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Mikrosporidien sind obligat intrazellulére Parasiten, die bei Wirbeltieren und Wirbellosen vor-
kommen und insbesondere bei Insekten und Fischen weit verbreitet sind. Sie sind primitive
eukaryotische Organismen ohne Mitochondrien und mit Ribosomen, die denen von Prokaryo-
ten ahnlich sind (2). Typisch fur alle Mikrosporidien ist ein Polarfaden, der an einer Haftschei-
be befestigt ist und beim Kontakt mit der Wirtszelle ausgeschleudert wird. Durch diesen Pol-
arfaden gelangt das Sporoplasma mit dem Kern in die Wirtszelle, wo nach einem merogonia-
len Stadium die Sporogonie erfolgt. Die infektidsen Stadien sind widerstandsfahige Sporen, die
im feuchten Milieu ein bis mehrere Jahre uberleben kénnen. Die Sporen der humanpathoge-
nen Arten sind oval oder elliptisch und nicht grofer als 5 um. Die Sporenwand setzt sich aus
einer proteinhaltigen duferen Schicht, der Exospore, und einer inneren chitinhaltigen Endo-
spore zusammen. Die Wand umschlief3t das Zytoplasma, den Kern und einen Extrusionsappa-
rat. Dieser besteht aus einem hohlen Polarfilament, das in der posterioren Halfte der Spore
aufgewunden ist und uber ein gerades Stiick mit einer Haftscheibe verbunden ist. Die Anzahl
der Polarfilamentwindungen ist ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung der Mikrospori-
dienarten. Von den Uber 100 Gattungen wurden bisher sechs beim Menschen beschrieben
(Tab. 1).

Die Erstbeschreibung einer humanen Mikrosporidien-Infektion erfolgte 1959 in Japan. Bei
einem 9jahrigen Knaben mit neurologischen Symptomen wurden aus dem Liquor und aus
dem Urin Sporen von Encephalitozoon sp. isoliert (8). 1985 erfolgte in Frankreich von MobiG-
LIANI et al. (10) die Erstbeschreibung einer Mikrosporidien-Infektion bei einem AIDS-Patienten
mit chronischen Durchféllen. Die Erreger wurden mittels Biopsie in den Enterozyten des
Dinndarmes nachgewiesen und von DESPORTES et al. (5) als Enterocytozoon bieneusi be-
schrieben. In den letzten Jahren wurde mehrfach von Enterocytozoon-Infektionen bei AIDS~
Patienten mit chronischen Durchféllen und Gewichtsverlust berichtet. 1990 gelang erstmals
die Darstellung sowie eine lichtmikroskopische Beschreibung dieser Erreger im Stuhl der Pa-
tienten (6). In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, das Vorkommen von Enterocytozoon-
Infektionen in Osterreich zu untersuchen; im Vordergrund stand dabei die Erregerdiagnostik
aus dem Stuhl von AIDS-Patienten mit chronischen Durchfallen.
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Tabelle 1:

Mikrosporidien beim Menschen (nach Canning E. U,, 1992)

Arten

Lokalisation

Pathogenese

Sporenmerkmale

Nosema connori

Nosema corneum
Nosema ocularum
Encephalitozoon cuniculi
Encephalitozoon hellem
Encephalitozoon species

Encephalitozoon like sp.
Microsporidium ceylonensis

Microsporidium africanum
Pleistophora species

Enterocytozoon bieneusi

generalisiert

Hornhaut
Hornhaut

generalisiert, bes.
Leber, Gehirn, Niere

Hornhaut- und Bindehaut-
epithel

Nasales, Hornhaut- und
Bindehautepithel

Darmwand; Epithel
Hornhaut

Hornhaut
Skelettmuskelfasern

Dunndarmenterozyten,
Papilla, extrahepatitischer
Gallengang

fulminant, todlich

unilaterale sklerosierende Keratitis

Hornhautgeschwdr, ,Schleiersehen”
(AIDS)

