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neoformans in künstl ich i nfiziertem Sand und i n  künstl ich infizierter Garten­

erde unter Außenweltbedingungen*) 

EMILJE WEILAND 

Die Oberlebensdauer von Cryptococcus neoformans (Cr. n.) in natürlich belebtem 
Erdboden ist von großer Bedeutung für die Epidemiologie der Kryptokokkose. Quan­
titative Untersuchungen zur Oberlebensdauer von Cr. n. unter Außenweltbedingungen, 
die nach der uns zugänglichen Literatur bisher nicht vorliegen, wurden mit dem Ziel 
durchgeführt, zur Klärung der nicht einheitl ich beurteilten Rolle von Erde in der K rypto­
kokkenepidemiologie (Literatur bei BöHM u. Mitarb., 1 969) beizutragen. 

Nachdem STAIB ( 1 963) große Widerstandsfähigkeit von Cr. n .  gegen Austrocknung und 
hohe Temperaturen und jahrelange Oberlebensdauer an sterilem Sand unter Laborbedin­
gungen nachweisen konnte, interessierte, ob unter Bedingungen der Außenwelt (Tempe­
ratur- und Feuchtigkeitsschwankungen während verschiedener Jahreszeiten) in unsteriler 
Gartenerde und parallel in nährstoffarmem, ebenfalls unsterilem Sand die gleichen 
Phänomene beobachtet werden könnten. 

Da die Ursache der großen Austrocknungsresistenz in der starken Schleimkapsel von 
Cr. n. vermutet wird (STA JB ,  1 963 ) ,  sollte der Einfluß dieses Merkmals auf die Ober­
lebensdauer unter Außenweltbedingungen durch Verwendung eines stark und eines 
schwach bekapselten Stammes von Cr. n.  geprüft werden. 

Eigene Untersuchungen 

Für die folgenden Untersuchungen wurden die Cr.n.-Stämme 43 a und 6 verwendet, di.e beide 
aus Taubenkot isoliert worden waren. Bei Cr.n. 43 a handelt es sich um den nahezu unbekapselten 
Stamm, bei Cr.n. 6 um den stark bekapselten. Die Anzucht von Cr.n. 43  a erfolgte auf Negersaat­
Kreatinin-Antibiotika-Diphenyl (NKAD)-Agar, die Anzucht von Cr.n. 6 dagegen zur besonderen 
Stimulierung der Kapselbildung auf kreatininhaltigem Assimilationsagar (BÖHM, 1 967). 

Als Substrat, dem die Cr.n.-Stämme zugemischt wurden, dienten humusreiche Gartenerde aus 
einer Gärtnerei und zum anderen Sand aus Heidelandschaft. 

Insgesamt wurden acht Versuchsgruppen angesetzt. In der ersten Gruppe wurden der Garten­
erde eine Million Cr.11.-Zellen des Stammes 43 a je Gramm zugemischt ; in der zweiten Gruppe 
wurden der Erde 100 000 Cr.n . - Zellen des gleichen Stammes je Gramm zugemischt. Die dritte 
Gruppe bestand aus einem Gemisch von Erde und einer Million Cr.n.-Zellen des Stammes 6 je 
Gramm. Die vierte Gruppe entsprach im Ansatz der dritten und enthielt abweichend nur 1 00 000 
Cr.n.-Zel len von Stamm 6 je Gramm. Die fünfte bis achte G ruppe un terschieden sich von den ersten 
vier Gruppen lediglich im Substrat. Anstelle von Erde wurde hier Sand verwendet. 

