dieser Schnellfarbemethode fir Bhatgten ahnelten zwar denen der
Giemsa-Farbung. Die Anfarbung der Sporen war jedigehlich blasser. Eine Innenstruktur
war nicht erkennbardbb.20 und21).
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isf&bungen

3.1.25 Kinyoun-Farbung (Tan-Thiam-Hok Verfahren)

Die Ergebnisse mit der Farbung fur saurefeste &gibHok 1952) zeigten durchweg eine
schwache bis blasse Farbung der Sporen. Die Imu&hsten waren nicht erkennbar. Es
erforderte relativ lange Durchmusterungszeitengebigelang, die Sporen wieAtb.22 und

23 darzustellen.
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Abb.22: Sporen im Zellinnern (Kinyoun-Farbung); Hellfeld:2hlicht; Bar 20pum
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Abb.23: Einzelne Sporen (Kinyoun-Farbung); Hellfeld-Duicht; Bar 20pum

Insbesondere die Kontrastarmut erschwerte die Suatie den kokkoiden Sporen. Eine

saurefeste Hille, wie etwa bei den Cryptosporidaar, offensichtlich nicht vorhanden.
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isf&bungen

3.1.2.6 Trichromfarbung

Als Ergebnis dieser sonst sehr differenzierendehurdy war auf deAbb. 24 und25 eine
sehr schwache, zart rosa Anfarbung der Sporenufasiien. Innenstrukturen waren nicht
erkennbar. Das Auffinden der Sporen war bei diegeibung deutlich diffiziler als bei

Giemsa- oder Calcofluor-Farbung.
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Abb.24: Einzelne Sporen nach Trichromfarbung; Hellfeld-€hlicht; Bar:
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Abb.25: Sporenhaufen nach Trichromfarbung; Hellfeld-Durchtj Bar 20um
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3. Ergebniss: 3.1.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien isf&bungen

3.1.2.7 Modifizierte Trichromfarbung

Auch mit der modifizierten Trichromfarbung warem dirgebnisse ahnlich denen mit der
Standard-Trichromfarbung (sieddb. 26 und27). Eine Verbesserung der Farbeintensitat
oder eine bessere Auflosung der Innenstruktureenvauch bei der Wiederholung der
Féarbung nicht erreichbar.
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Abb.26: Einzelne Sporen nach der modifizierten Trichrotmféag; Phasenkontrast; Bar: 20 pnf
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Abb.27: Einzelne Sporen nach der modifizierten Trichrotmféag; Hellfeld-Durchlicht; Bar: 20 um
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3. Ergebnisse 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtShen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

3.2  Invasionsweg der Endozytobionten in die Wirtsadben (Vannellen):

Lichtmikroskopische Ergebnisse

Zur detaillierteren Darstellung des Invasionswdges. Invasionsvorganges sowie zum
Erkennen von Zwischenstadien 0.4. wurden nach mieg&len zahlreichen, deskriptiven
Farbeversuchen weitere lichtmikroskopische AufnahiaeB. Zeitrafferaufnahmen)
angefertigt. In diesen Folgeuntersuchungen korisbaklgl eine Art Anh&aufung bzw.
Adhasion der Sporen an der Zellmembran der Varméb®bachtet werden (sieAbb.28).
Durch Zeitrafferaufnahmen und die lichtmikroskopis®Beobachtung der infizierten Amében
auf der Kulturplatte selbst, konnte bestatigt wardkass der Infektionszyklus mit der
Phagozytose der kokkoiden Stadien durch die WirtdeWannellasp., VanAun0 begann.

Abb.28: Mehrere Vannellen mit an der Zellwand adh&rie8poren,
Sporen im Zytoplasma sowie bei der Aufnahme inAdi@be durch
Phagozytose; Phasenkontrast, Bar: 20 um

Bei dieser Phagozytose wurde die partikulare Na(brer: Sporen) in einer
vorubergehenden Einstilpung umflossen und schtie@anz eingeschlossen. Die
aufzunehmenden Partikel wurden zunéchst an demgeibran angelagert, dann wurden sie
unter Food-Cup-Bildung von der Zellmembran umsddosund als geschlossene Blaschen
nach innen gestulpApb.29). Nach dem Stadium dieser Aufnahme konnten dige3pio
Vakuolen im Zytoplasma wiedergefunden werden (salaAbb.9). Anschlie3end zeigte

sich die Infektion des Kern&\bb.30 und31). Stadien, die darauf hindeuteten, dass auch das
Endosom (Karyosom) hierbei betroffen war, wurdehtinikroskopisch nicht beobachtet.
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3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Abb.29: Vannelle bei der Phagozytose von vier Sporen dbodd-Cup-
Bildung und Anndherung an einen weiteren Sporemmuifhasenkontrast;
Bar: 20 um

Abb.30: Vannellen-Trophozoit mit ersten Endozytobiontedigta im Kern;
dieser in Teilung befindlich; Phasenkontrast; B&rum
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3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Abb.31: Erste Endozytobiontenstadien im Kern zweier Vaenel
Trophozoiten; Phasenkontrast; Bar 20pum

Abb.32 und33 belegen, dass sich die Entwicklung im Zellkerndetzte, der in der Folge
durch starkes GroRRenwachstum die Kernmembran dehadtechliellich fast das gesamte
Zellinnere der Amdbentrophozoiten ausfillte. Offehsich fand im Kern eine Vermehrung
bzw. Proliferation der Eindringlinge statt.

Abb.32: Vannellen-Trophozoiten mit weiter ausdifferenz@arParasiten; die
Kernmembran ist gedehnt, aber noch deutlich zunere; Phasenkontrast; Bar: 20 prf

=
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3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Abb.33: Vannellen-Trophozoiten mit weiter ausdifferenzerParasiten;
die Kernmembran ist gedehnt, aber noch deutlichrkennen;
Phasenkontrast; Bar: 20 um

Weitere Differenzierungsstadien der Endozytobiomteiern zeigen didbb.34, 35und 36.
Hier handelte es sich um den Befall mit gleich reeém Endozytobionten im Kern.

Abb.34 Vannellen-Trophozoiten mit EndozytobiontenbefallKwrn;
verschiedene Stadien; Phasenkontrast; Bar: 50 um

48



3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Abb.35: Zwei Vannellen-Trophozoiten mit Endozytobiontenliiefa Kern; bei der unteren
Amobe waren mehrere Endozytobionten zu erkennessd®tkontrast; Bar: 20 um

Die Hypertrophierung des Kerns wurde nunmehr imdeertlicher, was sich in einem starken
GroRenwachstum der Wirtsamobe manifestierte. Selsh bereits Endozytobiontenstadien
im Kern sichtbar waren, wurden weitere Sporen dirichgozytose aufgenommen und

anschlieBend im Zytoplasma der Amoébe wiedergefunden

Abb.36: Vannellen-Trophozoit, der sowohl Endozytobiontad&n im Kern
als auch innerhalb des Zytoplasmas enthielt; Phasérast; Bar: 20 um
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3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshen (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Deutlich sind die Amdben mit Kernstadien sowie kidlzaufgenommenen Sporen im
Zytoplasma Abb.36) zu erkennen, ebenso wie Amében mit Kernstadiehzahlreiche an
der Zellmembran adhéarierten Sporélf.371).

Abb.37: Vannellen-Trophozoit mit Endozytobionten im Kermé® Sporen an
der Zellmembran angelagert; Phasenkontrast; Banr20

Zusammenfassend war festzustellen, dass die paghyranrEndozytobiontenstadien im Kern
heranwuchsen, bis schliel3lich das gesamte Kerrerbisrauf das Endosom ausgefiillt war.
Die Ausdehnung erfolgte durch Dilatation der Kernmbean, bis ein Grof3teil der Amdbe mit
Ausnahme eines Plasmasaums mit Parasitenstadi@tt geir.

Die Zeitablaufe/Wachstumsraten konnten auch beedié¢Jntersuchungsreihen bestatigt
werden. Die Aufnahme der Sporen durch die Wirtsandrfolgte unmittelbar nach der
Kokultivierung. Phagozytierte Sporen wurden ber@its Minuten nach Kokultivierung in den
Vannellen nachgewiesen. Weiterentwickelte Stadegten sich bereits nach ca. 1 Stunde,
deutlich haufiger jedoch in den spateren Zeitirden (bis 8 Stunden). Die ersten

Beobachtungen konnten also auch in Bezug auf diehgfamsraten bestatigt werden.
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3. Ergebniss: 3.2 Invasionsweg der Endozytobionten in die WirtSshem (Vannellen): Lichtmikroskopische Ergebnisse

Abb.38: Vannelle nach Ruptur und Freisetzung der SporiertJchrisse der
Amdbe waren noch zu erkennen; Phasenkontrast2Bgim

Daraufhin folgte die Ruptur der Amdbe und die Fetrang der Spore\pb.38). Die
Umrisse der infizierten Amoben waren auf der Aghae@ache noch als (sporengefiillte)

Plaques zu erkennen, die wiederum aus vielen it Sporen bestandehbp.39 und40).

i Ta L T T

Abb.39: Sporen-Plaques der ruptierten Amében; die Zekstren der
Vannellen waren nicht mehr zu erkennen. Alteret®hatvaren tibersat mit
solchen Plaques; Phasenkontrast; Bar: 50 pm
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.40: Sporen-Plaques der ruptierten Amdben; die Zektren der
Vannellen waren nicht mehr zu erkennen. Alteret®hatvaren Gbersat mit
solchen Plaques; Phasenkontrast; Bar: 2

Diese Plaques bildeten wiederum das Ausgangsmidiaridie Uberimpfung auf Vannellen-
Reinkulturen zur Passagierung im Rahmen der Stattumigazu Infektionsversuchen oder
zur weiteren Beobachtung der intranuklearen Enaddzghten. Insbesondere aber dienten sie
zur Anfertigung von ausreichend Ausgangsmateriadiié elektronenmikroskopischen
Untersuchungen. Diese wiederum sollten Aufschlles die Vorgange an und in den
Vannellen, Uber den Invasionsweg der Endozytobiomtelie Wirtsamoben geben und dazu
beitragen, die Endozytobionten systematisch (tawosch) aufgrund ihrer Morphologie

einordnen zu kdénnen.

3.3  Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahnrezur Untersuchung des
Invasionsweges der Endozytobionten in die Wirtsamdm (Vannellen)

Nachdem die lichtmikroskopischen Untersuchungederitig eine Vermehrung der sich
entwickelnden Endozytobionten im Kern gezeigt mtsellte der Infektionsweg auch
transmissionselektronenmikroskopisch genauer untbtsverden. Insbesondere die Art der
Aufnahme, der Weg durch das Zytoplasma der Wirtseamd deren Zellkern und die
Einzelheiten der Sporendifferenzierung im Karyoplassollten in dieser Untersuchungsphase

naherbetrachtet werden.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Zudem sollte versucht werden, morphologisch bekéitsveise auf eine systematische
Zuordnung der Endozytobionten zu finden. Die Zéd#tivalle wurden in Anlehnung an die
Ergebnisse bei den lichtmikroskopischen Untersugaomit 0,5, 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden
nach Kokultivierung festgelegt. Im Folgenden siil Ergebnisse durch

elektronenmikroskopische Aufnahmen dokumentiert:

Abb.41: Vannellasp. bei der Aufnahme (Pfeil) einer Spore (S) uRtard-Cup-Bildung (FC). Eine weitere
Spore (Pfeil) ist bereits ingestiert worden undrzidt sich im Zytoplasma; deutlich ist der hyal®&um im
Bereich der Food-Cup zu erkennen; V: Vakuole; Bam

Mit Adhasion und Phagozytose begann die Ingeskore ausgepragte Food Cup — Bildung
war erkennbarAbb.41 auf der rechten Seite). Eine weitere Spore wurdadgevia
Phagozytose aufgenommen, die Zellmembran der \®lhskatte sich hinter der ingestierten

Spore wieder geschlossen, die Spore befand sidr aheits im Zytoplasma der Vannelle.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Die helle Zone nahe der Zellmembran im BereichFaerd Cup deutete auf
Mikrofilamentnetze hin.

Ein aktiver Vorgang zum Eindringen in die Wirtseellonnte auch elektronenmikroskopisch
nicht beobachtet werden. Vielmehr konnte auchdieAufnahme der Sporen ausschliel3lich
durch Phagozytose nachgewiesen werden. Die lichbisilopisch gewonnenen Erkenntnisse
konnten also diesbezuglich zweifelsfrei bestatigtden.

Abb.42: Spore auBerhalb der Vannelle an der Zellmembriénijl&re Strukturen (Pfeil) sind zwischen
Spore und Zellmembran zu erkennen; die InnenstralduSpore deutlich erkennbar; N: Kern; PP:
Polaroplast; PF: Polarfilament; V: Vakuole; A: Véamoébe; Bar: 1um

Abb.42 zeigt eine Spore aul3erhalb der Vannelle. Die naqgischen Kriterien dieser
Sporen zeigten sehr groRe und eindeutige Ahnlittkeiu Mikrosporidiensporen.
Der Sporendurchmesser variierte von 0,9 bigirh, ind betrug im Durchschnitt 1,@3n
(s =0,62).
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Deutlich zu erkennen war der grof3e Kern, ein imgiéch zu den bekannten Mikrosporidien
eher irregular arrangiertes Polarfilament und dix(wole sowie der Polaroplast (vgbb.6).
Der Kerndurchmesser betrug im Durchschnitt (Mittiv0,6um (s = 0,05).

Der Polaroplast hatte einen Durchmesser von 02r0 B/ittelwert 0,2%um; s = 0,03), die
Vakuole einen solchen von 0j2% im Durchschnitt (s = 0,03). Das Polarfilamengtei

Dicken von 0,04 bis 0,Qim (Mittelwert: 0,um; s = 0,01).

Die Sporenhille zeigte deutlich eine Unterteilumglie elektronendichte Exospore und die
elektronenlichte Endospore. Die Dicke der Sporeminzetrug 0,02 bis 0,Qdn (Mittelwert
0,03um; s =0,01).

Aufgrund dieser nachgewiesenen morphologischenriggsbeiten wurden die
Endozytobionten in der Folge auch als Mikrospondi@hnliche Organismen oder

.Microsporidian like organisms“ (MLO) bezeichnet.

Charakteristisch war wiederum das Fehlen von Glyticauf der Zellmembran dieser
VannellenspeziesApb.42). Diese Glycostyli stellen eigentlich ein typissiderkmal der
GattungVannelladar (siehe 1.1.4). Eine Art Glycocalyx, die hietl.edurch einen ,simple
fuzzy coat" gebildet wird, lag der Zellmembran auf.

Die erkennbaren fibrillaren Strukturen wiesen anéeAdhasion der Sporen an der

Amobenmembran hin.
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Abb.43: Nach Aufnahme der Spore in der Food Cup (FC) sBhkich die Zellmembran (CM) wieder
(Pfeil) und die Spore (S) wird in einer Vakuole fmébenzytoplasma aufgenommen; A: Wirtsamobe; Bar:
Ipm

Die Zellmembran floss nach erfolgter Food-Cup-Bilgwnd Aufnahme der Spore wieder
zusammenAbb.43). Die Spore befand sich anschliel3end im ZytoplagenaAmdoben.
Hier war wiederum deutlich zu erkennen, dass dié@Bemicht Uber Glycostyli verfugte.
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Rz

Abb.44: Aufnahme der Spore (S) via Phagozytose und Foqa&ildung ist beendet; Spore im
Amobenzytoplasma; A: Wirtsamébe; CM: Zellmembrai;: Nlahrungsvakuole; Bar: 1um

Die Aufnahme dieser Spore via Phagozytose - undtdieninvasionsphase in die
Wirtsamobe - war soeben abgeschlosgdab (44 ).

Sie wurde nun im Zytoplasma der Vannellen in eargglumigen Vakuole transportiert.
Auch in dieser Abbildung ist wiederum gut belegtssl die Wirtsamében keine Glycostyli

ausbildeten, die fur die GattuMgannellaeigentlich charakteristisch sind.
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~

Abb.45: Spore (S) in einem Phagosom im Zytoplasma ders@finbben; von einer weiteren Spore (Pfe
ist nur noch der Umriss zu erkennen (Ghost); A:t¥dimébe; NV: Nahrungsvakuole; Bar: 1um

In Abb.45 ist eine intakte Spore in einem Phagosom nebear effensichtlich leeren Spore
zu erkennen. Diese leeren Hullen wurden als Ghiestsichnet.

