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Ein Beitrag zur tIistotopoehemie der Pneumoeystis Carinii. 
Von 

G. BRUNS und D. B(iTTGER. 

Mit 6 Textabbfldungen. 

(Eingegangen am 20. September 1954.) 

0ber  den Erreger der sog. interstitie]len p]asmacellul~ren Pneumonie 
(int. Prim.), einer eigent]ichen intraalveoliiren Pneumonie (PLIESS, 
B~vNs) der S~uglinge und Erwachsenen, Pneumocystis Carinii, sind 
im pathologisch-anatomischen Schrifttum der letzten Jahre in erster 
Linie morphologische Untersuchungen bekanntgeworden (VaNEK und 
Mitarbeiter, GIESE, HAM-PERL, HERZBERG und Mitarbeiter, PLIESS, 
B~v~s ,  J iaovnc  und VANEK und FI~G~LA~I) und VOI%TEL). JIROVEC 
1/nd VAI~EK haben kiirz]ich die neuen deutschen und osteurop~ischen 
Ver5ffentlichungen zusammengestellt. Die Pathogenit~t der Pneumo- 
cysten ffir den Menschen ist allgemein anerkannt worden. 

Wir haben in eigenen Untersuchungen die Wechselbeziehung 
zwischen dem Erreger und Lungengewebe verfolgt und Pneumocystis 
Carinii intraepithelia], interstitiell sowie intravasal festste]len k5nnen. 
Bei einer jfingsten Beobachtung (Sekt.-Nr. 335/1954, 10 Wochen alter 
weiblicher S~ug]ing) ist nun auch eine h~matogene Aussaat der Pneumo- 
cysten als Parasitenembolien und -cylinder in der Niere nachzuweisen 
gewesen. Wir stimmen jetzt  mit Jn~ov~c und VANEK darin fiberein, 
dal~ die intraepithelialen Wabenformen - -  Sporocysten haben wir hier 
nicht beobachten kSnnen - -  sehr wahrscheinlich einer Phagocytose 
und nicht, wie ursprfing]ich yon uns angenommen, einem aktiven Para- 

sitismus entsprechen. Die Seltenheit einer solchen Phagocytose steht 
nachweislich in keinem ann~hernden Verh~ltnis zur Masse der extra- 
cellul~ren Pneumoeysten. Die eigens daraufhin mit spezifisch lipo- 
philen Fluorochromen untersuchten Makrophagen zeigen anch durch- 
weg starke fettige Degeneration. Ubrigens enthalten die bei int. Pnm. 
mitunter vorkommenden perifokalen FremdkSrperriesenze]len keine 
Parasiten, wie wir bei einer einschlagigen Beobachtung (Sekt.-Nr. 8/54, 
14 Wochen alter weiblicher S~iugling) festgestellt haben (s. a. JInov]~c 
und VA~K). 

Damit entfallt aber einer der Hauptgrfinde, die Pneumoeysten nach 
der auch bisher durch uns vertretenen Ansieht yon VANSK und JmovEc 
als Protozoen anzusprechen. Wenn es iiberhaupt erlaubt ist, Erregel 
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naeh rein morphologisehen Kriterien zu systematisieren, dann geh6rt 
Pneumoeystis Carinii trotz maneher gestaltlieher Ahnliehkeit sieher 
nieht zur Ordnung der vorziiglieh intraepithelial parasitierenden Coe- 
eidiae (WE~u bzw. zu deren Gattungen Klossiella (STEvenSON) und 
Cryptosporidia (ARAGAO). So ist die den Coeeidien eigene 0ogamie 
bisher nieht bei Pneumoeystis Carinii beobaehtet worden. Es ist sehr 
wahrseheinlieh, dab die Entwieklung der Pneumoeysten extraeellul~ir 
erfolgt und nur unter allem Vorbehalt zulgssig, ihre Vielfaehstadien 
bestenfalls als Sporogonien zu deuten. So ordnen aueh JIROVEC und 
VANEK den Parasiten provisoriseh bei den tIaplosporidien ein und be- 
spreehen in ihrer letzten Ver6ffentliehung eingehend seine systematisehe 
Stellung. Die inhomogene Unterklasse der Itaplosporidien dfirfte aber 
zu einem Teil wahre Pilze enthMten (WE~YO~). 

Die Hefenatur der Pneumoeystis Carinii wird ausgiebig diskutiert. 
(GIESE, BAUCI{ und LADST)2TTER, GLEISS, CSILLAG und Mitarbeiter, 
WU~DEaLICH, P~TERSEN und SIMOn). Wir haben uns in vergleiehenden 
Untersuehungen an Hand zweier Sepsisf~lle durch Candida pseudo- 
tropieMis, fiber die unser Mitarbeiter BEtrTItE beriehtet, nieht davon 
fiberzeugen kSnnen, dab Pneumoeystis Carinii den Candidapilzen 
morphologiseh gleieht, wie BA~Jc~I und LADSTATTEI~ annehmen. Es 
unterseheiden sieh aueh die histologisehen Lungenbefunde beider Er- 
krankungen weitgehend voneinander, selbst bei granulierenden Formen 
der int. Pnm. (Abb. 1 und 2). Candidae sind in unserem Sektions- 
material in 60 % aller untersuehten Organe ~r SCHABINSKI und SI(OBEL 
MS offenbar harm]ose Saprophyten naehgewiesen worden. Positive Er- 
gebnisse yon Zfiehtungsversuchen (BAucH und LADST)ITTER) seheinen 
demnaeh keine Beweiskraft zu haben. Naeh unserer Erfahrung an 
3 Beobaehtungen einer endogenen Candidamykose lassen sieh die Pilze 
post mortem mit akutem Erfolg auf Ratten iibertragen, die in den 
Parenehymen histologiseh gleiehartige Pilzgranu]ome aufweisen wie im 
mensehliehen Ausgangsmaterial. Dagegen ist eine entsloreehende l)ber- 
tragung der Pneumoeystis Carinii auf das Tier entgegen anders lauten- 
den Befunden (HERzBE~G und Mitarbeiter, LINNt:WE~I, DICKMAN) 
bisher nur CSlLLAG und Mitarbeitern gelungen. 

