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Einleitung

Die von CHAGAS 1909 zuerst im Rahmen einer Trypanosomiasis in Rattenlungen ent-
deckten (2), ein Jahr später auch von CARINI (1) beschriebenen Pneumozysten wur-
den 1912 von dem Ehepaar DELANOE als eigene Spezies abgegrenzt und Pneumocy-
stis carinii genannt (5). 1942 beschrieben VAN DER MEER und BURG erstmals Pneu-
mozysten in menschlichen Lungen (16). Als Erreger der interstitiellen plasmazellulären
Pneumonie der Frühgeborenen wurde Pneumocystis carinii erst 1952 von VANEK und
JJROVEC erkannt (22). Wichtige Erkenntnisse über den Entwicklungszyklus der Pneu-
mozysten und den Pathomechanismus der Lungenschädigung brachten elektronenmi-
kroskopische Verlaufsuntersuchungen an der Lunge (15, 28) und Beobachtungen der
Pneumozysten in einer Kultur embryonaler Lungenzellen (20).

Klinisch und pathologisch-anatomisch wird zwischen der klassischen oder epidemi-
schen Pneumozystose (infantiler Plasmazell-Typ) und dem sporadischen Typ (child-
adulttype) bei Immunsuppression oder AIDS unterschieden (12).

Die von IVADY und PALDY zwischen 1958 und 1967 eingeführte Therapie mit Penta-
midin konnte die hohe Letalität der Pneumozystose entscheidend senken (13, 14). Die
tierexperimentellen Untersuchungen zur Therapie mit Trimethoprim und Sulfonamiden
(8) sowie die routinemäßige Einführung von Trimethoprim und Sulfonamiden in die
Therapie und Prophylaxe waren ein weiterer Fortschritt bei der Bekämpfung der Pneu-
mozystose (11). Anfang der 80er Jahre kam es mit dem Auftreten der Immunschwäche
AIDS zu einem erneuten Anstieg der Erkrankungszahlen. Die Pneumozystose wurde
zur häufigsten opportunistischen Infektion bei AIDS-Patienten. Auch bei Patienten
unter immunsuppressiver Therapie sowie angeborenen Immundefekten ist die Pneu-
mozystose eine gefürchtete Komplikation.

Nach erfolgreicher Einführung der Aerosol-Prophylaxe mit Pentamidin bei AIDS
(17) wurde vermehrt über extrapulmonale Manifestationen der Pneumozystose
berichtet (4).

Die Verdachtsdiagnose einer Pneumocystis car/n/V-Pneumonie (PcP) wird meist kli-
nisch und/oder radiologisch gestellt. Laborbefunde erbrachten bisher keine charakteri-
stischen Ergebnisse (29); serologische Untersuchungsbefunde haben für die Diagno-
stik wenig Bedeutung (25). Beweisend ist ausschließlich der direkte Erregernachweis in
Biopsiematerial und/oder Lavageflüssigkeit.
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Abb. 1 A:

Pneumocystis car/M-Pneumonie (Frühstadium)

Als klinisch-diagnostische Methode der Wahl ist auch nach neueren Untersuchungen
die Bronchiailavage anzusehen (21).

Spezifische radiologische Befunde für die PcP gibt es nicht. In einem Teil der Fälle
zeigt sich ein Verlauf mit zu Beginn diffuser bilateral entwickelter, perihilär akzentuier-
ter, interstitieller Pneumonie (Abb. 1A), die sich über ein retikulonoduläres Bild radiär in
die Lungenperipherie ausbreitet und zuletzt ein diffuses Bild zeigt („weiße Lunge")
(Abb. 1B). In einem großen Teil der Fälle finden sich allerdings eher atypische Ver-
laufsformen (6).

In der Ratte, als etabliertem Tiermodell für die PcP, wurde die Verteilung der Pneumo-
zysten in der Lunge in Abhängigkeit vom Schweregrad der Infektion untersucht.