Da eine direkte Zumi schung der frischen Kryprokokkcnkultur zu Erde bzw. Sand aufgrund der 
Klebrigkeit der Sproßpilze keine homogene Verteilung innerhalb der Proben ergeben hätte, wurden 
die von den oben angegebenen Nährböden mit Hi lfe eines Spatels abgenommenen Kryprokokken 
mit sterilem Seesand im Mörser innig vermischt und über 72 Stunden lang im Brutschrank an die 
Seesandkörner angctrocknet. Nach Feststellung des Gehalts an vermehrungsfähigen Kryprokokken 
in diesem Gemisch unter Anwendung des weiter unten beschriebenen Verfahrens erfolgte die Ein­
stellung eines Sproßpilzgehalts von rund 1000 Mill ionen bzw . 1 00 Mill ionen Keimen/g durch Ver-

':) Die Untersuchungen wurden dankemwerterweise durch Mittel des Bundesministers für Ernäh­
rung, Landwirtschaft und Forsten gefördert. 
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dünnen mit sterilem Seesand. Anschl ießend wurden trockene Erd- und Heidesandproben mit den 
an Seesand angetrockneten Sproßpilzen in Kunststoffflaschen intensiv durch ungefähr vier Minuten 
dauerndes, kräftiges Schütteln gemischt. Zu 990 g Erde bzw. Heidesand wurden jeweils 10 g des 
angetrocknete Kryprokokken enthaltenden Seesandes zugewogen. Als Versuchsgefäße für die Pro­
bengemische dienten Blumentöpfe, die in einem bodenlosen nach oben durch ein Drahtgitter abge­
deckten Kasten in einem Gartengelände untergebracht wurden. Für jede Versuchsgruppe wurden 
1 2  Töpfe eingesetzt und im Boden der Versuchsanlage e ingesenkt. 

Rückzüchtungsversuche wurden erstmals unmittelbar nach dem Ansatz der Gemische durchge­
führt. S ie  dienten der Kontrolle, ob die berechnete Cr.n.-Menge mit den Nachweismethoden erfaßt 
würde. Die 2. Kontrolle erfolgte zehn Tage nach Beginn der Untersuchungen. Weitere Kontrollen 
folgten nach ein, zwei, drei, vier, sechs, acht, zehn, zwölf und achtzehn Monaten. 

Die Untersuchung von Proben auf den Gehalt an vermehrungsfähigen Kryprokokken wurde auf 
folgende Weise vorgenommen : Aus jeder Versuchsgruppe wurden während der ersten beiden Prü­
fungen je zwei Töpfe, bei den folgenden je  e in Topf untersucht, wobei aber zwei Proben entnom­
men wurden. Bei der Probengewinnung wurden Anteile von der Oberfläche, der Mine und der 
Tiefe der Töpfe in einem sterilen Mörser vermischt. Unter Verwendung eines Grammes dieser 
Gemische wurde mit einer Ant ibiotika enthaltenden physiologischen NaCl-Lösung (BÖHM und 
Mitarb., 1 967) eine Verdünnung von 1 : 1 0  hergestellt. A nschließend wurde dieser Ansatz drei 
Stunden in einem Schünelapparat gemischt. Nach kurzfristigem Absitzenlassen der groben Bestand­
teile wurde vom Ober�tand eine geometrische Verdünnungsreihe angesetzt, die anfangs bis zm 
Verdünnung 1 0-10 geführt wurde, später bis zu 1 0-{i beziehungsweise 1 0-3. Von jeder Verdün­
nungsstufe wurden je  0,2 ml auf zwei NKAD-Agarplatten ausgespatelt. Parallel wurden Anti­
biotika-Diphenyl-haltige Bierwürze mit  0,2 m l  jeder Verdünnung beimpA: und zusätzlich zwei 
Labor mäuse (Stamm NMRI/Han) mit je 0,5 ml jeder Verdünnung i ntraperironeal infiziert. 

