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Elektronenmikroskopische Befunde in der Lunge
nach Infektion mit dem Arbovirus BeAn 67949 bei der Maus

Ronaldo de Araujo* und Agustin Bullon jr.**
Pathologisches Institut der Universitidt Diisseldorf (Direktor: Prof. Dr. H. Meessen)

Eingegangen am 10. November 1971

Electron Microscopic Findings in Mouse Lung Following Inoculation
of Arbovirus BeAn 67949

Swmmary. Pulmonary changes produced in young suckling mice after intracerebral
inoculation of Arbovirus BeAn 67949 are those of an interstitial pneumonitis, studied from
the 5 th to the 9th day after the inoculum. The first changes are focal proliferation of septal
cells with thickening of the alveolar wall and collapse of alveoli; fat droplets in the cyto-
plasm and occasionally in the nucleus, with degranulation and a pale nuclear chromatin
are conspicuous in these cells. Inclusion bodies, both vesicular and granular in structure,
were sometimes associated with focal cytoplasmic degradation. The template site of virus
replication was almost exclusively the nucleus; different maturation forms, with many
coreless particles were all ellipsoid and about 100 N. Extensive necrosis within foci of septal
cells and hypertrophied endothelial cells bearing many inclusion bodies were the final changes.

Zusammenfassung. 10 neugeborenen weillen Mausen wurden 0,02 ml einer Suspension
von Hirngewebe intracerebral inoculiert, das von vorher mit BeAn 67949-Virus-infizierten
Miusen stammte. Am 5., 6., 7., 8. und 9. Tag nach der Inoculation wurden die Tiere get6tet
und Gewebestiicke fiir histologische und elektronenoptische Untersuchungen entnommen.
Das Virus BeAn 67949 ruft eine interstitielle Pneumonie hervor, die herdférmig mit einer
Verdickung des Blut-Luft-Weges durch Vermehrung septaler Zellen beginnt. Es folgen aus-
gedehnte Nekrosen im Interstitium. Die septalen Zellen zeigen eine Auflockerung des Kern-
chromatins, eine Verfettung des Cytoplasma und am 8. Tag nach der Inoculation verschiedene
vesiculdre und granuldre cytoplasmatische EinschluBkérper. Am 8. Tag werden reife Virus-
partikel im Kern gefunden, die etwa 90 Nanometer messen und eine elliptische oder runde Form
besitzen.

Causey et al. konnten 1961 in Belém (Amazonas-Gebiet), Brasilien, erstmals
Arboviren der Gruppe C (Casal u. Whitman, 1961) isolieren. Seitdem ist die Zahl
der Arboviren der Gruppe C stetig groller geworden (Causey et al., 1961; Bruno
Lobo et al., 1962; Hammon, 1962 ; Gibbs et al., 1964 ; Causey et al., 1966); dadurch
sind zahlreiche Fragen zur Nomenklatur, Klassifikation, Epidemiologie und Patho-
genese aufgekommen (Melnick u. McCombs, 1966; Berghold et al., 1969; Bons-
dorf et al., 1969; Tournier, 1970). Ein vorldufiger Katalog wurde durch den
,Public-Health Service” der USA verdffentlicht (Taylor, 1967); darin sind
die bis November 1970 entdeckten 243 Virustypen enthalten (Am. Committee,
1970). Die durch die Arbo-Viren der Gruppe C induzierten Verdnderungen sind
bisher nur vereinzelt histologisch untersucht worden (de Paola, 1967; Lacerda,
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1967; Braga Dias, 1970). Die ultrastrukturellen Zell- und Gewebeverdnderungen
sind bei natiirlich oder experimentell infizierten Tieren kaum bekannt (Lacerda,
1968). Immerhin scheinen diese Viren fiir zahlreiche Tierspecies hochpathogen
zu sein (Casals u. Reeves, 1965; Olits u. Clark, 1965; Olits u. Casals, 1965). Auch
Fille von humanen Infekten konnten wir in Ubereinstimmung mit Hanson (1967)
im Amazonas-Gebiet beobachten. Diese Beobachtungen humaner Infektionen
waren Anlall zu eingehenderen licht- und elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen.

Das Arbovirus BeAn 67949 (so benannt nach der Nummer des ersteninoculierten
Tieres) wurde zum ersten Mal 1964 aus dem Blut einer ¥ledermaus (Carollia
subrufa) von Utingawald in Belém isoliert.