Hepatitis, Peritonitis (AIDS)
Krampfe

Bilaterale punkt. Hornhauttribung
(AIDS)

Bilaterale Konjuntivitis und
nasale Obstruktion (AIDS)

nicht gesichert (AIDS)
Hornhautnarbe, Granulation

unilaterale nekrolisierende Keratitis
Myositis

Chronische Durchfalle
(sekretorisch), sklerosierende
Cholangitis (AIDS)

4-45%2-25um
11 Polarfaden-
windungen (PFW)

3,7 % 1 ym
6 PFW

3 x5 pm
9 - 11 PFW

25-32x%x12-16um
4,5 - 6 PFW

2-25%x1-15um
6 - 8 PFW

1,7 - 1,8 x 0,8 um
5 - 6 PFW

nicht beschrieben
3,5%x 1,5 ym

PFW nicht bekannt
45-5x25-3um
11 - 13 PFW

2,8 %32 -34um
11 PFW
1-1,6x09 um

5 -6 PFW

Material und Methodik

Ergebnisse und Diskussion

Von Februar bis August 1992 wurden 23 Stuhlproben von AIDS-Patienten mit ungeklarten
chronischen Durchféllen mittels Transmissionselektronenmikroskop (TELMI) nach Sporen von
Enterocytozoon bieneusi untersucht. Die Stuhlproben wurden nach Anreicherung in gesattig-
ter NaCl-Losung fur 24 Stunden in 4% Glutaraldehyd fixiert, in 0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,2)
ausgewaschen und mindestens eine Stunde in OsO, nachfixiert. Nach erneutem Waschen
wurden die Proben Uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert, in Propylenoxid und Pro-
pylenoxid-Epon-Gemische eingebracht und schlieflich in Epon eingebettet. Ultradiinnschnitte
wurden mit Uranylazetat (30 min) und mit Bleizitrat (30 sec) kontrastiert. Die Untersuchungen
erfolgten an einem Zeify EM9.

Von August bis Dezember 1992 wurden weitere 52 Stuhlproben von AIDS-Patienten, sowie
20 Proben von immunkompetenten Patienten mit chronischen Durchféllen lichtmikroskopisch
nach Sporen von Enterocytozoon bieneusi untersucht. Hierzu wurden die Stuhlproben auf
Objekttrager ausgestrichen, mit Calcofluor (Fungi-Fluor, Polysciences, Inc. Washington) gefarbt
(1) und im Fluoreszenzmikroskop (x 1.250; Filter: 360 nm) untersucht. Proben mit fluoreszie-
renden 1 - 1,6 um grofsen Sporen wurden zuséatzlich in der Giemsafarbung und anschliefend
mittels Transmissionselektronenmikroskop bestatigt.

In vier von insgesamt 73 (5,5%) untersuchten Stuhlproben von AIDS-Patienten mit chroni-
schen Durchféllen konnten wir Sporen von Enterocytozoon bieneusi nachweisen. Eine Probe
war in der ersten Untersuchungsserie im TELMI positiv. Alle anderen positiven Proben wur-
den in der Calcofluorfarbung nachgewiesen und mittels Giemsafarbung sowie anschiieRend
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im TELMI bestatigt (Abb. 1). Die Stuhlproben von 20 immunkompetenten
Patienten mit chronischen Durchfallen waren negativ.

1 Nach der Erstbeschreibung von Enterocytozoon bieneusiim Jahr 1985
\ folgten weitere Fallberichte Uber Enterocytozoon-Infektionen bei AIDS-
| Patienten mit chronischen Durchfallen aus den USA und GroRbritannien
(3, 4, 6, 12). Grofsere Untersuchungsserien wurden erstmals 1987 von Lu-
cAs et al. (7) in Uganda durchgefiihrt: von 77 untersuchten AIDS-Patienten
waren funf (6,5%) positiv. Eine hohere Durchseuchungsrate mit 20 positi-
ven Proben von 67 (30%) fanden ORENSTEIN et al. (11) 1989 in den USA so-
wie RIJPSTRA et al. (13) mit drei von zehn und SCHATTENKERK et al. (15) mit
15 von 55 (27%) in Holland (Tab. 2). 1991 gelang ULLRICH et al. (2) in der
BRD erstmals der Sporennachweis bei einem AIDS-Patienten (von 23 un-
tersuchten). Der Nachweis bei all diesen Untersuchungen erfolgte immer
im Biopsiematerial mittels Transmissionselektronenmikroskop.