Material und Methoden

Induktion der Pneumozystose

Nach Erprobung der in der Literatur beschriebenen Standardverfahren (8, 27) zur
Erzeugung einer Pneumozystose im Tiermodell (Ratte) wurde ein modifiziertes Ver-
suchsregime in Anlehnung an die Untersuchungen von HENDLEY und WELLER
benutzt (10). Statt einer mehrmaligen wöchentlichen subkutanen Injektion von Kortiso-
nazetat wurde eine orale Immunsuppression mit Dexamethason im Trinkwasser vorge-
nommen. Die Konzentration von 1 mg/l Trinkwasser entsprach bei einer mittleren
Trinkmenge von 20 - 30 ml/Tag einer Dosis von 1,0 bis 1,5 mg Dexamethason/kg/Tag,
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Abb. 1 B:

Pneumocystis cann/7-Pneumonie (Spätstadium)

äquivalent einer Dosis von ca. 30 mg Kortisonazetat/kg/Tag. Eine Antibiotikaprophy-
laxe erfolgte mit Tetrazyklin im Trinkwasser in einer Konzentration von 1 g/l (Tab. 1).

Nachweis der Pneumozysten

Zum Nachweis der Pneumozysten wurden histologische Sagittaischnittpräparate von
Rattenlungen nach GROCOTT gefärbt (9) und bei 1 .OOOfacher Vergrößerung mit Ölim-
mersion ausgewertet.

Die semiquantitative Bewertung des Pneumozystenbefalls in der Lungenhistologie
erfolgte ebenfalls an diesen Sagittalschnitten. Es wurden die Anzahl der Pneumozy-
sten/Gesichtsfeld bei 1 .OOOfacher Vergrößerung bestimmt und eine Einteilung in fünf
Schweregrade vorgenommen (Tab. 2).

Morphologisch-morphometrische Methodik

Die Verteilung der Pneumozysten in der Rattenlunge wurde mit einem stereologischen
Verfahren (26) untersucht. Bei 34 ausgewählten histologischen Sagittalschnitten von
Rattenlungenpräparaten, mit einem mäßigen bis schweren Befall durch Pneumocystis
carinii, wurden acht Untersuchungsfelder im Kerngebiet ( 3 - 5 mm vom Parenchym-
rand entfernt) sowie acht Untersuchungsfelder in der Mantelregion der Lunge (ca.
1 mm vom Parenchymrand entfernt) markiert (Abb. 2).

Bei 250facher Vergrößerung wurden 16 Untersuchungsfelder je Lungenschnittpräparat
fotografiert (llford PanF ISO 50/180 mit Grünfilter, Mikroskop Zeiss III RS) und nach
Entwicklung sowie Rahmung der Negative mit einem Tisch-Dia-Projektor (Kindermann
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TABELLE 1

Versuchsregime zur Erzeugung einer Pneumozystose

Versuchstiere: Wistar Albino Ratten.

Immunsuppression mit Dexamethason (1,0 mg/l Trinkwasser)
Antibiotikaprophylaxe mit Tetrazyklin (1 g/ml Trinkwasser)

Futter:
Proteinmangeldiät (Proteingehalt 8%)
Trinkwasser

Alle Versuchstiere in Einzelkäfigen.
Gewichtskontrolle alle vier Wochen.
Versuchsdauer ca. 4 Monate.

0,02 - 0,030 mg/Tag
20 - 30 mg/Tag

ad libitum
ad libitum

TABELLE 2

Semiquantitative Bestimmung des Pneumozystenbefalls
(Anzahl Pneumozysten/Gesichtsfeld bei 1000facher Vergrößerung)

keine =
0,01 -0,06
0.07-2,5
2,6-12,5
12,6-24
> / = 25

0

+
++
+++
++++
+++++

mäßiger Befall

schwerster Befall

diafocus AV 150) in ca. 5,2facher Vergrößerung dargestellt. Die Auszählung der Pneu-
mozysten erfolgte mit einem 0,5 cm Raster.

Die Pneumozysten stellen sich hierbei als rundliche Aufhellungsareale mit zentraler
Abblassung dar (Abb. 3A), die Pilze lassen sich als schlauchförmige mehr homogen
aufgehellte Strukturen gut von den Pneumozysten abgrenzen (Abb. 3B).

Ergebnisse

Erzeugung einer Pneumozystose

Bei allen Versuchstieren konnte mit dem eigenen Versuchsregime eine Pneumozy-
stose induziert werden. Der Befall mit Pneumozysten lag zwischen Grad + und
+ + + + + (entsprechend der Skalierung) bei einer Versuchsdauer von mindestens vier
Monaten. Einzelne Ratten wiesen gleichzeitig auch eine Pilzinfektion der Lunge auf.

