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Schnellfarbemethoden und Immunfluoreszenzfarbungen
in der Labordiagnose von Pneumocystis carinii —
Alternativen zur GROCOTT-Farbung?

G. Daeschlein

Einleitung

Pneumocystis carinii ist als Erreger opportunistischer Pneumonien bei immunsuppri-
mierten Patienten seit langerem bekannt und tritt in jlngster Zeit im Rahmen der AIDS-
Erkrankung zunehmend in Erscheinung (8, 14, 16, 17). 50-80% ailer AIDS-Patienten
erkranken an einer unbehandelt lebensbedrohlichen Pneumocystis carinii-Pneumonie
(11, 12, 15). Bei bisher unbefriedigender Anzuchtmdglichkeit und wenig aussagekrafti-
gen Antigentests stUtzt sich die Labordiagnostik auf den farberischen Nachweis der
Zysten und der Sporozoiten des Erregers in Bronchiallavagematerial, Biopsien, und in
jangster Zeit auch im Sputum (10). Die Referenzmethode zur Darstellung der Zysten ist
die mehr als drei Stunden dauernde Versilberungsfarbung nach GROCOTT (6). In
mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf sich bei hoher gewahlten Féar-
betemperaturen, z. B. bei Verwendung von Mikrowellengeraten, deutlich geringere
Féarbezeiten erreichen lassen (4, 12). Als spezifische Nachweismethoden flr die Zysten
und Trophozoiten des Erregers werden seit neuerem Immunfluoreszenzfarbungen,
meist unter Verwendung monokionaler Antikdrper, entwickelt (5, 8, 9).

in der vorliegenden Studie werden vier Methoden zur Darstellung von Pneumocystis
carini-Zysten, eine Kurzform der GROCOTT-Féarbung, die Kresylechtviolettfarbung
und zwei Immunfluoreszenztechniken mit mono- und polyklonalen Primé&rantikdrpern
der herkdmmlichen Versilberungstechnik nach GROCOTT gegenibergestelit.

Material und Methoden

109 bronchoalveoldre Lavageproben von insgesamt 84 AIDS-Patienten verschiedener
Berliner Kliniken mit Verdacht auf atypische Pneumonie wurden jeweils mit finf ver-
schiedenen Farbetechniken auf Pneumocystis carinii-Zysten untersucht. Fir jede Far-
bung wurden 0,1 ml Zentrifugat des Lavagematerials (10 min bei 4000 U/min) auf
Objekttrager verbracht. Nach Lufttrocknung folgte eine 15minutige Methanolfixierung.

Versilberungsfarbung (GROCOTT)

— 60 min Chromséaurebad (5%)

— 10 min Spulen mit Leitungswasser

— 1 min Natriumdisulfitbad zur Entfernung der Chromsaure

— 5 min Spdlen mit Aqua dest.

— 60 min Methenaminsilberbad (50° C im Wasserbad)

— 5 min Ténung mit Goldchlorid

— 2 min Natriumthiosulfatbad zur Entfernung unreduziertern Silbers
— 2 min Gegenfarben mit Lichtgrin
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Die Pneumocystis carinii-Zysten erscheinen bei Betrachtung im Lichtmikroskop bei
1200facher VergrdBerung (Olimmersion) in ihrer typischen Morphologie braunschwarz
versilbert vor grin gegengefarbten Lungenepitel- und anderen Gewebszellen.

Verkurzte GROCOTT-Farbung

Der Farbeablauf entspricht dem der Original-GROCOTT-Methode. Bei variierter Tem-
peratur (95° C im Wasserbad) dauerte die Versilberung 15 Minuten, das Chromsaure-
bad finf Minuten. Die Spdlschritte sowie der Tonungsschritt mit Goldchlorid wurden auf
jeweils eine Minute verkurzt durchgefihrt.

Kresylechtviolettfarbung (KEV)

— 10 min Essigsaure/Schwefelsduregemisch

—  kurzes Spulen unter flieBendem Wasser

— 10 min Farbung in einer sauren (pH 1,5) Kresylechtviolettldsung
—  kurzes Spulen unter flieBendem Wasser

— 30 sec Gegenfarbung mit Naphtholgelb

— kurzes Spllen unter flieBendem Wasser

Die Pneumozysten erscheinen im Lichtmikroskop bei 1200facher VergréBerung in typi-
scher Morphologie rosa gefarbt.