Die weitere Bearbeitung der Kultu ren und die Auswertung des Tierversuchs, erfolgte in der von 
BöHM und Mitarb. ( 1 967) angegebenen Art.  
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Abb. 1 :  Oberlebensdauer von Cr. n. 6 in Erde und Sand 

!:,, !:,, Cr. n. 6 111 Erde mit Anfangsgehalt an Cr. n .  von ca.  1 Mill ./g 
0 0 Cr. n. 6 111 Erde ITi l t  Anfangsgehalt an Cr. n .  von ca.  1 00 000/g 
• • Cr. n. 6 111 Sand mit  Anfangsgehalt an Cr. n. von ca. 1 Mill ./g 
• & Cr. n. 6 lll Sand mit  An  fang�gehalt an Cr. n .  von ca.  1 00 000/g 
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Ergebnisse 

Die Erstkontrolle der Cr. n.-Sand bzw. Cr. n.-Erdgemische, die u nmittelbar im An­
schluß an die Herstellung erfolgte, ergab, daß der Cr. n.-Gehalt in der vorgesehenen Grö­
ßenordnung nachweisbar war. 

Bei beiden unterschiedlich bekapselten Cr. n. -Stämmen erfolgte rapide Abnahme der 
Zahl vermehrungsfähiger Kryptokokken von einigen Mil lionen bzw. 100 OOOen auf 
Werte um 1 000/g bereits innerhalb der  ersten beiden Beobachtungsmonate (vgl. Abb.  1 
und 2) .  Die Anzahl der vermehrungsfähigen Kryptokokken war bei Cr. n. 6 u nabhängig 
von der zugemischten Zellzahl und dem verwendeten Ausgangsmateri a l  nach zwölfmona­
tiger Versuchsdauer auf unter 1 00 Zellen pro Gramm Probe gesunken. Der Verlauf der 
Abnahme der Zellzahlen ist i n  Abbildung 1 dargestellt. Die Kryptokokkenzahlen sind 
auf der Ordinate aufgetragen. Auf der Abszisse ist die Versuchsdauer in Monaten an­
gegeben .  Die Anzahl der i n  den Kurven aufgetragenen Symbole entspricht der Anzahl der 
durchgeführten Untersuchungen. 
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Abb. 2 :  Überlebensdauer von Cr. n .  43 a in Erde und Sand 

6 Cr. n .  43 a in Erde mit Anfangsgehalt an Cr. n .  von ca. 

0 Cr. n .  43  a m Erde mit Anfangsgehalt an Cr. n. von ca. 
• Cr. n .  43  a 111 Sand mit Anfangsgehalt an Cr. n. von ca. 

Ä Cr. n .  43 a in  Sand mit  Anfangsgehalt an Cr, n .  von ca. 

1 Mill ./g 
1 00 000/g 
1 Mill./g 
100 000/g 

Bei Cr. n. 43 a (vgl. Abb. 2) verminderte sich die Menge an vermehrungsfähigen Kryp­
tokokken in Sand innerhalb der ersten zwölf Beobachtungsmonate ebenfalls auf unter 
1 00 Zellen je Gramm Material .  In Erde dagegen lagen die Cr. n.-Zellzahlen bei den ein 
Jahr nach Versuchsbeginn durchgeführten Rückzüchtungsversuchen bei ungefähr 300 (Ver­
suchsgruppe mit Anfangsgehalt an Cr. n. von 1 00 000/g) bzw. bei 3000 (Anfangsgehalt a n  
Cr. n .  eine Mill ion/g) pro Gramm Probe u n d  übertrafen damit d i e  zwei Monate zuvor 
festgestellten Werte. 
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Achtzehn Monate nach Beginn der Untersuchungen w iesen die Cr. n .-Sand- bzw. Cr. n.­
Erdgemische keine vermehrungsfähigen Kryptokokken mehr auf. 

Während der ersten zwölf Beobachtungsmonate (Mai 1 968 bis Mai 1969) herrschten 
folgende Witterungsbedingungen''·) : 

Die Durd1schnittstemperaturen lagen bei 1 6 °  C im Mai und bei 2 2 °  C im Juni und Juli ,  bei 
23 ° C im August. 