Material und Methodik

10 neugeborenen weiBlen Miusen wurden 0,02 ml einer Suspension von Hirngewebe intra-
cerebral inoculiert. Die Suspension stammte von vorher mit BeAn 67949 infizierten Mausen.
Die Tiere wurden am 5., 8., 7., 8. und 9. Tag nach der Inoculation durch Dekapitation getétet;
sofort entnommene Lungenstiickchen wurden in einer 3% Glutaraldehyd-Phosphatpuffer-
Losung fixiert. Aus Transportgrinden (Belém Diisseldorf) wurden die ersten Stiicke 7 Tage,
die letzten Stiicke 2 Tage in dieser Losung bei 4° C gehalten. Nach Waschen in Zuckerpuffer-
lésung wurden die Gewebestiicke mit OsO, nachfixiert. Durcupan-Dinnschnitte wurden mit
Bleihydroxyd (Karnovsky, 1961) und Uranylacetat kontrastiert und mit dem RCA EMU-3
Elektronenmikroskop untersuscht.

Befunde

5 und 6 Tage nach der Inoculation der Virussuspension sind die Befunde dhn-
lich und kénnen gemeinsam beschrieben werden. Es zeigt sich eine herdférmige
Vermehrung der interstitiellen septalen Zellen mit Verdickung des Blut-Luft-
Weges (Abb. 1); spaltiormige Alveolarlichtungen sind frei von Zellen (Abb. 2).
Im Cytoplasma der septalen Zellen finden sich zunehmend vermehrte Fett-
tropfchen (Abb. 3), die hier und da auch im Kern zu sehen sind. Die unterschied-
lich grofien blassen Kerne zeigen ein aufgelockertes Chromatin (Abb. 2). Mitosen
sind zahlreich. Die Capillaren weisen eine zunehmende Verdickung der Endo-
thelzellen vorwiegend auf der Seite nach dem Interstitium auf (Abb. 4); selten,
aber deutlich sind diese Zellen so groB, dal sie das ganzen Lumen verschlieBen;
Lysosomen und multivesiculire Korperchen sind vermehrt und auffillic. Auch
die Endothelzellen der kleinen Arterien sind hyperplastisch. Das Alveolar- und
Bronchialepithel ist intakt, ebenso die grofieren Gefille und die Nerveniste.

Am 7. und 8. Tag nach der Inoculation sind die Befunde noch intensiver
ausgepragt, Fetttropfchen sind jetzt besonders zahlreich. In den interstitiellen
septalen Zellen treten EinschluBkoérper auf, die teils im Cytoplasma, teils im Kern
oder in beiden gleichzeitig zu sehen sind (Abb. 6). Diese Zellen lassen oft eine
Hyperplasie des Golgi-Apparates erkennen. Die cytoplasmatischen HinschluB-
kérper sind nur in Zellen zu finden, in denen Verdnderungen des Kernes schon zu
erkennen sind. Kleinere cytoplasmatische EinschluBkorper bestehen aus einem
elektronendichten Bezirk mit feinen schwarzen Granula in enger Bezichung zum
erweiterten endoplasmatischen Reticulum oder zum Golgi-Apparat. Nach ilrer
Entstehung lassen sich zwei Arten von Einschlufkérpern unterscheiden: 1. ,,vesi-
culdre’’ Einschlufkirper (Abb. 5): Dabei finden sich mehrere Vesikel oder multi-
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Abb. 1. Verdickung des Blut-Luft-Wegs durch vermehrte septale Zellen 5 Tage nach In-
oculation von BeAn 67949-Virus. Elektronenmikr.: 8000; Gesamtvergr.: 30400