Immunfluoreszenz (IFT)

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden nach den Ublichen immunhistologischen Far-
beprinzipien durchgefuhrt. Als monoklonale Priméarantikérper wurden kommerzielt
erhaltliche Anti-Pneumocystis carinii-Antikérper (Bios, Munchen, Bundesrepublik
Deutschland) verwendet. Das humane polyklonale Antiserum (lyophilisiert) wurde uns
freundlicherweise von Frau Shirley E. Maddison (Centers for Disease Control, Atlanta)
zur Verfligung gestellt. Zur Gewinnung der IgG-Fraktion wurde das Serum nach pH-
Erniedrigung Uber eine Protein G-Séaule (Pharmacia, Uppsala, Schweden) geschickt,
die gebundene IgG-Fraktion anschlieBend bei pH 2,4 eluiert, membrandialysiert
(Instrumed, Dayton, USA) und bis zu einer Proteinkonzentration von 19 mg/ml im Ami-
con-Centriprepsystem (Amicon, Witten, Bundesrepublik Deutschland) eingeengt. Die
Antikorperaktivitdt wurde an pneumozystenreichen histologischen Lungenschnitten
getestet.

Nach einem 20minUtigen Blockierungsschritt wurden die Praparate mit den jeweiligen
Primarantikérpern (in Tris-Puffer mit 1% Rinderserumalbumin und 1% Gelatine) in
optimaler Verdunnung (in vorherigen Verdunnungsstufentests ermittelt) Uber zwei
Stunden bei 37° C inkubiert. Einem Waschschritt folgte eine 30mindtige Inkubation mit
biotinyliertem  Sekundarantikdrper (Amersham, Braunschweig, Bundesrepublik
Deutschland) in 1/500facher Verdinnung. Einem weiteren Waschschritt folgte die
Fluoreszenzmarkierung mit FITC-Streptavidin (Amersham) in 1/1000facher Verdin-
nung uber 30 Minuten. Bei Betrachtung mit dem Fluoreszenzmikroskop erscheinen die
Pneumozysten in typischer Form und Lagerung hellgriinleuchtend.

Ergebnisse

Bei den 109 untersuchten Fallen wurden zwei Schnellfarbemethoden und zwei Immun-
fluoreszenzfarbetechniken mit der herkdmmlichen Versilberungsfarbung nach GRO-
COTT verglichen. In 26 der 109 untersuchten Proben wurden farberisch Pneumozysten
festgestellt. Die vergleichsweise niedrige Pravalenz erklart sich zum Teil aus der Einbe-
ziehung auch nicht Pneumocystis carinii-Pneumonie-typischer klinischer Verdachts-
félle in diese Untersuchung.
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Die Farbeergebnisse der verschiedenen Methoden zeigt Tabelle 1: Von den 26 mit der
Original-GROCOTT-Methode diagnostizierten Fallen waren mit der verklrzten Version
alle 26, mit der KEV 21, mit den beiden Immunfarbetechniken 22 (monoklonale Antikor-
per) bzw. 21 (polyklonale Antikérper) Falle darstellbar.

Die positiven Falle wurden in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe [: reichlich Pneumozysten, meist in Clusterform (mehr als 20 Zysten pro
Cluster)

Gruppe ll:  wenige Pneumozysten, vereinzelte Ciuster (pro Blickfeld bei 400facher
VergréBerung hdchstens zehn Zysten)

Gruppe lll: vereinzelte Zysten, ohne Cluster (in zehn untersuchten Blickfeldern bei
400facher VergréBerung bis zu zehn Zysten)

Das typische Vorliegen der Zysten in Clusterform war mit allen Methoden demonstrier-
bar. Die einzelnen Zysten waren mit den Immunféarbungen und der Kresylechtviolettfar-
bung im Gegensatz zu den beiden GROCOTT-Farbeversionen nicht sicher darstellbar.
Der Zeitaufwand der einzelnen Farbemethoden differierte folgendermaBen:

Die reine Farbezeit lag bei der KEV bei 20 Minunten, bei der verkirzten GROCOTT-
Methode bei 26 Minuten. Die beiden Immunfarbungen bendtigten jeweils drei Stunden,
der Zeitaufwand der Original-GROCOTT-Férbung betrug mindestens drei Stunden.

Technisch mit dem geringsten Aufwand verbunden zeigt sich die Kresylechtviolettfar-
bung, problematisch ist der Umgang mit konzentrierten Sauren.

TABELLE 1
Ergebnisse der Vergleichsuntersuchungen von 26 mit der Original GROCOTT-Methode
positiven Proben.