Verteilung der Pneumozysten in der Lunge

Beim Vergleich der Pneumozystendichte in Kern- und Mantelregion der Lunge zeigt
sich unter Berücksichtigung aller Präparate mit einem Befall von Grad + + + bis Grad
+ + + + + (n = 34) kein signifikanter Unterschied (Abb. 4A). Bei Unterteilung in Lungen
mit mittlerem Befall (Grad + + + [n = 19]) sowie mit schwerem und schwerstem Befall
(Grad + + + + und + + + + + [n = 15]) ergab sich ein differentes Bild. In Lungen mit
einem mäßigen Pneumozystenbefall (Grad +++) fanden sich signifikant (Wilcoxon-
Test für Paardifferenzen) mehr Pneumozysten in der Kernregion der Lunge als in der
Mantelregion (Abb. 4B). Bei einem Befall Grad + + + + und + + + + + konnte kein signi-
fikanter Unterschied nachgewiesen werden.
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Abb. 2:

Bestimmung der Untersuchungsfelder am Sagittalschnitt einer Rattenlunge

Diskussion

Das angewandte Tierversuchsmodell zur Erzeugung einer Pneumocystis carinii-Pneu-
monie erwies sich als ebenso erfolgreich wie die bekannten Standardverfahren (8, 10).
Eine Pneumozystose ließ sich in allen Fällen hervorrufen. Eine Zweitinfektion mit Pilzen
war selten. Das vorliegende Versuchsmodell ist aufgrund der langen Überlebenszeit
der Versuchstiere (mindestens 4 Monate) offenbar auch für Langzeituntersuchungen
geeignet. Insbesondere im Hinblick auf Untersuchungen zum Grad der Pneumozysten-
elimination aus der Lunge unter Therapie bzw. nach Abbrechen der Immunsuppression
könnte das vorgestellte Modell von Nutzen sein (3).

Das eigene semiquantitative Score-System erlaubt eine ausreichende Differenzierung
von einem minimalem Befall mit weniger als einer Zyste pro Gesichtsfeld. Bei anderen
in der Literatur beschriebenen Skalierungen zur Bestimmung des Befalls mit Pneumo-
zysten (18) wurde die Anzahl der Pneumozysten pro Gewichtseinheit Lungenparen-
chym bestimmt. Dies ist allerdings ein relativ aufwendiges Verfahren und das Untersu-
chungsmaterial steht für weitere morphologische Untersuchungen nicht mehr zur Ver-
fügung.
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Abb. 3 A:

Pneumozysten im Lungenparenchym (Negativ)

Bei einem nur geringen Befall der Lunge mit Pneumozysten (Grad +) ist die klinische
Bedeutung dieses Befundes oft unklar. Im konkreten Fall ist die Entscheidung zwi-
schen behandlungsbedürftiger Infektion oder Saprophytose schwer und nur unter
Berücksichtigung des klinischen Bildes möglich. In diesen Zusammenhang stellt sich
auch die Frage nach der Vitalität der nachgewiesenen Erreger, z. B. nach vorausge-
gangener Therapie (7).

Die eigenen Untersuchungsergebnisse am Tiermodell zeigen eine besondere Vertei-
lung der Pneumozysten in der Lunge der Versuchstiere in Abhängigkeit vom Grad der
Infektion. Mit Hilfe der beschriebenen stereologischen Methode konnte an Rattenlun-
gen mit einem mäßigen Pneumozystenbefall (Grad +++) eine statistisch signifikante,
disproportionale Verteilung der Pneumozysten zugunsten der Kernregion nachgewie-
sen werden. Bei zunehmendem Befall der Lunge durch Pneumozysten (Grad +-H-+
bis + + + + + ) fand sich dieser Unterschied zwischen Kern- und Mantelregion nicht
mehr, es lag eine homogene Verteilung vor.
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Abb. 3B:

Pilze im Lungenparenchym (Negativ)

Ein Vergleich dieser Befunde an der Rattenlunge mit der menschlichen Pneumozy-
stose ist problematisch. Einerseits sind die physiologischen Bedingungen in der Lunge
des Menschen infolge des aufrechten Ganges nicht vollständig mit denen in der Ratte
vergleichbar, andererseits muß beim Menschen zwischen der klassischen epidemi-
schen und der sporadischen bzw. experimentellen Form unterschieden werden.

