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Die klinische Diagnose Kryptosporidiose bezeichnet die durch das Protozoon Crypto-
sporidium (Sporozoa: Apicomplexa) hervorgerufene Krankheit bei Mensch und Tier.
Den Erreger beschrieb erstmals TYZZER (1910) als streng wirtsspezifisch far die Maus.
Untersuchungen der letzten Jahre haben ergeben, daB eine Wirtsspezifitat weder fur
die bei Tieren vorkommenden Cryptosporidien noch bei den fr den Menschen pathoge-
nen Stdmmen existiert (BOCH et al., 1982; REESE et al., 1982). Vorkommen und gegen-
seitige Ubertragbarkeit des Parasiten bei Mensch, Saugetieren, Végeln, Schiangen und
Fischen weisen ihn als Zoonoseerreger aus. Bisher beobachtete Cryptosporidien-
infektionen beim Menschen (NIME et al., 1976; MEISEL et al., 1976; LASSER et al., 1979;
BIRD und SMITH, 1980; ANDERSON et al., 1982) zeigen, daB vorzugsweise Sauglinge,
aber auch Erwachsene mit Immunschwéache bzw. Immundeffizienz erkranken. Thera-
pien mit Corticosteroiden oder Cyclophosphamid provozieren eine Kryptosporidien-
infektion. Das klinische Bild der Krankheit ist charakterisiert durch Leibschmerzen,
Erbrechen und Durchfall, daneben treten hohes Fieber und Kopfschmerzen auf.

Beim Haustier sind in der Regel Jungtiere betroffen, bei denen klinisch schwere
Diarrhoen im Vordergrund stehen. Wegen der Therapieresistenz der Erreger werden
Todesfalle haufig beobachtet. Bei Végeln kédnnen neben den Darmschleimhauten auch
die des Respirationstraktes als Vermehrungsort fur den Parasiten gelten (HOERR et al.,
1978; MASON und HARTLEY, 1980). Dies fuhrt klinisch zu Pneumonieausbrtchen.

Intestinalentwicklung:

Die infektiosen Sporozysten werden vom Wirt peroral aufgenommen (Nahrung,
Schmierinfektion, Staub). Die bananenférmigen Sporozoiten von 5,6 um Lange werden
im Magen oder DUnndarm freigesetzt und sind dort nachweisbar. Sie nehmen mit den
Epithelzellen Kontakt auf, indem sie sich Uber eine Haftzone mit ihnen fest verbinden.
Anheftung und Lage der Parasiten stellen unter den Kokzidien eine Besonderheit dar.
Die Pellikula des Cryptosporidiums berihrt zunachst die inneren Membranen der sie
umgebenden Mikrovilli, die schiieBlich eine parasitophore Vakuole um ihn herum bil-
den. Der Parasit liegt, da die Mikrovilli ein Bestandteil der Epithelzelle sind, intrazellu-
lar. Die Haftzone verhindert jedoch den Kontakt mit dem Zytoplasma der Epithelzelle,
d. h. Cryptosporidien liegen in der Epithelzelle, aber extrazytoplasmatisch (Abb. 2). In
diesem Fall bleibt die gesamte Mikrovillusoberflache zunachst intakt und geht erst
durch die Zerstérung der Epithelzelle zugrunde. Eine weitere Méglichkeit der Anhef-
tung stellt die sofortige Auflésung der Mikrovilli nach Kontakt mit dem Parasiten dar.
Die Epithelzelle repariert den entstandenen Defekt durch die Bildung von Mikroplicae.
Diese umschlieBen ihrerseits den Parasiten und bilden so die parasitophore Vakuole.
Dies bewirkt eine sofortige Verminderung der resorptiven Oberflache der Darmmucosa.
In dieser Lage lauft die gesamte weitere Entwickiung der Cryptosporidien ab (Abb. 1).
Das erste Vermehrungsstadium stellen die Schizogonien dar (Abb. 2). Die Sporozoiten
kugeln sich ab und formen so die Schizonten, in denen durch Kernteilungen 8 Merozoi-
ten gebildet werden. Eine oder mehrere Wiederholungen der Schizogonie sind méglich.
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Die reifen Merozoiten befalien neue Epithelzelien. Dort bilden sie Mikro- und Makroga-
monten (Abb. 1, I/J), die die geschlechtliche Vermehrung einleiten. Der runde Mikro-
gamont enthalt nach Differenzierungsgrad mehr oder weniger randstéandig gelagerte
Mikrogameten und einen Restkorper. Die 16 reifen Mikrogameten (Abb. 1, 1) sind kurze
plumpe Stabchen; sie stellen sich im Lichtmikroskop als intensiv rot gefarbte Partikel
dar und sind damit diagnostisch leicht mit Bakterien zu verwechseln. Die Mikrogame-
ten von Cryptosporidien sind als einzige Kokzidienmikrogameten geiBellos (GOBEL
und BRANDLER, 1982). Der Durchmesser der runden Makrogamonten betragt 4,6 um.
Ihr hellblau sich darstellendes Zytoplasma ist schaumig strukturiet, in Kernnahe findet
sich standig eine groBe Lipidvakuole. Bei der Befruchtung (Gametogamie) dringt der
dem Makrogameten zun&chst nur angelagerte Mikrogamet in diesen ein (Abb. 1, K).
Nach Kernmaterialverschmelzung entsteht daraus die Zygote (Abb. 1, L). Sie ist ebenso
wie die junge Oozyste von einer diunnen Hille umgeben.