Die höchsten Werte lagen bei 29,9 ° C. Die t iefste Durchschn ittstemperatur herrschte mit 0,6 ° C 
i m  Dezember. Der t iefste Wert in Erdbodennähe (Februar 69) betrug - 1 7,9 ° C. I nsgesamt wurden 
im Winrer 1 968/69 1 04 Frosttage mit einem Temperatur-Minimum unter 0° C registriert. 

Die durchschn ittliche Niederschlagshöhe pro Beobachtungsmonat bewegte sich innerhalb des 
ersten Jahres zwischen 1 5 ,2 und 86, 1  mm. Im 2. Beobachtungsjahr wurden extremere K l imaver­
hältnisse nachgewiesen. Es wurden Temperaturen bis zu 33 ° C gemessen, die Anzahl der Sommer­
tage m i r  25 ° C und mehr übertraf das langjä hrige Mirrel. Die iederschlagshöhe lag im Juni mir 
106 m m  ungewöhnlich hoch. 

Besprechung 
Nach der bisher mit Nachdruck vertretenen Ansicht (EMMONS, 1 955  und 1960 ;  AJELLO, 

1 958 )  wird in Erde der primäre Standort von Cr. n .  i n  der Natur gesehen. Von hier soll 
es sekundär, z . B. durch Windbewegung von an Erde angetrockneten Kryptokokkenzellen 
zur Besiedlung von Taubenkot kommen, der als optimaler Nährboden für Cr. n .  an­
gesehen wird. Trotz dieser Vorstellungen, die sich auf zahl reiche I sol ierungen von Cr. n. 
aus Erde stützen (Literaturangaben siehe bei BöttM und Mitarb„ 1 969) ,  liegen bisher keine 
quantitativen Un tersuchungen über die Widerstandsfähigkeit von Cr. n. unter Außenwelt­
bedingungen in natürl ich belebter E rde vor. 

Aufschlüsse darüber, ob es sich bei Cr. n .  um einen Erdbodensaprophyten handelt, der 
sich unter natürlichen Bedingungen der Außenwelt vermehren kann, sind nur aus quanti­
tativen Untersuchungen zu gewinnen. 

Ober qualitative Untersuchungen zur Oberlebensfähigkeit von Cr. n .  in Erde und Sand 
wi rd verschiedentlich berichtet. So wies STAIB ( 1 963 )  noch nach 480 Tagen lebensfähige 
K ryptokokken in ki.instl ich infiz iertem Sand und künstlich infizierter Erde nach, die im 
Anschluß an die Infektion mit Kryptokokken im Labor aufbewahrt wurden. Die Re­
isolierung aus Erde gelang jedoch nur in Proben, die vor der Infektion mit Cr. n.  steri l i­
siert worden waren. Im sonnengetrocknetcn Flußsand betrug die Oberlebensdauer von 
Cr. n.  nach SEELIGER und STAIB ( 1 966) über drei Jahre. SMrTH u.  Mitarb. ( 1 964) wiesen 
in experimentell mit Cr. n. infizierter, zuvor steri l is ierter Erde nach einjähriger Aufbe­
wahrung des Kryptokokken-Erdgemisches bei Zimmertemperatur noch mäusepathogene 
Kryptokokken nach. 

SwATEK und Mitarbeiter ( 1 967) konnten Cr. n. über zwei Jahre aus natürlich infizierten 
Erdproben isolieren. McDoNOUGH und Mitarb. ( 1 966) hatten Cr. n. drei Jahre lang regel­
mäßig im Staub e ines Wegrandes nachgewiesen, der in der Nähe von Taubenschlägen lag. 

