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Uber den Erreger der sog. interstitiellen plasmacelluliren Pneumonie
(int. Pnm.), einer eigentlichen intraalveolaren Pneumonie (PrLIESS,
Bruws) der Sduglinge und Erwachsenen, Pneumocystis Carinii, sind
im pathologisch-anatomischen Schrifttum der letzten Jahre in erster
Linie morphologische Untersuchungen bekanntgeworden (Vaxrxk und
Mitarbeiter, GirsE, Hamprri, HrrzBEre und Mitarbeiter, PriEss,
Brows, JiRovEC und VANEK und FINgERLAND und VorTEL). JirovEc
und Vawek haben kiirzlich die neuen deutschen und osteuropiischen
Verdtfentlichungen zusammengestellt. Die Pathogenitét der Pneumo-
cysten fir den Menschen ist allgemein anerkannt worden.

Wir haben in eigenen Untersuchungen die Wechselbezichung
zwischen dem Erreger und Lungengewebe verfolgt und Pneumocystis
Carinii intraepithelial, interstitiell sowie intravasal feststellen kénnen.
Bei einer jingsten Beobachtung (Sekt.-Nr. 335/1954, 10 Wochen alter
weiblicher Siugling) ist nun auch eine himatogene Aussaat der Pneumo-
cysten als Parasitenembolien und -cylinder in der Niere nachzuweisen
gewesen. Wir stimmen jetzt mit Jirovec und VanNexr darin iiberein,
daB die intraepithelialen Wabenformen — Sporocysten haben wir hier
nicht beobachten koénnen — sehr wahrscheinlich einer Phagocytose
und nicht, wie urspriinglich von uns angenommen, einem aktiven Para-
sitismus entsprechen. Die Seltenheit einer solchen Phagocytose steht
nachweislich in keinem annihernden Verhiltnis zur Masse der extra-
celluliren Pneumocysten. Die eigens darauthin mit spezifisch lipo-
philen Fluorochromen untersuchten Makrophagen zeigen auch durch.-
weg starke fettige Degeneration. Ubrigens enthalten die bei int. Pnm.
mitunter vorkommenden perifokalen Fremdkérperriesenzellen keine
Parasiten, wie wir bei einer einschligigen Beobachtung (Sekt.-Nr. 8/54,
14 Wochen alter weiblicher Séugling) festgestellt haben (s. a. JIROVEC
und VANEK).

Damit entfallt aber einer der Hauptgriinde, die Pneumocysten nach
der auch bisher durch uns vertretenen Angicht von VANEK und Jirovec
als Protozoen anzusprechen. Wenn es iitberhaupt erlaubt ist, Erreger
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nach rein morphologischen Kriterien zu systematisieren, dann gehéort
Pneumocystis Carinii trotz mancher gestaltlicher Ahnlichkeit sicher
nicht zur Ordnung der vorziiglich intraepithelial parasitierenden Coc-
cidiae (WENYON) bzw. zu deren Gattungen Klossiella (STEVENSON) und
Cryptosporidia (ARAGA0). So ist die den Coccidien eigene Oogamie
bisher nicht bei Pneumocystis Carinii beobachtet worden. Es ist sehr
wahrscheinlich, dafl die Entwicklung der Pneumocysten extracelluldr
erfolgt und nur unter allem Vorbehalt zuldssig, ibre Vielfachstadien
bestenfalls als Sporogonien zu deuten. So ordnen auch JIrRovEc und
VANEK den Parasiten provisorisch bei den Haplosporidien ein und be-
sprechen in ihrer letzten Vertffentlichung eingehend seine systematische
Stellung. Die inhomogene Unterklasse der Haplosporidien diirfte aber
zu einem Teil wahre Pilze enthalten (WENYON).