Farbung Aufw. Mindestfarbedauer pos. Gruppe

(techn.) (min) insges. | Il 1l
KEV + 22 21 16 5 0
GROCOTT orig. ++ 200 26 16 8 2
GROCOTT mod. ++ 26 26 16 8 2
IFT mono. +++ 190 22 16 6 0
IFT poly. +++ 190 21 16 5 0

KEV: Kresylechtviolettfarbung

GROCOTT orig.: GROCOTT-Farbung, Originalmethode
GROCOTT mod.: Modifizierte GROCOTT-Farbung

IFT mono.: Immunfluoreszenztest mikt monoklonalen Primarantikrérpern

IFT poly.: Immunfluoreszenztest mit polyklonalen Primarantikorpern

Aufwand +: Technik einfach durchzufiihren

Aufwand ++: zum Teil komplizierte Arbeitsschritte

Aufwand +++: Arbeiten mit immunologischen Reagenzien

Gruppe I: reichlich Pneumozysten, meist in Clusterform
(mehr als 2 Zysten pro Cluster)

Gruppe II: wenige Pneumozysten, vereinzelte Cluster (pro Blickfeld bei 400afcher Ver-
gréBerung hochstens 10 Pneumozysten)

Gruppe IlI: einzelne Zysten, ohne Clusterbildung (bis zu 10 Zysten in 10 untersuchten

Blickfeldern bei 400facher VergroBerung)

Diskussion

Die Bedeutung einer schnellen und zuverlassigen Pneumocystis carinii-Diagnostik liegt
in der raschen Einleitung einer spezifischen Therapie. Da auch das Auftreten vereinzel-
ter Pneumocystis carinil-Zysten mit schweren Pneumonien einhergehen kann, ist eine
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hohe Sensitivitat der Nachweistechniken erforderlich. Aufgrund der zuverlassigen Dar-
stellbarkeit der Pneumozysten mit ihren charakteristischen Dellen und Pseudoinnen-
kérperchen hat sich in der Routinediagnostik die Silberfarbung nach GROCOTT weit-
gehend durchgesetzt (13). Die Nachteile ihrer Unspezifitat — z. B. werden Pilze eben-
falls angefarbt (1, 13) — sowie der vergleichsweise langen Farbedauer geben Aniaf3
zur Entwicklung spezifischer Nachweismethoden unter Verwendung von Immunfluo-
reszenztechniken mit mono- und polyklionalen Antikorpern. Zuséatzlich wurde nach
Mdaglichkeiten gesucht, die lange Farbedauer der GROCOTT-Methode durch Benut-
zung hoherer Farbetemperaturen (Mikrowellengerate) zu verringern. MAHAN und
SALE (12) farbten die Pneumocystispraparate insgesamt zehn Minuten bei ,hdchster
Stufe” im Mikrowellenherd, CHURUKIAN et al (4) bei 58° C im Wasserbad bei konstan-
ter Farbedauer von 37 Minuten. Fir die modifizierte GROCOTT-Farbung mit 95° C Far-
betemperatur stellten wir fest, daB zur sicheren Anfarbung der Pneumozysten bei kon-
stanter Dauer des Chromséaurebades (fliinf Minuten) flr die Versilberungsdauer hinge-
gen keine einheitliche Zeit vorgegeben werden konnte, d. h. jedes Material eine indivi-
duelle Versilberungszeit in Anspruch nahm. Diese Beobachtung, die am ehesten auf
die in sowohl guantitativer als auch qualitativer Hinsicht unterschiedliche zellulare
Beschaffenheit des jeweiligen Lavagematerials zurlickzuflhren wére, spielt bei der mit
vergleichsweise niedrigen Temperaturen versilbernden GROCOTT-Methode mit Ver-
silberungszeiten von Uber einer Stunde eine untergeordnete Rolle und ist bei der Kurz-
farbung insofern ein Nachteil, als diese unterschiedlichen Versilberungsintervalle vom
Untersucher die standige Kontrolle des Farbeprozesses verlangen. Bleiben die Prapa-
rate wenige Sekunden zu lang in der Losung, bildet sich ein Silberspiegel und das Préa-
parat ist unbrauchbar. Daher erscheint uns der Farbevorgang in Geraten mit konstan-
ter Farbetemperatur (z. B. Mikrowellengerate) mit Patientenmaterial im Routinebetrieb
als nicht zweckmaBig.