Die Amobe selbst war zu diesem Zeitpunkt der Inégkhoch sehr aktiv. Eine
Beeintrachtigung im Verhalten, etwa der Nahrungsalume, Frequenz der pulsierenden
Vakuole im Vergleich zu nicht infizierten Vannelldes gleichen Stammes, konnte durch

lichtmikroskopische Beobachtungen bereits ausgessbh werden.
Auch bei den im Zytoplasma eingeschlossenen Spi@férsich die grundlegende

Mikrosporidien- ahnliche Organisationsstruktur emen. Auffallig und gut aufgeldst in

Abb.46 ist das irregular aufgewickelte Polarfilament.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmeruntersuchung des Invasionsweges

Abb.46: Spore im Zytoplasma der Vannelle; Deutlich sindelireelnen Strukturen der Sporen zu
erkennen; N: Kern; PP: Polaroplast; PF: Polarfilatn€EM: Zellmembran; A: Wirtsamdbe; NV:

Nahrungsvakuole; Bar: 1}

Die Sporen der MLO hatten sich bis zu diesem Zekpmorphologisch nicht verandert; der

Einsatz des Polarfilamentes wurde nicht beobaétgtAbb.7).
Der erkennbare hellere Saum rund um einige Nahuakg®len weist auf das Vorhandensein

von Aktinfilamenten hin, die wiederum typisch flrahsportvorgange sind.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmugruntersuchung des Invasionsweges

Abb.47: Parasit (P) bzw. MLO beim Eintritt in den Kernrdlu die Kernmembran (Pfeile); deutliche
morphologische Anderungen sind erkennbar; A: Winisae; M: Mitochondrium der Wirtsamdbe; Bar: 1um

Unter morphologischen Veranderungen drang der Mu@tddie Kernmembran in den Kern
der Wirtsamdbe einAbb.47 und48). Hier fand das intranukledre Wachstum sowie die
weitere Differenzierung statt (siehe aubb.49).

Die strenge Sporenmorphologie war einem polymorpfietranuklearen) Meronten-

ahnlichen Stadium gewichen, dessen DurchmessewunthBehnitt 0,{dm (s = 0,04) betrug.

60



3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Die bisher gut sichtbaren Organellen wie Polarféamt Polaroplast etc. waren nicht mehr zu

erkennen; der Einsatz des Polarfilamentes kondtejeauch beim Eintritt in den Kern nicht

beobachtet werden. Die Differenzierung setzte fidh

Abb.48: Zwei Parasiten (P) bzw. MLO nach dem PassiereiKdermembran im Karyoplasma der Wirtsamoh
(A); E: Endosom; Bar: 1um

D
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.49: Parasit (P) kurz nach dem Eintritt durch die Keenibran (Pfeile) in die Wirtsamdbe (A); Bar: 1un

Es gelang, einen frihen Meronten im Kern der Améhez nach dem Passieren der
Kernmembran bildlich festzuhalteAl§b.49). Das Endosom schien sich nach dieser
Aufnahme aufzulésen, verlor in jedem Fall aber bektEonendichte. Im Endosom konnten
jedoch niemals MLO- Stadien nachgewiesen werden.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmugruntersuchung des Invasionsweges

Ein weiterer MLO nach seinem Eindringen in den Keéen Wirtsamobe ist iAbb.50 und51

gut aufgelost.

Abb.50 undAbb.51: Parasit (P) bzw MLO kurz nach dem Passieren deniidembran; zur Verdeutlichung
ist die doppelte Kernmembran in der rechten Aufrallorch eine (dicke) Linie farbig gekennzeichnet;
Bar: 1um

In einer Ubersichtsaufnahme einer kompletten, terigifizierten VannelleAbb.52) ist ein
einkerniger Meront kurz nach dem Passieren derridembran zu erkennen.
Die Kernmembran war intakt.
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Abb.52: Vannellasp. mit 2 Parasiten (P) bzw. MLO bereits im Kern gidwie Sporen (S) in
Nahrungsvakuolen; NV: Nahrungsvakuoleernmembran gut erkennbar; Bar: 1um

Deutlich wird in dieseAbb.52 auch, dass nicht nur ein einzelner MLO den Kereienen
konnte, sondern dass gleich mehrere - in manchienitimn bis zu funf erkennbar - ihre
Entwicklung im Kern fortsetzen konnten, wobei $ieeiurspriingliche Hulle einbi3ten. Selbst
als Meronten im Kern bereits zu erkennen warendemimmer noch weitere Sporen via

Phagozytose durch die Wirtsamoben aufgenommen.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmugruntersuchung des Invasionsweges

Abb.53: 4 Parasiten (P) bzw. MLO im Kern der Vannellejgarkurz nach dem Passieren der
Kernmembran (Pfeile), noch mit Kontakt zu dieser;Nitochondrien; Kern mit Karyoplasma (KP) und
Endosom (E); Bar: 1pm

Gleich vier MLO sind iMAbb.53 im Amdbenkern zu erkennen, wobei bei dem unteoahn
eine Verbindung zur Kernmembran ausgebildet war.NIleO hatte gerade erst die
Kernmembran passiert. Auch hier fehlten Hinweidedan Einsatz des Polarfilaments.

In der proliferativen Phase wuchs der intranukl€mganismus heran, die Kernteilung fand

statt. Es bildeten sich anschlieRend durch Segtiemizahlreiche sporogoniale Plasmodien
oder Sporoblasten, die sukzessive das gesamte Masyoa ausfillten.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.54: Proliferation der MLO im Kern der Wirtsamotbe (Mfeile: Kernmembran; Bar: 1um

Durch die zahlreichen Teilungsvorgange entstanaenar mehr Sporoblasten. Die
Kernmembran wurde stark dilatiert, bis die Sporstaa fast die gesamte Amobe einnahmen
und die Kernmembran sich der Zellmembran n&hertdidser Phase wurde die
Kernmembran gedehnt, so dass der Kern einen Dusgengon bis zu 10n (Maximum)

aufwies. Ein Endosom war bei derartigen Stadiehtmwehr erkennba®phb.54).
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.55: Sporenbildung durch Ausdifferenzierung der Endolzigintenstadien; Organellen in Genese; die

Punktierung im oberen Teil der Aufnahme stellt Aitefakt dar; Bar: 200nm

Die Sporogonie begann mit denAibb.55 erkennbaren frihen Differenzierungsphasen. Das
sporogoniale Plasmodium, der Sporoblast, war noohpakt, wahrend sich im Zuge der
Segmentierung in einzelne Sporoblasten die Orgamé@iie Vakuole, Kern, Polarfilament

etc.) zu entwickeln begannen.
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Abb.56: Eine weitere Ausdifferenzierung der MLO unter s8<iver Ausbildung der typischen Organellen;
Pfeil: Artefakt; Bar: 1um

Die Ausdifferenzierung in Sporen ging weiter. Vénedene Schlauche wurden sichtbar
(Abb.56). Die ehemalige Kernmembran des Wirtes war nocerkennen. Die Kerne der
MLO wurden, ebenso wie die anderen fur Mikrospemdiypischen Organellen (vaibb.6)
ausdifferenziert und damit sichtbar.

Im weiteren Verlauf differenzierten sich die Spdesiben in freie Sporen. Die Sporengruppen

von verschiedenen Sporoblasten waren durch Memibnaorgeinander getrennipb.57).
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Zu diesem Zeitpunkt, da bereits fast 2/3 der Vderairch die Entwicklungsstadien des
Endozytobionten gefillt war, befand sich die Wintéde immer noch im lebenden Zustand,
jedoch nunmehr - wie in den lichtmikroskopischertdgsuchungen bereits bestatigt werden

konnte - vermindert aktiv und stark hypertroph.

Abb.57: Vannellasp. mit Sporengruppen aus reifen Sporen (S), dievamigstens 2 MLO stammen.
Sporen mit allen charakteristischen Organellenijé@f&ernmembran; Bar: 1um
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmugruntersuchung des Invasionsweges

Abb.58: Vannellasp. mit einem Sporoblasten (SB) im Kern oben. Wadhieeim unteren Endozytobionten
die Sporen (S) bereits vollstandig ausdifferenzertl, befindet sich der obere Sporoblast noclein d
Sporendifferenzierungsphase; der Pfeil deutet imuAgefakt hin; Bar: 1um

In Abb.58 ist die Entwicklung von zwei unterschiedlichen\iicklungsstadien der MLO im
Kern innerhalb zweier sogenannter Sporenhaltigesikée(SPVs) erkennbar, wobei bei dem
unteren MLO die Sporenbildung abgeschlossen wam bberen jedoch erst die
Sporoblasten gebildet wurden, die sich noch welifégrenzieren mussten. Erkennbar war ein
zeitlicher Unterschied des Eindringens zweier Egtiddonten in das Karyoplasma der
Wirtszelle, wahrend\bb.59 dagegen zwei deutlich voneinander getrennte Spastdn mit

ausdifferenzierten Sporen des nahezu gleichen Eklwigsstandes zeigte.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.59: Zwei deutlich voneinander getrennte SporengrupeAlkémmlinge zweier MLO. Der
Entwicklungsstand ist ungefahr gleich; dies dedéetuf hin, dass die MLO zeitnah zueinander inkiem
eingedrungen sind; S: Sporen; Bar: 1um

Die Expansion der Kernmembran war so ungewohnt@tk sdass diese fast die Zellmembran
der hypertrophen, aber noch stoffwechselaktiven Bergrreichte. Im weiteren Verlauf dieser
Dilatation kam es zur Ruptur der Wirtsamoben, wagidchst die Amébenmembran zerriss.
Nach Ruptur bzw. erfolgtem Absterben der Wirtsamliégen die Sporen in Gruppen frei
(Abb.59). Die friheren Umrisse der Amobe waren aber nokérambar.

Die Infektionsphase hatte somit wieder begonndm,lisher noch nicht infizierte Amoében

konnten durch Phagozytose freier Sporen infizientden.
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

7

]

Abb.60: Sporen (S) lagen nach Ruptur der Wirtsamdbe dreiurspriinglichen Umrisse der Vannelle sind
noch anhand solcher Plagues zu erkennen; Bar: 1pm
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3. Ergebnisse 3.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmgruntersuchung des Invasionsweges

Abb.61: Wirtsamotbe (A) bei der Phagozytose eines ganzequBavon MLO-Sporen (S); eine Spore
wurde bereits ingestiert (Pfeil) und befindet sicleiner Nahrungsvakuole (NV) zusammen mit anderen
Nahrungsbestandteilen; Bar: 1

In Abb.61 ist zu sehen, wie ein Vannellen-Trophozoit dates, den gesamten Sporen-
haltigen Zellhaufen (Plaque) einer ruptierten Véim®be aufzunehmen. In diesem
Sporenhaufen fanden sich auch offensichtlich |8S@@renhillen. Die Vannelle hatte bereits
vorher eine Spore via Phagozytose aufgenommenelagsn einer Nahrungsvakuole im
Zytoplasma der Wirtsamdbe.

73



3. Ergebnisse 3.4 Zeitdauer der Infektionsféhigkeit der Sporen

3.4  Zeitdauer der Infektionsfahigkeit der Sporen

Um die Dauer der Infektiositat der Sporen einsaétz konnen, wurden in bestimmten
Zeitabstanden Reinfektionsversuche durchgefuhrtdienfreigewordenen Sporen mit
Reinkulturen von VanAunO auf ihre Infektiositat tasten.

Die Untersuchungen ergaben, dass die Sporen b€ 20f den Kulturplatten belassen, bis zu
26 Monate (!) fur den Vannellenstamm VanAunO ini@kiblieben. Die Versuchsreihe wurde
nach 26 Monaten abgebrochen, da die Agarplattén des Parafilm -
Austrocknungsschutzes nur noch eine diinne Agatschidwiesen. Die Ergebnisse des
Versuches sowie die Interwalle der Prifungen zutdZeer der Infektionsfahigkeit der

Sporen sind iMab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3: Ergebnisse der Versuche zur Zeitdauer der Infektémgkeit

Zeitdauer p.i. Infektiositat
vorhanden
1 Woche +

2 Wochen
3 Wochen
4 \Wochen
2 Monate
3 Monate
6 Monate
10 Monate
12 Monate
16 Monate
20 Monate
24 Monate
26 Monate

e B o R o o o R R

3.5  Amdben als Wirtszellen von Mikrosporidien-ahnichen Organismen: Evaluierung

des Wirtsspektrums

Das Phanomen, dass sich Mikroorganismen (Bakteviean, Eukaryonten) in Protozoen
vermehren kdnnen, wurde bereits haufig beschriéliehe Kapitel 1.1.2). Speziell die FLA
sind nicht zuletzt wegen ihres Vorkommens im Triakser Gegenstand intensiver Forschung
geworden. Der reproduzierbare Nachweis von ,infieile* Amoben aus der Umwelt ist den
klassischen Verfahren der kulturellen Anzucht sehiedenen Temperaturen und mittels
verschiedener Kulturmedien sowie den licht- undétetmenmikroskopischen Techniken

vorbehalten.
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3. Ergebnisse 3.5 Amdben als Wirtszellen von Mikrosporidien-aboh&n Organismen: Evaluierung des Wirtsspektrums

Interessant war es nunmehr, herauszufinden, oldgdntranuklear entwickelnden MLO
auch in anderen FLA vermehren konnen. Hierbei wurdsbesondere andere
Vannellenarten, potenziell pathogene Amében, wiediaien und Acanthamoeben, aber
auch sonstige FLA aus der Stammsammlung des Kadémbors herangezogen, von denen
einige bereits als Wirte fur andere Endozytobiortekannt waren. Die Uberimpfungen im
Rahmen der Kokultivierungsversuche verschiedendr it KAunl wurden in gleicher Art
und Weise wie bei den tibrigen Uberimpfungen statisiart durchgefiihrt.

3.5.1 Ergebnisse der Vorversuche

Acanthamoeben:

Alle vorliegend eingesetzten Acanthamoebenisolat&gen morphologisch zur Gruppe I
(Page 1988). Da bekannt ist, dass die PathogewitdAmoben mit ihrer Toleranz von
Temperaturen bei 37°C oder héher korreliert, wuittdleirden im Wirtsspektrumsversuch
verwendeten Acanthamoebenisolaten Temperaturtatests (DE Jonckheere 1980) bei
37°C, 40°C und 44°C fur 48 Stunden durchgefluihramibamoeben der Gruppe Il der
Stamme aqua iso 2, Petz und ChiSan konnten bei @it Gehalten werden, bei 40°C
konnten jedoch keine Trophozoiten mehr nachgewiesgden A. rhysodesStamm 302-1,
wuchs weder bei 37°C noch bei 40°C.

Naeglerien:
Bei Kontakt mit einem flissigen Medium (z.B. Amobkahne) bilden Naeglerien 2 Flagellen

aus und gelten daher als ,Amdoboflagellaten®. Irsdia Wirtsspektrumversuch sind die
Naeglerien durch Angehorige der gruberi- Gruppe vertreten. Hierbei handelte es sich im
Unterschied zIN. fowleriundN. australiensisim apathogene FLA. Die pathogdvaegleria
fowleri wachst bei 30°C, 37°C, 42°C und 45Ngegleria gruberidagegen bei 20°C, 30°C,
einige Stamme hochstens noch bei 37°C. Der Naeglk&tamm aqua isol wurde zur
Bestatigung der Gattungszugehorigkeit dem Amobegdiaten-Transformationstest (Page
1967) bei 29°C und 37°C unterzogen. Es entwickedielm nach Zugabe von Amébensaline
zweigeilRelige Flagellaten, die die Identitat dett@ayNaegleriabestatigten. Da analog zu
den Verhaltnissen bei den Acanthamoeben bekanmlass auch die Pathogenitat von
Naeglerien mit ihrer Toleranz von Temperaturen3¥8C oder mehr korrelliert, wurden bei
den eingesetzten Isolaten Temperaturtoleranzi@sif$ii 1972) bei 37°C, 40°C und 44°C fur
48 Stunden durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse 3.5.2 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mit FLA

In unserem Fall wurde auch die Temperaturtolera#28€ mitgetestet.

Das Uberleben bzw. die Vermehrung der Naegleried4%C ware ein Hinweis auf das
Vorliegen eines temperaturtoleranten Stammes, \aozh die pathogeré. fowlerigehort.
Bereits bei einer Temperatur von 42°C zeigten saith 48 Stunden keine Trophozoiten
mehr. Es handelt sich also um einen nicht thermiept8tamm debl. gruberi- Komplexes.
Solche nicht thermophilen Stdmme von Naeglerierdemifriiher bereits in Kihl- und

Spulwasser von Dentaleinheiten nachgewiesen (MiohelJust 1984).

3.5.2 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mit FLA

Die Wirtsspektrumsversuche mit denTiab.4 zusammengefassten FLA wurden
lichtmikroskopisch analog den Beobachtungen unerallen bei VanAunO ausgewertet.
Als positiv (+) wurden nur diejenigen FLA eingestun denen eine Proliferation von KAunl

nachgewiesen werden konnte.