Der Vergleich mit der menschlichen Lunge ist nur über den röntgenologischen Befund
möglich, wobei einschränkend erwähnt werden muß, daß das Infiltrat im Röntgenbild
natürlich nicht direkt mit der Erregerdichte im Lungengewebe korreliert.

Während die eigenen Untersuchungen an der Rattenlunge eine kontinuierliche Aus-
breitung der Erreger von perihilär in die Lungenperipherie nahelegen, sind die Verhält-
nisse im Röntgenbild der menschlichen Lunge weniger einheitlich. Berichte über einen
Stadienhaften Verlauf und eine Ausbreitung des Infiltrates in die Lungenperipherie bei
der infantilen Pneumozystose zeigen gewisse Parallelen zu den Befunden im eigenen
Modell (19).
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Abb. 4A:

Verteilung der Pneumozysten (P. c.) zwischen Kern (KR)- und Mantel (MR)-Region
bei einem Befall Grad + + + bis + + + + + (34 Präparate)

Andere Autoren (6) wiesen auf eine große Zahl atypischer röntgenologischer Bilder
oder Verlaufsformen mit einem nur segmentalen oder fokalen Befall hin (23). Ein typi-
scher Verlauf der infantilen Form der Pneumozystose im Röntgenbild konnte in einer
weiteren Untersuchung von 124 Fällen nicht dokumentiert werden (24).

Die unterschiedlichen röntgenologischen Befunde bei der menschlichen Pneumozy-
stose lassen eine vom Grad der Infektion abhängige Verteilung der Pneumozysten in
der Lunge, wie im vorgestellten Tiermodell, bzw. einen stadienhaften Verlauf der
Erkrankung nur in wenigen Fällen vermuten.

Zusammenfassung

Mit einem effektiven Versuchsverfahren (orale Medikation von Dexamethason und
Tetrazyklin) wurde eine Pneumozystose im Tiermodell (Ratte) erfolgreich induziert.
Das vorliegende Versuchsmodell ist aufgrund der langen Überlebenszeit der Versuchs-
tiere (mindestens 4 Monate) offenbar für Langzeituntersuchungen geeignet. In 34
histologischen Lungensagittalschnitten wurde bei einem mäßigen bis schweren Pneu-
mozystenbefall die Verteilung der Zysten in Lungenmantel- und Kernregion untersucht.
Bei einem mäßigen Pneumozystenbefall fand sich ein signifikanter Unterschied zugun-
sten der Lungenkernregion, welcher mit zunehmendem Befall nicht mehr nachweisbar
war. Die unterschiedlichen röntgenologischen Befunde bei der menschlichen Pneumo-
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Abb. 4 B:

Verteilung der Pneumozysten (P. c.) zwischen Kern (KR)- und Matel (MR)-Region
bei einem Befall Grad + + + (19 Präparate)

zystose lassen eine vom Grad der Infektion abhängige Verteilung der Pneumozysten in
der Lunge, wie im vorgestellten Tiermodell, bzw. einen stadienhaften Verlauf der Er-
krankung nur in wenigen Fällen vermuten.

Schlüsselwörter

Pneumocystis carinii, Induktion, Verteilung in der Lunge.

Summary

Morphological-morphometric examination of rat lungs
in experimental pneumocystosis

Pneumocystis carinii pneumonia was induced in an experimental animal model, using
oral medication of Dexamethasone and Tetracycline. Because of the long survival of
the animals in this course (over 4 months), the ducumented regime might be useful in
long term studies. In 34 histologic slides of sagittal sections of the lung with a moderate
to severe infection of Pneumocystis carinii, the distribution of cysts in the core and coat
of lung was examined. In cases with moderate infection there was a significant diffe-
rnece in favour of the core region. With increasing severity of infection this difference
disappears. The radiographic findings in human pneumocystosis do not show a similar
regular development of the disease of distribution of Pneumocystis carinii, as it is found
in the animal model.
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