Im Gegensatz zur kurzen GROCOTT-Methode stellt die KEV eine Farbung mit kon-
stanter, d. h. weitgehend materialunhabhéangiger etwa 20minutiger Farbedauer dar, die
durch Fortlassen der Gegenférbung noch weiter verklrzbar ist. Da die KEV Mangel bei
der Darstellung einzelner Zysten aufweist, die Clusterform jedoch zuverléssig erkennt,
ist sie als orientierende Schnellfarbung flr die Routinediagnostik interessant.

Die beiden Immunfluoreszenzfarbungen lieBen keinen Unterschied bei der Verwen-
dung mono- bzw. polyklonaler Antikdrpertechniken hinsichtlich des Farbeergebnisses
erkennen. Mit beiden Antikdrpern sind die Pneumozysten in Clusterform beim Durch-
mustern der Préparate schnell erkennbar, was bei den einzelnen Zysten mit beiden
Methoden nicht sicher gelingt. Ursachlich hierfir ist eine auch bei der monoklonale
Antikdrper als Primarantikdrper verwendenden Variante nicht sichere Abgrenzbarkeit
der einzelnen Pneumozysten von mit den Ublichen Mitteln nicht unterdrickbar mitfiuo-
reszierenden anderen Zellen, z. B. Lymphozyten und besonders Candidaelementen.
Die Erkennung einzelner Pneumozysten gelingt ohne gleichzeitiges Vorhandensein
von Clustern dann, wenn ausnahmsweise alle typischen Kriterien der Pneumozysten-
morphologie bei der fraglichen Zelle zusammentreffen. Zur Darstellung dieser ver-
schiedenen Kriterien (Form, ,Dellen”, Doppelkonturierung, Innenkérperchen) erweist
sich von den untersuchten Farbetechniken die GROCOTT-Farbung sowohl in Original-
als auch in modifizierter Form (bei Berlcksichtigung individueller Versilberungszeiten)
als zuverlassigste Methode.

Zusammenfassung

Bei 109 AIDS-Patienten mit Verdacht auf atypische Pneumonie wurde bronchoalveola-
res Lavagematerial mit flinf verschiedenen Farbemethoden auf Pneumocystis carinii-
Zysten untersucht: Eine Kurzform der GROCOTT-Farbung, die Kresylechtviolettfar-
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bung und zwei Immunfluoreszenzfarbungen unter Verwendung mono- bzw. polyklona-
ler Antikérper wurden mit der Versilberungsfarbung nach GROCOTT verglichen.

Bei deutlich klrzeren Farbezeiten und Darstellung auch der vereinzelt liegenden
Zysten erscheint die Kurzversion der GROCOTT-Féarbung als Alternative zur zeitauf-
wendigen Originalmethode geeignet. Die Kresylechtviolettmethode ist technisch am
einfachsten durchfiihrbar, sie ist jedoch bei der Darstellung vereinzelter Zysten der
Versilberungsfarbung unterlegen. Die beiden untersuchten Immunfluoreszenztechni-
ken sowoh! mit monoklonalen als auch mit polyklonalen Antikdrpern sind ver-
gleichsweise aufwendig und zur Darstellung von Einzelzysten wenig zuverldssig.

Schliisselworter

Pneumocystis carinii, AIDS, Schnellfarbung, GROCOTT-Farbung, Kresylechtviolettfar-
bung, Immunfluoreszenz.

Summary

Rapid staining methods and immunofluorescence staining in the
laboratory diagnosis of Pneumocystis carinir.
alternatives to GROCOTT staining?

Five different staining methods were applied to visualize cysts of Pneumocystis carinii
in bronchoalveolar lavage fluid of 109 cases with AIDS under suspicion of Pneumocy-
stis carinii pneumonia.

— Methenamim silverstaining, original method by GROCOTT
—  short version of GROCOTT’s method

—  Cresylechtviolett staining (CEV)

— Immunofluorescence with monoclonal antibodies

— Immunofluorescence with polyclonal antibodies

The short version of the GROCOTT-silverstaining method appears as an alternative to
the time consuming original method. Technically, the CFV staining is easy to perform,
however, it failed in demonstration of single cysts. The immunofluorescence antibody
staining methods with monoclonal and polyclonal antibodies are as time consuming as
the original GROCOTT staining and were not able to visualize singie cysts reliably.

Key words

Pneumocystis carinii, rapid staining, GROCOTT's staining, Cresylechtviolettstaining,
Immunofluorescence.
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