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Gynikologie der Haustiere (ehem. Direktor: Prof. Dr. M. Berchtold) der Universitit Ziirich

Zum Vorkommen von Cryptosporidien bei Kilbern in der Schweiz

von S. K. Spillmann', J. Eckert, W. Merk und R. Frey

Einleitung

Die bereits kurz nach der Jahrhundertwende von Tyzzer (1907) im Magen der
Hausmaus entdeckten Protozoen der Gattung Cryptosporidium (Coccidia, Eimeriina)
sind erst vor wenigen Jahren in ihrer Bedeutung als Durchfallerreger bei Kilbern, ver-
schiedenen anderen Tierarten und beim Menschen richtig erkannt worden (Panciera et
al, 1971; Meisel et al., 1976; Nime et al., 1976; Pohlen:z et al., 1978; weitere Lit. bei An-
derson, 1982; Boch und Supperer, 1983; Tzipori, 1983; Eckert, 1984). Bei den Crypto-
sporidien handelt es sich um Endoparasiten, die sich intrazellulidr im Mikrovillussaum
des Darmepithels (seltener auch in anderen Lokalisationen) nach Art der Kokzidien
ungeschlechtlich (Schizogonie) und geschlechtlich (Gamogonie) vermehren. Die Ent-
wicklung verlauft direkt ohne Einschaltung eines Zwischenwirtes. Die Pripatenzzeit
beim Kalb betriigt 2-6 Tage. Die Erreger konnten bisher bei verschiedenen Arten von
Sdugern (Mensch, Affe, Rind, Schaf, Ziege, Rothirsch, Gazelle, Pferd, Schwein, Kanin-
chen, Maus u.a.), bei Vogel- und Reptilienarten sowie bei Fischen nachgewiesen wer-
den, und zwar hauptsichlich als Parasiten des Darmtraktes. Seltenere Organlokalisa-
tionen sind Magen (festgestellt bei Miausen und Schlangen), Gallengéinge (Affen und
Fohlen), Trachea bzw. Bronchialbaum (Végel, Schwein, Mensch) sowie Konjunktival-
sack, Sinusepithel und Bursa fabricii (Vogel) (Anderson, 1982; Schloemer, 1982; Fen-
wick, 1983; Forgacs et al., 1983; Tzipori, 1983; Glisson et al., 1984; Wilson et al., 1984).
D_ie frithere Annahme einer hohen Wirtsspezifitit bei Cryptosporidien lésst sich heute
nl.cht mehr aufrechterhalten, denn es gelang, die Erreger u.a. vom Rind auf Schaf,
Ziege, Schwein, Ratte und andere Tierarten sowie vom Menschen auf die drei erst-
genannten Tierarten, Hund, Katze und Maus zu tibertragen (7zipori et al., 1980; Heine
und Boch, 1981; Schloemer, 1982; Current et al., 1983; Tzipori, 1983). Daher wird derzeit
angenommen, dass nur wenige Arten von Cryptosporidien existieren, die zum Teil
ZW1s_chen verschiedenen Arten von Siugetieren und dem Menschen iibertragbar und
somit als Erreger einer Zoonose anzusehen sind (Tzipori et al., 1980; Tzipori, 1983). Le-
vine (1984), der kiirzlich die Gattung Cryptosporidum einer Revision unterzog, unter-
scheidet folgende Arten: C. muris in Saugern, C. meleagridis in Vogeln, C. crotali in
Reptilien und C. nasorum in Fischen, doch sind iiber das Wirtsspektrum dieser Arten
Weitere Untersuchungen notwendig?.