Tab.4: Tabellarisch zusammengefasste Ergebnisse derspaktrumsversuche von KAunl

mit verschiedenen FLA (+: Proliferation fand stattProliferation fand nicht statt)

Spezies Stamm Proliferation
KAunl
Acanthamoek sp. ChiSan -
Acanthamoeba rhysodes 302-1 -
Acanthamoebsp. Petz -
Acanthamoebsp. aqua iso2 -
Vannellasp. d'oro -
\VVannellasp. medagarda +
VVannella miroides Dent G1 +
Vannella platypodia vp ash -
Vamella platypodia cis plat -
Saccamoeba stagnicola agss -
Saccamoeba limax SL1 -
Platyamoeba placida Xyz -
Harmannella vermiformis| A1 HspiGento -
Naegleria gruberi aqua isol -
Thecamoeba quadrilineat dcH 1 -
Willaertia magna A1Pw1 -
Tetramitus pararusselli Rhodos -
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3. Ergebnisse 3.5.2.1 FLA, bei denen keine Proliferation von KAumdglich war

3.5.2.1 FLA, bei denen keine Proliferation von KAud mdglich war

Beispielhaft sollten fur diejenigen FLA, die nidlit KAunl suszeptibel sind (bei denen also
keine Proliferation moglich war), die Ergebniss@ Waegleria gruberiStamm aqua isol
detaillierter dargestellt werden. Bei den anderehiab.4 aufgefiihrten FLA, in denen keine
Proliferation von KAunl erfolgte, zeigten sich ayge# Ergebnisse, deren bildliche
Darstellung zwar sehr gut fotodokumentiert und kantiert vorliegt, in der vorliegenden
Arbeit m.E. jedoch verzichtbar war. Als nicht systgel fir KAunl galt eine Kultur, wenn
bis 1 Woche p.i. keine Entwicklung der Endozytolémnsichtbar wurde.

Naegleria gruberiKomplex) Stamm aqua isol

Die Naeglerien vom Stamm aqua isol stammten aesne@artenteich in Waldesch bei
Koblenz. Im Durchschnitt waren die Trophozoiten2]8n lang (s = 0,88) und 9,8um breit
(s = 0,52). Der Kerndurchmesser betrug im Durchisc@ipum (s = 0,16), der
Zystendurchmesser 14,9um (s = 0,16).

Abb.62 und63 zeigen Trophozoiten und Zysten vidaegleria gruberi Stamm aqua isol.

T TR T, ML) PR T e ]

Abb.62: Trophozoiten und Zysten vi Abb.63: Naegleria gruberiKomplex), Stamm aqua
Naegleria grubel (Komplex); Stamm isol: Trophozoiten mit kompaktem Endosom des Ké
aqua isol; Ubersichtsaufnahme; Lebende Zysten mit um den Kern angeordneten
Phasenkontrast; Bar: 50pum perinuklearen Granula; Phasenkontrast; Bar: 20pm

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs Naegleria gruberiKomplex), Stamm aqua isol

Nach Zugabe eines ausgestochenen Agarblockchemsinhieichen Sporen von KAunl aus
Kulturplatten, bei denen bereits vor 2 Wochen Vanm@Reinkulturen mit KAunl beimpft
wurden, konnte beobachtet werden, dass die Naegldds Stamms aqua isol die Sporen via
Phagozytose aufnahmekbb.64 und65 lassen erkennen, dass eine Entwicklung bzw.
Proliferation im Kern oder im Zytoplasma der Naeigle jedoch nicht stattfand.
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3. Ergebniss: 3.5.2.1 FLA, bei denen keine Proliferation von KAumdoglich war

Die Naeglerien wurden nicht geschadigt. Sie dieatsa nicht als Wirte des Stammes
KAunl. Eine weitere Propagierung des Stammes KAawshmmen miNaegleria gruber,
Stamm aqua isol war ausgehend von diesen Kultteplaicht mdglich. In den Zysten liel3en

sich die Sporen ebenfalls nachweisahl{.65).
.-ﬁu’-_-‘.},-"'. =

Abb.64: Naegleria gruberiKomplex), Stamm aqua isol - Trophozoit mit
Sporen (S) im Zytoplasma sowie zahlreichen Spou&ednalb; V: Vakuole;
Hellfeld-Durchlicht; Bar: 20um

Abb.65: Naegleria gruberi{Komplex), Stamm aqua isoZysten mit Sporen (¢
innen sowie Sporen auf der Kulturplatte; HellfeldfBhlicht; Bar: 20um
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3. Ergebnisse 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAunZerfolgte

Insbesondere die GattuMgnnellaschien fur den Wirtsspektrumsversuch interessanted
die MLO beherbergende Stamm VanAunO bereits al$ Méiegt ist. Bei zwei Stammen der

GattungVannellawar die Kokultivierung mit der entsprechenden iecdtion im Kern

moglich. Daher werden diese Ergebnisse in der Faéd@illiert betrachtet.

Vannellasp., Stamm meda garda

Isoliert wurde dieser Stamm 2003 aus dem Gardaakeril Die Trophozoiten sind im

Durchschnitt 19,2um lang (s = 0,55) und 14,6umtlise+ 0,93). Eine Zystenbildung fand bei

diesem Stamm nicht staftbb.66 zeigt die Lokomotionsform im Ubergang zur

Schwimmform nach Zugabe von AmébensalineAlid.67 und68 sind die Schwimm- bzw.
Schwebeformen voxannellasp., Stamm meda garda zu erkennen.

Abb.66: Vannellasp., Stamm meda garda;
Lokomotionsform; beginnende Schwimmform;
Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.67: Schwimmform vorVannella
spec, Stamm meda garda; Hellfeld-
Durchlicht; Bar: 20pum

Abb.68: Schwimmform vorVannellaspec, Stamm
meda garda; Hellfeld-Durchlicht; Bar: 20pum
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs Wannellasp., Stamm meda garda

Lichtmikroskopische Ergebnisse:

Nach Zugabe eines ausgestochenen Agarblockchesinfieichen Sporen des Stammes
KAunl von Ausgangsplatten der Kokultivierung mitn2aun0, 2 Wochen p.i., konnte
beobachtet werden, dass die Vannellen des Stamutes gaeda die Sporen via Phagozytose
aufnahmen. Stadien mit Sporen im Zytoplasma wawegrkennen (sieh&bb.69 und70).

Die Entwicklung bzw. Proliferation fand anschlieBem Kern, analog zu den

Beobachtungen beim Vannellenstamm VanAunO sidib (71 - 73).

Abb.69: Vannellentrophozoiten vom Stamm meda Abb.70: Vannellentrophozoit vom Stamm

garda mit unterschiedlichen Entwicklungsstadien der | meda garda mit Sporen (S) in

MLO; Phasenkontrast; Bar: 50um Nahrungsvakuolen; Phasenkontrast
Vakuole; K: Kern; Hellfeld-Durchlicht; Bar:
20um

Die Vannellen wurden nach bereits lichtmikroskopideutlich sichtbarer Dilatation
geschadigt. Sie dienten also als weitere WirteSlasmimes KAunl. Eine Propagierung des
Stammes KAunl war, ausgehend von diesen Kulturéivamnellasp., Stamm meda garda,
mdglich. Die Kulturhaltung erfolgte analog zu degriahrensweise bei VanAunO0 durch die
Uberimpfung der Sporen bzw. durch das Ausschnegitees Blockchens und anschlieRende
Uberimpfung auf eine Reinkultur des Stammes meddaga

Die Zeitablaufe/Wachstumsraten entsprachen, ebeiesdie gesamte Entwicklung des MLO

denen beVannellasp. Stamm VanAunO.
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.71: Trophozoiten vom Stamm meda garda; die linke Angiiibalt
Entwicklungsstadien (Pfeil) im Kern; die Sporen [{8yen auch aussen; V:
Vakuole; Hellfeld-Durchlicht; Bar: 20pum

Wie auch beim StammVanAun0 konnte die erfolgrei€bkultivierung lichtmikroskopisch
deutlich erkannt werdebb.72 und73 belegen, dass auttannellasp., Stamm meda garda,
ebenso wie der Stamm VanAunO, als Wirt fur die Mdi@nen konnte.

Abb.72: Trophozoiten vom Stamm meda garda; die obere Arigibe
moribund oder bereits abgestorben; die Sporendiffgerung ist bereits
abgeschlossen (Pfeil); Hellfeld — Durchlicht; Ba@um
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.73: Ruptierte Ambbe vom Stamm meda garda; die Amdteei®its
abgestorben; Sporenhaufen (Pfeil); Hellfeld — Dlictity Bar: 20pum

Transmissionselektronenmikroskopischen ErgebniEE&}

Wegen der Empfanglichkeit fur KAunl wurde dieserdeiutig infizierte Stamm auch
elektronenmikroskopisch untersucht, wobei auf awelhtvorhandene Unterschiede zu
VanAunO0 geachtet werden sollte.

Die Aufnahme der Sporen durch die Vannellen des8t@as meda garda erfolgte ebenfalls
durch Phagozytose. Via Food-Cup-Bildung wurdenStieren ingestiert. Die Entwicklung
fand im Kern der Vannellen statt. Auch die weiteRenliferations- und
Ausdifferenzierungsschritte incl. Dilatation enesgnen denen beim Wirts-Endozytobiont-
Modell VanAun0 + KAunl. Nach abgeschlossener Sparemcklung kam es auch hier zur
Ruptur der Trophozoiten und damit zur Freisetzuaginfektiésen Sporen. Eine Aufnahme
weiterer Sporen durch Phagozytose fand auch dacimstatt, als bereits Entwicklungsstadien
im Kern zu erkennen waren. Ebenfalls konnte gezeggtlen, dass sich auch mehrere MLO
im Kern entwickeln konnten.

Diese Ergebnisse sollen im Folgenden detailliergestellt werden:

Die Aufnahme der Sporen erfolgte durch Food-CuphBily Abb.74 und75). In Abb.74

sind zudem mehrere Sporen zu sehen, die von ddsaiioben bereits aufgenommen
wurden.
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.74: Erfolgte Phagozytose von Sporen (S) Abb.75: Erfolgte Phagozytose einer Spore (S)
durch Vannellen des Stammes meda garda; die | durch einen Trophozoiten des Stammes meda
Zellmembran hat sich bereits wieder geschlossen garda; die Zellmembran hat sich nach Food Cup-
(Pfeil); Sporen sind ebenfalls im Zytoplasma zu| | Bildung bereits wieder geschlossen; der

sehen; der Zellmembran aufgelagerte Glycostyli | Zellmembran aufgelagerte Glycostyli sind

sind erkennbar; Bar: 1um erkennbar; Bar: 1um

Auch junge Parasitenstadien, die soeben die Kerroreempassiert haben, konnten belegt
werden Abb.76). Vorliegend konnte ein Eindringen in das Endosooht beobachtet
werden.

Abb.76: Ein Parasit (P) bzw. MLO ist bereits im Kern derridéamobe (A) des Stammes meda
garda; hat somit die Kernmembran (Pfeile) pasdierEndosom; NV: Nahrungsvakuole; M:
Mitochondrien; Bar: 1um

Die Weiterentwicklung und Proliferation der MLO InDilatation der Kernmembran der
Wirtsamoben erfolgte analog der bereits bei VanAleg€chriebenen Vorgangghb.77 und
78). Leere Sporenhiillen (Ghosts) konnten in Nahrualkgselen beobachtet werdefibp.79).
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.77: Weiterentwickeltes Stadium des MLO (Pfeil) Abb.78: Weiterentwickeltes Stadium der MLQ
im Kern der Wirtsaméb¥annellasp. meda garda mit (Pfeile) im Kern der Wirtsamdbe (Ajannella
beginnender Proliferation; Sporen (S) in Nahrungs- sp. meda garda mit beginnender Proliferation
vakuolen im Zytoplasma; E: Endosom; Bar: 1um Kernmembran stark dilatiert; Bar: 1um

Abb.79: Drei weiterentwickelte MLO (Pfeile) im Kern der Yé§amobe (A); Proliferations- und
Differenzierungsphase; einzelne Spore (S) in Nagsuakuole im Zytoplasma; die
Kernmembran ist stark dilatiert; NV: Nahrungsvalajdb: leere Sporenhillen-Ghosts; Bar: 1um
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Bis zu 5 MLO wurden gleichzeitig im Kern vafannellasp. (Stamm meda garda) gefunden.

In der Folge zeigten sich weitere Entwicklungsstadies Parasiten mit der
Ausdifferenzierung zu SporeAlfb.80 bis 83).

Abb.80: Weiter differenzierte Sporonten Abb.81: Abschniirung der Sporonten ist fast vollstandig
im Kern; die Abschniirungen sind bereits erfolgt; die Sporendifferenzierung ist weit

erfolgt; sehr starke Dilatation der fortgeschritten;der mit Parasitenstadien ausgefélérn
Kernmembran (Pfeile); Bar: 1um nimmt fast das gesamte Innere der Amobe ein; Bam 1

Abb.82: Die Sporenentwicklung ist abgeschlossen; Abb.83: Auch beivVannellasp. meda garda
alle Sporonten sind zu Sporen ausdifferenziert; die konnte ein Mehrfachbefall festgestellt werden
Amdbe ist moribund, steht kurz vor dem Absterben mindestens 3 Parasiten haben sich im Kern
bzw. der Ruptur; Bar: 1y weiterentwickelt und befinden sich im etwa
gleichen Entwicklungsstadium; Bar: 1um




3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Der zweite Stamm, bei dem eine Proliferation vonukA im Kern nachgewiesen werden
konnte, waVannella miroidesStammDent G1. Folgend soll auch dieser Stamm sowie die

Kokultivierung detailliert beschrieben werden.

Vannella miroidesStammDent G1

Die Vannellen dieses Stammes wurden 1995 von 8uedeswehr-Dentaleinheit in
Lahnstein isoliert. Die Trophozoiten sind im Durchsitt 38,2pmang (s = 1,09) und 27,7um
(s =1,01) breit, der Kern besitzt einen Durchmesgea ca. 8,3um (s = 0,114bb.84 zeigt
eine Lokomotionsform voNannella miroidePent G1 auf der Kulturplattéybb.85 und86
lassen die Schwimmform nach Zugabe von Amoébensalikennen. Nach dem
Abschwemmen mit Amdbensaline zeigt sich eine Kifieeh nach kurzer Schwimmphase.

Abb.84: Lokomationsform; Trophozoit des Stammes
DentG1 auf Kulturplatte; hyalines Zytoplasma dediet
Lokomotionsrichtung an; Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.85: Schwimmform des Stammes DentG1 nach Abb.86: Schwimmform des Stammes

Abspiilen mit Amobensaline; Phasenkonfr&str: 20pum DentG1 nach Abspulen mit
Amobensaline; Hellfeldurchlicht; Bar:
20um
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs Wannella miroidesStamm DentG1

Lichtmikroskopische Ergebnisse

Nach Zugabe des ausgestochenen Agarbléckchenalmhiezhen Sporen des Stammes
KAunl von Ausgangsplatten der Kokultivierung mitvaun0, 2 Wochen p.i., konnte
beobachtet werden, dass die Vannellen des Stamnmt§&Delie Sporen via Phagozytose
aufnahmen (sieh&bb.87 und88). Stadien mit Sporen im Zytoplasma waren dann zu
erkennen. Die anschliel3ende Entwicklung bzw. Rn@ltion fand im Kern, analog zu den
Beobachtungen bei VanAunO + KAunl statt.

Die Vannellen wurden ebenfalls nach bereits licktogkopisch deutlich sichtbarer Dilatation
geschadigt (sieh&bb.89 und90). Sie dienten also auch als weitere Wirte des Stasn
KAunl.

Eine weitere Propagierung des Stammes KAunl wagehend von diesen Kulturen, mit
Vannella miroidesStamm DentG1, mdglich.

Die Kulturhaltung erfolgte analog zu der Verfahmease bei VanAun0 via Uberimpfung der
Sporen durch das Ausschneiden eines BlockchersraiReinkultur des Stammes DentG1.

Abb.87: Trophozoit des Stammes DentG1 mit ingestierterr&Sp(s); Sporengruppe (SG)
aulRerhalb des Trophozoiten; Hellfeld — Durchli@dr: 50um
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.88: Trophozoit des Stammes DentG1 (A) mit ingestieBporen (S); mehrere Sporen
(Pfeile) liegen bereits im Kern (K); Hellfeld — Dalnlicht; Bar: 20pum

Abb.89: Trophozoiten des Stammes DentG1 mit Abb.90: Trophozoit des Stammes DentG1
bereits weiter entwickelten Parasiten KAunl (Pfeil) mit bereits weiter entwickelten Parasiten
Hellfeld — Durchlicht; Bar: 50um KAunl; Sporogenese bereits abgeschlossgn;

Hellfeld — Durchlicht; Bar: 20pum

Abb.89 bis 91 zeigen Entwicklungsstadien der MLOWannella miroidesStamm DentG1.
Nach erfolgter Ausdifferenzierung der Sporen karawesh hier zur Ruptur der befallenen
Trophozoiten und zur Freisetzung der infektiosead®h (Sporen).
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.91: Ubersichtsaufnahme: Ruptierte Wirtsamobe des StmnidentG1 (Pfeil); die Sporen sind
weitgehend freigesetzt; die Umrisse der frilhererdBensind noch zu erkennen; zahlreiche freiliegende
Sporen liegen auf der Kulturplatte; Hellfeld — Dhifcht; Bar: 50um

Transmissionselektronenmikroskopische ErgebnisE&)T

Wegen der Empfanglichkeit fir KAunl wurde auch drasfizierte Stamm
transmissionselektronenmikroskopisch untersuchbeivauch hier auf eventuell vorhandene
Unterschiede zu den bislang bestatigten suszept@tiémmen geachtet werden sollte.