Im Hinblick auf die noeh ausstehende mikrobio]ogisehe Einstufung 
der Pneumocystis Carinii kSnnen folgende Beobaehtungen zur weiteren 
Kl~rung beitragen. Pneumoeysten sind wie Pilze gegen Auto]yse resi- 
stent. In vSllig auto]ytischem, praktiseh nieht mehr anfS, rbbaren 
Lungengewebe lassen sie sieh metaehromatisch und dureh Nilblau- 
sulfat nachweisen, besonders naeh Differenzierung mit Essigs~ure. Von 
weiterer Bedeutung erseheint uns neben den grampositiven Parasiten- 
formen, die jetzt auch yon JIROVEC und VA?CEK besehrieben worden 
sind, deren Ansiehten fiber die morphologisehe Deutung dieser Befunde 
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Abb.  1. Sek t . -Nr .  8/40, 9, 10. Lebenswoche .  L u n g e ,  P a r a f f i n s c h n i t t .  H . -E .  u  24:1 .  
G r a n u l i e r e n d e  , , in te rs t i t i e l le ,  p l a s m a e e l l u l a r e  P n e u m o n i e "  m i t  F remdk6rpe r r i e senze l l en .  

A b b .  2. Sek t . -Nr .  350/54, ~, 26 J~hre .  L u n g e ,  P a r a f f i n s c h n i t t ;  H . -E .  Vergr .  21 :1 .  Vier  
P i l z g r a n u l o m e  bei  Cand idaseps i s .  

aber yon anderen abweicht (GIEsE, PLIESS), der Nachweis yon Spros- 
sungsfiguren (Abb. 3). Das nach GIESE ffir Pilze symptomatische 
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Waehstum auf inneren Oberfl~ehen haben wir bei insgesamt 5 endo- 
genen Mykosen nieht beobaehten kSnnen. Die alternative Frage, ob 
die Vielfaehstadien der Pneumoeysten Sporogonien oder Sporangien 
sind, wird sieh histologiseh iiberhaupt nieht mit einer ausreiehenden 
Sieherheit entseheiden lassen. Es ist aber anzunehmen, dal3 sie wegen 
ihrer relativen Seltenheit im Gewebssehnitt keine Merozoiten dar- 
stellen (Jl~ov~c und VAt ,x) .  

T3ber StrukturanMysen der Pneumoeysten ist bisher wenig bekannt- 
geworden. Das morphologisehe Substrat und die Lokalisation der zu- 
erst yon GIESE naehgewiesenen grampositiven Substanzen ist noeh 
ungekl/~rt (PLI~SS, JIROVEC und VA~EK). Die yon HAMPERL zuerst 
besehriebene PAS-loositive Substanz in den Parasitenmembranen ist 
bisher nieht weiter analysiert worden. BRuNS und I~OTTGEI% haben 
diese Befunde lediglieh dutch den weiteren Naehweis metaehromati- 
seher Stoffe am gleiehen Ort erg/inzt, der aueh an Paraffinsehnitten 
deutlieh und noeh einfaeher durehzuffihren ist. 

In den folgenden Untersuchungen haben wir die noeh ausstehende 
histotopoehemisehe Analyse der Pneumoeystis Carinii durehgefiihrt, 
in der Erwartung, zur LSsung der Alternative Pilz oder Protozoe bei- 
tragen zu kSnnen. 

Eigene Behmde. 
Es ist an Gewebsschnitten mit gebfihrender Vorsicht, besonders im 

Hinblick auf die Komplexheit aller F/~rbevorg/inge, versucht worden, 
aus Farbstolfeffekten an Pneumocystis Carinii auf die Art, Struktur 
und Lokalisation yon Baustoffen, EiweiBen, Kohlenhydraten, Fetten 
und Lipiden zu sehlieSen. 

1. Elektrostatische Untersuchungen der Pneumocystis Carinii. 

a) Methodisches. Wie man die F~rbung fixierter Gewebe aueh 
physikatisch-chemiseh deuten mag, fiir den Farbstoffeffekt spielen die 
Ladungsverh~iltnisse des Gewebes und die Wasserstoffionenkonzen- 
tration (CH) der Farbstoffl6sung (D~AwERT, STrUGGle) eine ent- 
scheidende Rolle. Hinsiehtlieh der Gewebe und ihrer Baustoffe sind es 
fast aussehlieBlieh Eiweil~e, die abh~ngig v o n d e r  jeweiligen CH eine in 
sieh wechselnde Masse positiver und negativer Valenzen tragen. Letz- 
tere lassen sieh daher aueh elektrolohoretiseh trennen (Wum~MA~ und 
WU~D~,I~Lu Die F~irbung der Eiweigk6rloer mug also im histologisehen 
Schnitt unter anderem p~-abh~ngig sein. Umgekehrt l~gt sieh aus der 
p~-Abh/~ngigkeit einer F~irbung auf eiweii3haltige Substrate im Gewebe 
schlieBen. Naeh ihrem elektrostatisehen Verhalten (BET~,  PISC~I~GE~) 
besitzen sie einen isoelektrischen Bereich (IEPM), den wir im HinMiek 
~u~ die Ausarbeitung spezifischer Anf~rbungen der Erreger zu be- 
stimmen versueht haben. 



282 G. BRUNS und D. BOTTGER: 

Tabelle 1. 

pH-Bereich PufferlSsung 

bis 3,6 
bis 5,7 
bis 7,6 
bis 9,6 
bis 10,5 

Salzs/iure -Natrium citrat 
Natrium citrat-Natronlauge 
prim. Kaliumphospha~ sek. Natriumphosphat 
Sa]zs~ure -Natriumbora~ 
Natriumborat-Natronlauge 

Tabelle 2. 

Fluorochrom 

Natriumfluorescein . . . . . . . . .  
Berberinsulfat . . . . . . . . . . .  
Rhod~min B . . . . . . . . . . . .  
Benzpyren-Coffein . . . . . . . . . .  

F&rbezeit 

10 min 
3 min 

30 sec 
20 rain 

Umschlag- 
bereich 

PI~ 5,5 
PB ii 
pH 2 

Ladung 

Anion 
Kation 
Kation 

elektroneutral 

b) Die Fluoroehromierung. Ffir die Bestimmung des I E P  Mim Ge- 
webe eignen sich vorzfig]ich Fluorochrome, mit  denen sich in geringer 
Konzentrat ion und naeh kurzer Fgrbezeit starke FarbsfoffeHekte er- 
zielen ]assen. Bei den Vitalfgrbungen beeintrgchtigen sie die Gewebe 
in nur geringem Mal3e. 

Technik: Gefrierschnitte der Lunge nach Formalinfixierung. Die 
jeweiligen FluorochromlSsungen l:1000/Aqua dest. zusgtzlich mit 
PufferlSsung auf l :10000 verdiinnt. Die erforderlichen Pufferl6sungen 
nach S6RSNSEN (Rezept nach Ki~STER) S. Tabelle 1. 