Die Hefenatur der Pneumocystis Carinii wird ausgiebig diskutiert
(GimsE, Bavce und LADSTATTER, GLEIss, Cstinac und Mitarbeiter,
WunberLIcH, PETERSEN und Simox). Wir haben uns in vergleichenden
Untersuchungen an Hand zweier Sepsisfille durch Candida pseudo-
tropicalis, tiber die unser Mitarbeiter BERUTHE berichtet, nicht davon
iilberzeugen konnen, dafl Pneumocystis Carinii den Candidapilzen
morphologisch gleicht, wie Bavcr und LaApSTATTER annehmen. Es
unterscheiden sich auch die histologischen 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 untersuchten Organe von ScHABINSKI und SKOBEL
als offenbar harmlose Saprophyten nachgewiesen worden. Positive Er-
gebnisse von Ziichtungsversuchen (Bauch und LADSTATTER) scheinen
demnach keine Beweiskraft zu haben. Nach unserer Erfahrung an
3 Beobachtungen einer endogenen Candidamykose lassen sich die Pilze
post mortem mit akutem Erfolg auf Ratten {ibertragen, die in den
Parenchymen histologisch gleichartige Pilzgranulome aufweisen wie im
menschlichen Ausgangsmaterial. Dagegen ist eine entsprechende Uber-
tragung der Pneumocystis Carinii auf das Tier entgegen anders lauten-
den Befunden (HerzsErRG und Mitarbeiter, LixNnewrH, DIicRMAN)
bisher nur CsiLrae und Mitarbeitern gelungen.

Im Hinblick auf die noch ausstehende mikrobiologische Einstufung
der Pneumocystis Carinii kénnen folgende Beobachtungen zur weiteren
Klirung beitragen. Pneumocysten sind wie Pilze gegen Autolyse resi-
stent. In vollig autolytischem, praktisch nicht mehr anfirbbaren
Lungengewebe lassen sie sich metachromatisch und durch Nilblau-
sulfat nachweisen, besonders nach Differenzierung mit Essigsdure. Von
weiterer Bedeutung erscheint uns neben den grampositiven Parasiten-
formen, die jetzt auch von Jirovec und VANER beschrieben worden
sind, deren Ansichten tiber die morphologische Deutung dieser Befunde
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Abb. 1. Sekt.-Nr. 8/40, 2, 10. Lebenswoche. Lunge, Paraffinschnitt. H.-BE. Vergr. 24:1.
Granulierende ,,interstitielle, plasmacelluldre Pneumonie mit Fremdkorperriesenzellen,

Abb. 2. Sekt.-Nr. 350/54, 2, 26 Jahre. Lunge, Paraffinschnitt; H.-E. Vergr. 21:1. Vier
Pilzgranulome bei Candidasepsis.

aber von anderen abweicht (G1esE, PriEss), der Nachweis von Spros-
sungsfiguren (Abb. 3). Das nach Giese fir Pilze symptomatische
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Wachstum auf inneren Oberflichen haben wir bei insgesamt 5 endo-
genen Mykosen nicht beobachten kénnen. Die alternative Frage, ob
die Vielfachstadien der Pneumocysten Sporogonien oder Sporangien
sind, wird sich histologisch #iberhaupt nicht mit einer ausreichenden
Sicherheit entscheiden lassen. Es ist aber anzunehmen, dall sie wegen
ihrer relativen Seltenheit im Gewebsschnitt keine Merozoiten dar-
stellen (JirROVEC und VANEK).

Uber Strukturanalysen der Pneumocysten ist bisher wenig bekannt-
geworden. Das morphologische Substrat und die Lokalisation der zu-
erst von GIESE nachgewiesenen grampositiven Substanzen ist noch
ungekldrt (Priess, JiroviEc und VANEK). Die von HAMPERL zuerst
beschriebene PAS.positive Substanz in den Parasitenmembranen ist
bisher nicht weiter analysiert worden. Bruxs und BorT¢ER haben
diese Befunde lediglich durch den weiteren Nachweis metachromati-
scher Stoffe am gleichen Ort ergénzt, der auch an Paraffinschnitten
deutlich und noch einfacher durchzufithren ist.

In den folgenden Untersuchungen haben wir die noch ausstehende
histotopochemische Analyse der Pneumocystis Carinii durchgefiihrt,
in der Erwartung, zur Losung der Alternative Pilz oder Protozoe bei-
tragen zu konnen.

Eigene Befunde.

Es ist an Gewebsschnitten mit gebithrender Vorsicht, besonders im
Hinblick auf die Komplexheit aller Firbevorginge, versucht worden,
aus Farbstoffeffekten an Pneumocystis Carinii auf die Art, Struktur
und Lokalisation von Baustoffen, Eiweifien, Kohlenhydraten, Fetten
und Lipiden zu schlieBen.