Die Aufnahme der Sporen durch die Wirtsamében das@es DentG1 erfolgte ebenfalls
durch Phagozytose via Food-Cup-Bilduddp.92, 95. Die Abb.93 und94 zeigen die
Sporen nach der Ingestion im Zytoplasma.
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

-
Abb.92: Aufnahme einer Spore durch Food-Cup-Bildun

(Pfeil) vonVannella miroidesStamm DentG1 (A); M:
Mitochondrien; NV: Nahrungsvakuole; Bar: 1um

©

Abb.93: Zahlreiche bereits aufgenomme Abb.94: 6 Sporen (S) bereits durtfannella
Sporen (S); teilweise zusammen mit miroides DentG1 (A) ins Zytoplasma

anderen Bestandteilén aufgenommen; Pfeile: Hyaloplasma; Bar: 1um
Nahrungsvakuolen (NV) der Wirtsamd

(A); Pfeile: Hyaloplasma; Bar: 1um

Der in denAbb.93 und94 gut erkennbare helle Saum stellte das HyaloplatanaEs konnten
bereits in den Kern eingedrungene Parasitenstagiiemden werderApb.99).
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.95: Aufnahme von Sporen durch Food-Cup-Bildung lifR&e{l) sowie unten rechts (S:Sporen),
wahrend sich bereits Parasiten (P) bzw. MLO im Katwickelt habenVon anderen aufgenommenen
Sporen ist nur noch die Sporenhille erkennbar (&s®); Bar: 1um

Im Rahmen der Food-Cup-Bildung wurden filamentdsakiuren beobachteApb.95,
links). Sporenhtllen ohne erkennbares Sporoplasatanmzudem erkennbar (Ghosts).
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte
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Abb.96: Entwicklungsstadien der MLO (Pfeile) im Kern vdannella miroidePentG1; A: Wirtsamobe;
NV: Nahrungsvakuole; Bar: 1L

Die Weiterentwicklung erfolgte wie bei den beidesldng bestatigten Wirten VanAunO und
Vannellasp., Stamm meda garda im KeADbp.96). Nach einer Ausdifferenzierung des
Parasiten folgten die Proliferationspha&bl{.97) und die Sporenbildunghpb.98).
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3. Ergebniss: 3.5.2.2 FLA, bei denen die Proliferation von KAuerfolgte

Abb.97: Fortgeschrittene Entwicklungsstadien der MLO. 8ilatierte Kernmembran (Pfeile) ist noch zu
erkennen; Bar: 1um

Die Zeitablaufe/Wachstumsraten entsprachen denévidmmellasp. Stamm VanAunO. Dies
konnte aufgrund der lichtmikroskopischen Untersungjan, aber auch im Rahmen der
gewahlten Zeitintervalle fur die elektronenmikroglszhen Untersuchungen bestétigt

werden.
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3. Ergebnisse 3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokigtivng mit KAunl

Nach der Ausdifferenzierung und der erfolgten Spbitdung erfolgte auch in diesem Fall
die Freisetzung der Sporen durch die Ruptur desitsemoribunden AmobeApb.98; Pfeil).

- ' , N ERa

Abb.98: Ausdifferenzierte Sporen kurz vor dem AbsterbenAimébe (A); rechts Reste einer Wirtsamaobge
nach Ruptur (Pfeil); Bar: 1um

3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokultiverung mit KAunl
Bei zwei weiteren Vannellenstammafgnnella platypodiarp ash und/annella platypodia

cis plat, zeigten sich Phanomene, die - obgleidhekBroliferation von KAunl nachgewiesen

werden konnte — hier ndher dokumentiert werderesoll
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3. Ergebnisse 3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokigtivng mit KAunl

Vannella platypodigGlacer 1912; Page 1976)

V. platypodiaist die kleinste Vannellenspezies aus dem Sul3w&sigebesitzt eine

elektronenmikroskopisch nachweisbare Glycocalyxis@ycostyli, zwischen denen
einfache Faden zu erkennen sixdplatypodiaist neberV. miradie haufigste in
Schwimming-Pools nachgewiesene Art (Cerva und HL8d¥; Derr-Harf et al 1978;
Desmet-Paix 1974; Rivera et al. 1983). Diese Awtarden von Michel und Schneider (1980)
in einem Physiotherapie-Schwimmbecken gefundenh&liond Just (1984) fandé&h
platypodiaals eine von drei Vannellen-Arten in Kihl- und $ydsser von Dental-Einheiten.
Auch aus Wasserflaschen und selbst bei Luftuntarswgen konnt&. platypodia
nachgewiesen werden (Rivera et al. 1987). Sie tiieime Zysten und geht bei
Abschwemmung mit Amdbensaline nach der AusbildungreéSchwimmform in eine
Kriechform uber.

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs Watnella platypodiarp ash

Die meisten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigtenpotenziellen Wirtsamoében
(Ubersichtsaufnahmabb.99) bei der Sporenaufnahme via Phagozytddi(100), die Zahl
der Aufnahmen, auf denen eindeutig die Wirtsaméab#gmen Sporen im Zytoplasma zu

erkennen waren, war jedoch deutlich geringer.

i

Abb.99: Vannella platypodiarp ash — Trophozoiten; Abb.100: Vannella platypodiarp ash —
Sporen sind in den Vannellen nicht zu erkennen; Trophozoiten; Sporen sind im Inneren nicht
Ubersichtsaufnahme; Phasenkontrast; Bar: 50um zu finden; die Sporenaufnahme (Pfeil) ist

jedoch erkennbar; K: Kern; V: Vakuol
Phasenkontrast; Bar: 20um
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3. Ergebniss: 3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokidtivng mit KAunl

Lichtmikroskopische Ergebnisse (Zeitreihenaufnahmen

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse und zur nahender§lichung dieses Phanomens erfolgten
bei dem Kokultivierungsversuch vfannella platypodiasp ash und KAunl weitere
Untersuchungen in Form von lichtmikroskopischertZdienaufnahmen zum Nachweis der
Sporenaufnahme sowie der weiteren Entwicklung.

Die Abb.101bis110zeigen den Weg der Sporen, von der PhagozytosibExocytose.

Der Modus der Sporenaufnahme war der gleiche wia Modell VanAun0O+KAunl.
Zusammenfassend lasst sich als Ergebnis der Keianling festhalten, dass die Sporen
phagozytiert wurden und sich anschlieBend im Zgsipla der Vannellen befanden. Ein
Eindringen in den Kern fand jedoch nicht stattttfssen erfolgte die Exoszytose der
Sporen.

Alle Aufnahmen dieser Zeitreihe wurden innerhalln \igs Minuten angefertigt, beginnend
mit Abb.101, kurz nach Aufnahme der Spore durch die Wirtsamdabigtels Phagozytose.
Eine Entwicklung bzw. Proliferation im Kern oder dgtoplasma konnte also nicht
nachgewiesen werden. Die Vannellen wurden nichtlgistigt.

Sie dienten also nicht als weitere Wirte fur Orgamen des Stammes KAun1.

Eine weitere Propagierung incl. Proliferation déan@nes KAunl war ausgehend von dieser
Kulturplatte mitVannella platypodigStamm vp ash) nicht mdglich.

Abb.102: Wirtsamdbevannella platypodia
vp ash beim Transfer der Sporen (Pfeil) im
Zytoplasma; Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.101: Wirtsamodbevannella platypodiarp ash
kurz nach der Sporenaufnahme (Pfeil). Die
Zellmembran hat sich nach erfolgter Food Cup —
Bildung soeben erst wieder geschlossen;
Phasenkontrast; Bar: 20um
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3. Ergebniss: 3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokidtivng mit KAunl

Abb.103: Weiterer Sporentransport (Pfeil
durch die aktive Wirtsamobe; K: Kern;

Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.104: Weiterer Sporentransport (Pfeil) durch die
sehr aktive Wirtsamobe; K: Kern; Phasenkontrast;
Bar: 20un

Abb.105: Weiterer Sporentransport (Pfeil)
durch die aktive Wirtsamobe; die Aufnahme
einer zweiten Spore (S) beginnt via

20pm

Phagozytose; K: Kern; Phasenkontrast; Bar:

Abb.106: Weiterer Sporentransport (Pfeil) der
Wirtsamobe; Aufnahme einer zweiten Spore (S) i
abgeschlossen; K: Kern; Phasenkontrast; Bar: 20um
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3. Ergebniss:

3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokidtivng mit KAunl

Abb.107: Eine Spore wird durch die Wirtsaméb
wieder ausgeschieden (Pfeil); eine weitere Spo
(S) im Zytoplasma; K: Kern; Phasenkontrast;
Bar: 20pum

Abb.108: Die Wirtsamdbe jetzt nur noch mit
einer Spore (S) im Zytoplasma; K: Kern;
Phasenkontrast; Bar: 20pm

Abb.109: Die Wirtsamdbe scheidet zweite noch|
verbliebene Spore via Exozytose aus (Pfeil); V:
Vakuole; K: Kern; Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.110: Die Wirtsamdbe hat alle Sporen via
Exozytose ausgeschieden; zahlreiche Sporen (
sind auf der Kulturplatte zu erkennen; K: Kern;
Phasenkontrast; Bar: 20um

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs Wannella platypodiaStamm cis plat

Auch hier wurden aufgrund erster Ergebnisse bei Hehkultivierungsversuch vowannella

platypodiacis plat und KAunl weitere Untersuchungen in Foon ¥eitreihenaufnahmen

angefertigt. Der Grund war ebenfalls, dass die teeibis dato gemachten Aufnahmen zwar

offensichtlich die potenziellen Wirtsamdben bei 8porenaufnahme durch Phagozytose

zeigten. Dennoch gelang es nicht, Aufnahmen dets@éfimdben mit Sporen im Zytoplasma zu

erhalten. Dieses Phanomen galt es lichtmikroskbpsdézuklaren.
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3. Ergebniss: 3.5.2.3 FLA mit Besonderheiten wahrend der Kokidtivng mit KAunl

Alle Aufnahmen dieser Zeitreihe wurden innerhalln \Igs Minuten angefertigt, beginnend
mit Abb.111, kurz nach Kontakt der Wirtsamdben mit der Spore.

Abb.111 bis114lassen erkennen, dass eine Sporenaufnahme entigEgensten
Vermutungen doch nicht stattfand. Vielmehr kamwarzu einem Kontakt der Vannellen
mit den Sporen; diese wurden aber regelrecht usdlasEine Entwicklung bzw. Proliferation
im Kern oder im Zytoplasma konnte nicht nachgewieserden. Die Vannellen wurden nicht
geschadigt. Sie dienten also nicht als weitered\gs Stammes KAunl. Eine weitere

Propagierung des Stammes KAun1 incl. Proliferatian ausgehend von dieser Kulturplatte
mit Vannella platypodigStamm cis plat) nicht mdglich.

Abb.111: Vannella platypodiais plat — Abb.112: Vannella platypodiais plat —
Trophozoit; Lokomotionsform bei der Adhasion| | Trophozoit; Lokomotionsform bei der Adhasion
einer Spore (Pfeil) ; K: Kern; Phasenkontrast; einer Spore (Pfeil); Ausbildung einer Food Cup
Bar: 20um Phasenkontrast; Bar: 20um

Abb.113: Vannella platypodiais plat — Abb.114: Vannella platypodiais plat — Trophozoit;
Trophozoit; Spore wurde nicht aufgenommen| | Spore wurde nicht aufgenommen (Pfeil); Amdbe
(Pfeil); Lokomotionsform kriecht an der Sporg | kriecht an der Spore vorbei; Phasenkontrast; Bar:
vorbei; Phasenkontrast; Bar: 20um 20pm
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3. Ergebnisse 3.5.3 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mikulgiren

3.5.3 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mit Zidulturen

Zur Erganzung der Wirtsspektrumsversuche wurdeh Kakultivierungsversuche mit
Zellkulturen gemacht. Denn es wurden bereits zathleeZelllinien im Rahmen von
Untersuchungen an Mikrosporidien genutzt, z.B. YMBC5 und MDCK-Zellen.
Mikrosporidien aus Isolaten, die durch Hornhautatis¢ bei AIDS-Patienten gewonnen
worden waren, konnten bereits in MDCK — Zellen gt werden (siehe Kapitel 1.1.5).

MDCK-Zellen
Die MDCK-Zellen bilden nach dem Anheften ein paléferenziertes Epithel auf dem Boden

einer Kulturflasche als planer Monolayer aus (sikhb.115und116).

,II - _...-‘ L= ; 2 \...F '.- = _..:'.__ 3 ; A &

Abb.115: MDCK-Zellen als planer Monolayer Abb.116: MDCK-Zellen als planer Monolayer
in Kulturflasche; 50% bewachsen; in Kulturflasche; 90% bewachsen;
Phasenkontrast; Bar: 100pum Phasenkontrast; Bar: 50pum

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs mit MDCKlefel

Nach Zugabe der Suspension mit zahlreichen Spa®isthmmes KAunl von
Ausgangsplatten der Kokultivierung mit VanAunO, »&ken p.i., zu den MDCK-Zellen
konnte beobachtet werden, dass sich die SporereltkuEurmedium befanderApb.117 und
118). Eine Aufnahme oder gar ein Eindringen der Spanatie als Monolayer gewachsenen
MDCK-Zellen fanden jedoch nicht statt. Die Zelleandlen nicht geschadigt. Sie dienten
somit nicht als Wirte des Stammes KAunl.
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3. Ergebniss: 3.5.3 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mikugiren

Abb.117: Monolayer von MDCK-Zellen mit zahlreichen Sporeigesg# liegen ausschliel3lich
im Kulturmedium (als Punkte erkennbar); PhasenlstitBar: 50pum

Abb.118: Monolayer von MDCK-Zellen mit zahlreichen Sporeie, liegen ausschliel3lich im
Kulturmedium (als Punkte erkennbar); PhasenkontBest 50um
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3. Ergebniss: 3.5.3 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mikugiren

MRC-5 - Zellen

Humane diploide Lungenfibroblasten (Medical Rese&ouncil-MRC-5) sind adhéarent
wachsende, primére, humane, embryonale FibroblgsigmeAbb.119und120).

Abb.119: MRC-5-Zellen; Fibroblasten als Abb.120: MRC-5-Zellen; Fibroblasten als
Monolayer; 90% bewachsen; Phasenkontrast; Monolayer; 90% bewachsen; Phasenkontrast
Bar: 100ur Bar: 100ur

Ergebnisse des Kokultivierungsversuchs mit MRC-liefe

Nach Zugabe der Suspension mit zahlreichen Spa®isthmmes KAunl von
Ausgangsplatten der Kokultivierung mit VanAunO, 2&ken p.i. zu den MRC-5 Zellen
konnte beobachtet werden, dass sich die SporereltkuEurmedium befanderApb.121 und
122).

Eine Aufnahme oder ein Eindringen der Sporen iratBeMonolayer gewachsenen MRC-5
Zellen fanden jedoch nicht statt Die Zellen wurdéht geschéadigt und dienten also nicht als

Wirte des Stammes KAunl.
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3. Ergebniss: 3.5.3 Ergebnisse der Wirtsspektrumsversuche mikugiren

Abb.121: Monolayer von MRC-5 Zellen mit zahlreichen Spovem KAunl; sie liegen
ausschlieBlich inKulturmedium (als Punkte erkennbar); PhasenkontBest 50um

Abb.122: Monolayer von MRC-5 Zellen mit zahlreichen Sporem KAun1; sie liegen ausschlieflich
im Kulturmedium (als Punkte erkennbar); PhasenkattBar: 50um
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4. Diskussion 4.1 Untersuchung des Infektionsweges des Mikrodpariahnlichen Organismus ,KAunl®in die Wirtsamiibe

4. Diskussion
4.1 Untersuchung des Infektionswegs des Mikrosporidn- ahnlichen Organismus
-KAuUnl® in die Wirtsamoben ( Vannella sp. Stamm ,Aun0*)

Der Aufnahmeweg und der Transfer der Sporen inAtaiibenkern, in dem sich die

Entwicklung fortsetzt, wurden im ersten Teil derliegenden Arbeit dargestellt.