Die CI-I der Pufferl5sungen ist mit  der Glaselektrode, diejenige der 
Fluorochrom]Ssungen nicht durchgehend kontrol]iert worden. MSg- 
liehe Differenzen zwischen eingestelltem und realem pg  liegen nnter 
Pi~ • 0,2. Aus Tabelle 2 sind die verwendeten Fluorochrome, ihre Ladung 
und Umschlagbereiche sowie die Farbezeiten ersichtlich. Die Benz- 
pyren-CoffeinlSsung ist nach den Angaben yon BERG hergestellt worden. 

Die Ergebnisse der F]uorochromiernngen sind gus Tabe]ie 3 ersieht- 
lieh. 

Pneumoeystis  Carinii besitzt weder im Gefrier- noch im Paraffin- 
schnitt eine Eigenfluorescenz. I m  einze]nen zeigt Berberinsulfat bei 
Fgrbung der Pneumocystenkerne zwischen p~ 3,6 und 5,7 einen deut- 
lichen Intensitgtssprung der Fluorescenz. Da Berberinsulfatkationen 
nur in elektroadsorptiver Bindung fluoreszieren, muB das Adsorbens 
sauer reagieren. Letzteres verh~It sich andererseits im sauren Bereich 
basisch, kenntlich an der Adsorption der Natriumfluoresceinanionen. 
Damit zeichnet sich im Kern der Pneumocysten ein IEP M ab, der auf 
einen Eiweiggehalt schliegen l~gt. Ausweislich der geringen Kernf~rb- 
barkeit mit neutralem Rhodamin B und Benzpyrencoffein diirfte dieser 
EiweiBanteil auch etwas ]ipidhaltig sein. Die Fluorescenz der Pneumo- 



Ein ]3eitrag zur Histotopoehemie der Pneumocystis Carinii. 283 

Tabelle 3. Die Fluorochromierung des Pneumocystenkerns. 

Farbstoff 

N a t r i u m f l u o r e s c e i n  . . 
B e r b e r i n s u l f a t  . . . .  
R h o d a m i n  B . . . .  

Benzpyren-Coffein . . 

Pa  der  Farbstoffl6snng 
Kerne 

gelbgrtin + + - -  - -  1 - -  , -- 
gelbgrtin - -  (+) + + +  + + + [ + + + 1 + + +  

gelborange - -  (+) ( + )  (+) I (+)  I (+) 
blgulieh nut im neutralen Bereieh (+) 

Die Fluoroohromierung der Pneumoeystenmembran. 

I IVIembran 

N&triumfluorescein . . 
Berberinsulfat . . . .  gelbgrtin 
lZhodamin B . . . .  gelborange 
Benzpyren-Coffein . . hellb]au 

i 

- -  (+)  + +  i + +  + +  + +  
(+)  ! + + + + + + + + + + + + + + +  

nur im neutralen Bereich _L ~_ 

Tabelle 4..Diachromierung des Pneumocystenkerns. 

PH der  FarbstofflSsung 

~o~, ~~ ~,, l~,s I~,~ I~,~ ~,0 i~,~ I ~,~ ~,~ 

I i I i 
S g u r e f u c h s i n . .  r o t  ] q - + @  4 - + +  + + @ ! @ @ - -  + +  @ +  ~ i ---  

Neutralrog... rot I-- + + ! + ++++++++++§ 

eys tenmembran  ergibt innerhalb der Pufferreihe mit  ]3erberinsulfat und 
Rhodamin  B einen deutl ichen Adsorptionswechsel.  Im  Gegens&~z zur 
Fluorochromierung der Kerne lgBt sich ~ber hier ein I E P ~  nu t  ange- 
n~hert  ab~rennen. Es ist nieht  sicher zu entscheiden, ob das Adsorbens 
eine nich~ ~m]adbare Substanz darstellt,  die m6glioherweise etektro- 
negat iv (Berberinsulfat) und lipidhMtig (Rhodamin B, Benzpyren-  
Coffein) sein k6nnte und a.ls Polysaceharid anzusprechen wgre. 

e) Die Diaehromierung.  Mit der Fluoroehromierung ha t  sich bisher 
keine elektive Anfgrbung der Pneumooys ten  erreichen lassen, vor  allem 
nicht wegen der mangelhaf ten Differenzierung gegeniiber anderen Ge- 
websstrukturen,  unter anderem den Zellkernen des Lungengewebes. 

Der I E P ~  der Pneumocys ten  ist weiterhin mit  Diachromen,  dem 
Kationenfarbstoff  NeutrMrot  und dem Anionenfarbstoff  Sgurefuchsin 
eingeengt worden. 

Teehnik s. o. : 1 Teil gesgttigte wgBrige Stamml6sung und 30 Teile 
Pnfferl6snng. Fgrbedaner  10 min und  ansohlieBend Wgsserung 15 rain. 
Die Anfgrbung der Pneumocystenkerne ist aus Tabelle 4 ersichtlich. 

Der IEP~ des Pneumocystenkerns liegt zwischen p~ 3,6 und 4,0. 
Dieser Wert ist unter ]~erfieksiehtigung der vorausgegangenen lfixierung 
und der unvermeidlichen Autolyse (die Sektionen haben durchschnitt- 
lich efwa 12 Std nach dem Tode stattgefunden) nur als angengher~ zu 
betr&ch~en, worauf kiirzlieh LoI~I4E hingewiesen hat. 
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Die Ladung der Pneumocystis Carinii 
verschiebt sich in formalin- und alkohol- 
fixierten Lungenschnitten nach der exakten 
Methode yon PlSC~I~GE~ (s. a. ZEIOEU, 
YASUZUMI) unter Benutzung hochdisperser, 
nicht umladbarer Farbstoffe (sautes Kristall- 
ponceau und Methylenblan) und des Acetat- 
Veronalpuffers (MIo~A]~LIS) welter gegen 
den Neutralpunkt (Tabe]le 5). 

Die Um]adebereiche der Pneumocysten- 
kerne haben sich auf pn 5,53 (Formalin) und 
6,44 (Alkohol), jene der Membranen auf 
p~ 6,87 (Formalin) und 7,0 (Alkohol)einengen 
lassen. Die vorliegenden Ergebnisse sind das 
Mittel yon insgesamt 4 Einzeluntersuchungen. 
Ffir die weiteren histotopochemischen Unter- 
suchungen ist der Nachweis einer nur schwach 
sauer reagierenden, praktisch neutralen Pneu- 
mocystenmembran (pg Mittel 6,94) bedeu- 
tungsw)ll. Die Vermutung, dab es sich bei 
dieser Membran um eine praktisch nicht 
umladbare Substanz handeln kSnnte (siehe 
S. 283), scheint dadurch gestiitzt zu werden. 