vesiculdre Korper, die durch eine einzige Membran umhiillt sind und in engem
Verhaltnis zum endoplasmatischen Reticulum und dem Golgi-Apparat liegen;
2. ,granulire Einschlufkorper (Abb.6), die von runder oder hufeisenformi-
ger Gestalt sind und sehr elektronendichte Granula mit blassen Bezirken ent-
halten. Tn diesen sind Viruspartikel zu erkennen. Die Viruspartikel sind ellip-
soid, nur mit einer einzigen Membran umbhiillt, messen etwa 100—110 N
(Nanometer) und besitzen einen blassen oder leeren inneren Teil ; an verschiedenen
Stellen zeigen sie einen elektronendichten Inhalt, der manchmal zur Hilfte
innerhalb, zur anderen Halfte auBerhalb der Schale wie ein streifenformiger
Bogen liegt. Beide Typen der cytoplasmatischen EinschluBkérper sind oft mit
Phagosomen und Cytolysomen verbunden oder liegen in deren Nahe. Im Kern
sind die EinschluBkérper bei im brigen blassem Chromatin als fleckférmige,
teils homogene, teils granulire Bezirke zu erkennen (Abb. 6). Typische Virus-
partikel werden erst ab 8. Tag im Kern beobachtet. Die intranucledre Reifung
des Virus 1aBt sich durch drei Arten von Partikeln belegen (Abb. 7): 1. Partikel
mit einer einfachen Membran und leerem oder blassem Inhalt; 2. Partikel mit
doppelter Membran und dhnlichem Inhalt und 3. Partikel mit elektronendichtem
Zentrum und einfacher Membran. Zwischenformen kommen vor. Partikel mit
bogenformigen, elektronendichten Streifen, die mit der einen Hilfte innerhalb,
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Abb. 2, Interstitielle Infiltrate und spaltidrmige, zellfreie Alveolarlichtung 5 Tage nach
Inoculation von BeAn 67949. Elektronenmikr.: 1800; Gesamtvergr.: 30400
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Abb. 3. Septale Zelle mit zahlreichen cytoplasmatischen Fetttropfchen 6 Tage nach In-
oculation von BeAn 67949-Virus. Elektronenmikr.: 2500; Gesamtvergr.: 9500

mit der anderen auBerhalb der Membran liegen, sind wiederum nachweisbar. Die
Endothelzellen der Capillaren sind weiterhin hypertrophiert. GefédBle, perivendse
Herzmuskelfasern, Nerven und einige Ganglien zeigen keine Verdnderungen.

Am 9. Tag sind die Herde mit vermehrten septalen Zellen vielfach nekrotisch
(Abb. 8). Die Capillaren, die trotz der Vergroflerung der Endothelzellen intakt
blieben, zeigen Endothelzellkerne mit EinschluBkérpern und Viruspartikeln.
Nur einmal gelang es, die Viruspartikel im Cytoplasma der Endothelzellen zu
beobachten. Am 9. Tag treten auch polymorphkernige Leukocyten auf, die teils in
Capillaren, teils im nekrotischen Gewebe liegen.

Erirterung

Unsere morphologischen Untersuchungsergebnisse lassen keine Aussage
dariiber zu, wo das Virus eintritt. Da wir weder in den Nerven noch in den weilen
oder roten Blutkorperchen (Todd, 1928; Traub, 1938; Mackerras et al., 1940;
Fenner u. Woodroofe, 1953; Mims, 1956; Gresser u. Lang, 1966; Jordan u.
Doughty, 1969} oder in den Trombocyten (Schulz, 1968) Viren gefunden haben,
vermuten wir, daB bei den inoculierten Erregern — wie bei anderen Viren — der
Plasmatransport eine wesentliche Rolle spielt (Hamre et al., 1956; Powick,
1937; Mims, 1964). Die Fihigkeit der Endothelzellen zur Aufnahme von Lipiden
(Suter u. Majno, 1965), von Proteinen und zum Transport dieser Substanzen
von Blut zum pericapilliren Raum ist bekannt (Browne et al., 1963): Es ist also
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Abb. 4. Capillaren mit hypertrophierter Endothelzelle, 6 Tage nach Inoculation von BeAn
67949-Virus. Elektronenmikr.: 3200; (Gesamtvergr.: 12200

zu vermuten, daB nach einer initialen Virdmie die Aufnahme des BeAn 67949-
Virus durch die Endothelzellen der Lungencapillaren erfolgt und von dort aus
ein schneller Transport in das Interstitium und zu den septalen Zellen erfolgt.
Diese frithe Phase des Virus-Transports konnten wir in unseren Experimenten
nicht darstellen. Das BeAn 67949-Virus gehért zu der Gruppe von Viren, die
eine gewisse Neigung zur Ausbriitung in Bindegewebszellen zeigen, wie es bereits
bei der Erythromelie (Roberts, 1963) nachgewiesen wurde. Die Befunde bestétigen
Untersuchungsergebnisse von Braga Dias (1970), der lichtmikroskopisch einen
besonders ausgeprigten Befall des Bindegewebes gesehen hat.