Gemal der Fallbeschreibung konnten initial im Rahder lichtmikroskopischen
Untersuchung einer eingesandten Probe kulturelhgden bestimmt werden, in deren Kern
sich kokkoide Organismen vermehrten. Die in unseérgersuchung eingesetzten Vannellen
des Stammes VanAunO besitzen keine Glycostyliedjentlich fur die Gattungannella
charakteristisch sind. Weil jedoch alle Ubrigenté&iien, wie Bewegungen, Auftreten von
Lokomotions- und Schwimmformen etc. absolut chamatisch fir die Gattungannella
waren (Page 1988), erfolgte die taxonomische ZuorgralsVannellasp.

Bei diesen Formen liegt eine Art Glycocalyx in Gédtseines einfachen ,fuzzy coat” der
Zellmembran auf. Eventuell reagiert die Amobe meésdm ,Surface coat”, der Gber
Liganden bzw. Rezeptoren verfugt. Die mehrfach bebteten fibrillaren Strukturen der
Vannnellen weisen auf eine Adhasion bzw. AnlagemegSporen an der Amdébenmembran
hin. Sowohl licht- als auch transmissionselektrangmoskopisch konnte eindeutig belegt
werden, dass die Nahrungsaufnahme sowie die Spdretame ausschlie3lich via
Phagozytose erfolgte. Ein aktives Eindringen, wgie.8. vonPlasmodiurdSporozoiten,
Theileria bzw.BabesiaMerozoiten in Erythrozyten beschrieben ist, fanthhstatt (vgl.
Mehlhorn 2001).

Eine Phagozytose beginnt Ublicherweise mit der Rterevermittelten Adhésion der
aufzunehmenden Partikel. Mit der Bindung des Ligandird das Zytoskelett der
phagozytierenden Zelle aktiviert. Durch das Um#ie@er Partikel mittels Pseudopodien
beginnt die Bildung des Phagosoms. Die AufnahndkarZelle (Endozytose) erfolgt mittels
Invagination bzw. Food-Cup-Bildung (Christianserm itarshall 1965). Der Weitertransport
erfolgt mit Hilfe von Aktinnetzen. Die Membranenrgsehmelzen Gber dem aufgenommenen
Partikel und die innere Zellmembran 10st sich abehtsteht eine Nahrungsvakuole. Die
anschliel3ende Bildung eines Phagolysosoms gehgramib der Verschmelzung mit den von
Golgi-Apparat gebildeten Lysosomen. Dadurch komsreweeiner Absenkung des pH-Wertes

im Phagolysosom und die lysosomalen Enzyme werdessam (Hof und Doérries 2005).
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4. Diskussior 4.1 Untersuchung des Infektionsweges des Mikrodmoriahnlichen Organismus ,KAunl®in die Wirtsamiibe

Normalerweise sind also lysosomale Enzyme in dgel.bestimmte Makromolektle durch
Hydrolyse abzubauen. Entweder kommt es hierbeivalistandigen intrazellularen Abbau,
der Ablagerung von Substanzen bzw. der BildungMelnlysosomen (residual bodies).
Unverdaute Substanzen werden von der Zelle jedaistim Rahmen der Exozytose wieder
ausgestoRen (Mehlhorn und Ruthmann 1992).

Einige Erreger Uberleben jedoch nach erfolgter Biygse innerhalb der Zelle mit der Hilfe
verschiedener Mechanismen (z.B. Wachsbildung, 8oképselbildung). Die Verhinderung
der Phagosom-Lysosom-Fusion ist viamxoplasma gondibekannt (Hahn et al. 2006). Im
Falle vonToxoplasma gonderfolgt das Eindringen (Invasion) nach erfolgtethdsion mit
Hilfe des Einsatzes von Rhoptrien, deren InhaltEladgringen aktiv unterstitzt. Es wird eine
parasitophore Vakuole gebildet. Um diese Vakudjeia sich die Mitochondrien der
Wirtszelle an. Da keine Plasmamembran-Marker vgele erfolgt keine Verschmelzung mit
den Lysosomen. Das Ausschiitten von Parasitenpeot@ndie Vakuole bewirkt die
Ausbildung einer parasitophoren Membran und diestie Vakuole stabilisierenden
Netzwerkes (Beckers et al. 1994).

Bei Listeria monocytogengShigella flexnetiRickettsien aber auch Trypanosomen ist
beschrieben, dass sie dadurch tberleben, dasachieZerstérung der phagosomalen
Membran aus dem Phagosom in das Zytoplasma der &ielkommen (Méresse et al. 1999).
Weiterhin gibt es die Moglichkeit, dass sich Mikrganismen an die prinzipiell
lebensfeindliche Umwelt des Phagolysosoms anpassgdieses fur ihre Vermehrung
nutzen Coxiella burnettiund Leismanien; siehe Mehlhorn und Ruthmann 199REg weitere
Gruppe von Mikroorganismen ist in der Lage, dasc&slal des Phagosoms zu verandern. Es
kommt nicht zur Phagosomenreifung und der Mikronigiaus verbleibt in einem
sogenannten ,ungewohnlichen Phagosom* (Micobacterium tuberculosisndLegionella
pneumophil Letztere Mikroorganismen und deren Wechselwigammit Wirtszellen sind
Gegenstand der aktuellen Forschung (siehe FajaakeiV2006).

Zahlreiche intrazellulare Organismen (BakterierreMiund Eukaryonten) sind bereits als
Endozytobionten von FLA beschrieben, wobei einigser intrazellularen Organismen auch
ein pathogenes Potential besitzen (Michel et @41$bwie Horn et al. 2000). Dieses
Phanomen fuhrte in der Folgezeit zu der anschani&@ezeichnung ,Trojanisches Pferd der
Mikroorganismen* fir ebensolche FLA (siehe Einlagusowie Michel 1997).

In einer im Jahr 2005 von Alsam et al. durchgemi$tudie konnte nachgewiesen werden,
dass Phagozytose bei Acanthamoeben ein Aktin-aliggmigrozess ist. Durch Tyrosinkinase

ausgeloste Aktinpolymerisation spielt bei der Adfimee von Bakterien eine wichtige Rolle.
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4. Diskussior 4.1 Untersuchung des Infektionsweges des Mikrodmoriahnlichen Organismus ,KAunl®in die Wirtsamiibe

Die anfangliche Wechselwirkung zwischen intrazélitah Erregern und Wirtszellen wird
Uber die Bindung eines bakteriellen Liganden, wig Pili, an einen Oberflachenrezeptor der
Wirtszelle vermittelt. Beobachtungen haben jedadeleen, dass auch eine
mikrofilamentunabhangige Endozytose stattfindet, ulags die Aufnahme der Bakterien und
nicht die Bindung der entscheidende Schritt im $nwasprozess ist (Fields et al. 1993).

Im hier untersuchten Fall konnte ein aktiver Vorgan Sinne des Gebrauchs eines
Schleuderapparates zum Eindringen in die Zelle dderKern auch elektronenmikroskopisch
nicht beobachtet werden. In einigen licht- und et@ienmikroskopischen Aufnahmen sind
Sporen in der Néhe eines Vannellen-Trophozoitearkennen, die anschlieRend phagozytiert
werden, was an beginnender Food Cup —Bildung eldaanat. Im Rahmen dieser Endozytose
wurden die aufzunehmenden Partikel zunachst adelenembran angelagert, anschliel3end
von der Membran umschlossen und als geschlossé@set&n nach innen gestilpt. Der
Aufnahmeweg von Mikrosporidien durch Phagozytoséediglich insoweit beschrieben, dass
bereits Makrophagen milikrosporidien (hiefEncephalitozoosp.) infiziert werden konnten
(Didier et al. 1998). Auch Coccidien kdnnen siclnattiuPhagozytose von Makrophagen unter
Bildung einer parasitophoren Vakuole aufnehmerelagsehlhorn und Ruthmann 1992).
Spezielle Organellen von Coccidien wie etwa Rheptonder Conidien konnten wahrend der
Beobachtung des gesamten Entwicklungsganges rachgewiesen werden.

Leere Sporenhillen mit Teilen des ausgeschleudBddadens, welche direkt auf eine
Nutzung des Polarfilaments hindeuten, wurden ellenfecht nachgewiesen.

Lediglich leere Sporenhillen (,Ghosts") mit intak&porenhulle wurden in
Nahrungsvakuolen gefunden. Diese Ghosts stelltcfemdglicherweise Reste von
lysierten Sporen dar. Eine mdgliche Erklarung fiéisds Ph&dnomen ist z.B. die Zeitdauer des
Verweilens der Sporen in den Nahrungsvakuolen;feamas die MLO binnen eines
bestimmten Zeitraums nicht, in den Kern zu gelapgénnen sie offensichtlich innerhalb der
Phagosomen der Wirtsamdbe lysiert werden. Um sa plabisibel erscheint eine solche
Annahme, da alle Ubrigen variierbaren Bedingungee Temperatur, Futterbakterien etc.),
die einen Einfluss haben kdnnten, bei allen Versoadbsolut identisch waren.

Fur alle weiteren Untersuchungen war entscheidgast in den Vannellen des Stammes
VanAunO insbesondere mit Hilfe der Transmissionged@enmikroskopie intrazellulare

MLO, z.B. als Sporen-Stadien nachgewiesen wurden.

In den Sporen waren ein prominenter Kern, ebenscewi irregular gewickeltes
Polarfilament, Vakuolen und ein distinkter Polasst) alles charakteristische Merkmale fir
Mikrosporidien, erkennbar (Mehlhorn 2001).
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4. Diskussior 4.1 Untersuchung des Infektionsweges des Mikrodmoriahnlichen Organismus ,KAunl®in die Wirtsamiibe

Eine Separation in Endo- und Exospore konnte nifetdier Elektronenmikroskopie ebenfalls
bestatigt werden.

Die Amdobe selbst war auch nach der Aufnahme digperen und der weiteren Entwicklung
der MLO noch sehr aktiv, wahrend die Zellmembrareite stark dilatiert war. Beim
Eindringen der MLO in den Amdbenkern konnte ebésiatin Einsatz des Polarfilaments
beobachtet werden. Ob die MLO aktiv in den Kerraggten oder ob sie passiv, z.B. durch
Mikrofilamente, aus dem Zytoplasma in Richtung Amadkern bewegt wurden, kann jedoch
nicht abschliel3end beurteilt werden.

Eine Beeintrachtigung des Verhaltens der Wirtsamétvea bei der Nahrungsaufnahme oder
in der Frequenz der pulsierenden Vakuole, im Vebleu nicht infizierten Vannellen des
gleichen Stammes konnte zu Beginn der Infektiohtri@obachtet werden.

Die Hypertrophierung des Kerns ging einher mit girsgarken GréRenwachstum der
Wirtsamobe, da sich der parasitierte Kern nichtmbeifen konnte und damit vermutlich die
Zellteilung verhinderte.

Der Entwicklungsgang von Mikrosporidien beginntmaferweise mit dem aktiven
Eindringen (Infektionsphase) in die Wirtszelle dudas Ausschleudern des Polarfilaments,
was eine Zellinvasion nach Penetrierung der Wiltszemembran erst méglich macht (Weiss
2001).

Anschlie3end erfolgt die Inokulation des Sporoplasmdas Zytoplasma der Wirtszelle.
Nach diese Infektionsphase mit Zellinvasion folgt Entwicklungsgang der
Proliferationsphase. Die dritte Phase, die SporiegPhase besteht aus der finalen
Differenzierung.

Im Gegensatz zum Meronten besitzen die Sporenstatien hohen Grad struktureller
Organisation (Mathis 2000). Zwei Adaptationen finei spezielle Ubertragungsfunktion sind
bei den Sporen erkennbar: ein komplexer Schlepgarat und eine auf3ere Hulle, die das
extrazellulare Uberleben erst ermoglicht.

Diesen Mechanismus des Eindringens in die Wirtsandiatten wir auch bei dem
untersuchten Wirt-Parasit-Modell erwartet.

Im vorliegenden Fall setzte sich die Entwicklung b.O im Zellkern mit der Ausbildung
des Sporoblasten fort, der wiederum durch starké8&hwachstum die Kernmembran
dilatierte und schlief3lich fast das gesamte Zedirerder Amodbentrophozoiten erfllte.
Welchen Zweck die in einigen elektronenmikroskopetAufnahmen erkennbaren
schlauchartigen Fortsatze mit Kontakt zur Kernmembraben, kann nicht abschlieRend

beantwortet werden.
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4. Diskussior 4.1 Untersuchung des Infektionsweges des Mikrodmoriahnlichen Organismus ,KAunl®in die Wirtsamiibe

Ob es sich um MLO handelt, die soeben die Kernmampassiert haben und daher noch
partiell einen Kontakt zur Kernmembran haben, adees sich um (temporéare)
Versorgungsschlauche handeln kdnnte, ist ebemfizltg abschlie3end zu beantworten.
Selbst als bereits Meronten im Kern zu erkenneemarurden immer noch durch
Phagozytose weitere Sporen durch die Amdben aufgeram. Es konnten Wirtsamoben
gefunden werden, die mehrere MLO in den diversdwigklungsstadien enthielten.

Eine Hemmung der Sporenaufnahme fand demzufolde siatt.

Dies deutet auch auf einen zeitlichen UnterschesdiEindringens mehrerer MLO in das
Karyoplasma der Wirtszelle hin. Ein Befall des Esmims konnte hingegen nicht beobachtet
werden.

Nahezu alle Endozytobiontenstadien konnten wahadiedim Versuch genutzten
Zeitintervallen angetroffen werden.

Die Aufnahmen zu spateren Zeitpunkten zeigten jeddwfiger mehrere MLO-Stadien pro
Amadbe sowie weiter differenzierte Stadien.

Nach der Differenzierung in Sporen sowie dem Aligrrder Wirtszelle gelangten die
infektiosen Sporen in die Umwelt und konnten errmsiter nicht befallene Vannellen-

Trophozoiten infizieren.

Die Ubertragung hat also im vorliegenden Fall eiherizontalen CharakteApb.123), eine
vertikale Ubertragung, wie sie flr einige Mikrosjodenarten, z.B. bei transovarieller
Ubertragung, beschrieben ist (Dunn und Smith 20@idet nicht statt.

Wirt A [ Sporen [ Wirt B
Proliferation und Sporulation Sporen werden durch Ruptur Aufnahme der Sporen
(Sporogonie) des Endozytobionten der Wirtszelle in die Umwelt durch Phagozytose
bis zur Bildung vieler Sporen entlassen

Abb.123: Verdeutlichung der Sporeniibertragung (Wirt A undh8&chgewiesene Wirtsamoben)

Beim Versuch, den dargestellten Entwicklungsgangdemn verschiedenen bereits
beschriebenen Entwicklungsgangen zu vergleichempktoman zu dem Schlul3, dass er am
ehesten der Entwicklung von Mikrosporidien der GagtEnterocytozoomhnelt.

Deutliche Unterschiede bestehen im Vergleich zuadeiModellorganismen fur
Entwicklungsgange genutzten Arten der GatturigecephalitozoopPleistophoraund
NosemgMehlhorn 2001).
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4. Diskussion 4.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mi&ibungen

Bei wenigen Mikrosporidien ist bisher die Entwicktuim Kern der Wirtszelle nachgewiesen,
was wiederum fir die Interpretation der im folgemd@rgestellten und diskutierten Resultate
von Bedeutung ist, z.B. bEinterocytozoon salmon{€hilmonczyk et al. 1991) oder einer
ahnlichen Spezies, die 1995 von Nilsen et al. lrésoén wurdeMicrosporidium
rhabdophiliasowie in der Folg&lucleospora salmonigriiherEnterocytozoon salmonisnd
Nucleospora secundasp konnten als intranukledre Mikrosporidien bestatigtden (Lom

und Dykova 2002).

Fur die Proliferationsphase der Mikrosporidiernbsschrieben, dass sie sich in einem Vesikel,
das den sich entwickelnden Parasiten vom Wirtstgsopa teilt, befinden. Die Zellteilung
erfolgt in diesem Vesikel, ebenso wie die Sporehlnp. Im vorliegenden Fall fanden
Proliferation, Differenzierung und Sporenbildungéits in einem abgeschlossenen
Kompartiment innerhalb der Kernmembran statt. Déeyidlymphe, die das Innere des
Zellkerns ausfullt, enthalt im wesentlichen Nucidef Enzyme und Stoffwechselprodukte.
Der Zellkern als Steuerelement des Zellstoffwechdel Amobe sowie als Trager der DNA
ist vom Zytoplasma durch eine zweifache Membraregbenzt, die wiederum von
zahlreichen Poren durchsetzt ist. Diese Zellmembedrm bis zur abgeschlossenen
Sporenreife unter massiver Dilatation diese Vesiikddtion wahr.