Weitere Hullbildung und Zunahme der Reservestoffe charakterisieren die 6,2 um groRe
Oozyste (Abb. 1, M). thre dicke Hulle verhindert das Eindringen von Farbstoffen, so daB
sich diese nur auBen anlagern. Histologische Schnitte, Tupfpraparate der Darm-
schleimhaut und Untersuchungen des Darminhaltes beweisen, daB die Sporulation der
Parasiten im Darm stattfindet. In der Oozyste bildet sich eine Sporozyste (Abb. 1, N) mit
4 Sporozoiten und einem Restkorper, der als typisches Merkmal einen Kristallkérper
enthdlt. Eine dinne Sporozystenhiilie mit mehreren Aufbruchstellen umschlieBt die
Sporozyste. Sie ist deshalb leicht anfarbbar. Die mit den faeces ausgeschiedenen
Sporozysten stellen die Infektionsquelie fur andere Wirte dar. Werden die Sporozoiten
bereits im lieum des Wirtes frei, kann auf diesem Wege eine Reinfektion stattfinden.

Nachweisverfahren:

Fur die Diagnose bieten sich grundsatziich zwei Untersuchungsmaterialien an: die
Dunndarmschleimhaut sowie die Faeces. Im folgenden soll auf die einzelnen Metho-
den kurz eingegangen werden.

I. Untersuchung von Darminhalt oder Fazes.

1. Ausstrichverfahren: Dinnflissiges Untersuchungsmaterial (bei fester Konsistenz ev.
mit physiologischer Kochsalzldsung verdinnen) auf Objekttrédger ausstreichen, trock-
nen lassen und mit Methanol fixieren.Nach Giemsa 40 Min. lang farben (5 ml Giemsa-
Stammlésung + 95 ml entsalztes Wasser), mit Leitungswasser abspdlen, trocknen las-
sen und bei 40x oder 100x Olimmersion mikroskopieren.

2. Dicker Tropfen: Einen Tropfen des wie oben beschriebenen Darminhaltes oder Fazes
(stecknadelkopfgroB) auf Objekttrager geben und einen etwa gleich groBen Tropfen
Methylenblau in Borax (1 g Methylenblau in 100 ml Natriumtetraborat 1&sen) hinzu-
fugen. Mit der Deckglaskante vermischen, nach ca. 30 sec. bei Olimmersion mikrosko-
pieren. Nicht eintrocknen lassen!

3. Kombinationsmethode (Farbung und Lichtbrechung): Wie vorher beschrieben wer-
den Fazes mit einer gleichgroBen Menge Karbolfuchsinlésung auf dem Objekitrager
vermischt, dinn ausgestrichen und sofort (!) nach der Trocknung mit Immersionsél be-
deckt und mit Immersionsobjektiven mikroskopiert. Nach HEINE (1982) werden die
Oozysten/Sporozysten dabei durch Lichtbrechung besonders hervorgehoben.