1. Elektrostatische Untersuchungen der Prewmocystis Carinit.

a) Methodisches. Wie man die Farbung fixierter Gewebe auch
physikalisch-chemisch deuten mag, fiir den Farbstoifeffekt spiclen die
Ladungsverhéltnisse des Gewebes und die Wasserstoffionenkonzen-
tration (CH) der Farbstofflosung (DRAWERT, STRUGGER) eine ent-
scheidende Rolle. Hinsichtlich der Gewebe und ihrer Baustoffe sind es
fast ausschlieflich Eiweille, die abhiingig von der jeweiligen OH eine in
sich wechselnde Masse positiver und negativer Valenzen tragen. Letz-
tere lassen sich daher auch elektrophoretisch trennen (WuHRMANN und
WunnERLY). Die Firbung der Eiweilkérper muB also im histologischen
Schnitt unter anderem pg-abhingig sein. Umgekehrt 146t sich aus der
pa-Abhingigkeit einer Firbung auf eiweiBlhaltige Substrate im Gewebe
schlieBen. Nach ihrem elektrostatischen Verhalten (BETHE, PISCHINGER)
besitzen sie einen isoelektrischen Bereich (IEPy), den wir im Hinblick
auf die Ausarbeitung spezifischer Anfirbungen der Erreger zu be-
stimmen versucht haben.
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Tabelle 1.
pu-Bereich 1 Pufferlésung

bis 3,6 Salzsdure-Natriumeitrat
bis 3,7 : Natriumeitrat-Natronlange
bis 7.6 prim. Kalinmphosphat—sek. Natriumphosphat
bis 9,6 Salzsidure-Natriurnborat
bis 10,5 Natriumborat-Natronlauge

Tabelle 2.

M : U. hlag-

Fluorochrom ‘ Fiarbezeit };:gigicﬁg Ladung
Natriumfluorescein . . . . . . . . . 10 min ‘ pu 5,5 Anion
Berberinsulfat . . . . . . . . . .. 3min | pgll Kation
Rhodamin B. . . . . . . . . ... | 30sec | pg 2 Kation
Benzpyren-Coffein. . . . . . . . .. } 20 min — elektroneutral

b) Die Fluorochromierung. Fiir die Bestimmung des IEPy im Ge-
webe eignen sich vorziiglich Fluorochrome, mit denen sich in geringer
Konzentration und nach kuvrzer Farbezeit starke Farbstoffeffekte er-
zielen lassen. Bei den Vitalfirbungen beeintrichtigen sie die Gewebe
in nur geringem MaBe.

Technik: Gefrierschnitte der Lunge nach Formalinfixierung. Die
jeweiligen Fluorochromlosungen 1:1000/Aqua dest. zusitzlich mit
Pufferlosung auf 1:10000 verdiinnt. Die erforderlichen Pufferlésungen
nach SORENSEN (Rezept nach Kusrer) s. Tabelle 1.

Die CH der Pufferlosungen ist mit der Glaselektrode, diejenige der
Fluorochromlésungen nicht durchgehend kontrolliert worden. Mog-
liche Differenzen zwischen eingestelltem und realem pg liegen unter
Py £+ 0,2. Aus Tabelle 2 sind die verwendeten Fluorochrome, ihre Ladung
und Umschlagbereiche sowie die Fiarbezeiten ersichtlich. Die Benz-
pyren-Coffeinlgsung ist nach den Angaben von Brra hergestellt worden.

Die Ergebnisse der Fluorochromierungen sind aus Tabelle 3 ersicht-
lich.

Pneumocystis Carinii besitzt weder im Gefrier- noch im Paraffin-
schnitt eine Eigenfluorescenz. Im einzelnen zeigt Berberinsulfat bei
Firbung der Pneumocystenkerne zwischen py 3,6 und 5,7 einen deut-
lichen Intensitdtssprung der Fluorescenz. Da Berberinsulfatkationen
nur in elektroadsorptiver Bindung fluoreszieren, mufl das Adsorbens
sauer reagieren. Letzteres verhdlt sich andererseits im sauren Bereich
bagisch, kenntlich an der Adsorption der Natriumfluoresceinanionen.
Damit zeichnet sich im Kern der Pneumocysten ein IEPy ab, der auf
einen Eiweifigehalt schlieSen 1afit. Ausweislich der geringen Kernfdrb-
barkeit mit neutralem Rhodamin B und Benzpyrencoffein diirfte dieser
EiweiBanteil auch etwas lipidhaltig sein. Die Fluorescenz der Pneumo-
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Tabelle 3. Die Fluorochromierung des Pnewmocystenkerns.

pa der Farbstofflésung
Farbstoff Kerne
L7 D36 | s | 7.8 9.6 | 10.5
Natriumfluorescein . . gelbgriin + o+ — ‘ — SN P —
Berberinsulfat . . . . | gelbgrin | — . (4+) 44|+ F+ |ttt +++
Rhodamin B . . . . Jgelborange | — | () @ (+) , (+) | (+) | (+
Benzpyren-Coffein . . bléaulich nur im neutralen Bereich (4)

Die Fluorochromierung der Pneumocystenmembran.