Das Protein- und RNA-haltige Kernkérperchen (NuklspEndosom) im Kerninnenraum
wurde nicht infiziert. Daher bietet sich der Scklas, dass bei den vorliegenden MLO eine
Sporogonie ohne die Ausbildung einer durch denditarainduzierten auf3eren Hille

stattfindet. Diese Entwicklung wird als apanspoaghitch bezeichnet.

4.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mittelsarbungen

Weil die molekularbiologischen Sequenzierungsversuislang selbst mit spezifischen
Mikrosporidiensonden keine befriedigenden Ergelenimachten, sollten die Endozytobionten
mittels Farbungen naher charakterisiert werderbutigen liefern in der Regel gute
Ergebnisse im Rahmen der Diagnostik bei der Deteeming bzw. Zuordnung von
Mikroorganismen. Monochromatische Farbungen erlaube&er Regel nur morphologische
Aussagen. Bei Mehrfachfarbungen (polychromatisdf@bungen) kénnen aufgrund
unterschiedlicher Eigenschaften verschiedener Milganismen weitere differential-
diagnostisch relevante Aussagen zum Farbeverhgdtieaffen werden (Hof und Doérries
2005).
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4. Diskussiot 4.2 Nachweis der kokkoiden Parasitenstadien mi@&tbungen

Insbesondere Calcofluor-, Gram-, Giemsa- und mzdifie Trichromfarbung werden in der
Literatur immer wieder als zur Mikrosporidiendiagtik geeignete Farbeverfahren
beschrieben (Collier et al. 1998). Daher fanderbsialen Untersuchungen Berlicksichtigung.
Da von Mikrosporidien bekannt ist, dass ihre Spawerd aus zwei Schichten besteht und
ihre innere Schicht Chitin enthalt (Torres 20013y wu erwarten, dass das Fluorochrom
Calcofluor Weil3 an das Chitin bindet und blau-wikidresziert. Die Calcofluorfarbung
konnte diese Eigenschaft in den vorliegenden Untérsngen, sowohl bei der Farbung
von solitaren Sporen als auch von intrazellulaneor&n in Amoben belegen.

Diese erwartungsgemal ausgefallenen Ergebnisseeiaiso als Bestéatigung der
Annahme, dass es sich bei den parasitaren StrukinmeViLO handeln kénnte.

Die kontrastreiche Calcofluor-Farbemethode wurdesahr nitzlich zur Differenzierung
der MLO eingestuft. Es lagen weder Farbeartefattd rinterpretationsschwierigkeiten
vor.

Die Farbreaktion im Rahmen der Gramfarbung ist fhsreng mit dem Aufbau der
Zellwand korreliert. Mikrosporidien-Sporen werdender Literatur als grampositiv
beschrieben (Canning 1990). Die hier erzielten €&ndpebnisse zeigten auch nach
mehreren Wiederholungen, dass die vorliegendeneBpEindeutig gramnegativ sind.
Bakterien aus alteren Kulturen oder aus Untersug$pnoben von mit Antibiotika
behandelten Patienten neigen zur ,Gram-Labilitd#s heil3t eine Differenzierung ist nicht
maoglich. Ob und inwieweit eventuell das Alter uret ¥italitatszustand der Kulturen,
Adaptionsvorgange oder sonstige Anderungen watttendeit der Kulturhaltung hierbei
eine Rolle spielen oder zumindest einen EinflugslaErgebnisse der Gram-Farbung
haben, kann nicht sicher belegt werden. Der V@t#ustand jedenfalls war, an der
Infektionsfahigkeit gemessen, sehr gut.

Die Gram-Farbemethode wurde insgesamt als ehemngtigiund kontrastarm eingestuft,
Bakterien wurden in ahnlicher Farbe mitgefarbt, midgoskopische ,Ansprechen” von
Strukturen war eher schwierig.

Die Giemsa-Farbung findet sich in den meisten Létilern neben der Calcofluor-
Methode als eine weitere Methode zum Nachweis mtesiinalen Mikrosporidien (Garcia
2001). Die Sporen konnten sowohl solitar als awadhrintrazellulér in der Wirtsamébe
gut nachgewiesen werden. Die Giemsa-Farbung leefertvergleich zu allen anderen
Farbemethoden die besten Ergebnisse beim DetektiereSporen sowie beim Erkennen

von Innenstrukturen.
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4. Diskussion 4.3 Taxonomische Zuordnung der Endzytobionten éyatische Stellung)

Die Diff-Quick-Farbung, die im Labor fir Med. Paitatogie des Zentralen Institutes des
Sanitatsdienstes der Bundeswehr Koblenz als Alteenbzw. Erganzung zur
traditionellen Giemsa-Farbung eingesetzt wird, aebte ahnliche Ergebnisse wie die
Giemsa-Farbung, die Anfarbung der Sporen fiel jadadasser aus. Es ist festzustellen,
dass die Giemsa-Farbung in diesem Fall die bessactkontrastreicheren Ergebnisse
lieferte. Kontrastarme Resultate zeigte die Kiny&@nbung, so dass auch diese Methode
bei der vorliegenden Untersuchung keine befriedigarErgebnisse ergab.

Die ansonsten sehr differenzierende Trichromfarlsowge die modifizierte
Trichromfarbung finden sich, analog der Calcofluamd die Giemsa-Féarbung, in den
meisten Lehrbichern als eine weitere probate Metlzodh Nachweis von Mikrosporidien
im Rahmen der Diagnostik von eingesandtem Probesrrab(Garcia 2001).

Beide Varianten der Trichromfarbung lieferten jelddeutlich kontrastdrmere Ergebnisse
als die Calcofluor- bzw. Giemsa-Farbungen und dataer fur die Farbung der
vorliegenden Organismen eher ungeeignet.

Als Fazit lasst sich feststellen, dass die Calaofledrbung sowie die Giemsa-Farbung die
besten sowie die erwarteten Ergebnisse in Bezudiaubetektion der Sporen und die
Darstellung der Innenstrukturen erbrachten. Triotfésbung, modifizierte
Trichromfarbung, Kinyounfarbung sowie die Diff-Qki€arbung lieferten schlechtere
Ergebnisse, die weder eine Innenstruktur erkene&eh, noch zum besseren,
differenzierteren Erkennen der Sporen beitrugen.

Die Gram-Farbung erbrachte — wie bereits oben d&lie- ein Ergebnis, das sich nicht

mit dem fur Mikrosporidien beschriebenen Farbeaktem deckt.

4.3 Taxonomische Zuordnung der Endozytobionten (Sysmatische Stellung)

Die vorliegende Arbeit beschatftigte sich in ersti@re mit lichtmikroskopischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur mdogischen Differenzierung des
Endozytobionten KAunl und dessen Eindringen indigsamdben. Bei diesen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass dieseziodhaonten aufgrund ihrer
morphologischen Eigenschaften Mikrosporidien-atmdi©rganismen sind. Eine
molekularbiologische Bestatigung, selbst mit Hiten spezifischen Mikrosporidiensonden,

ist bislang nicht erfolgreich gefihrt worden. Autie Ergebnisse im Rahmen der
Farbeversuche bieten kein einheitliches Bild, dasimer zweifelsfreien taxonomischen
Zuordnung fuhren kénnte. Insbesondere die Grameeagebnisse sprechen sogar gegen eine
Zuordnung zu den Mikrosporidien.
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4. Diskussion 4.3 Taxonomische Zuordnung der Endzytobionten éyatische Stellung)

Es gibt keine kokkoide Bakterienspezies, die véchleare, ultrastrukturell darstellbare
Organellen aufweist wie die vorliegenden MLO. Egsals Beleg nur der Kern und andere
geformte Organellen erwahnt.

Die strukturelle Organisation dieser Organismeastlase Zuordnung zu den Eukaryonten
eindeutig zu. Insbesondere die Morphologie der @etyan fihrte letztendlich zur
Einordnung als Mikrosporidien-ahnlicher Organismatsyohl jedoch eine
molekularbiologische Bestatigung bislang nicht eml. Dennoch sind es schliel3lich die
elektronenmikroskopischen Ergebnisse, die es ezlaubit dem Nachweis der
Mikrosporidien-typischen Organellen, KAunl als zadest Mikrosporidien-ahnlichen
Organismus einzustufen.

Auch die Nomenklatur des Entwicklungsganges vonrb&igoridien konnte vorliegend fur
KAunl ausnahmslos tibernommen werden. Mdglicherweselelt es sich aber um
rudimentére bzw. reduzierte Mikrosporidien.

Von Mikrosporidien ist bekannt, dass bereits dimhwachsenden Meronten ihre Wirtszelle
und deren Kerne zu Riesenwachstum (Xenombildumguseren konnen (Weiss 2001).

Die Ultrastruktur der charakteristischen Organetlenvorliegenden Sporen belegt die
Unterschiede zu den bislang beschriebenen MikradiporSpezies. Vergleiche der
Sporenmorphologie der KAunl-Sporenmit Sporen beleariviikrosporidienspezies zeigen,
dass keine direkte Zugehdrigkeit zu den bisher treles bzw. beschriebenen Mikrosporidien
vorliegt. Insbesondere der irregular aufgewickPibdfaden ist ein deutliches
Unterscheidungsmerkmal zu den bislang beschriebiii@osporidiengruppen.
Mdoglicherweise handelt es sich aber um einen rudigren Polfaden, der erst “sekundar”
seine urspringliche Aufgabe verloren hat, da dinAlime der Sporen nun durch
Phagozytose erfolgt und somit ein aktives Aussadeuund Penetrieren nicht mehr
notwendig ist. Durch ihre Grol3e und Gestalt, deasionsweg und die Entwicklung im Kern
der Wirtszelle unterscheiden sie sich wesentliahd®n bisher bekannten Mikrosporidien
und sind daher mit keiner der bisher taxonomisdthweebenen Mikrosporidien-Spezies
vergleichbar (Mehlhorn 2001). Insbesondere zeigarsahr wenige Mikrosporidien einen
intranukledren Entwicklungsgang (Chilmonczyk etl&91). Das im Vergleich zu den
meisten bekannten Mikrosporidien nicht regularragrerte Polarfilament zeigt lediglich
Ahnlichkeiten zu Mikrosporidien in Zellkulturen,elimit Albendazol behandelt worden waren
(Lafranchi-Tristem et al. 2001).

Auch das unter den Mikrosporidien weit verbreitetéinomen des Sporendimorphismus
(Mehlhorn 2001) liegt bei KAun1l nicht vor.
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4. Diskussion 4.3 Taxonomische Zuordnung der Endzytobionten éyatische Stellung)

In &lteren Buchern finden sich bereits Hinweisescii im Kern entwickelnde Organismen.
Bereits 1929 war im ,Lehrbuch der Protozoenkund®{ Doflein und Reichenow von den zu
den Pilzen gestellten, sogenanntarcleophagau lesen, die bé&tndolimax nanaind
Jodamoeba butschigefunden worden sind.

Im 1949 erschienenen ,Précis de Parasitologie“Baampt konnte man ebenfalls
Beschreibungen vorNucleophagafinden. Bei der ArtNucleophaga hypertrophicaurden
sowohl Parasiten im Kern als auch eine HypertrogbereWirtsamoben bei intestinalen
Amdben des Menschen beschrieben. Im gleichen dstiiien die 6. Auflage des ,Lehrbuchs
der Protozoenkunde* von F. Doflein, fortgesetzt ¥oriReichenow (1949). Hier wird Uber
einen Parasitismus Paramecium bursari®erichtet.

Die Endoparasiten werden hier als Pilze, die entwed Zytoplasma (Gattungphaerita

oder im Kern der ProtozoeN(cleophagaschmarotzen, bezeichnet. Entweder wachsen sie
zu vielkernigen Plasmodien heran, die sich mitreMembran umgeben und dann in
zahlreiche Sporen zerfallen, oder sie treten raiklgine kugelige Gebilde auf, die sich durch
Zweiteilungen vermehren.

In beiden Fallen ist das Endstadium Ubereinstimmesdietet als ein regelmafiger Haufen
kugeliger Korperchen ein sehr charakteristischés. Bier Befall mitNucleophagduhrt zur
Riesenkernbildung, der eine Vergrél3erung des gadekkorpers entspricht. Unter den
humanmedizinisch relevanten Protozoen sind estinéés Amoben, die besonders
heimgesucht werden.

Sphaeritalasst sich sehr haufig bei allen im Darm des Mieeso/orkommenden
Amobenarten beobachteducleophagast z.B. inEndolimax nananachgewiesen worden. Im
gleichen Werk (Reichenow 1949) wird darauf hingeere dass Brumpt und Lavier in einem
Falle ein gemeinsames Vorkommen \Emtamoeba dispamit SphaeritaBefall sowie
Endolimax nananit NucleophageBefall fanden. DeNucleophageBefall des Zellkerns fuhrt
am Ende der Parasiten-Entwicklung zur Kernauflosumgydamit zum Absterben des
Zellkorpers. Vorher kommt es aber, wie Lavier Batamoeba ranarurbeobachtete, zu einer
bedeutenden Steigerung der Lebensvorgéange, wamsaher sehr viel lebhafteren
Beweglichkeit und einer stark erhéhten Nahrungsastuire aulert.

Ob es sich bei den asucleophagaderSphaeritabeschriebenen Organismen um KAun1-
ahnliche Mikroorganismen handeln kdnnte, kann ribglvtiesen werden, da die friher als
Nucleophagaeschriebenen Mikroorganismen wegen des Fehlek@henmikroskopischer
Aufnahmen nicht mit den vorliegenden Befunden vehgin werden kdnnen. Insbesondere

fehlen Details zur Morphologie der intranukleér ivsenden Organismen.
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4. Diskussion 4.4 Zeitdauer der Infektionsféhigkeit der Sporen

4.4  Zeitdauer der Infektionsfahigkeit der Sporen

Durch den mehrschichtigen Sporenwandaufbau beditdemosporidien ein gewisses Mal3 an
Schutz vor negativen Umwelteinflissen. ShadduckRwitey (1978) haben eine Reihe von
Versuchen durchgefuhrt, um die Infektiositat vaB. £ncephalitozoon cunicuporenunter
den verschiedensten Bedingungen zu testen.

Sie konnten nachweisen, dass sie 9 Tage in Phqgegfeasaline bei 37°C Uberlebten, mehr
als 24 Tage bei 4°C oder 20°C sowie langer als Gd#obei — 70°C. Die Sporen
Uberdauerten Erhitzung auf 54°C 60 Minuten lang ilimefstanden unbeschadet pH-Werte
von 9 und 4. Selbst das 5malige Einfrieren in fljm® Stickstoff und Wiederauftauen
schadete den Sporen nicht.cuniculi— Sporen wurden jedoch bei 10-mindtiger Einwirkung
einer 2% Lysollésung bzw. 10%iger Formalinlosungrot0%igem Ethanol abgetotet. In
vitro konnte auch der Verlust der Infektiositat Béistiindiger Einwirkung von CsCl (1,35
g/ml) oder 40%iger Sucrose nachgewiesen werdencifian Streptomycin oder Gentamycin
waren in einigen Versuchen ebenso wirkungslos gegenniculiwie die Einwirkung von
Ultraschall. Selbst Sporen, die 10 Jahre in destdm Wasser aufbewahrt wurden, waren
noch infektionsfahig. Ultraviolette Strahlung koan&hnlich wiey-Strahlung, nur in hohen
Dosen (3,8 J/cf) die Sporenreifung unterbinden (Collier et al 1998

Versuche mit Chloreinwirkung auf Mikrosporidien,end.B. aufEncephalitozoon intestinalis
zeigten, dass Chlor ein effektives Wasseraufberggmnittel zur Eliminierung voE.
intestinalisist (Wolk et al. 2004).

Im vorliegenden Fall konnte bei Reinfektionsversrchachgewiesen werden, dass die
KAunl1-Sporen bis zu 26 Monate infektios bliebem Echutzfunktion durch die Amében
scheint eher fraglich zu sein, da keine der sugdeptWirtsamoben Zysten bildet und die
Sporen aufgrund ihrer Tenazitat bereits deutlicdchatzt sind.

45  Amodben als Wirtszellen von KAunl — Wirtsspektam

Die umfangreiche Stammsammlung des Labors fir Madasitologie der Bundeswehr in
Koblenz ermdglichte einen breiten Ansatz im Rahihes Wirtsspektrumsversuchs durch die
Maglichkeit, zahlreiche verschiedene FLA als potelhe Wirtsamdben durch Kokultivierung
mit KAunl zu testen.

