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Die Fluorochromierung yon Pneumocystis Carinii 
Von 

W. 0PFERKUCIt u n d  D. I~ICKEN 

Mit 3 Textabbildungen 

(Eingegangen am 3. Dezember 1958) 

Wie dutch liehtmikroskopische Untersuehungen (VA~EK und JIROVEC; Jmov~c und 
V~_~Ec) und dureh elektronenmikroskopische Beobachtungen (W~ss~L und RICK~) ge- 
zeigt werden konnte, vermehrt sich Pnenmocystis Carinii in einem Entwick]ungscyclus, der 
yon einer dfinnwandigen Cyste mit einem InnenkSrperchen und schleierartiger Innensubstanz 
fiber die sog. ~qapf- und Sichelformen (GI]~sE, PLI]~ss) zur derbwandigen Cyste mit 8 Cysten- 
kSrperchen geht. N~ch Platzen der Cystenmembran wachsen letztere wieder zu Cysten mit 
einem InnenkSrperehen her~n. Zur f~rberisehen Darstellung des Parasiten eignet sich die 
yon HAMP~aL empfohlene PAS-Reaktion. Strukturelle Einzelheiten lassen sich mit der 
Gram- nnd mit der Giemsaf~rbnng sowie an Frischpr~paraten mit dem Phasenkontrast- 
mikroskop (PLIESS) sichtbar machen. BRv~s und BSTTGE~ konnten bei der Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes yon Pneumocystis Carinii mit den Fluorochromen Berberin- 
sulfat, Neutralrot und l~hodamin B keine elektive Anf~rbung des Parasiten erreichen. 

Wir  versuchten,  Pneumocys t i s  Carinii mi t  Hilfe der Fluorochromierung allo- 
bzw. metachromat i sch  darzuste]len. Dabei  gelang uns  mi t  dem Farbstoff  Rho- 
d~min  B eine elektive Dars te l lung der verschiedenen Fo rmen  von  Pneumocys t i s  
Carinii. Versuche mi t  Akridinorange,  Auramin ,  Berberinsulfat ,  Coriphosphin O, 
Eosin, Euchrys in ,  Fluorescein-Na,  Neutral rot ,  Pr imul in ,  Pyronin ,  Thiof lavin S 
u n d  Thiaz inro t  f i ihr ten dagegen n ich t  zu b rauchbaren  Ergebn~ssen. 

Material und Methode 

Als Material verwendeten wit die Organe yon Ratten, bei denen durch Resistenzschw~- 
chung mit Cortison und gleichzeitiger Behandlung mit Hostamyein eine Pneumocystispneu- 
monie erzeugt wurcle (RICKE~). Die Tiere wurden auf der HShe der Erkranknng get6tet, ihre 
Organe sofort in 10%igem Formalin fixiert und Paraffin- und Gefrierschnitte davon an- 
gefertigt. Au•erdem warden noch yon Pneumocystis Carinii befallene S~uglingslungen 
untersucht. 

Wir benutzten eine Fluorescenzeinrichtung, bestehend aus einem Ortholuxmikroskop 
(E. Leitz, Wetzl~r) mit einer QuecksilberhSchstdrucklampe Philips CS 150 Ms Lichtquelle. 
Als uv- und blaulichtdurchli~ssige Tilter verwendeten wit an der Lampe Schott BG12 und 
Ms Okularsperrfilter Schott OG 1. Znr Absorption des roten Lichtanteils wurde eine mit 
einer 10% igen KupfersulfatlSsung geffiUte 10 mm dicke Qu~rzglaskfivette zwischengeschaltet. 