2. Die Histotopochemie der 
Pneumocystis Carinii. 

a) Die Toluidinblaui~irbung. Die Erreger 
der int. Prim. sind metachromatisch anf~rb- 
bar. Die yon uns ~m Gefrierschnitt an- 
gegebene Toluidinblauf~rbung ist, wie wir 
inzwischen nach der Technik yon LILLIE 
festgestellt haben, auch in Paraffinschnitten 
entgegen der Angabe yon PLIESS positiv. 

Technik: 0,2 %ige ToluidinblaulSsung, 
F~rbung 60 sec. Differenzieren in Aceton, 
Aufhellung in Xy]ol. 

Die gegenfiber dem Gefrierschnitt und im 
Vergleich zu den stark metachromatischen 
Bronchia]knorpeln sehr viel schw~tchere 
Metachromasie ist morphologisch schwer zu 
loka]isieren. Sie scheint am Gefrierschnitt 
im eigent]ichen ParasitenkSrper (2- -4#)  
starker ausgebi]det zu sein als in den Mem- 
branen, w~hrend sich der Wabeninhalt nur 
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schwaoh metaehromatiseh zeigt. Im Paraffinsehnitt sind die Mem- 
branen yon metaehromatisehen Aul3en- und Innenringen eingefaBt. Der 
eigentliehe Parasit ist nieht mehr metachromatiseh. Es entsteht so der 
Eindruek, dab die in den Paraffinsehnitten optisch leer erscheinenden 
Waben doch eine homogene perinuele~re Substanz enthalten. Die 
Metaehromasie der angegebenen Strukturen bleibt in Paraffinsehnitten 
aueh naeh 24sttindiger Alkoholextraktion bestehen. Die Membranen 
sind in den Wabenkolonien nieht gleiehm~13ig metaehromatiseh und be- 
senders im Zentrum, mSglieherweise dureh ~berlagernng der Para- 
siten, zu bandf6rmig gezaekten Gerinnungsfiguren verdichtet. 

Betraehtet  man Pneumoeystis Carinii als Hefe, so k/Jnnte die nach- 
geudesene Metaehromasie auf die Existenz yon Pilzvolutin hinweisen, 
das in Hefezellen als Metaphosphat vorkommt (WIAMS.). Immerhin ent- 
halten auch Protozoen, besonders die Coecidien, Volutin (DoFLEIN- 
RSlC~ts.~OW). Dieses besitzt in noeh nieht bestimmbarer Form Nuclein- 
s~uren, ~hnlich der grampositiven Substanz, welehe aber nicht mit dem 
Volutin identiseh ist. In Hefezellen sind die feulgen- und grampositive 
Substanz mit Phosphatasen verkniipft (Scm:ss~m). Vergleieht man 
naeh GOMOl~I phosphorylierte Hefezellen mit einer Goldner-F~rbung 
der Pneumoeysten, so gewinnt man auf Grund ad~quat angef~Lrbter 
Strukturen den Eindruck, als liel3en sieh die Pneumoeysten in einem 
Gewebssehnitt naeheinander metaehromatisch (Toluidinblau) und 
mittels Gramf~rbung vollst~indig darstellen. Diese Kongruenz beider 
F/~rbungen halten wir im Hinblick auf die m6gliehe Hefenatur der 
Pnemnocysten ftir bemerkenswert. 

b) Die Gramfiirbang. Naeh GIESE sind gewisse Strukturen der 
Pneumoeysten grampositiv. PLI~ss h/*lt diese ftir Kernsubstanzen, 
was yon JmovEc und VANEK bestritten wird. Mit Kernfarbstofien ist 
es uns bisher nicht gelungen, in den Pneumocysten Strukturen yon 
GrSl~e und Form der grampositiven Elemente naehzuweisen. Das trifft 
auch f/ir die yon PLIESS besehriebenen grampositiven Napf- und Kugel- 
formen der Parasiten zu. Die grampositive Substanz liegt in der Zell- 
peripherie des etwa kugelfSrmigen Erregers (s. Abb. 3 und 4), wobei 
nicht recht zu unterseheiden ist, ob sie nur der Zellmembran an]iegt, 
oder aber in sie einge]agert ist. In der Fl~ehenausdehnung bi]det sie 
stets mehr oder weniger grol~e Kugelkappen, allenfalls Kugelzonen, 
selten vollst/~ndige Kugeln. Wir kSnnen also in den wesentliehen 
Punkten die jfingst verSffentliehten Befunde yon JIROVEC und VANEK 
besti*tigen. Die grampositiven Strukturen fallen bei schiefer Beleuch- 
tung und Abblendung sowie im Dunkelfeld durch intensiven Glanz auf. 
Wir sind al]erdings nieht der Meinung, dab dieses optische Phgnomen 
durch ungenfigende Entwgsserung der nach Gram gefgrbten Paraffin- 
schnitte zustande kommt. Eine starke, zum Teil nu t  segmentale Licht- 
brechung haben wir auch in nieht grampositiven Wabenformen gesehen. 
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Nach  SoJtvssr ist  ,, die GRAMsche Fgrbungsreaktion ein Indicator 
ffir einen struk~urellen Zustand der Bakterienzel]obcrflgche . . . .  in 

Abb.  3. Sekt . -Nr.  625/53, ~, 18. Lebenswoche.  Lunge,  Pa ra f f insehn i t t .  Gramfgrbung .  
Vergr.  1260:1. I n  tier Alveole Wabenkolonie  yon  Pneumoeys t i s  Carinii. Xe t tenfSrmige ,  
naeh  oben konvexe  Sprossungsfigur  g rampos i t i ve r  Pneumoeys t en .  A m  l inken X:ettenende 

sog. N a p f f o r m e n  des Paras i t en .  

Abb. 4. Sekt . -Nr.  625/53 (s. Abb.  3). Gradlinige Sprossung der  P n e u m o e y s t e n  fiber dem 
u n t e r e n  Alveoleorrand. 

welcher, aul~er der eiweiBstofflichen Grundtextur, Ribonucleinsgure, 
Polysaccharide und verschiedene Enzymsysteme zu einem komplexen 
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Molekulargeffige vereinigt sind". Der Analogieschlul3, dab diese Deft- 
nition aueh fiir eine grampositive kernhaltige Zelle gilt, scheint erlaubt. 
Die lichtoptisch gl~tnzenden, grampositiven Substanzen, k6nnen also 
nicht allein aus Kernstoffen bestehen noch auf einem Arteffekt bei der 
Sehnittverarbeitung beruhen. 