——

;Adresse der Autoren: Winterthurerstrasse 266a, CH-8057 Ziirich
Nach neuesten Berichten kommen beim Rind zwei Arten vor: C. parvum (Qozysten 5,0 X

43 pm) und C, muris (Oozysten 7,4 X 5,6 pm) (Upton und Current, J. Parasitol. 71, 625-629, 1985).
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Wegen der veterindrmedizinischen und humanmedizinischen Bedeutung der
Cryptosporidien sind Informationen iber die Haufigkeit ihres Vorkommens in den
einzelnen Lindern von Interesse. In der Schweiz wiesen erstmalig Nagy und Pohlen:
(1982) nach, dass im Gebiet von Ziirich 28% von 132 untersuchten Kélbern mit Durch
fall Cryptosporidien im Kot ausschieden. Wir fithrten weitere Untersuchungen iiber die
Hiufigkeit des Cryptosporidien-Befalles bei Kilbern durch, woriiber hier berichtel
wird.

Material und Methoden

Tiere: Die Untersuchungen erfolgten an insgesamt 275 Kélbern. Davon waren 214 Tiere (Grupp
1) Mastkilber verschiedener Rassen und Kreuzungen® im Alter von ein bis 15 Wochen aus 16 Mas
betrieben der Nordostschweiz. Die Kilber wurden gruppenweise in Laufstillen auf Stroh gehalten
Die Fiitterung erfolgte mit Vollmilch oder Milchpulver. Zu Beginn der Mast und in wenigen Fallen
auch noch zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurde Medizinalfutter mit Zusitzen von Sulfonami-
den und Tetracyclinen eingesetzt. Die Kilber waren von den Tierhaltern als gesund beurteilt worder.
einige Tiere hatten jedoch etwas dinnen Kot. Eine weitere Gruppe (Gruppe 2) bildeten 61 Aufzucht
oder Mastkiilber im Alter von einigen Tagen bis 17 Wochen? aus verschiedenen Betrieben im Eir
zugsbereich der Klinik fiir Geburtshilfe und Gynikologie der Haustiere der Universitat Ziirich. Be
diesen Betrieben handelte es sich vorwiegend um kleinere bis mittlere Milchviehbestinde. Die Kalber
wurden grosstenteils einzeln, seltener in kleinen Gruppen, in Boxen auf Stroh gehalten. Die Fiitterun
erfolgte mit Vollmilch oder Milchpulver. Einige Kilber stammten aus grosseren Mastbetrieben. Si
wurden in Laufstillen in Gruppen von ungefihr zehn Tieren gehalten und mit Milchpulver gefiitter!
Alle Tiere der Gruppe 2 litten an Durchfall. Ein Teil von ihnen (ca. 40%) war vor der Untersuchun;
mit Antibiotika, Sulfonamiden, Spasmolytika, Styptika und Elektrolytlésungen vorbehandelt wor
den.

Untersuchungstechnik: Von jedem Tier wurde rektal eine Kotprobe (ca. 5-30 g) entnommen. Dit
Proben wurden unfixiert innerhalb von 4 bis 24 Stunden ins Labor transportiert und dort am Tag de
Einganges oder nach 1- bis 14tigiger Aufbewahrung im Kiihlschrank untersucht. Nach Angaben vor
Heine und Boch (1981) bleiben Cryptosporidien in Kotproben bei + 5 °C bis 12 Monate nachweisba"
Konnten die Proben nicht sofort verarbeitet werden, wurden sie bis zur Untersuchung bei — 18°C
tli;:fgefroren. Auch danach kénnen die Erreger in Ausstrichen identifiziert werden (Heine und Bodl

81).

Nach der von Heine (1982) beschriebenen Methode wurden von jeder zuvor durchmischten Kot

probe ca. 5 pl auf einem Objekttriger mit der gleichen Menge Karbolfuchsin (Merck Nr. 9215) m!

? Rassen: Schweizerisches Braunvieh, Simmentaler Fleckvieh, Schwarzfleckvieh, Ering"
Angus, Red Holstein und Kreuzungsprodukte.