Mit dem Farbstoff Rhodamin erzielten wir die besten Ergebnisse bei folgendem Fi~rbe- 
vorg~ng: 

1. Entparaffinieren der 5 ~ dicken Schnitte dureh Einstellen in Xylol (mindestens 1 Std). 
2. Einbringen der Schnitte fiber die absteigende Alkoholreihe in Aqua dest. 
3. F~rben 2--5 mill in Rhodamin B 1 : 1000 gelSst in Walpole-Puffer (Pearse) yon PH 0,65. 
4. Abtrocknen der Objekttr~ger zwischen 2 Filterpapierstreifen. 
5. Einstellen und sehwenken der Schnitte in reinem Anilin61 (2--5 rain), bis keine Farb- 

wolken mehr abgehen. 
6. 1 mill in ein Gemisch yon Anilin und Xylol 1 : 3. 
7. Einbringen in Xylol und anschlieBendes Eindecken in das fluorescenzfreie Einbettungs- 

mittel Eukitt. 
Die so behandelten Schnitte beh~lten ihre Fluorescenz fiber Monate unver~ndert bei. 
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Die Fluoroehromierung yon Pneumoeystis Carinii geling~ auch an Gefrierschnit~en. Itier 
betr/~gt die F/~rbezeig 1/~--1 mill; ansehlieBend werden die Sehnitte in Aqua dest. gebraeht, 
auf Objekttr~ger aufgezogen and wie bei der F/~rbung yon Paraffinsehnitten weiterbehandelt. 

Ergebnisse 
Die Priifung der Eigenfluorescenz unserer Schnittpr//parate ergab eine schwache 

griingelbliehe Fluoreseenz der Membranen und Innenstrukturen yon Pneumo- 
eystis Carinii. 

Abb.  1. Ra t t enpneumoeys tose .  Mit P n e u m o e y s t e n w a b e n  angefiillte Ah'eole.  Mehrere Cysten mi t  hell 
f luoreseierender siehel- und  napffSrmiger  Innensubs tanz .  Die df innwandigen Cysten sind als sehwaeh 

fluoreseierendes ~ a b e n w e r k  zu erke~men, t t hodamin  B 1 : 1000, p]~ 0,65. Vergr. 1600 x 

Bei der Fluorochromierung der  Pneumocysten mig Rhodamin B bei pg  0,65 
kam es zu einer Dars~ellung der Cysten mit  einem Innenk6rperehen sowie zu 
einer gleiehzeitigen, elektiven Anf/irbung der NapL und Sichelformen und der 
Cysten mit  mehreren Cystenk6rperehen. I m  einzelnen war folgendes zu sehen 
(s. Abb. 1 nnd 2): 

Bei den Cysten mit  einem lnnenk6rperehen f/~rben sieh die dfinnen Cysten- 
membranen,  das unscharf begrenzte Innenk6rperehen und eine sehleierartige 
Innensubstanz sehwach grfinlieh. Diese Cysten bilden den Hauptbestand~eil des 
Wabenwerkes. Aul3erdem sieht man untersehiedlieh viele Cysgen, die eine 
diekere, seharf konturierte Membra.n und eine napf-, siehel- offer netzartige, 
diehte Innensubstanz besitzen. Sowohl Membran Ms aueh Innensubstanz 
fluoreseieren orangerot. Es handelt sieh um die sog. Napf- und Siehelformen 
von GIES~ und PLIESS. Neben der Innensubstanz enthalten manehe dieser 
Cysten 2- -3  seharf umgrenzte, etw~ 1 # groge, runde und orangerot fluo- 
reseierende Cystenk6rperehen. Weiters erkennt man orangerot fluoreseierende, 
derbwandige Cysten mit  mehreren Cystenk6rperehen, deren Zahl his 8 ansteigt. 
Eine strukturelle Ungerseheidung in reife und unreife Cystenk6rperehen, wie sie 
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yon WESSEL und I~ICKEN 0~Uf Grund elektronenmikroskopischer Untersuehungen 
besehrieben wurde, ist nieht m6glieh, da ihre Eigenstruktur dureh die intensive 

Abb .  2. l ~ a t t e n p n e u m o e y s t o s e .  C y s t e n  m i t  m e h r e r e n  Cys t enkSrpe rehen .  C y s t e n k 6 r p e r e h e n  m i t  
C y s t e n m e m b r a n  hel l  f iuorese ie rend .  R h o d a m i n  B 1: 1000, pK 0,65. Vergr .  3000 x 

Fluoreseenz iiberstrahlt wird. Man kann jedoeh beobaehten, dab die Gr6Be der 
Cystenk6rperehen sehwankt und mit  ihr aueh zeitweise die Art ihrer Fluoreseenz. 
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Sie zeigt manehmal  sogar 
einen gelb-griinliehen Farb- 
ton. Dieser Ubergang in 
eine mehr griinliehe Fluores- 
eenz ist gut bei Cysten- 
k6rperehen zu sehen, die 
naeh Platzen der Cysten- 
membran  frei zwisehen den 
Cysten 5egen. 