Es ist durchaus denkbar, dab dieses Ph~nomen auf eine m6gliche 
derbe Sporangienhfille hinweist. Es ist aber PLIESS beizupflichten, dal3 
nur die Entwicklungsstadien des Erregers grampositiv sind. 

~ a n  kann gelegentlich sehen, da/3 die grampositiven S~rukt~ren, 
besonders in den Achterstadien, einen roten, von der Tinktion rnit Kern- 
eehtrot herrfihrenden Innenbezirk haben, wie er aueh nach reiner Kern- 
echtrotfgrbung au~tritt. ~u sind der Ansieht, dal3 es sieh bei diesen 
Kernechtrot-10ositiven Zentren um Kerne oder Kerngquivalente handelt, 
die yon der grampositiven Substanz umhfillt werden. Die naheliegende 
Frage, ob es m6glieherweise aueh Sporen sein k6nnten, verm6gen wir 
nieht zu entseheiden. Ffir GIESE ist die Anfgrbung der Pneumoeysten 
nach G~A~ ein Hauptgrund, in den Erregern Helen zu vermuten. Unter 
den Protozoen sind nur die Triehomonaden grampositiv, allerdings erst 
naeh einer modifizierten Methode (MEIgLI]g). 

e) Die Triehromf~,rbungen. Die Anfgrbung der Pneumocysten naeh 
GOLD~E~ und van GIEso~ hat nach Vergleiehen mit der H.-E.-Fgrbung 
folgendes Ergebnis. Keine der Fgrbungen erm6glicht eine Differen- 
zierung zwisehen der Membran und dem eigentliehen Parasitenk6rper. 
Erstere seheint die sauren Plasmafarbstoffe etwas intensiver aufzu- 
nehmen. Diese stgrkere Tinktion kann abet aueh dureh die Kriimmung 
der lVfembran zustande kommen, da wegen des tangentialen Strahlen- 
ganges die Liehtabsorption in der Peripherie des Parasiten stgrker sein 
ITIll[~. 

Bemerkenswert ist der Untersehied in der Fgrbbarkeit des Parasiten- 
kerns naeh H.-E. und Goldner. Bei der H.-E.-Fgrbung ist der Kern blau, 
inhomogen, polymorph; naeh der Goldner-Fgrbung lgl3t sich ein brauner 
yon einem roten Kernanteil unterscheiden. Manehe Pneumoeysten 
haben nur rote, andere rot und braun gefgrbte Km~m. AuBerdem 
kommen in der Zellperipherie dutch Ponceau und S~iurefuchsin fgrbbare, 
leuehtend rote, siehelf6rmige 8trukturen wie in den Kernen vor, welehe 
abet niemals die Gr613e der grampositiven Strukturen erreichen. Man 
kann also feststellen, dab sich ein Tell, meist der gr6Bere des Zellkerns 
nieht mit Kationen, sondern mit Anionenfarbstoffen darstellt. Dieser 
acidopbile Kernbestandteil kann ein Nueleolus, m6glicherweise aber 
aueh ein bei den t tefen innerhalb der Kernmembran gelegenes Zentrosom 
sein. So ist naeh LIND~CRENs karyologischen Studien an IIefen das 
grebe, iiberdies in~erphasisch von Heteroehromatin umgebene Zentro- 
sore bisher fglseh/ieherweise immer als ZelIkern aufgefaBt worden. 
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W~hrend der Mitose soll es zu einer Dissoziation des Zentrosom vom 
Heteroehromatin kommen und das Zentrosom in Riehtung auf die 
Toehterzelle vorauseilen. So lange es sieh aber in der Mutterzelle be- 
finder, bleibt es mit  den Chromosomen durch einen anionisehen Plasma- 
strang verbunden, der sich fiirberiseh auf Grund gleieher Ladungen 
nicht yon dem iibrigen Cytoplasma differenzieren l~gt. Diese partielle 
Dissoziation des Kerns muB also naeh den physikoehemisehen Voraus- 
setzungen als totale Dissoziation imponieren. Es ist also durehaus 
denkbar, dab die bei der Triehromf~rbung naeh GOLD~,~ neben- 

einander rot  und braun 
tingierten Kernsubstanzen 
eine solehe Dissoziation wie 
bei den Helen anzeigen. 

d) Die Fettf~rbungen. Ffir 
die Existenz yon Fetten 
und Lipiden in den Pneumo- 
eysten sprechen die sehwaeh 
positiven Fi~rbungen nach 
Sudan I I I  und Nilblausulfat 
sowie die intensive Fluores- 
cenz nach Rhodamin B und 

Abb .  5. Sek t . -Nr .  625/53 (s. Abb .  3). L u n g e ,  Benzpyren-Coffein (siehe 
Gefrierschnitt. Benzpyren-Coffeinfluorochromie- Abb. 5). Naeh Rhodamin B- 
rung .  UV-L ich t .  Vergr .  290 : 1. In]  Z e n t r u m  f luores-  

c ie rende  ~Vabenkolonie  in e iner  Alveole  m i t  Fluoroehromierung leuchten 
l i p i d h a l t i g e n  P n e u m o c y s t e n .  fast aussehliei~lieh die Mem- 

branen orange gelb, weniger die Kerne. Obwohl dieses Fluorochrom ab 
p~ 2,0 in molekularer, lipidlSs]icher Form vorliegt, darf aus der Fluoro- 
chromierung nicht auf einen ausschliel3lichen Lipidgehalt der Pneumo- 
eystenmembranen geschlossen werden. Unter  Beriieksiehtigung der 
wenn auch nur geringen F]uoreseenz der unseharf begrenzten Para- 
sitenkerne muB an die MSglichkeit gedaeht werden, dai~ gewisse Sub- 
strate aus molekularen FarbstofflSsungen Farbstoffkationen an sieh 
zu reii~en verm5gen. HSFLEa erwi~hnt einen solchen Fall bei der Fluoro- 
ehromierung pflanzlicher Gewebe mit  dem Aeridinorange. Dieser Vor- 
gang lal~t sich in einem Modellversueh demonstrieren. Gibt man einen 
Tropfen Xylo], der Berberinsulfat in moleku]arer L5sung enthalt,  auf 
Filterpapier, so erscheint start  der ultramarinblauen Fluorescenz der 
Xylol-FluorochromlSsung alsbald die typiseh hellgelbgriine intensive 
Fluorescenz adsorbierter Berberinsulfatkationen. 