4 Rassen: Schweizerisches Braunvieh, Simmentaler Fleckvieh, Schwarzfleckvieh sowie Einkrer
zungen.

Abb. la-lc: Cryptosporidien in Kotausstrichen bei verschiedenen Fiarbungen. _

Abb. Ta:  Karbolfuchsin-Farbung: Cryptosporidien (Qozysten und Sporozysten nicht unterscheld:
bar) sind als helle, rundliche Gebilde, zum Teil mit Einfaltungen der Oberflache (Pfeil) auf rote”
Untergrund sichtbar. -
Abb. 1b:  Giemsa-Firbung: Pfeil 1: Wahrscheinlich Sporozysten: blaulich gefirbt mit einem b’j
mehreren roten Innenkérperchen. Pfeil 2: Wahrscheinlich Oozysten: optisch leere Hofe. Untergrt™”
blau-violett.

Abb. Tc: Modifizierte Ziehl-Neelsen-Firbung: Cryptosporidien (Oozysten und Sporozysten nic
unterscheidbar) sind rot gefirbt. Untergrund griinlich.

il
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Hilfe einer Pripariernadel vermischt, anschliessend diinn ausgestrichen, luftgetrocknet und im Hell-
feld mikroskopisch untersucht (Okular: 10 X ; Objektive: 50 X und 100 X, Olimmersion). Konnten
nach Untersuchungszeiten von 5-10 Minuten keine Cryptosporidien (Oozysten bzw. Sporozysten)
nachgewiesen werden, so galt die Probe als «negativy. Bei einigen Proben kamen auch die Giemsa-
Firbung (Pohlenz et al., 1978) bzw. eine modifizierte Ziehl-Neelsen-Farbung (Henriksen und Pohlenz,
1981) zur Anwendung (Abb. 1 a—c, siehe auch Diskussion).

Ergebnisse

Von den 275 untersuchten Kilbern im Alter von einigen Tagen bis 17 Wochen
schieden 40 (14,5%) Entwicklungsstadien von Cryptosporidien im Kot aus.

Unter 214 Kdlbern ohne Durchfall (Tab. 1, Gruppe 1) waren 20 (9,3%) Ausscheider,
deren Anteil bei den bis zu 4 Wochen alten Tieren weitaus hoher war als bei den &lteren
Kilbern.

In der Gruppe von 61 Kélbern mit Durchfall (Tab. 1, Gruppe 2) schieden insgesamt
20 (32,8%) Cryptosporidien aus. Im Vergleich zur Gruppe 1 war in Gruppe 2 der Antell
der Ausscheider bei Kilbern im Alter von >4 bis 17 Wochen hoher.

Tabelle 1:  Ausscheidung von Cryptosporidien im Kot von Kilbern ohne bzw. mit Durchfall (ein-
malige Untersuchung)

Alter Anzahl Anzahl %
(Wochen) untersucht Ausscheider Ausscheider
Kilber ohne Durchfall:  Gruppe 1

1- 4 63 19 30,1
>4-17 151 1 0,7
Total 214 20 9,3
Kdlber mit Durchfall:  Gruppe 2

1- 4 46 18 39,1
>4-17 15 2 13,3
Total 61 20 32,8

Ta’geéle 2:  Altersverteilung der 40 Kilber mit Cryptosporidien-Ausscheidung aus den Gruppen ]
un

Alter Anzahl Anzahl %
(Wochen) untersucht Ausscheider Ausscheidef
0-1 7 0 0
>1-2 17 6 35,3
>2-3 17 10 58,8
>3-4 68 21 30,9

>4-17 166 3 1,8
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In Tabelle 2 sind die 40 Cryptosporidien-Ausscheider aus den Gruppen 1 und 2
nach genaueren Altersgruppen aufgeteilt. Bei dieser Auswertung zeigte sich, dassin den
Gruppen der > 1 bis 4 Wochen alten Kilber der hochste Prozentsatz von Ausscheidern
nachweisbar war. Bei Kiélbern in der ersten Lebenswoche wurden keine Cryptospori-
dien gefunden.