Mit Ausnahme der zuletzt zit ierten Untersuchung, in der vermutl ich der jahrelange 
Cr. n .-Nachweis durch Reinfektion des Geländes mit Cr. n.-haltigem Taubenkot erfolgte, 
wurden alle Untersuchungen an im Labor aufbewahrten trockenen Proben durchgeführt, 
wo Cr. n. aufgrund seiner Austrocknungsresistenz jahrlang überlebensfähig blieb. Der Ein­
fluß verschiedener, wechselnder Witterungsfaktoren, insbesondere der Feuchtigkeit, blieb 
unberücksichtigt. Die zudem an s t e r  i 1 i s i e  r t e n Erd- oder Sandproben erhobenen 
Befunde sind für die Klärung der oben ausgeführten epidemiologischen Fragestellung von 
eingeschränkter Bedeutung, da in einem natürlich belebten Milieu völlig andere Verhält-

'') entnommen aus den Monatstabellen flir K l imahauptstationen des Deurschen Wetterdienstes der 
Station Hannover-Flughafen 
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nisse herrschen. Hier ist der Sproßpilz den Einflüssen tierischer und pflanzlicher Mikro­
organismen ausgesetzt, die ihn z . B. durch ihre Stoffwechselprodukte schädigen können 
oder mit ihm um die Nährstoffe konkurrieren. 

Nachdem BöHM und Mitarbeiter ( 1 969) innerhalb des nachgewiesenermaßen mit Cr. n. 
infizierten Stadtgebietes von Hannover (BÖHM und Mitarb., 1 967) zwar in 6 von 5 0  Erd­
proben aus Gegenden mit Taubenbesiedlung, dagegen in keiner von 1 20 Proben aus 
Gegenden ohne Taubenbesiedlung Cr. n. isoliert hatten, wurde bereits vermutet, daß zu­
mindest unter den hiesigen Verhältnissen Cr. n. prakti sch nicht als primärer Erdboden­
saprophyt anzusehen ist. Der Verlauf der künstlichen Kryptokokkeninfektionen in natür­
l ich belebter Erde und Sand unter Außenweltbedingun gen unterstützt d iese Vermutung. 
Wahrschein lich erfolgte die Abtötung der Kryptokokken unter dem Einfluß der Witte­
rungsveränderungen. Bereits LrTTMAN und ScHNEIERSON ( 1 959)  vermuteten, daß der Ge­
halt an lebensfähigen Kryptokokken in Taubenkot in der Au ßenwelt durch Witterungs­
einflüsse vermindert wird. Nach den Untersuchungen von STAIB ( 1 963) beruht die beson­
dere Widerstandsfähigkeit von Cr. n. auf seiner Austrocknungsresistenz, die ihn z . B .  dazu 
befähigt, auch hohe Temperaturen ( 1 00° C) zu tolerieren, während in  feuchtem Mil ieu 
gehaltene Kryptokokken sehr schnell abstarben. 

Wahrscheinl ich bewirkte der ständige Einfluß wechselnder Witterungsfaktoren, insbe­
sondere der ständige Wechsel zwischen trockenen und feuchten Perioden, möglicherweise 
im Zusammenhang mit der Wirksamkeit der in natürlich belebten Erd- und Sandproben 
vorhandenen Bodenflora und -fauna die beobachtete Verminderung der Zahl der dem 
Sand und der Erde zugemischten Kryptokokken. Die während der Versuchsdauer nach­
gewiesenen tiefen Temperaturen werden wahrschein lich ohne besondere Bedeutung für 
die Überlebensdauer von Cr. n. gewesen sein, da  nach CRAMER und Mix ( 1 957) Cr. n.-Kul­
turen bei - 1 8° C über 5 Jahre lebensfähig bl i eben. 

Die Verwendung unterschiedlich bekapselter Cr. n.-Stämme wirkte sich nicht auf die 
Überlebensdauer der Kryptokokken aus, wie aufgrund der Untersuchungen von STAIB 
( 1 963) zunächst erwartet wurde. Der stark bekapseltc Stamm zeigte sogar einen ver­
gleichsweise rascheren Abfall der Zahl vermehrungsfähiger Zellen gegenüber dem nahezu 
unbekapselten Stamm. 

Ebenso war ein Einfluß der verwendeten Substrate (Erde, Sand) auf die Cr. n.-über­
lebensdauer nicht feststellbar. 