I m  Gegensatz zu den bestenfalls minimal lipidhaltigen Zellkernen 
fluoreseieren die Pneumoeystenmembranen mit  dem spezifischen Benz- 
pyren-Coffein hellblau (Abb. 5). Die Intensi tat  der Fluorescenz ent- 
spricht nach B~RG einer mal~ig starken Konzentrat ion an maskierten 
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Lipiden. Nit dem Benzpyren-Coffeingemisch lgBt sich der Kern kaum 
f]uorochromieren, w~hrend innerha]b der Wabe einige wenige Lipid- 
trSpfchen naehgewiesen werden kSnnen. 

e) Die PolysaecharidfSrbungen. Die Membranen der Pneumoeysten und 
einige Granu]~ in den Waben ergeben nach ttAMpER~ eine positive PAS- 
i~eaktion. Wir haben nach Entparaffierung und Ausschlul] freier 
Aldehydgruppen Lungenschnitte mit der Hotehkiss-Methode gef~rbt. 
Das Farbeergebnis scheint praktisch mit dem nach Toluidinblauf~rbung 

Abb,  6. Sek t . -Nr .  625/53 (s. Abb .  3). L u n g e ,  P a r a f f i n s c h n i t t .  ] )AS- I l eak t ion .  Vergr .  
12~0:1.  P A S - p o s i t i v e  P n e u m o c y s t e n m e m b r ~ n e n  in  e ine r  "Wabenkolonie .  I n  ein-zelnen 

P a r a s i t e n  s c h w a c h  pos i t ive  I n n e n r i n g e ,  die bei  e x t r a f o k a l e r  E i n s t e l l u n g  gl•nzen. 

iibereinzustimmen; die Membranen zei~gen nur st~rkere I~Stung a]sMeta- 
chromasie. Die RStung ist jedoch in der Kolonie ebenso ungleichm~Big 
verteilt und l~l~t deutliche zentrale Verdichtungsfiguren erkennen. Die 
Innenringe der Membranen sind gegenfiber der Toluidinblau~rbung nur 
schwach gerStet, fallen aber nach Abb]endung durch starken Glanz auf 
(Abb. 6). Nach 24stiindiger Alkoholbehandlung der entparaffinierten 
Schnitte ist der Innenring zum grSl~ten Tell eluiert, w~hrend die Ver- 
dichtungsfiguren erhalten bleiben. Uber die weitere Differenzierung der 
PAS-positiven Substanzen unterrichtet Tabe]le 6. 

Ergebnis. Die metachromatischen and PAS-positiven Substanzen 
sind in l~araffinschnitten an den gleichen Often des Parasiten lokali- 
sier~. Stark positiv sind die zcntralen Verdichtungsfiguren, schwach 
positiv die Innenringe, welche nur im Paraffinschnitt erscheinen. Bei 
einem Vergleich der Gefrier- und Paraffinschnitte ist der metachro- 
matische Innenring offenbar ein ]ipid-unlSslieher Rest des eigentlichen 

Virchows Arch. Bd. 326. 2 0  
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metaehromatischen Cytoplasmas. Es liegt der Sehlul3 nahe, dal~ dieser 
nut im Paraffinschnitt erseheinende Innenring dutch Entfettung, Ver- 
diehtung und st~rkere Oberfl/~ehenspannung des eytoplasmatischen 
ParasitenkSrpers zustande kommt. 

Besprechung. 
Der tiberwiegende Teil der metachromatisehen Substanzen wird 

dureh tIyaluronidase (Ki~ietin) verdau~. Die PAS-positiven Substanzen 
der Pneumocysten werden dagegen durch Kinetin nur zu einem geringen 
Tell angedaut. Beide Substanzen sind demnach nicht miteinander 
identiseh. 

Die vor]iegenden Untersuchungen der Pneumocystis Carinii haben 
unter Verwendung spezifiseher F/irbemethoden eine Differenzierung 
und Lokalisation der einze]n darstellbaren Baustoffe des Erregers er- 
mSglicht. Die jeweiligen Fgrbeverfahren erfassen aber nur eine oder 
einfaeh gekoppelte Baustofftr~ger, nicht den Gesamtkomplex der 
Moleku]arstrukturen. Die einzelnen Bausteine ergeben ein Mosaik, 
dessert histotopoehemisch unterbaute Struktur die Grundtextur des 
Erregers darstellt. Diese hat nach den in allen Untersuehungen weit- 
gehend fibereinstimmenden Umladebereichen einen elektrostatiseh 
schwaeh sauren, praktisch neutralen Charakter. Dieses Verhalten l~tlR 
zungchst auf elektrisch indifferente Eiweigbausteine des Parasiten- 
kSrpers schlieBen, die vermutlich aus Polypeptiden mit ausgeglichenen 
elektronegativen und -positiven Valenzen bestehen. Die elektrostatisehe 
Indifferenz der EiweiBe wird dureh die Benzpyren-Coffeinfluorochro- 
miernng der Pnenmoeysten weiter gestiitzt. Die positive Fluorescenz 
dieses Fluoroct~romgemisehes tritt naeh eigenen Untersuehungen immer 
bei neutral reagierenden Adsorbenten und Adsorbaten auf. Deswegen 
eignet es sieh vorziiglieh zur Darstellung maskierter glyko- und proteid- 
haltiger Lipidkomplexe. Die Fluoreseenz dieser Lipidkomplexe wird 
dureh die physiko-ehemisehe Wirkung des basisehen Coffeins induzier~, 
das Ms EiweiBhapten fungiert und die LipidlSsliehkeit des 1,2-Benz- 
pyrens erm6glieht. Der I-Iauptbaustofi der Pneumoeysten sind aber 
Polysaeeharide, die als PAS-positive Substanz und naeh den Kontroll- 
untersuehnngen (McMA~us und CAso~) benaehbarte, unveresterte 
~-Glykolgruppen enthalten. Die weitere Analyse dieser Polysaeeharide 
hat ergeben, dab entspreehend dem sehwaeh sauren Umladebereieh der 
Pneumoeysten yon den in Betraeht kommenden KH-Gruppen fiber- 
wiegend neutrale c~-Aminoalkohole, e-Alkylaminoalkohole oder unge- 
sattigte ~thylenverbindungen vorliegen miissen. Nur ein versehwindend 
geringer Anteil der KH reagiert Ms saures mesenehymales Mueopoly- 
saeeharid und wird dutch Toluidinblau und die I-IAL~sehe Reaktion 
dargestellt so~de dureh Hyaluronidase (Kinetin) fast vollstS~ndig ver- 
daut. Von den Polysacehariden mit 1,2 OH und 1,2 OH NH2-Gru p- 
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pierung (NIooLET nnd S} t I~ )  wird man naeh den Untersuchungen von 
ttOTC}tKISS und GOMORI letztere als wesentliche Bestandteile der Pneu- 
moeysten aussehliei~en dfirfen, da sie in 0xyaminos~uren praktiseh durch 
Polypeptide blockiert nnd PAS-negativ sind. Die in Pneumocystis 
Carinii naehgewiesenen PAS-positiven Substanzen sind also vorwiegend 
neutrale Mueopolysaccharide und Glykolipide, letztere in yeller (~ber- 
einstimmnng mit  den F~rbeergebnissen bei der Benzpyren-Coffein- 
flueroehromiernng. Neutrale Mucopo]ysaeeharide kommen hanpts~eh- 
lich in der Leibessubstanz einiger Mikroorganismen und im Chitin yon 
Pilzen vor (I~IPPEL-BALDES). Die histoehemiseh naehgewiesenen Glyko- 
lipide lassen sieh teilweise bloekieren (s. Tabelle 6). Quanti tat iv dfirften 

Tabelle 6. 