Bei Vannellasp., Stamm meda garda, gelang es, eine Infektiboamschliel3ender

Proliferation im Kern der Wirtsamdben nachzuweisen.
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4. Diskussion 4.5 Amdben als Wirtszellen von KAunl - Wirtsspektru

Der Invasionsprozess sowie der Entwicklungsgangeseanalog den Vorgangen bei
VanAunO + KAunl, konnten licht- und elektronennaigkopisch dokumentiert werden.
Vannellasp., Stamm meda garda, besitzt im Gegensatz zu Mah&lycostyli (vgl. Page
1988). Die Tatsache, dass die Aufnahme der SpaevidnAunO, die keine Glycostyli
besitzt, ebenfalls stattfand, liel3 jedoch, analeg Eolgerungen b&annellasp., Stamm
meda garda, den Schluss zu, dass Glycostyli zurstik@éne obligatorische Voraussetzung
fur die Invasion der Sporen sind. Die ebenfall§&unl suszeptibl&annella miroides
Stamm DentG1, weist ebenfalls Glycostyli auf.

Offensichtlich stellt die An- oder Abwesenheit v@fycostyli also keinen Grund fiir die
Aufnahme oder Nichtaufnahme bzw. Adhasion der Spdee.

Ebenso wie bei VanAun0 + KAunl konnten leere Spoii#an (Ghosts) in
Nahrungsvakuolen vodannellasp., Stamm meda garda, gefunden werden. Die petEnzi
Genese dieser Ghosts wurden bereits oben diskitiengleichbare Ergebnisse wurden auch
bei der Kokultivierung voiannellasp. DentG1 und KAunl gefunden. Dies betrifft die
bereits angesprochenen leeren Sporenhillen in Ngbvakuolen ebenso wie den

Invasionsweg und den Entwicklungsgang der MLO innkaer Vannellen.

Im Rahmen des Kokultivierungsversuches Yfahnella platypodigstamm vp ash wurden
interessante Beobachtungen gemacht: Die KAunl-8pooeden via Phagozytose
aufgenommen; es fand jedoch nur temporér eine Auofiesstatt, eine Verdauung der Sporen
konnte nicht beobachtet werden, wohl aber eineheaseisschleusung. Es ist davon
auszugehen, dass im Rahmen dieser Exozytose dignutierenden Partikel und Reste
zunachst in Vesikel verpackt werden, die dann mitRlasmamembran fusionieren und ihren
Inhalt nach auf3en abgeben. Offensichtlich erkandieAmoben dieses Stammes die MLO
nicht als Nahrungspartikel und schleusten sie dctuneder aus. Vergleichbare
Beobachtungen wurden auch bereits bei der Kokahivig von Acanthamoeben mit
Cryptosporidien gemacht.

Hier konnte ebenfalls die Aufnahme der CryptosperiedDozysten beobachtet werden; es
fand aber auch eine anschlieRende Exocytoseahatt, dass dadurch die Acanthamoeben
oder aber die Oozysten geschadigt wurden(GomezeCetue. 2006).

Ein weitereVannella platypodiggtamm, namlich der Stamm cis plat, zeigte ebendéails
interessante Verhaltensweise. Selbst wenn die Amishd&kahmen der Bewegung ihrer
Trophozoiten mit den Sporen in Berihrung kamenassén sie diese regelrecht, nahmen sie

also nicht auf.
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4. Diskussiot 4.5 Amoben als Wirtszellen von KAunl - Wirtsspektru

Sie schienen also die Aufnahme trotz ausgebildefggocalyx, deren Aufgabe Ublicherweise
die Adhasion an Futterpartikel ist, zu verhindexwbzu vermeiden. Eventuell erkannten sie
die Sporen nicht als potenzielle Nahrungspartikel.

Die weiterhin im Rahmen der Wirtsspektrumversudhgesetzten Acanthamoeben,
Saccamoeben, Platyamoeben, Hartmannellen, Naegl&éhekamoeben, VVahlkampfien und

Willaertien waren nicht als Wirte zur Proliferatider MLO geeignet.

AulRer dem Vannellenstamm VanAunO sind es also liedigwei weitere Vannellenstamme,
die als Wirte in Frage kommen. Dies deutet auf &atdungs-Spezifitat hin. Offensichtlich
finden andere Stamme bzw. v.a. andere FLA-GattuMggehanismen, die Proliferation der
Sporen zu verhindern, die Sporen zu verdauen,pbee wieder auszuschleusen bzw. sie
erst gar nicht aufzunehmen.

Zur Erganzung der Wirtsspektrumsversuche sowie einfrthge nachzugehen, inwieweit die
MLO einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf detiétdin hatten und evtl. sogar nach dem
Platzen der Vannellen im Auge in Epithelzellen ggkn konnen, wurden
Kokultivierungsversuche mit Zellkulturen durchgefiiliEine Erregerisolierung mit Hilfe der
Zellkulturdiagnostik basiert auf der Infektion uMdrmehrung von infektiosen Erregern in
geeigneten (permissiven) Zellkulturen in vitro. né der Erregervermehrung verbundenen
charakteristischen Veranderungen der Zellen (CRig\&ienbildung, Plaquebildung etc.)
kénnen lichtmikroskopisch im Invertmikroskop leidi@obachtet werden. Da Verdnderungen
der Zellen selten erregerspezifisch sind, musirRibutinediagnostik normalerweise eine
Identifizierung des infektiosen Agens durch Elektnmikroskopie oder geeignete
virusspezifische Verfahren (Antigennachweise inldenunfluoreszenz bzw. spezifische
Nukleinsaurenachweise mittels PCR) erfolgen.

Das Eindringen von Mikrosporidien in intestinaleitBplzellen (Caco-2 Zellen) via
Phagozytose wurde von Foucoult und Drancourt (26@0hgewiesen. Die Autoren
beschrieben ein Aktin-basiertes Modell, um das &ngén der Mikrosporidien in die
Enterozyten zu erklaren.

Zellkultur-Methoden wurden bereits zur Testung aotimikrobiellen Wirkstoffen auf einige
Mikrosporidienspezies, wie z.BEncephalitozoon cunicyle. hellemundE. intestinalis
(Septata intestinal)s eingesetzt. Zahlreiche Zelllinien wurden im Ramndieser
Untersuchungen mit Mikrosporidien bereits benw®, Vero, MRC5 und MDCK-Zellen.
Mikrosporidien aus Isolaten, die durch Hornhautatis¢ bei AIDS-Patienten gewonnen

wurden, konnten ebenfalls in MDCK — Zellen kultitiererden (Collier et al. 1998).
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4. Diskussion 4.6 Bedeutung von Biofilmen fir FLA und deren Engiobionten

Encephalitozoon cunicyleine Art, die sich in einer parasitophoren Vakuadn
Saugetierzellen entwickelt, wurde beispielsweideMIDCK-Zellen fir weitere
Untersuchungen, wie z.B. Gradientenseparationiviert (Taupin et al. 2006).
Kornea-infizierende Mikrosporidien sind bekannt €hlg et al. 2001). Es war jedoch bei der
ATCC (American Type Culture Collection) wahrend titersuchungszeit keine
(Kontaminanten-freie) Korneazelllinie zu erhaltBme Moéglichkeit, die Kokultivierung in
einem Korneakultur - Endozytobionten - Modell dungfiihren, musste daher entfallen.

Weder in MDCK-Zellen noch in MRC-5 Zellen konntaeiAufnahme der Sporen beobachtet
werden. Da in den licht- und elektronenmikroskolpest Untersuchungen bereits eindeutig
gezeigt werden konnte, dass die Aufnahme der idfgdm Sporen in die Vannellen nicht
aktiv mittels Einsatz des Polarfilaments sondemchliPhagozytose der FLA erfolgt, war eine
Aufnahme durch die hier eingesetzten Zellen nicheévarten, da diese keine (ausgepragte)
Phagozytoseaktivitat besitzen.

Humane Makrophagen wurden neben anderen Zelllimeeits flr die in vitro Kultivierung
von humanpathogenen Mikrosporidien etabliert (Fear2003). Als Ergebnis im Rahmen der
dort beschriebenen Versuche konnte festgehaltetiengdass sich Mikrosporidien neben der
Infektion neuer Wirtszellen durch den Polfaden atheich Phagozytose in das Innere der
Zellen gelangen. Durch Doppelmarkierung mit lysoatan Markern und anti-Mikrosporidien
Antiseren konnte gezeigt werden, dass die Vakualiénlen phagozytierten Sporen weiter zu
Endosomen und Lysosomen reifen. Es wurde dahelggefodass zwar ein Teil der
Mikrosporidiensporen tber Phagozytose in das Inder&ellen gelangt, es aber den
Parasiten maglich zu sein scheint, dieses Kompartindas weiter zu Lysosomen reift, zu
verlassen und so das Zytoplasma zu infizieren.

Dies impliziert aber wiederum die Notwendigkeit teeer Versuche im Rahmen der

Kokultivierung — z.B. mit Phagozytose-aktiven Maanagenzelllinien.

4.6  Bedeutung von Biofilmen fiir FLA und deren Endoytobionten

Ein Biofilm besteht aus Bakterienzellen, die mitgider verbunden sind, aber insgesamt an
einem Substrat (Oberflache, Grenzschicht) anhéiekrobieller Bewuchs) und vollstandig
oder teilweise in eine von dem Organismus prodtei@olymere, organische Masse (EPS-
extrazellulare polymere Substanz; besteht aus &adpsiriden, Proteinen, Glykoproteinen,

Alginaten und weiteren makromolekularen Verbindurygengebettet ist (KreiRig 2001).
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4. Diskussiot 4.6 Bedeutung von Biofilmen fiir FLA und deren Engtobionten

Biofilme, die zunachst aus oligotrophen Arten gadtilwerden, stellen in einem
nahrstoffarmen System lokale Bereiche hoher Aneziailg von Biomasse dar.

Die Entstehung eines Biofilms fuhrt Uber die S¢br&dhasion, Kolonisation und Wachstum.
Man unterscheidet vier Phasen der Biofilmbildumgtuktionsphase (Basisfilm auf Substrat),
Akkumulationsphase (Ansiedlung von EPS-produziesdBakterien auf dem Basisfilm sowie
Bildung des Oberflachenfilms), Existenz- bzw. Pdateghase (Gleichgewicht zwischen
Aufwachsen und Abtrag), Abbau des Biofilms (Flemgnimd Wingender 2001).

Als einer der wichtigsten Vorteile des Lebens infikinen gilt die in der Regel bessere
Versorgung mit metabolisierbaren Substraten arr €@herflache durch die standige
Adsorption und die dadurch erfolgende Konzentrigrder Molekile (Antenneneffekt).

Im Gegensatz zu suspendierten Bakterien, die nermeaise mit Antibiotika und
Desinfektionsmitteln relativ leicht abgetotet werdé@nnen, lassen sich Bakterien in
Biofilmen nur sehr schwer oder gar nicht abtéteiesDiegt nicht nur an der Diffusions-
beziehungsweise Reaktionsbarriere, die die EP$ellter, sondern auch an dem
unterschiedlichen physiologischen Zustand, in dieim Bakterien in Biofilmen befinden
(Szewzyk und Szewzyk 2003)

In der Matrix werden N&hrstoffe aus dem Wasser alliert. Die Bakterien sind in der
Matrix geschititzt und vermehren sich in ihr. Duréhaberflachennahe Matrix findet ein
aktiver Stofftransport statt. Im tieferen Bereicarden Stoffe Uberwiegend durch molekulare
Diffusion ausgetauscht.

Rowbotham (1980) beschrieb, dass FLA als Wirte Magionellen fungieren kénnen und
somit zu deren Verbreitung in der Umwelt beitrag@ahe Einleitung: Freilebende Amoben
als Wirte und Vehikel fur Bakterien und andere Mikrganismen).

Die Legionellenvermehrung wird durch die gleichigeitPrasenz von Amdben gefordert
(Boulanger und Edelstein 1995). Legionellen konaemer Bildung von Biofilmen beteiligt
sein, z.B. in Trinkwasserleitungen und Kihlturmwangen. Aus solchen Biofilmen kdénnen
sie immer wieder ins Wasser freigesetzt werden_&gonellen in Amdben (intrazellulare
Lokalisation) zudem gut geschutzt sind, lassen Bratkwassersysteme nur schwer mit Chlor
von Legionellen befreien (Schafer 2003). Besorgregend ist, dass je nach angewandtem
Analytikverfahren die oft in hoher Anzahl in Amébeorhandenen Legionellen nicht erkannt
werden und folglich hochkontaminierte Wassersystgitsehlicherweise als legionellenfrei
eingestuft werden (Flieger et al. 2004).

Das Leben im Biofilm bewirkt also eine verringeampfindlichkeit gegentber Bioziden
durch den Schutz der EPS-Matrix im Biofilm.
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4. Diskussiot 4.6 Bedeutung von Biofilmen fiir FLA und deren Engtobionten

Legionellosen zahlen unter den trinkwasserverutsacifektionskrankheiten zu den am
haufigsten vorkommenden und schwer verlaufenderaBkkingen (Schafer 2003).

FLA sind als Substratbesiedler an Substrate (Clagréin und Sedimentablagerungen) sowie
an das Vorkommen von geeigneten Nahrungsorganigetaimden. Insbesondere Biofilme
dienen als Habitate, wobei die FLA aufgrund ihrehAsivitat fur Oberflachen bereits bei
deren Entstehung beteiligt sein kdnnen.

Die FLA erhohen die Produktivitat von Biofilmen dadh, dass sie sich an Oberflachen
adharieren und extrazellulare Matrixsubstanzen esométabolische Substanzen wie
Glucopolysaccharide und Proteine abgeben (KharPamgivani 2000).

Insbesondere solche Mikroorganismen, die zusatzlicinrem Vorkommen in Biofilmen
auch noch an die intrazellularen Bedingungen inAlmbben angepasst sind, finden
geeignete Wachstumsbedingungen, ggfs. Schutz gatimen Umwelteinflissen und nutzen
die Verbreitung in der Umwelt durch ihre Wirte.

Im Gegensatz zur Beschreibung der Proliferationhagionellen in Amoben fand in den hier
als Wirte verwendeten Vannellen jedoch keine Vemnetp der Endozytobionten innerhalb
statischer, membranbegrenzter Vakuolen statt. ltopgsma sind sie nur auf ihrem Weg von
der Zellmembran zum Kern anzutreffen.

Die naheliegende MalRnahme zur Bekdmpfung unerwtarsklikroorganismen ist die
Anwendung von Desinfektionsmitteln (Szewzyk undv@zagk 2003; siehe auch Kapitel
1.1.3). Sind Biofilme vorhanden, fuhrt dies jeddwéufig nicht zum Erfolg. Es ist bekannt,
dass Biofilm-Bakterien eine um ein bis drei Grof3dnangen hdhere Biozid-
Konzentrationen vertragen als in suspendierter Fard dass fur ihre Abtétung eine
erheblich langere Einwirkzeit bendtigt wird (Flermgil994).

Die in den Amdben eingeschlossenen Endozytobiontgden in der Regel also gegeniber
derartigen DesinfektionsmalRnahmen geschutzt.

Untersuchungen tber die Wirksamkeit von Biozideniddeen sich in der Regel nur auf
suspendierte Mikroorganismen. Aussagen Uber dieki¥itat der Biozide gegeniber
Biofilmen sind schwer zu treffen, da Biofilme niaieichmallig und nur schwer
reproduzierbar sind.

Auch bezlglich der Tenazitat von medizinisch bestmien FLA gab es in den letzen Jahren
viele Veroffentlichungen. Bereits ab den 1980erdalyab es zahlreiche Untersuchungen zu
der amdbiziden Wirkung von Kontaktlinsen — Reinigsmitteln (Hiti et al. 2002, 2004).
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4. Diskussiot 4.6 Bedeutung von Biofilmen fiir FLA und deren Engtobionten

Die Untersuchungsmethoden und Testansatze detiedsnen Studien variierten jedoch
erheblich (Buck et al. 2000), so dass ein einlobiéls Testverfahren zur amdbiziden bzw.
zystiziden Wirkung von Desinfektionsmitteln nicladteht.

Die Internationale Organisation fur Standardisigr(®O) hat Standards fur die Wirkung von
Kontaktlinsenfliissigkeiten herausgegeben. Hierlethen Acanthamoeben in der Testung
jedoch nicht bertcksichtigt, so dass keine acantletmide Wirkung bestatigt werden kann.
Warum die Testung auf Acanthamoeben fehlt, eine&k¥dimkeitsprifung gegenuber
Bakterien jedoch vorgeschrieben ist, ist wiedernrdar ISO damit begriindet, dass es keine
Standardmethode fir eine Testung auf amobizide ttephozoitizide und zystizide
Wirksamkeit gibt. Aul3erdem sei eine signifikantedRieion der Bakterien als
Futterorganismen der Acanthamoeben ein adaquaiesrives Mittel zur Vermeidung von
Acanthamoeben-Vermehrung. Wie viele Trophozoitelogh bereits zu einer Infektion
fuhren kdnnen, wird nicht weiter ausgefuhrt (EN 154r29 2001).