Die drei parallel angewendeten Nachweismethoden für Cr. n. - Direktausstrich, An­
reicherung in B ierwürze, Tierversuch in der Maus - wurden gleichzeitig durchgeführt, 
um die Chancen der Nachweisbarkeit beim Versagen eines der drei Verfahren zu erhöhen . 

Während BöHM und Mitarb. ( 1 970) an künstlich mit Cr. n. infiziertem Seesand mit der 
Anreicherung i n  Würze optimale Nachweiserfolge hatten, die denen des Direktausstriches 
geringfügig und denen des biologischen Nachweisverfahrens in der Maus stärker überlegen 
waren, ergeben unsere Erfahrungen, i nsbesondere an künstlich infizierten Erdproben, 
bessere Ergebnisse mit dem Di rektausstrichverfahren. Die Unterlegenheit des Mäusever­
suchs wurde auch hier bestätigt. Trotz des Diphenylgehaltes im NKAD-Agar und in dem 
Anreicherungsmedium konnten bei den Kryptokokkenreisolierungsversuchen aus Erde 
Schimmelpilze nicht vollständig gehemmt werden. In der Regel war jedoch die Auswer­
tung der Kulturversuche im Gegensatz zu den Erfahrungen von STAIB ( 1 963 ) ,  der w egen 
eines starken Mucorwachstums in vor der Infektion mit Cr. n. nicht steri lis ierter Erde, 
keine Kryptokokken reisolieren konme, ohne große Schwierigkei ten möglich. 

Die Untersuchungsbefunde lassen zwar erkennen, daß Cr. n. über längere Zeit, min­
destens über 1 2  Monate, auch unter wechselnden Witterungseinflüssen in der Außenwelt 
vermehrungsfähig bleiben kann. Die Überlebensfähigkeit ist jedoch zumindest unter den 
hiesigen kl imatischen Bedingungen begrenzt, wie die mißlungenen Reisolierungsversuche 
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1 8  Monate nach Versuchsbeginn erwiesen haben. Die Befunde sprechen daher zumindest 
unter hiesigen Verhältnissen gegen die Bedeutung von Erde als primärem Standort 
von Cr. n .  

Zusammenfassung 
Bei quantitativen Untersuchungen zur Oberlebensdauer von Cr. n .  unter Außenwelt­

bedingungen wurde unter Verwendung von 2 Stämmen mit unterschiedl icher Bekapselung 
in künstlich infizierten natürlich belebten Erd- und Sandproben innerhalb von 12 Mona­
ten ständige Verminderung des Gehalts an Cr. n. nachgewiesen. Nach 1 8  Monaten gelang 
in keiner Versuchsgruppe mehr der Nachweis vennehrungsfähiger Kryptokokken. Die 
Bedeutung von Witterungsfaktoren für die unter Außenweltbedingungen gegenüber La­
borversuchen verminderte Oberlebensdauer von Cr. n. wird diskutiert. Ein Einfluß der 
unterschiedlichen Bekapselung auf die Absterbegeschwindigkeit bestand nicht. Die Befunde 
werden als Unterstützung der Ansicht gewertet, daß unter den gegebenen Verhältnissen 
Erde n icht als primärer Standort von Cr. n .  zu betrachten ist. 

Summary 
I n  quantitative studies on the survival of Cr. n. under external  environmental con­

ditions 2 strains with differences in encapsulation were used. In artificially infected 
samples of soil and sand w ith natural flora a continuous decrease in the number of Cr. n. 
was demonstrated over a period of 1 2  months. After 1 8  months Cryptococci capable of 
mult ipl ication were no langer demonstrated i n  any of the experimental groups. The 
importance of meteorological factors for the reduction of survival of Cr. n. under external 
environmental conditions - as compared with laboratory conditions - is discussed. 
Differences in encapsulation did not have any effect on the rate of survival. The findings 
are regarded as support for the v iew that under the conditions given soil cannot be termed 
the primary habitat of Cr. n .  
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