Farbungen :. Mcmbran Gerinnlmgs- Innenring Wabe Parasit I figuren 
i 

Toluidinblau (Gefrierschnitt) . . ! + +  
Toluidinbl~u (Paraffinschnitt) . +-4- 
Hyaluronid~se (Par~ffinschnitt) i (+) 

PAS-Reaktion (Paraffhlschnitt). I + §  
Hyaluronidase (P~raffinschnitt). § + 
PAS-Acetylierung . . . . . . .  entf~rbt 

PAS-Entacetylierung . . . . .  + + 
HALEsohe l~eaktion . . . . . .  + 

+ + +  
+ + +  

(+) 
+ + + +  
+ + +  

entfgrbt 
+ + +  

+ +  

+ 
(+) 
(+) 
(+) 

entfgrbt 
(+) 

+ + +  

sie hinter den neutralen Mucopolysacchariden rangieren. Ob sie aus 
Sphingomyelinen, Cerebrosiden oder Serinen (WoL~A~r bestehen, ver- 
m6gen wir nicht zu entseheiden. Vermutlich sind es aber phosphory- 
lierte Komplexe, wie sich aus der Gramf/~rbung schliel~en lgl~t. 

Die histochemische Spezifit~t der verwendeten Farbemethoden er- 
gibt sich ans den vorgelegten Untersuchungen. Die Toluidinblau- 
f/~rbung (Metachromasie) nnd HAL~sche I~eaktion (Bindung dialysierten 
Eisens durch schwefelsanre nnd Carboxylgruppen) erg/inzen sieh in dem 
Nachweis stark basophiler Substrate. Es sind das hoehmolekulare meta- 
chromatische Stoffe (WIAME) mit sauren aber aueh sehwefels~urefreien 
Gruppen und Nucleins~uren (WIsLOCKI und Mitarbeiter, P~ARS~, Llso~ 
und MSTSAA~S, B~S~S). Letztere haben wir in unserem Material leider 
nieht nntersuchen k6nnen, halten aber ihre Existenz in der Leibes- 
substanz der Pneumocysten ffir sehr wahrscheinlieh, besonders nach 
dem positiven Ausfall der Gramf~rbung und auf Grund theoretischer 
Voraussetzungen (s. Zentrosom). Die Toluidinblauf~rbung und HAn~- 
sehe l~egktion der Pneumocystis Carinii dfirften auf stark sauer re- 
agierende Mucopolysaceharide zurfiekgehen, in erster Linie auf sehwefel- 
s/~urehaltige Hyalurons/~uren, weniger auf die allgemein veresterten 
Chondroitinschwefels~uren. 

Virchows Arch. ]]d. 326. 208, 
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Das 1,2-Benzpyren-Coffeinfluorochromgemisch hat sich uns schon 
mehrmals zur Darstellung solcher maskierter Lipidkomplexe bew/~hrt, 
die sich durch kolloidales Sudan III  nicht ausreichend nachweisen 
lassen (RoM]~Is). Es scheint Glykolipide auch quantitativ intensiver 
anzufiirben als das Weinsteins/~ure-Thioningemiseh (F]~Y~T]~n). 

Die PAS-Reaktion ermSglieht keine Auftrennung der Polysaccharide 
in saure und neutrale Komplexe, die qualitativ erst durch Kontroll- 
untersuehungen mittels ttyaluronidase, metachromatischer Farbstoffe, 
der HALEschen Reaktion und der McManus-Cason-Acetylierung Er- 
folg verspricht. Die Gramf~rbung scheint in Gegenwart ribonuclein- 
s~ure- und polysaccharidhaltiger Stoffe positiv auszufallen, unter letz- 
teren vermutlich nur bei phosphorylierten zuckerhaltigen Glykolipiden. 

Die histotopochemischen Untersuchungen der Pneumocystis Carinii 
machen nun eine morpho]ogische Analyse der Baustofftr/~ger mSglich. 
Die Masse der Pneumoeystenmembranen und ihre Verdichtungsfiguren 
enthalten vornehmlich neutrale Mucopolysaecharide (Chitin ?), zu einem 
geringeren Anteil Glycolipide und selten saure Mucopolysaccharide. 
EiweiBbausteine sind vermut]ich kein tragender Strukturanteil im Hin- 
blick auf die formgebende Grundtextur, sondern eher als Proteide in die 
l~ebenketten der groBen KH-Molekiile eingebaut. Die vorzfiglich poly- 
saccharidhaltigen Membranen der Pneumocysten entsprechen in ihrer 
Zusammensetzung als Kit-Depot (Sc}~UMAC}IE~) eher den Hefezell- 
membranen. Sie gleichen auf keinen Fall jenem Bauplan kontinuier- 
licher Eiweil~folien und Lipidlame]len im Ektoplasma der meisten Proto- 
zoen. Yon diesen tragen nur die Flagellaten eine dfinne Lage KH unter 
ihrer 0berflache. In weiterer ~)bereinstimmung mit den Helen zeigt 
Pneumocystis Carinii ein ]ipidhaltiges Cytoplasma, das sich in ver- 
gleiehenden Untersuchungen am Paraffinschnitt als Innenring dar- 
stellt. Dieser enthalt vornehmlich Glykolipide, sehr wahrscheinlich 
auch Nucleinsiiuren. Dieser Zusammensetzung entsprieht eine positive 
Gramf/s 

Das yon allen Untersuchern angegebene G1/inzen der grampositiven 
Substanz (s. neuerdings aueh FINCE~LAND und VO~TEL) ~iihren wir auf 
den histoehemiseh naehgewiesenen Lipidgehalt des Cytoplasmas zuriick. 