Das Risiko durch FLA als Krankheitserreger sowge\irte flr pathogene Mikroorganismen
bleibt somit bestehen (Beattie et al. 2003). Untersuchuzge Diagnostik und Therapie
werden in zukinftigen Studien ebenso zu bertickgehtsein, wie die Evaluierung der
Wirkungsweise von Desinfektionssystemen, z.B. fantaktlinsen.

Pseudomonas aeruginosairde im vorliegenden Fall als medizinisch reldeakeim in den
Kontaktlinsenbehéltern identifiziert. Zahlreiche Weitbakterien, die an der Biofilmbildung
beteiligt sind, werden jedoch im Rahmen der Gblchnedizinisch mikrobiologischen
Untersuchungen nicht nachgewiesen.

Auch mehrere FLA konnten im vorliegenden Fall im d@ntaktlinsenbehéltern bzw. auf den
Kontaktlinsen selbst nachgewiesen werden. Diegenedort in einem Biofilm von
organischen Stoffen (z.B. Bakterien). Dies zeiggddie in den Kontaktlinsenbehaltern
vorhandenen Losungen entweder keine amobizide \Wirlemtfalten oder aber nur
unzureichend bzw. falsch angewendet worden sindekesng den Vannellen, in einem
Biofilm in den Behéltern bzw. auf den Kontaktlinsantberleben, obwohl keine
Zystenbildung stattfand, die normalerweise furtthee Tenazitéat der FLA verantwortlich ist.
Ob die intrazellularen MLO bereits von den Vannelie die Behalter eingebracht wurden
oder im Rahmen einer Phagozytose erst in den Behaufgenommen wurden, bleibt
unklar.

Legt man aber die hier gemachten Beobachtungerainmi@n der Kokultivierungsversuche
zu Grunde, erscheint es eher wahrscheinlich, dasgahnellen auf die im Biofilm

vorhandenen MLO getroffen sind und sich erst dottden MLO infiziert haben.
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4. Diskussiot 4.7 Beteiligung der Endozytobionten an der Pathegen

Aufgrund der Beobachtungen zum zeitlichen Verlaadmeiner Kokultivierung von KAunl
mit VanAunO ware die Vannellenpopulation in einesith engen Raum wie den
Kontaktlinsenbehéltern ansonsten zu schnell zusamgeteochen. Auf den genutzten

Kulturplatten war spatestens nach 7 Tagen keimgkiatAmobe mehr zu erkennen.

4.7  Beteiligung der Endozytobionten an der Pathog@&se

Weder die von den Kontaktlinsen isolierten Hartnedl@m noch die Vannellen

wurden im Rahmen der initialen Untersuchung alsl@aes einer Keratitis angesehen. Dass
jedoch drei verschiedene FLA-Stamme an der linkent#&ktlinse nachgewiesen wurden,
weist auf die schlechten hygienischen BedingungeKantaktlinsenbehalter hin.

Eine Reihe von Fallen von Korneainfektionen durdkribsporidien sind publiziert (Ashton
und Wirasinha 1973). Mikrosporidieninfektionen dasgyes werden klinisch pathologisch als
stromal oder epithelial eingestuft. Auch bei immaomipetenten Personen wurden eine
Mikrosporidien-assoziierte Keratitis oder Korneatmslire bereits beschrieben (Cali et al.
1991). Bei HIV-Patienten wurde die Keratokonjunkis/meist klinisch beschrieben.

Die Sporen lieR3en sich im Korneaepithel und im Kiokjivalepithel nachweisen (Weber et
al. 2000). Im Gegensatz zu den tiefen Korneaindelein in immunkompetenten Personen
wurden bei den HIV-Patienten eher die oberflacldicEpithelzellen der Kornea oder der
Konjunktiva befallen.

In der Mehrzahl der Féalle wurdémncephalitozoon hellenmdE. cuniculimit
humanpathogenen Eigenschaften in Verbindung gebriaskse Mikrosporidienarten
entwickeln sich jedoch ausschliel3lich im ZytoplasiteaWirtszelle.

Ob und in welchem Ausmal} die Endozytobionten iretera Falle die Epithelzellen der
Kornea penetrieren bzw. an der Pathogenese detitiebeteiligt waren, lasst sich nicht
abschliel3end beantworten. Die Tatsache, Bassadomonas aeruginogavom Auge
entnommenen Abstrichen nachgewiesen wurde undigieapie gegen diese Bakterien auch

erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, lasst &3 enwahrscheinlich erscheinen.
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5. Ausblick

5. Ausblick

Den Versuchen zur Zeitdauer der Infektionsfahigkelten noch Versuche zur Toleranz bzw.
Resistenz gegenuber UV-Bestrahlung folgen. Ebersaheint es sinnvoll, Versuche zur
Wirksamkeit von Desinfektionsmittel und — verfahdarchzufihren. Da aber weder fur FLA
noch fur deren Endozytobionten standardisierteriiefitoden existieren, wurde bereits ein
Versuchsdesign entworfen, das eine ebensolchenigestdglich macht. Es ist geplant, die
einzusetzenden Mittel und Verfahren nach der ldsteDeutschen Gesellschaft fir Hygiene
und Mikrobiologie auszuwéhlen. Auch die Wirksamkaih Therapeutika (z.B. Albendazol)
sollte getestet werden, allerdings erst, wenn magteren Versuchen zur
molekularbiologischen Sequenzierung die taxononeis&uordnung besser mdglich ist.

Als weiterer Versuchsansatz sollte die Temperaendoz der KAunl-Sporen evaluiert
werden. Denn die Fahigkeit, bei bestimmten (erhjhiemperaturen zu wachsen, ist je nach
Infektionsort Voraussetzung fur eine Infektion désnschen. Weitere Untersuchungen zur
Pathogenitat in der Zellkultur bzw. im Tierverswaischeinen auch deswegen lohnenswert,
weil eine transovarielle (vertikale) Ubertragungd geringerer Pathogenitat, horizontale
Ubertragung eher mit héherer Pathogenitat assobsigiKoella und Agnew 1997).

Aufgrund der Parallelen zwischen FLA und humanesgplzytierenden Zellen sind ahnliche
Phanomene auch bei einer Interaktion von KAunldaiartigen Zellen wie bei den FLA zu
erwarten, insbesondere in Bezug auf Phagozyto&eerimde Mechanismen und
Oberflachenrezeptoren.

Fur diese Testung mit Phagozytose-aktiven Makrophzgjllinien wurden die Voraussetzung
bereits geschaffen. Zum Einsatz wird die ZellliMI®NO-MAC-6 (gewonnen vom Blut eines
Patienten mit monoblastischer Leukdmie; DSM ACC)X&¥mmen.

Die Vannellen des Stammes VanAun0 werden auch kuzitiim Rahmen von
Wirtsspektrumsversuchen eingesetzt werden, um seuéinden, ob sie auch als Wirte fur
andere Endozytobionten dienen kénnen.
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6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Freilebende Nacktamdben sind ubiqitér in vielenadigahen Habitaten und feuchten Boden
zu finden. Sie sind wesentliche Bestandteile varzBnosen in verschiedenen Substraten.
Insbesondere Biofilme dienen ihnen als Habitatdaedahrer Rolle als Krankheitserreger
dienen freilebende Amdben haufig als Wirte und Wehvon intrazellularen Organismen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein parasitisdBedozytobiont in Wirtsamoben untersucht,
der von Kontaktlinsen und aus dem Auge einer Kigspttientin isoliert wurde. Es gelang, im
Untersuchungsmaterial neben mehreren Vannellenstinnmdiesen auch Endozytobionten
nachzuweisen. Es war Aufgabe der vorliegenden Satliung, diese von den Vannellen aus
Kontaktlinsenbehéltern isolierten Endozytobiontersichtlich ihres Verhaltens in den
Wirtsamdben zu untersuchen.

Die Aufnahme in die Wirtsamdben und die Entwickluley Endozytobionten konnte licht-
und elektronenmikroskopisch dokumentiert werden.

Die Sporen des Endozytobionten KAunl wurden ausdgith nach Adhéasion der Sporen
und einer Food-Cup-Bildung durch Phagozytose vanWatsamoében\{annellasp., Stamm
VanAunO0) aufgenommen. Aktive Penetrationsvorgangeden nicht beobachtet. In
Nahrungsvakuolen wurden die Sporen ins Zytoplasen&/dnnellen transportiert.
Normalerweise sind lysosomale Enzyme in der Lagakrivimolektile durch Hydrolyse
abzubauen. Nur sparlich wurden jedoch leere Spditemh(,Ghosts*) in Nahrungsvakuolen
angetroffen. In der Regel wurden die Sporen jedwcht verdaut. Nach Durchbrechen der
Kernmembran fand die weitere Entwicklung ausschibi3m Kern der Wirtsamoben statt.
Bereits mittels Lichtmikroskopie konnten verschieel&tadien dargestellt werden, die in der
Wirtsamobe im Zytoplasma, in der Folge aber auck@m nachgewiesen wurden.
Insbesondere die transmissionselektronenmikroskbers Untersuchungen belegten sowohl
die Morphologie der Endozytobionten als auch diesvaklung im Wirtsamobenkern.
Wahrend der Differenzierung und dem Wachstum deaditan nach erfolgter Merogonie und
Sporogonie werden sowohl die Kern- als auch digx®hbran massiv dilatiert. Der Zyklus
beginnt von vorn mit der Ruptur der Wirtsamébenmempwodurch die infektiosen Sporen
nach auf3en gelangen und von weiteren Wirtsamobagoglgtiert werden kénnen.
Insbesondere die im Rahmen der elektronenmikroskbpn Untersuchungen erkennbare
Morphologie der Organellen fuhrte zur Einordnungli@ Gruppe Mikrosporidien-ahnlicher

Organismen.
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6. Zusammenfassung

Vergleiche der Sporenmorphologie der KAunl-SpossEgten, dass keine direkte
Zugehorigkeit zu den bekannten bzw. beschrieben&robporidien vorliegt.
Farbemethoden wurden zum Nachweis sowie zur taxsoben Zuordnung eingesetzt,
nachdem Sequenzierungsversuche mit Hilfe von spelaén Sonden bislang nicht zu
aussagekraftigen Ergebnissen fuhrten. Es gelaed; hitin-haltige Sporenwand durch
Calcofluor-Farbung nachzuweisen und damit eineenen Hinweis der systematischen
Zugehorigkeit zu den Mikrosporidien zu erhaltene Giram-Farbung ergab jedoch Hinweise
auf gramnegative Organismen, wahrend Mikrosporidiester Fachliteratur als grampositiv
beschrieben sind.

Wirtsspektrumsversuche wurden mit FLA aus der ugrichen Stammsammlung des
Labors fur Med. Parasitologie der Bundeswehr inlEob durchgefuhrt, um Aussagen zur
Wirtsspezifitat treffen zu kénnen. Von den poteliziathogenen FLA wurden sowohl
Acanthamoeben als auch Naeglerien im Versuch auittiing des Wirtsspektrums mit
bertcksichtigt.

In diesen Versuchen ist es gelungen, zwei weitenen€llenarten zu infizieren, wobei der
Entwicklungsgang der Endozytobionten mit dem baiAan0 + KAunl identisch war.
Kokultivierungsversuche mit zwei in der Zellkultisiolichen Zelllinien blieben aber erfolglos.
Dies deutet auf eine gewisse Wirtsspezifitat hin.

Versuche zur Tenazitat (Dauer der InfektiositatSleoren) durch Reinfektionsversuche
rundeten den Untersuchungsansatz ab. Die Sporgtezeaiine hohe Tenazitat im Bezug auf
die Dauer ihrer Infektiositat.

Eine Beteiligung der Mikrosporidien — ahnlichen @mgmen an der Pathogenese der
Keratitis erscheint eher unwahrscheinlich Rd@udomonas aeruginogsaunmittelbar vom
Auge der Patientin gewonnenen Abstrichen nachgewieairde und die antbakterielle
Therapie in der Folge auch erfolgreich durchgefidletden konnte.

Die angewandten Methoden dienten auch dazu, Aufsshiber die systematische Stellung
des Endozytobionten zu erhalten. Trotz der erfslgioAnwendung molekularbiologischer
Methoden sowie eines Gram-negativen Farbeergelsrkesmte die Zuordnung
morphologisch als Mikrosporidien —ahnlicher Orgamis aufgrund der eindeutigen
elektronenmikroskopischen Ergebnisse erfolgen.imbi®ahmen der Farbeversuche erzielten
sonstigen Resultate (Ausnahme: Gramfarbung) uiiteest dies weiterhin.

KAun mit seinem Wirt ist ein Endozytobiont-Wirt-Metl, das es ermoglicht, Interaktionen

von FLA und Endozytobionten — auch weiterhin — nteusuchen.
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Summary

Free-living amoebae (FLA) occur ubiquitously in maguatic habitats and humid soils. In
addition to their role as pathogens, free-livingoaivae are known to serve as natural hosts
and vehicles of various intracellular organismsey form an essential part of biocoenoses in
various substrates. Biofilms are their preferreblitaés. In the present thesis the development
of a parasitic endocytobiont within host amoebaedwultivating FLA of the genugannella
(strain VanAun0) with endocytobionts (strain KAum&ently isolated from the contact lens
and the inflamed eye of a female patient with kiésatvas examined.

In addition to severalannellastrains, the presence of endocytobionts was demabed.

The purpose of the present study was to analyze thedocytobionts isolated from the
Vannellastages concerning their behaviour in the host daee

It was demonstrated by light and electron microgduogw infection and invasion of an
eukaryotic organism occurs and grows in the nuabédise FLA.

Microsporidia as obligate intracellular parasitesally infect their hosts by extrusion of the
polar filament and by penetration of the host nseimbrane. In contrast, it was shown that the
spores of strain KAunl are taken up by phagocyises adhesion of the spores to the cell
membrane, followed by a food-cup formation (infeetphase). Active penetration processes
were not observed. The spores were transportedhatoytoplasma of the vannellae via food
vacuoles.

Usually lysosomal enzymes are capable of hydrotymacromolecules, but in the present
case the spores were not digested. Phase conicassaopy revealed early stages of the
parasites moving through the cytoplasm into thdeuscof the host amoeba. The
endocytobionts even proliferated in the amoebaeauscby penetrating the nuclear membrane.
Transmissionelectron microscopy showed the polyhmorgtages within the karyoplasm.

The life cycle of microsporidian-like organismsided up with a sporogonic phase in which a
terminal differentiation took place and numerousrsp were released by rupture of the host
cell membrane. The spores were the only stageswirce able to survive outside the host
cell. However, empty spore shells (“ghosts”) werarsely found in food vacuoles.

The examinations with the electron microscope aripular, revealed both the
endocytobionts’ morphology and their developmesida the nucleus of the host amoeba.
The fast-growing parasites expanded the nuclearbrare during the proliferative phase.
During differentiation of the parasites after menogand sporogony, the nuclear membrane

and the the cell membrane of the host amoeba veaigderably dilated.
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With the rupture of the amoeba’s membrane the telded from the beginning, since the

released infectious spores were phagocytized lmr dithst amoebae.

In particular, the morphology of the organelles maikible with the electron microscope
finally allowed to classify the endocytobionts asi@rosporidan-like organism. Comparisons
of the morphology of KAunl spores with microspasidhowed that there is no direct
relationship with other known and/or described wsporida.

Staining methods were used for identification ali agfor taxonomic classification when
sequencing attempts by means of specific proberdtiglield relevant results. The chitin-
containing spore wall could be visualized by cdlonf staining, thus revealing an additional
indication for the relation to the microsporida.tiMGram staining, however, a Gram-negative
reaction was obtained, whereas microsporidia aserdeed as Gram-positive in the literature.
In a host spectrum analysis with numerous FLA stréiom the Bundeswehr collection, e.g.
Naeglerig Acanthamoebar Hartmannella only two furthe’Vannellastrains from different
sources were identified as suitable hosts for titeensKAunl, with a development being
identical with that in VanAunO. These results iradex a certain host specificity.
Cocultivation tests with two tissue-cell lines stealano proliferation.

Reinfection tests were carried out to determingehacity (duration of spore infectivity) and
completed the test approach. The spores exhibiteghatenacity with respect to the duration

of their infectivity (up to 26 months).

The fact thaPseudomonas aeruginosauld be identified in swabs taken directly frdme t
patient’s eye and the fact that the subsequenaetathal therapy was successful implies that
the participation of the microsporidan-like micrganisms in the pathogenesis of the keratitis
appears rather improbable. All these methods used also applied to obtain further
information on the systematic position of the ernydoigiont.

Despite the unsuccessful application of methodd ursenolecular biology and the Gram-
negative staining result, the endocytobionts ctxlanorphologically classified as a
microsporidan-like organisms due to the clear etecimicroscopic results. The results
obtained in the framework of the staining testsitamithlly support these findings.

Infection ofVannellasp. with the microsporidian-like organism strain A is a suitable
model for studies of the host-parasite relationsukfaryotic organisms using their hosts as

so-called Trojan horses.
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