Membran |
]
Natriumfluorescein . . — ’ ! S _
Berberinsulfat . . . . gelbgriin 1 — (+) +-,- | 4 + ++
Rhodamin B . . . . | gelborange l (+) =+ +++‘++_}-‘ +
Benzpyren-Coffein . . hellblau nur im neutralen Bereich ++

Tabelle 4. Diachromierung des Pnewmocystenkerns.

pa der Farbstofflosung
Farbstoff Kern |- ‘ - .
24 | 2.8 32 | 3.6 | 40 \ 4,4 \ 48 | 52
| \ !
Saurefuchsin. . | rot |4+++ +++++++++ ++  ++ + -
Neutralrot. . . | rot —_ + + 4 4+ +—§—+‘ T

eystenmembran ergibt innerhalb der Pufferreihe mit Berberinsulfat und
Rhodamin B einen deutlichen Adsorptionswechsel. Im Gegensatz zur
Fluorochromierung der Kerne lifit sich aber hier ein IEPy nur ange-
nihert abtrennen. KEs ist nicht sicher zu entscheiden, ob das Adsorbens
eine nicht umladbare Substanz darstellt, die moglicherweise elektro-
negativ (Berberinsulfat) und lipidhaltig (Rhodamin B, Benzpyren-
Coffein) sein kdnnte und als Polysaccharid anzusprechen wire.

¢) Die Diachromierung. Mit der Fluorochromierung hat sich bisher
keine elektive Anfarbung der Pneumocysten erreichen lassen, vor allem
nicht wegen der mangelhaften Differenzierung gegeniiber anderen Ge-
websstrukturen, unter anderem den Zellkernen des Lungengewebes.

Der IEPy; der Pneumocysten ist weiterhin mit Diachromen, dem
Kationenfarbstoff Neutralrot und dem Anionenfarbstoff Saurefuchsin
eingeengt worden.

Technik s. 0.: 1 Teil gesittigte wilrige Stamomlosung und 30 Teile
Pufferlosung. Farbedauer 10 min und anschlieBend Wéasserung 15 min.
Die Anféarbung der Pneumocystenkerne ist aus Tabelle 4 ersichtlich.

Der IEPy; des Pneumocystenkerns liegt zwischen pg 3,6 und 4,0.
Dieser Wert ist unter Beriicksichtigung der vorausgegangenen Fixierung
und der unvermeidlichen Autolyse (die Sektionen haben durchschnitt-
lich etwa 12 Std nach dem Tode stattgefunden) nur als angendhert zu
betrachten, worauf kiirzlich LorkE hingewiesen hat.
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Tabelle 5. Umladebereich der Pnewmocysten.

G. Bruws und D. BOTTGER:
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Die Ladung der Pneumocystis Carinii
verschiebt sich in formalin- und alkohol-
fixierten Lungenschnitten nach der exakten
Methode von PISCHINGER (s. a. ZEIGER,
Yasvzomr) unter Benutzung hochdisperser,
nicht umladbarer Farbstoffe (saures Kristall-
ponceau und Methylenblau) und des Acetat-
Veronalpuffers (MICHAELIS) weiter gegen
den Neutralpunkt (Tabelle 5).

Die Umladebereiche der Pneumocysten-
kerne haben sich auf pg 5,563 (Formalin) und
6,44 (Alkohol), jene der Membranen auf
pg 6,87 (Formalin) und 7,0 (Alkohol) einengen
lassen. Die vorliegenden Ergebnisse sind das
Mittel von insgesamt 4 Einzeluntersuchungen.
Fiir die weiteren histotopochemischen Unter-
suchungen ist der Nachweis einer nur schwach
sauer reagierenden, praktisch neutralen Pneu-
mocystenmembran (pg Mittel 6,94) bedeu-
tungsvoll. Die Vermutung, dall es sich bei
dieser Membran um eine praktisch nicht
umladbare Substanz handeln konnte (siehe
S. 283), scheint dadurch gestiitzt zu werden.