Fetttropfchen im Cytoplasma und im Kern stellen einen geldufigen Befund bei
verschiedenen Virusinfektionen, am héufigsten bei kleinen RNS-Viren wie Polio-
oder Mengo-Virus (Morgan et al., 1960; Mussgay, 1964; Morgan u. Huber, 1967;
Koestner et al., 1968; Lavillaureuix u. Nezelof, 1970; David, 1970; Minkowitz u.
Berkovich, 1970). Das intranucleire Fett kann als Kondensat fetthaltiger
Karyosphériden aufgefalit werden (Altmann u. Pleiffer, 1969). Die Anwesenheit
der Fetttropfchen nur in den frihen Stadien der Infektion (sie verschwinden,
wenn die RinschluBkorper auftreten) beweist, dall sie nur ein Stoffwechsel-
storungsprodukt und keine Anzeichen der progredienten Zellschiddigung dar-
stellen.

Die Hypertrophie und Hyperplasie des Golgi-Apparates ist bei anderen
Arbovireninfektionen (Nunes-Montiel et al., 1962; Kovac et al., 1962) zu finden
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Abb. 5. Cytoplasmatische EinschluBkorper mit vorwiegend vesiculdrer Struktur; unten die
sog. CPV-1nach Griemley, 8 Tage nach Inoculation von BeAn 67949-Virus. Elektronenmikr. :
8500; GesamtVergr.: 32300

und sollte als unspezifische, vielleicht parallel zur Virussynthese verlaufende
Alteration anzusehen sein.

Die Hypertrophie des Capillarendothels ist deutlich von einer einfachen
Schwellung (Hausamen u. Poche, 1965; Nassari et al., 1967) zu unterscheiden.
Die Hypertrophie war nicht immer von degenerativen Verdnderungen begleitet,
wie sie unter toxischem EinfluB} zu sehen sind (Gieseking, 1958 ; Morgenroth et al.,
1969; Allen u. Carsten, 1970). Es ist daran zu denken, daf3 die Endothelverinde-
rungen Folge einer Hypoxie der Alveolarwand bei erschwerter Diffusion durch
Verdickung des Blut-Luft-Weges sind und sich anschlieBend als Folge der Hypo-
ventilation durch den Kollaps der Alveolen weiter entwickeln. Eine direkte Ein-
wirkung des Virus auf die Endotelzellen scheint pathogenetisch nicht bedeutsam
zn sein, da die Befunde sich nicht unter der Virusmanifestation ausbilden. Das
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Abb. 6. Endothelzelle mit cytoplasmatischem und nucleirem EinschluBkérper sowie zahl-
reichen Viruspartikeln, 8 Tage nach Inoculation von BeAn 67949-Virus., Elektronenmikr.:
3200; Gesamtvergr.: 12200

18 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat. Bd. 355
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Abb. 7. Intranucleire Reifung des Virus in einer septalen Zelle mit drei Arten von Partikeln,
8 Tage nach Inoculation von BeAn 67949-Virus. Elektronenmikr.: 8500; Gesamtvergr.:
12200

Alter der Méuse und die kurze Entwicklungszeit der Schiddigungen sprechen
gegen die Bedeutung einer Immunreaktion in der Pathogenese (Finger, 1964;
Morgenroth, 1970).

Die dargestellten Viruspartikel, die hohere Durchmesser (100 N) als andere
Arboviren erreichen, sind denen bei Herpes simplex (Morgan et al., 1960 ; Swanson
et al., 1966; Siegert u. Falke, 1966; Nil et al., 1968; Nil et al., 19684), von experi-
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Virus. Elektronenmikr.: 1800; Gesamtvergr.: 6900

mentellen Tiertumoren (Scherrer, 1968) und denen von Typ C (Swartzendruber
et al., 1967) dhnlich. Trotzdem kann das BeAn-Virus 67949 einfach von den
genannten anderen Viren unterschieden werden: Es besitzt eine mehr ellipsoide
Form und seine Capside sind deutlich zu erkennen; der Binnenkorper ist oft

18%
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exzentrisch gelagert (die anderen Viren sind entweder rund oder sechseckig und
durch eine nicht so scharfe Hiulle begrenzt). Es wurden aullerdem leere Virus-
partikel (,,coreless particles*) gefunden, wie es bei Picorna- (Plummer, 1965), Reo-
(Rhim et al., 1961), Papova- (Crawford et al., 1962; Breedis et al., 1963; Noyes,
1964 ; Black et al., 1964), Adeno- (Smith, 1965) und Herpesvirus (Watson et al.,
1963) schon beschrieben ist; diesen Partikeln wird keine infektidse Bedeutung
zugeschrieben, da sie keine RNS enthalten. Die Vermutung von Horne u. Wildy
(1961), dal} diese leeren Viruspartikel von reifen Viruspartikeln stammen, konnte
durch uns morphologisch bestitigt werden. Wir konnten beobachten, daB tber
den capsiddhnlichen Schalen die Nucleinsdurepartikel halb innen und halb
auBen lagen. Wir mussen trotzdem erwidhnen, daB diese Bilder auch einen um-
gekehrten Vorgang sowie untergehende oder atypische Virusformen darstellen
konnen. Eine Umbiillung der Viruspartikel durch Zellmembranen sahen wir nicht.