Lange Zeit war dies die einzige Moglichkeit zur Mikrosporidiendiagno-
stik. Da diese invasive Untersuchungsmethode daruberhinaus sehr zeit-
und kostenintensiv ist, versuchten VAN GooL et al. (16) Sporen von Ent-
erocytozoon im Stuhl nachzuweisen. Verschiedenste Farbemethoden
wurden ausgetestet und erste umfangreiche Untersuchungen von WEBER
et al. (17) 1992 in den USA mittels Trichromfarbung durchgefithrt. Es
konnte gezeigt werden, dafs bei jenen Patienten, bei denen eine Mikro-
sporidien-Infektion mit Biopsiematerial elektronenmikroskopisch nach-
gewiesen wurde, Sporen von Enterocytozoon bieneusi auch im Stuhl
lichtmikroskopisch und ohne Anreicherung zu finden sind. Probleme er-
geben sich jedoch nicht nur durch die geringe Grofe der Sporen (max.
1,6 um), sondern auch durch ihr schlechtes Farbeverhalten. Bei unseren
Untersuchungen hat sich die Fluoreszenzdarstellung mittels Calcofluor als
erster Suchtest gut bewéahrt. Der Farbstoff bindet sich an die chitinhaltige
Schicht der Sporenwand, die sich allerdings erst am Ende der Sporenrei-

Abbildung 1:

Spore von Enterocytozoon bieneusi
Polarfaden (Pfeil) 57.500 x
(Verkleinerungsfaktor der Abb.:
75%)

Zusammenfassung

fung ausbildet. Daher fluoreszieren unreife Sporen nur sehr schwach, und
es mufd auf zusatzliche Farbemethoden zurtickgegriffen werden. Als am
geeignetsten erwies sich in unseren Untersuchungen die Giemsafarbung wobei hier innere
Sporenstrukturen wie Zellkern oder Vakuole klar zu erkennen und somit die Sporen auch
leichter von Bakterien zu unterscheiden sind.

Mit der vorliegenden Arbeit werden erstmals Enterocytozoon-Infektionen in Osterreich
beschrieben. Die Ergebnisse bestatigen das vermehrte Auftreten von Enterocytozoon bieneusi
bei AIDS-Patienten mit chronischen Durchfallen, und daR der lichtmikroskopische Nachweis
von Sporen aus dem Stuhl der Patienten moglich ist. Damit kann auf invasive und teure diag-
nostische Methoden verzichtet werden. Wegen der unterschiedlichen Reifestadien der Sporen
muf fir die lichtmikroskopische Darstellung neben der Calcofluorfarbung zusatzlich die
Giemsafarbung als Bestatigungstest verwendet werden. Solange die Erregerdiagnostik nicht
durch serologische Verfahren unterstuzt werden kann, sollte jedoch die lichtmikroskopische
Diagnostik nur von Laboratorien mit guten Erfahrungen durchgefuhrt werden.