2. Dre Histotopochemie der
Pneumocystis Carinii.

a) Die Toluidinblaufirbung. Die Erreger
der int. Pnm. sind metachromatisch anfarb-
bar. Die von uns am Gefrierschnitt an-
gegebene Toluidinblaufdrbung ist, wie wir
inzwischen nach der Technik von Linuie
festgestellt haben, auch in Paraffinschnitten
entgegen der Angabe von PLIESs positiv.

Technik: 0,2%ige Toluidinblauldsung,
Farbung 60 sec. Differenzieren in Aceton,
Aufhellung in XylolL

Die gegentiiber dem Gefrierschnitt und im
Vergleich zu den stark metachromatischen
Bronchialknorpeln sehr viel schwichere
Metachromasie ist morphologisch schwer zu
lokalisieren. Sie scheint am Gefrierschnitt
im eigentlichen Parasitenkorper (2—4 u)
stirker ausgebildet zu sein als in den Mem-
branen, wihrend sich der Wabeninhalt nur
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schwach metachromatisch zeigt. Im Paraffinschnitt sind die Mem-
branen von metachromatischen Aulen- und Innenringen eingefat. Der
eigentliche Parasit ist nicht mehr metachromatisch. Es entsteht so der
Hindruck, daff die in den Paraffinschnitten optisch leer erscheinenden
Waben doch eine homogene perinucledre Substanz enthalten. Die
Metachromasie der angegebenen Strukturen bleibt in Paraffinschnitten
auch nach 24stiindiger Alkoholextraktion bestehen. Die Membranen
sind in den Wabenkolonien nicht gleichmiBig metachromatisch und be-
sonders im Zentrum, mbglicherweise durch Uberlagerung der Para-
siten, zu bandformig gezackten Gerinnungsfiguren verdichtet.

Betrachtet man Pneumocystis Carinii als Hefe, so kdnnte die nach-
gewiesene Metachromasie auf die Existenz von Pilzvolutin hinweisen,
das in Hefezellen als Metaphosphat vorkommt (Wiamg). Immerhin ent-
halten auch Protozoen, besonders die Coccidien, Volutin (DoFLEIN-
Rrrcaexow). Dieses besitzt in noch nicht bestimmbarer Form Nuclein-
siuren, dhnlich der grampositiven Substanz, welche aber nicht mit dem
Volutin identisch ist. In Hefezellen sind die feulgen- und grampositive
Substanz mit Phosphatasen verkniipft (ScEussnie). Vergleicht man
nach Gowmorr phosphorylierte Hefezellen mit einer Goldner-Firbung
der Pneumocysten, so gewinnt man auf Grund adidquat angefirbter
Strukturen den Eindruck, als lieBen sich die Pneumocysten in einem
Gewebsschnitt nacheinander metachromatisch (Toluidinblau) wund
mittels Gramfirbung vollstindig darstellen. Diese Kongruenz beider
Fiarbungen halten wir im Hinblick auf die moégliche Hefenatur der
Pneumocysten fiur bemerkenswert.

b) Die Gramiirbung. Nach Giese sind gewisse Strukturen der
Pneumocysten grampositiv. Prress hilt diese fiir Kernsubstanzen,
was von JIROVEC und VANEK bestritten wird. Mit Kernfarbstoffen ist
es uns bisher nicht gelungen, in den Pneumocysten Strukturen von
GroBe und Form der grampositiven Elemente nachzuweisen. Das trifft
auch fir die von Prress beschriebenen grampositiven Napf- und Kugel-
formen der Parasiten zu. Die grampositive Substanz liegt in der Zell-
peripherie des etwa kugelférmigen Erregers (s. Abb. 3 und 4), wobei
nicht recht zu unterscheiden ist, ob sie nur der Zellmembran anliegt,
oder aber in sie eingelagert ist. In der Flichenausdehnung bildet sie
stets mehr oder weniger groBe Kugelkappen, allenfalls Kugelzonen,
selten vollstdndige Kugeln. Wir konnen also in den wesentlichen
Punkten die jingst veroffentlichten Befunde von Jirovec und VANEK
bestétigen. Die grampositiven Strukturen fallen bei schiefer Beleuch-
tung und Abblendung sowie im Dunkelfeld durch intensiven Glanz auf.
Wir sind allerdings nicht der Meinung, daf3 dieses optische Phdnomen
durch ungentigende Entwésserung der nach Gram gefdrbten Paraffin-
schnitte zustande kommt. Bine starke, zum Teil nur segmentale Licht-
brechung haben wir auch in nicht grampositiven Wabenformen gesehen.
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Nach Scmussnie ist ,, die Gramsche Féarbungsreaktion ein Indicator
fir einen strukturellen Zustand der Bakterienzelloberfliche..., in

- .
Abb. 3. Sekt.-Nr. 625/53, &, 18. Lebenswoche. Lunge, Paraffinschnitt. Gramfirbung.
Vergr. 1260:1. In der Alveole Wabenkolonie von Pneumocystis Carinii. Kettenférmige,
nach oben konvexe Sprossungsfigur grampositiver Pneumocysten. Am linken Kettenende
sog. Napfformen des Parasiten.