Der glykolipid-und ribonueleotidhaltige Innenring der Pneumo- 
cysten erscheint nur in Paraffinschnitten. Vermutlich entsteht er nach 
Vergleichen an Gefrierschnitten dureh Verdichtung des Cytoplasmas 
der Parasiten, kSnnte also ein Kunstprodukt sein. Nach dieser Auf- 
fassung ist der als Wabe bezeichnete Innenraum der lebensfrisehen 
Pneumocyste nicht als optisch leer anzuspreehen. Wir haben die Vor- 
stellung, dal~ Pneumocystis Carinii neben einem Kern (pos. Feulgen- 
l%aktion) ein lipid-nucleoproteidhaltiges Cytoplasma besitzt, das yon 



Ein Beitrag zur Histotopochemie der Pneumocystis Carinii. 293 

einer echten, sehr wahrscheinlieh chitinhaltigen Membran umgeben 
wird. I)er Parasit hatte also pflanzlichen Charakter. Ffir diese Ansicht 
lal~t sieh noch ein letzter, beweiskr~ftiger Analogieschlu2 anfiihren. 
KLIGMA~ und BALDRDG~ haben in Vergleichsuntersuchungen ~ihnliche 
Schrumpfungsvorggnge bei Histoplasma capsulatum nachweisen k6nnen, 
also bei einem Pilz, der in Paraffinschnitten eine breite Membran 
(Kapsel) mit optisch leerem Innenraum zeigt und dieser Figuration auch 
seinen Namen verdankt, im ]ebensfrischen Zustand aber ein v611ig 
homogenes Cytoplasma besitzt. 

Die vorliegenden histotopoehemischen Untersuehungen weisen mit 
an Sieherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auf den pflanzliehen Cha- 
rakter der Pneumooystis Carinii hin. Als Pilz darf aber Pneumocystis 
Carflfii naeh unserer Kenntnis nicht zu den Candidaformen gereehnet 
werden (BAucH und LADST)ITTER). Die rein deskriptive Bezeiehnung 
der Pneumocystis Carinii als Saccharomyees oetosporus (GIEs~) scheint 
nichts zu prajudizieren. Wir stimmen daher der Ansieht yon GI~SE zu, 
zumal inzwischen auch CSILLAG und Mitarbeiter die Identitgt yon 
Pneumocystis Carinfi und Saccharomyces bakteriologisch erwiesen zu 
haben scheinen. 

Zusammen~assung. 
1. Die hohe Letalit~t der sog. interstitiellen plasmace]lul~tren Pneu- 

monie der Si~uglinge richter naturgem~l~ die volle Aufmerksamkeit der 
Kliniker und Morphologen auf Frfihdiagnose und m6gliche Infektions- 
verhfitung. Ffir den Morphologen steht eine m5glichst umfassende 
Untersuchung des Erregers, der Pneumocystis Carinii, im Mittelpunkt. 
Es ist an Hand histotopochemischer Befunde versucht worden, die 
systematische Stellung der Pneumocysten besonders im Hinb]ick auf 
die Alternative ]?rotozoe oder Here festzulegen. 

2. Die Pneumocysten lassen sich nach morphologischen Gesichts- 
punkten nicht bei den Coccidien einordnen. Auch als primitive ~aplo- 
sporidien fehlen ihnen charakteristische Merkmale, zumal dieser in- 
homogenen Gruppe fraglicher Protozoen auch Prize angehSren. 

3. Die Entwicklung der Pneumocyste erfolgt extracellul~r. Intra- 
cellul~tre Lagerung kommt wahrscheinlich durch Phagocytose zustande. 
Im Gewebsbild scheint eine reaktive, den Protozoen eigene Epithel- 
proliferation der Wirtzellen zu fehlen. Die relativ seltenen Mehrfach- 
stadien k6nnen keine Merozoiten sein, die bei der nachweislich starken 
intrapulmonalen Vermehrung der Pneumocysten haufiger sein mfil~ten. 
Die Mehrfachstadien sind sicher keine Mikrogametocyten, da eine 
sexuelle I)ifferenzierung der Pneumocysten vermi~t wird. Es k6nnte 
sich nur um Sporen handeln, die unter ungiinstigen Lebensbedingungen 
auftreten. 

Virchows Arch. Bd. 326. 20b  
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4. Pneumocys t en  s ind gegeniiber Protozoen gramposi t iv  u n d  gegen 
Autolyse resistent .  Morphologisch ]assen sich Sprossungsvorgi~nge nach- 
weisen. 

5. Die Auswer tung  verschiedener Flnoro-  n n d  Diachromierungen ha t  

folgende neue Befunde ergeben, a) Die Kerne  der Pneumocys ten  ahneln  
weitgehend denen  der t tefezellen. Wghrend  der In te rphase  l~Bt sich 
ein in t ranucle~r  gelegenes, wohl e inem Zentrosom entsprechendes Ge- 
bilde nachweisen,  das sieh in der Mitose yore K e r n  t r e n n t  u n d  gram- 
posi t iv wird. Diese Kerndissozia t ion ist eine partielle. Sie imponier t  
aber  als totale  Dissoziation, well der beide Kernan te i l e  verb indende  
P lasmas t rang  fiirberiseh n ieh t  vom iibrigen Cytoplasma abgrenzbar  ist. 
b) Die Pneumocys ten  besitzen eine eehte Zel lmembran,  deren Aufbau  
der Hefeze l lmembran entspricht .  Sie besteht  histoehemiseh tiber- 
wiegend aus Koh lenhydra ten ,  n~mlich neu t ra l en  Mucopolysacehariden,  
die als Chitin angesprochen werden. E in  versehwindend geringer Antei l  
stellt  saure Mueopolysaecharide dar. c) Dem entspr ieht  ein sehwach 
saurer Umladebereich der Membranen. Die elektrostatisch erfal~baren 
Eiweil~e der Membran ]iegen offenbar in den Seitenketten grol~mo]e- 
kularer Kohlenhydratkomplexe. d) Die Waben der Pneumocystis Carinii 
enthalten Glyko]ipide. Der optisch leer erscheinende Wabeninhalt 
kommt wie bei Iiistoplasma capsulatum dureh Schrumpfung und Ent- 
fettung des Cytoplasmas zustande, ist also ein Kunstprodukt. Die ver- 
dichteten Glykolipide liegen der Chitinmembran als gl~nzender Innen- 
ring an. Dieser kann auch Kernbestandteile (Ribonucleotide) enthalten 
die sich nach GICA~ anfgrben lassen. 

6. Pneumocystis Carinii gehSrt nach verg]eiehenden Untersuchungen 
nicht zu den Candidapilzen. Er darf als Saceharomyces angesproehen 
werden und ist demnach den Saccharomyeoidae anzugliedern. 
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