Diskussion

Bei der von uns angewandten Untersuchungsmethode nach Heine (1982) mit Kar-
bolfuchsin-Féarbung von Kotausstrichen stellen sich die Cryptosporidien als ca. 5 pm
grosse, rundliche, helle, stark lichtbrechende Gebilde mit undeutlicher Innenstruktur
auf rotem Untergrund dar (Abb. 1a). Differentialdiagnostisch sind Eimeria-Oozysten,
Giardia-Zysten und Helminthen-Eier zu beriicksichtigen. Diese sind nach den iiblichen
Kriterien identifizierbar und von Cryptosporidien leicht abgrenzbar. Hefepilze firben
sich mit Karbolfuchsin rot an und konnen daher nicht mit Cryptosporidien verwechselt
werden. Von gelegentlich im Kot vorkommenden ungefirbten Pflanzenteilen unter-
scheiden sich Cryptosporidien durch ihre konstante Grosse, runde Form, starke Licht-
brechung und das Vorhandensein eines zentral bis leicht exzentrisch gelegenen dunklen
Flecks oder auch von rinnenférmigen Einfaltungen der Oberfliche. Im Gegensatz zur
Giemsa-Firbung sind die Cryptosporidien in der Karbolfuchsin-Féirbung wegen ihres
deutlichen Kontrastes zum Hintergrund schon bei 500facher Vergrosserung leicht auf-
findbar. Fiir routinemissige Untersuchungen hat sich in unserem Labor die letzt-
genannte Methode gut bewihrt, da sie einfach und rasch durchfithrbar ist und sichere
Ergebnisse liefert.

Im Kot infizierter Tiere werden sowohl Sporozysten als auch Qozysten von
Cryptosporidien ausgeschieden (Brdndler, 1982). Eine Differenzierung dieser Stadien
soll mit der Giemsa-Farbung (Pohlenz et al., 1978) moglich sein: Cryptosporidium-Spo-
fozysten erscheinen als blauviolette, rund-ovale Gebilde mit feinen roten Granula.
Haufig sind sie von einem weissen Saum umgeben. Cryptosporidium-Oozysten nehmen
dagegen den Giemsa-Farbstoff nicht auf und sind daher als rundliche, optisch leere
Hofe mit Farbniederschligen auf der Membran oder angelagerten Bakterien erkennbar
(Abb. 1b). In der modifizierten Ziehl-Neelsen-Firbung (Henriksen und Pohlenz, 1981)
stellen sich die Cryptosporidien als leuchtend rote Gebilde auf griinem Untergrund
Sf_ihr deutlich dar (Abb. Ic). Ahnlich gute Bilder mit rot-orange gefarbten Cryptospori-
d%en auf blauem Untergrund liefert die Safranin-Methylenblau-Firbung, bei der Hefe-
Pilze und die meisten Bakterien blau angefarbt werden (Baxby et al., 1984).

Neben den direkten Ausstrich- und Firbemethoden koénnen zum Nachweis der
CWptosporidien Flotationsverfahren unter Verwendung verschiedener Flotations-
mechep eingesetzt werden (Lit. bei Tzipori, 1983).

Hinsichtlich der Nachweissicherheit der verschiedenen Methoden sind heute
ff)lgende Aussagen moglich: In der Untersuchung von Heine und Boch (1981) erwies
sich der Giemsa-gefirbte Ausstrich der Flotation mit Kochsalz-Losung (spez. Gewicht.
L4 g/em?) als leicht iiberlegen. Von 75 vergleichend untersuchten Kilberkotproben
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waren 38 im Ausstrichpriparat, jedoch nur 34 in der Flotation positiv. Willson und
Acres (1982) konnten hingegen bei experimentell infizierten Kélbern mittels Flotation
in Kaliumdichromat Cryptosporidien frither und iiber eine ldngere Zeit feststellen alsin
Kotausstrichen mit der Giemsa-Firbung. Heine (1982) verglich bei der Untersuchung
von Kotausstrichen die Fiarbung mit Karbolfuchsin mit der nach Giemsa. Wéhrend mit
der erstgenannten Methode unter 133 Kotproben von Rindern 61% Ausscheider ermit-
telt wurden, erfasste die Giemsa-Methode nur 54%.