Die Virussynthese im Kern ist hervorzuheben, da bei Arboviren regelméfig
das Cytoplasma als Reduplikationsort angegeben wird (Mussgay, 1964 ; Moritsch,
1965; Blaskovic u. Libikova, 1967; Tournier, 1970). Nur ausnahmsweise ist eine
Reduplikation im Kern zu sehen (Bykovsky et al., 1969; Oynagi, 1969). Wir
miissen allerdings hinzufiigen, dal bis heute fast alle Untersuchungen nur mit
Arboviren der Gruppe A durchgefithrt wurden (Mussgay, 1964). Die Beschreibung
einer Reifung von BeAn 67949-Virugpartikel in der Leber wie in der Lunge am
8. Tag nach der Inoculation (Huth u. Araujo, 1971) ist eine Bestétigung fir die seit
langem bekannte Beobachtung, daBl das Virus in verschiedenen Zellen gleich-
artige Veridnderungen hervorrufe (Thomas, 1960). Wir konnten weder die ketten-
formige noch eine kristallihnliche Anordnung (typisch fiir Gruppe A-Arboviren),
noch eine Haufung von Viren im stark verdnderten endoplasmatischen Reticulum
(typisch flir Gruppe B-Arboviren) (Murphy et al., 1968) nachweisen.

Die EinschluBkérper gehoren weder zur Gruppe reiner Degenerationsformen —
wie es bei Pocken — (Kato et al., 1959), Warzen- (Williams et al., 1961), Rift-
Valley-Fieber- (McGavran u. Eastearday, 1963) und Gelbfiebervirusinfektionen
(Baruch et al., 1963) der Fall ist —, noch zu reinen Reduplikationsorten der
Viren — wie z.B. die Negri-Kérperchen bei Infektionen mit Tollwutvirus (Jen-
son, 1968), die Feulgen-positiven Bezirke bei Adeno- (Morgan et al., 1960), Pocken-
(Kato et al., 1959; Patrizi u. Middelkamp, 1969) oder Papovavirusinfektionen
(Williams et al., 1961) und die Viroplasmaherde bei Herpes- (Love u. Wildy,
1963) und Myxovirus (Tawada et al., 1961). Wir nehmen an, daf sich die Bedeu-
tung der EinschluBkorper wahrend des Infektionsablaufes dndert, wir konnten
ndmlich nicht nur die CPV.I (,,citopathic vacuole) von Griemley et al. (1968),
sondern auch Herde wie bei Herpes-Infekt (Chou et al., 1967) und EinschluB-
korper darstellen, die zu den Phagolysomen und Cytolysomen Beziehungen
haben.

Durch das Arbovirus BeAn 67949 konnte also eine interstitielle Pneumonie
induziert werden, die sich in kleineren Herden entwickelte und zunichst mit einer
Verdickung des Blut-Luft-Weges durch Vermehrung septaler Zellen, schliefllich
auch mit ausgedehnten Nekrosen einherging. Zusammenfassend 146t sich der
formale Ablauf der Alterationen folgendermaBen darstellen: zuerst zeigen die
vermehrten septalen Zellen eine zunehmende Einlagerung von Lipiden, eine
Auflockerung ihres Chromatins und Mitosen; am 7. Tag sind EinschluBkoérper
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und am 8. Tag eine Reduplikation von Viruspartikeln zu erkennen; am 9. Tag
kommt es zu ausgedehnten Nekrosen ; in den nekrotischen Herden bleiben lediglich
die Endothelzellen weitgehend intakt. Diese Befunde lassen sich von solchen
nach Infektion mit Pockenviren (Montasir et al., 1966), Myxoviren (Plummer u.
Stone, 1964) und K-Papovavirus (Fischer u. Kilham, 1953; Jordan u. Doughty,
1969) unterscheiden.
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