Bei den anderen yon 
uns untersuehten p~-Wer- 
ten fanden wir folgendes 
fluoreseenzoptisehes Ver- 
halten, das in Abb. 3 gra- 
phisch versinnbildlieht ist: 

PH 1,5 ~nd 2,5. Es tritt 
keine Anderung der Fluores- 
eenzf~rbe auf, 

PH 3,0. Die diinnwandigen Cysten mit einem Innenk6rperehen gndern nun ihre Fluores- 
eenzf~rbe ins Gelb-Griinliche. 

PtI 4,0 und 5,0. S~mtliche Pneumocystenformen zeigen eine Fluorescenz~nderung yon 
Grtin bzw. Orangerot ins Gelbliche. 
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PH 6,0. Die Napf- und Sichelformen sowie die Cysten mit mehreren CystenkSrperchen 
sind wegen ihrer ~bgeschwiichten Fluorescenz nicht mehr gut zu erkennen. 

PH 7fl und 8,0. Lediglich die Cystenmembranen treten durch ihre intensive Gelbfluores- 
cenz hervor; die Innenstrukturen f~irben sich nicht mehr an. 

P~I 9,0 bis 12,5. Die derbwandigen Cysten erscheinen bei guter Differenzierung ihrer 
Strukturen jetzt wieder in gelber Farbe. Die Napf- und Sichelformen sind wegen ihrer 
schw~chen gelbgriinlichen Fluorescenz nur undeutlich zu erkennen. Hingegen f~irben sich 
die Cysten mit einem Innenk6rperchen leuchtend griin an. 

In  den teilweise schwach, teilweise mittelgradig durch eine zellige Infil- 
t rat ion verbreiterten Alveolarsepten und ihren Lymph-  und Blutgefi~Sen waren 
Pneumocysten nicht festzustellen. Auch in den von uns untersuchten Organen 
Gehirn, Herz, Leber, Milz, Nebenniere, Niere, Pankreas und tracheobronehiale 
Lymphknoten  konnten wir keine Formen yon Pneulnocystis C~rinii linden. 

Besonders in den pneumocystenarmen sowie in den l%andabschnitten der starker 
mit  Pneumocysten befMlenen Lungengebiete sieht man reichlich polygonale oder 
abgerundete Zellen mit  einem relativ grol3en Kern. Diese Zellen sind insofern 
von Interesse, Ms sie ein tells feink6rniges, tells schaumiges und grol3vakuols 
Cytoplasma besitzen, das besonders beim ZerfM1 dieser Zellen eine gewisse J~hn- 
lichkeit mit  Pneumocystisstrukturen aufweist. Sie unterscheiden sich aber yon 
letzteren dadurch, dab ihr Cytoplasma in allen pn-Bereichen grfin fluoresciert. 

Bei den vergleiehenden fluorescenzmikroskopisehen Untersuchungen yon 
S~uglingslungen mit  Pneumocystispneumonie erhielten wir anMoge Ergebnisse. 
Unterschiede bestanden lediglich darin, dal~ in den Rattenlungen Napf- und 
Sicheliormen und Cysten mit  mehreren CystenkSrperchen zahlreicher auftraten. 

Diskussion 

Der Vorteil der Fluorochromierung von Pneumocystis Carinii mit  dem Farb- 
stoff Rhodamin B ist darin zu sehen, dab bei giinstig gewi~hltem p~-Bereich die 
verschiedenen Formen biw. Entwicklungsstadien des Erregers gleichzeitig be- 
obachtet  werden kSnnen and elektiv dargestellt sind. Es bereitet so keine Schwie- 
rigkeiten, die verschiedenen Formen zu dem eingangs erwghnten Entwicklungs- 
eyclus aneinanderzureihen. 