Enterocytozoon bieneusi, ein neues Protozoon aus dem Stamm der Mikrosporidia, wurde in
den letzten sieben Jahren in Amerika, Afrika und Europa bei ca. 100 AIDS-Patienten mit chro-
nischen Durchfallen und Gewichtsverlust beschrieben. Die Diagnose wurde in den meisten
Fallen mittels elektronenmikroskopischer Untersuchung von Diinndarmbiopsien durchgefthrt.
In der vorliegenden Arbeit wurden Stuhlproben von 73 AIDS-Patienten, sowie von 20 immun-
kompetenten Patienten mit ungeklarten chronischen Durchféllen im Lichtmikroskop (x 1.250)
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belle 2:

Nachweis von Enterocytozoon bieneusi-Infektionen bei AIDS-Patienten

Autor
[Land]

MODIGLIANI et al.,, 1985 [F]
DOBBINS et al., 1985 [USA]
OWEN et al., 1987 [USA]
RIJPSTRA et al., 1987 [NL]
CANNING et al., 1988 [GB]
CURRY et al,, 1988 [GB]
LUCAS et al., 1989 [Ugandal
ORENSTEIN et al., 1989 [USA]
MICHIELS et al,, 1991 [F]
SCHATTENKERK et al, 1991 [NL]
ULLRICH et al, 1991 [BRD]
WEBER et al,, 1992 [USA]

REINTHALER et al., 1992 [A]

Anzahl Diagnostik
pos./unters.
Material TELMI* LM**
1 Biopsie + n. u
1 Biopsie + n. u
1 Biopsie + n. u.
3710 Biopsie + + (Glemsa)
1 Biopsie + . u.
1 Biopsie + n. u
5777 (6,5%) Biopsie + n u.
20 / 67 (30%) Biopsie + n. u
3 Biopsie + n. u
15/ 55 (27%) Biopsie + + (Giemsa)
1/23 Biopsie + nou
6 / 27 chron. Diarrhoen Stuhl + + (Trichrom)
0 / 42 akute Diarrhoen
0 / 65 ohne Diarrhoen
4/ 73(55%) Stuhl + + (Calcofluor
0 / 20 (immunkompetent) u. Giemsa)

*

%

Transmissionselektronenmikroskop

Lichtmikroskop

Schliisselworter

Summary

Key words

mittels Calcofluor und Giemsafarbung untersucht. Positive Proben wurden im Transmissions-
elektronenmikroskop bestatigt. Sporen von Enterocytozoon bieneusi wurden in vier von 73
(5,5%) Stuhlproben von AIDS-Patienten und in keiner Probe von immunkompetenten Patien-
ten nachgewiesen. Mit den vorliegenden Untersuchungen wurden das erste Mal Sporen von
Enterocytozoon bieneusi bei AIDS-Patienten in Osterreich nachgewiesen. Dariiberhinaus
konnten wir bestatigen, daf’ mittels Calcofluor- und Giemsafarbung der Nachweis lichtmikro-
skopisch aus Stuhlproben maoglich ist und damit auf invasive Untersuchungsmethoden ver-
zichtet werden kann.

Enterocytozoon bieneusi, Mikrosporidien, AIDS, diagnostische Methoden.

Epidemiology and diagnosis of microsporidia
(Enterocytozoon bieneusi) in AIDS patients

Enterocytozoon bieneusi, a newly identified species of the phylum of protozoa, Microspora,
has been reported to be associated with chronic diarrhea accompanied by weight loss in
about 100 AIDS patients in the United States, Europe and Africa. Diagnosis has been based in
most cases solely on the ultrastructural identification of this small, intracellular parasite in
bowel biopsies. In our investigation, stool samples from 73 AIDS patients and 20 from im-
munecompetent patients with chronic diarrhea and with no other pathogens identified were
studied by light microscopy (x 1,250) both with Calcofluor stain (under blue light fluorescence;
360 nm) and Giemsa stain. Positive samples were confirmed by transmission electron micros-
copy. Spores of Enterocytozoon bieneusi were diagnosed in 4 out of 73 (5.5%) AIDS patients
but in none of 20 immunecompetent patients with chronic diarrhea. Our findings are the first
detection of Enterocytozoon bieneusi infections in AIDS patients in Austria. Furthermore we
can confirm that the above testing of stool using Calcofluor and Giemsa stain techniques in
light microscopy would confer the diagnosis of intestinal microsporidiosis and could even
waive the need for invasive techniques.

Enterocytozoon bieneusi, Microsporidia, AIDS, diagnostic methods.
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