Als Ergebnis von | werden die Oozysten aufgrund ihrer dicken Htlle nur durch Farb-
stoffanlagerung dargestellt, Sporozysten farben sich auch innen an. Dies ermdglicht
eine Differenzierung beider Stadien.
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Bei sehr geringem Befall ist eine Anreicherung ev. von Vorteil. Nach ANDERSON (1981)
werden dazu 5 g Untersuchungsmaterial in 5—20 mI Wasser gelést, filtriert, 10 Min. bei
500 g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Sediment wird mit einer Zucker-
oder Salziésung (Spez. Gew. 1.27) und flissigem Phenol versetzt und die Zentrifugation
wiederholt. Die angereicherten Parasiten werden vom Meniskus mit einer Ose auf den
Objekttrager Uberfthrt und nach Giemsa gefarbt.

Il. Histologische und ultrahistologische Untersuchung:

Voraussetzung fur die Gewebeuntersuchungen ist moglichst frisches Material, da
durch autolytische Vorgange die sehr oberflachlich sitzenden Parasiten entweder
selbst zerstort oder in das Darmlumen hinein freigesetzt werden und somit der Untersu-
chung entgehen. Die Histologie bietet den Vorteil, daB einzelne Entwicklungsstadien
differenziert, sowie der Befallsgrad und die Beteiligung anderer enteropathogener Or-
ganismen elektronenmikroskopisch ermittelt werden kénnen. Die Praparation erfolgt
nach den bekannten histologischen und elektronenmikroskopischen Methoden.

I1l. Mucosatupfpréaparation:

Mit einem Skalpell Schieimhaut leicht abstreifen oder (bei kleinen Versuchstieren)
direkt den Darm auf Objekttrager abtupfen. Abgeschabtes Material mit einer Pinzette
auf Objekttrager abtupfen, trocknen lassen, mit Methanol fixieren, nach Giemsa farben
und unter Olimmersion mikroskopieren.

Diese Methode ist sehr schnell durchgefiohrt, alle Entwicklungsstadien werden darge-
stellt (vergl. dazu Abb. 1).

Zusammenfassung

Kryptosporidien sind einwirtige Zoonoseerreger mit sehr groBem Wirtsspektrum. lhre
Intestinalentwicklung vollzieht sich in Enterozyten extrazytoplasmatisch. Nach Schizo-
gonie und Gamogonie fuhrt die Gametogamie zur Bildung von Oozysten, die zu je einer
Sporozyste mit 4 Sporozoiten sporulieren. Sie stellen das Infektionsstadium fur die
perorale Ubertragung dar.

Zum Nachweis der Parasiten eignen sich sowohl geférbte als auch mit Farbstoff ver-
mischte Fazes. Dabei sind aber lediglich Oozysten und Sporozysten differenzierbar.
Dagegen eignen sich Schleimhauttupfpréparate, histologische und ultrahistologische
Schnitte zur Darstellung aller Entwicklungsstadien. Die einzeinen Methoden werden
beschrieben.

E. Gobel: Cryptosporidiosis of humans and animals: microscopical examinations and
the intestinal life cycle of the parasite.

Summary:

Cryptosporidia are agents of zoonosis with a wide host spectrum. Their intestinal
development takes place in the enterocytes in one host extracytoplasmatically. After
schizogony and gamogony the gametogamy leads to the formation of oocysts, which
sporulate to one sporocyst each with four sporozoites. The sporocysts are the infective
stages.

Stained smears of feces as well as smears mixed with colouring material are suitable
for the microscopical examinations of the parasites. Thereby only oocysts and sporo-
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ABBILDUNG 1:

Intestinale Entwicklungsstadien von
Cryptosporidium (Tupfpraparate
nach Giemsa gefarbt).

A: Sporozoit; B—D: Abkugelung des
Sporozoiten zum Schizonten; E—G:
Kernteilungen und Differenzierung
der Merozoiten; H: Reife Schizonten-
Merozoiten; I: Mikrogamont mit
Mikrogameten; J: Makrogamont; K:
Gametogamie; L: Zygoten; M: Qozy-
ste; N: Sporozyste mit Sporozoiten.

ABBILDUNG 2:

Schizonten von Cryptosporidium.

Merozoiten (ME) in parasitophore
Vakuole (PV) ausgeschleust; Rest-
korper (RK) und Stoffwechsellamelle
(SWL) bleiben mit der Haftzone (HZ)
verbunden. MN: Mikronemen; RH:
Rhoptrien; N: Kern; PE: Pellikula;
SMT: Subpellikulare Mikrotubuli.



cysts can be differntiated. Push-preparations, histological- and ultrathin-sections of
the intestinal mucosa are able to demonstrate all developmental stages of Crypto-
sporidia. The methods examinations are here described.
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