Eine elektive Darstellung der Pneumocysten gelang mit  dem Farbstoff Rhod- 
amin B nur, wenn mit  Anilinbl entwi~ssert und differenziert wurde. Bei dem 
Fluorochrom Rhodamin B handelt es sich um einen Xanthenfarbstoff,  der vor- 
nehmlich elektroneutrM ist und molekular vorliegt. Lediglich in stark saurer 
L6sung zeigt er eine geringe Dissoziationstendenz und besitzt dann schwach 
basisehe Eigenschaften (STRuGGE~). Wegen seines elektroneutralen VerhMtens 
besitzt Rhodamin B (Znsammenstellung der Literatur bei HARMS) eine starke 
LipoidlSslichkeit, doeh ist es sicher in der Lage, aueh andere chemisehe 
Strukturen anzuf~rben. Entfernt  man nun in Anlehnung an das Verfahren von 
SCat~M~IEL~EDEa, KROGK und EBSC~ER den nicht salzartig gebundenen Farb- 
stoff durch Einstellen in 99%igen Athanol oder Isopropylalkohol, um den in 
Xylol aufgehellten und in Euki t t  eingedeckten Schnitt anschliel~end zu unter- 
suchen, so sieht man, dal~ der Farbstoff aus Mlen Gewebsanteilen, einsch]iei~lich 
der Pneumocysten, his auf einen Mlgemein verbleibenden Griinton eluiert wurde. 
Ein gleiches Ergebnis erzielt man auch bei der Acetondifferenzierung. Bei der 
Darstellung der Pneumoeysten mit  Rhodamin B und anschliei~ender Anilin- 
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differenzierung diirfte somit die Bindung des Farbstoffes an die Gewebsstrukturen 
nur eine sehr lockere sein. Die L6slichkeit des Farbstoffes in Anilin ist aber nicht 
grol3 genug, um das an die Pneumocystisstrukturen gebundene l~hodamin B a u s  
dieser Bindung zu verdr/ingen. Warum man gerade bzw. nur mit l~hodamin B 
eine elektive Fluoroehromierung yon Pneumoeystis Carinii erreiehen kann, bleibt 
unklar, da weder die ehemische Zusammensetzung der Pneumoeystisstrukturen 
noeh der Bindungsmechanismus dieses Farbstoffes bekannt sind, 

Unsere Befunde unterseheiden sieh yon den Ergebnissen yon BRuNs und 
BSTTGER insofern, als wir die besten I~esultate bei einem p~ yon 0,65--3,0 er- 
zielen konnten. B~cNs und BSTTGE~ hingegen geben an, dag eine sehwaehe 
Fluoroehromierung der Cystenk6rperehen erst ab einem p~ yon 3,6 auftritt. 

Mit den anderen verwendeten Farbstoffen war es uns in keinem Falle m6glich, 
eine elektive Anf~rbung der Pneumocystisstrukturen zn erreichen. 

Die gleiche Art der Fluorochromierung und die strukturelle f2bereinstimmung 
der bei der Pneumocystispneumonie des Simglings gefundenen und der in den 
Lungen unserer Ratten auftretenden Cystenformen macht es wahrscheinlich, dab 
es sieh in beiden F/~llen um den gleichen Erreger handelt. 

Zusammenfassung 
Eine elektive Anf/~rbung der verschiedenen Formen yon Pneumocystis Carinii 

wurde mit l:~hodamin B erreicht. Die F/irbung kann sowohI an Gefrier- als auch 
an Paraffinschnitten durchgefiihrt werden. Zwischen den in den Lungen yon 
resistenzgeschw/ichten Versuchsratten auftretenden Pneumoeysten und den 
Pneumoeysten der sguglingspneumoeystose konnten keine Untersehiede fest- 
gestellt werden. Pneumocystis Carinii konnte nut in den Lungen der Versuehs- 

t ie re ,  jedoch nicht in ihren anderen Organen gefunden werden. 

Summary 
The different ~orms of pneumocystis Carinii were se]ectively stained with 

l~hodamin B. Both frozen and paraffin sections were used to equal advantage. 
No differences could be demonstrated between the pneumocystis organisms that  
appear in the lungs of experimental rats with impaired resistance, and those 
organisms of infantile pneumocystosis. The pneumocystis Carinii were found 
only in the lungs of the rats, not in the other organs. 
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