Die geographische Verbreitung der Cryptosporidien scheint weltweit zu sein, da
Berichte iiber ihr Vorkommen aus zahlreichen Léndern vorliegen. Untersuchungen
iiber die Befallshiufigkeit zeigen, dass sie vor allem bei Kélbern in den ersten Lebens-
wochen zu finden sind. In der Bundesrepublik Deutschland wiesen Heine und Boch
(1981) unter 266 Kilbern im Alter von 1 bis 28 Tagen, die an Durchfall litten, 39,6%
Ausscheider nach, wihrend von 331 gleichaltrigen, gesunden Kilbern nur 13,7%
Cryptosporidien ausschieden. Unter 172 Kilbern im Alter von 2-28 Tagen fanden
Jungmann und Hiepe (1983) in der DDR 51% Ausscheider. In Belgien und Frankreich
wurden bei 10 von 95, in Dénemark bei 7 von 43 und in Ungarn bei 134 von 497 Kilbern
Cryptosporidien nachgewiesen (Lit. bei Boch et al., 1982). In der Schweiz fanden Nagy
und Pohlenz (1982) unter 132 Kéalbern mit Durchfall 28% Ausscheider, dagegen waren
bei 11 gesunden Kilbern keine Cryptosporidien nachweisbar. Auch in unserer Unter-
suchung war der Anteil der Cryptosporidien-Ausscheider bei Kilbern mit Durchfall
durchschnittlich hoher als bei gesunden Tieren.

In Experimenten gelang es, durch kiinstliche Infektion mit Cryptosporidien bei
Kiélbern Durchfall auszuldsen, und zwar auch dann, wenn andere enteropathogene
Keime (Escherichia coli, Rotavirus) als Erkrankungsursache sicher ausgeschlossen wer-
den konnten (7ziporiet al., 1980; Tzipori et al., 1983; Pohlenz, 1984, pers. Mitt.). Tzipori
et al. (1983) infizierten 22 Kilber im Alter zwischen 1 und 20 Tagen mit Cryptospori-
dien. Die Kilber waren in Isolatoren oder Isolierstallungen aufgezogen worden. Wih-
rend des Versuches konnten bei den Tieren weder enteropathogene Stimme von Esche-
richia coli noch Rotavirus und andere enteropathogene Keime nachgewiesen werden.
Die zur Inokulation verwendeten Cryptosporidien waren nachweislich keimfrei oder
sie enthielten nichtpathogene Fikalbakterien. In diesen Experimenten erkrankten nach
einer Inkubationszeit von 2-7 Tagen 19 der 22 infizierten Kilber fiir zwei bis 10 Tage.
davon einige schwer. Die Hauptsymptome waren Mattigkeit, Anorexie, Durchfall
wechselnder Intensitit, Abmagerung und bei einigen Tieren Dehydratation. Bei def
Sektion 4 bis 19 Tage nach der Infektion wurden folgende Hauptveranderungen gefun-
den: Erweiterter, mit Fliissigkeit gefiillter, hyperdmischer Diinndarm, gashaltiges
Zikum mit diinnem Kot und dédematdse Mesenteriallymphknoten. Cryptosporidien
waren bei allen Tieren im hinteren Diinndarm vorhanden, bei einigen auch im Duode:
num sowie im Zakum und Kolon. Die Schleimhautverinderungen waren im Ileum anm
ausgepragtesten. Sie bestanden in einer Verkiirzung und Schwellung der Zotten sowle
mehr oder weniger zahlreichen Zottenfusionen. Die betroffenen Zotten sowie die L&
mina propria der Darmschleimhaut wiesen eine unterschiedlich starke zellige Infiltrd
tion auf. Die membrangebundene Laktaseaktivitit des Diinndarmes war stark vermil
dert. Von anderen Autoren wird auch Verlust von Mikrovilli, Kraterbildung sowie die
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Verbreiterung der interzelluldren Zwischenrdume beschrieben. Pathogenetisch sind
diese Verdnderungen Voraussetzungen fiir Malabsorption. Diese Daten zeigen, dass
Cryptosporidien per se bei Kélbern Durchfall verursachen konnen. Dies schliesst je-
doch nicht aus, dass andere Erreger gleichzeitig am Durchfallgeschehen beteiligt sind.
Bei Kélbern wurden wiederholt Mischinfektionen durch Cryptosporidien, enteropa-
thogene E. coli-Keime sowie Rota- und Coronavirus gefunden (Pohlenz et al., 1978;
Snodgrass et al., 1980; Nagy und Pohlenz, 1982). Gegen Cryptosporidien wirksame
Medikamente sind noch nicht bekannt. Hinsichtlich der niheren Bedeutung der
Cryptosporidien fiir den Menschen sei auf die Literatur verwiesen (Henkel, 1983;
Eckert, 1984; Navin und Juranek, 1984).

In bezug auf die Prophylaxe sei erwiahnt, dass nach dem heutigen Kenntnisstand
die Infektion relativ leicht von Kilbern auf Menschen (Tierpfleger, Tierbesitzer, Tier-
irzte) ibergehen kann (Current et al., 1983). Daher sollten beim Umgang mit Durch-
fallkélbern und anderen potentiellen Ausscheidern sowie auch bei der Untersuchung
von Kotproben in Labors die notwendigen Hygienemassnahmen eingehalten werden.

Zusammenfassung

Mit Hilfe einer direkten Ausstrichmethode mit Karbolfuchsinfirbung wurden Kotproben von
215 Kélbern im Alter von 1 Tag bis 17 Wochen aus 47 Bestéinden der nord-6stlichen Schweiz einmalig
auf Cryptosporidien untersucht. Von der Gesamtzahl der Tiere schieden 40 (14,5%) Cryptosporidien
aus. Von 61 Kilbern mit Durchfall waren 32% Ausscheider im Vergleich zu 9% von 214 Tieren ohne
Klinische Erscheinungen. Die Befallshaufigkeit mit Cryptosporidien war in der Altersgruppe von > 1
bis 4 Wochen am héchsten.

Résumé

ATaide d’'une méthode directe de frottis colorés au carbol-fuchsine, les féces de 275 veaux, agés
deljoura 17 semaines et appartenant 447 exploitations du nord-est de la Suisse, ont été soumises 4 un
txamen unique en vue de détecter la présence de cryptosporidies. Sur le nombre total des animaux, 40
(soit le 14,5%) excrétaient des cryptosporidies. Sur 61 veaux souffrant de diarrhée, 32% étaient excré-
teurs, alors que sur les 214 animaux sans symptdmes cliniques, il n’y en avait que 9%. La fréquence de
‘Iyptosporidiase se révéla étre maximale dans la classe d’age de > 1 4 4 semaines.

Riassunto

_Per mezzo di strisci colorati con carbolfuchsina vennero esaminate le feci di 275 vitelli nell’eta da
un glornoa 17 settimane, appartenenti a 47 aziende della Svizzera nord-orientale per la ricerca di crip-
osporidi. Sulla totalita degli animali ben 40 (14,5%) eliminarono criptosporidi. Su 61 vitelli con
d}arrge} 1132% erano eliminatori in contrapposizione al 9% senza sintomi clinici. La maggior parte dei
Vitelli infettati da criptosporidi si situd nel gruppo d’eta fra >1 e 4 settimane.

Summary

. 17Usmg adirect smear technique and carbolfuchsin staining, faecal samples fror_n 275 calves, 1 day
ence V;eeks of age, .ke'pt on 47 different farms in north-east Switzerland were examined once for pres-
ridi Ol cryptosporidia. Of the total number of animals, 40 (14,5%) were found to excrete Cryptospo-

3. Among 61 calves with diarrhoea, the percentage of excretors was 32% as compared with 9% in

>Mi aamdmjls without clinical symptoms. The extent of infection was highest in the age group between
nd 4 weeks.
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