Abb. 4. Sekt.-Nr. 625/53 (s. Abb. 3). Gradlinige Sprossung der Pneumocysten lber dem
unteren Alveolarrand.

welcher, auBer der eiweillstofflichen Grundtextur, Ribonucleinsiure,
Polysaccharide und verschiedene Enzymsysteme zu einem komplexen
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Molekulargetiige vereinigt sind*’. Der Analogiéschluf}, da diese Defi-
nition auch fiir eine grampositive kernhaltige Zelle gilt, scheint erlaubt.
Die lichtoptisch glinzenden, grampositiven Substanzen, konnen also
nicht allein aus Kernstoffen bestehen noch auf einem Arteffekt bei der
Schnittverarbeitung beruhen.

Es ist durchaus denkbar, daf dieses Phinomen auf eine mogliche
derbe Sporangienhiille hinweist. Es ist aber Priess beizupflichten, dafl
nur die Entwicklungsstadien des Erregers grampositiv sind.

Man kann gelegentlich sehen, dalBl die grampositiven Strukturen,
besonders in den Achterstadien, einen roten, von der Tinktion mit Kern-
echtrot herriihrenden Innenbezirk haben, wie er auch nach reiner Kern-
echtrotfirbung auftritt. Wir sind der Ansicht, daBl es sich bei diesen
Kernechtrot-positiven Zentren um Kerne oder Kerndquivalente handelt,
die von der grampositiven Substanz umhiillt werden. Die naheliegende
Frage, ob es moglicherweise auch Sporen sein kénnten, vermogen wir
nicht zu entscheiden. Fiir Grese ist die Anfirbung der Pneumocysten
nach Gram ein Hauptgrund, in den Erregern Hefen zu vermuten. Unter
den Protozoen sind nur die Trichomonaden grampositiv, allerdings erst
nach einer modifizierten Methode (MERLIN).

¢) Die Trichromfirbungen. Die Anfirbung der Pneumocysten nach
GorpNER und van GresoN hat nach Vergleichen mit der H.-E.-Fiarbung
folgendes Ergebnis. Keine der Fidrbungen erméglicht eine Differen-
zierung zwischen der Membran und dem eigentlichen Parasitenkérper.
Erstere scheint die sauren Plasmafarbstoffe etwas intensiver aufzu-
nehmen. Diese stérkere Tinktion kann aber auch durch die Krimmung
der Membran zustande kommen, da wegen des tangentialen Strahlen-
ganges die Lichtabsorption in der Peripherie des Parasiten stirker sein
mul.

Bemerkenswert ist der Unterschied in der Farbbarkeit des Parasiten-
kerns nach H.-E. und Goldner. Bei der H.-E.-Féarbung ist der Kern blau,
inhomogen, polymorph; nach der Goldner-Farbung a8t sich ein brauner
von einem roten Kernanteil unterscheiden. Manche Pneumocysten
haben nur rote, andere rot und braun gefirbte Kerne. AuBlerdem
kommen in der Zellperipherie durch Ponceau und Sdurefuchsin farbbare,
leuchtend rote, sichelférmige Strukturen wie in den Kernen vor, welche
aber niemals die Grofe der grampositiven Strukturen erreichen. Man
kann also feststellen, dafl sich ein Teil, meist der groBere des Zellkerns
nicht mit Kationen, sondern mit Anionenfarbstoffen darstellt. Dieser
acidophile Kernbestandteil kann ein Nucleolus, méglicherweise aber
auch ein bei den Hefen innerhalb der Kernmembran gelegenes Zentrosom
sein. So ist nach LiNnpEGrRENs karyologischen Studien an Hefen das
grof3e, iiberdies interphasisch von Heterochromatin umgebene Zentro-
som bisher filschlicherweise immer als Zellkern aufgefallt worden.
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Wihrend der Mitose soll es zu einer Dissoziation des Zentrosom vom
Heterochromatin kommen und das Zentrosom in Richtung auf die
Tochterzelle vorauseilen. So lange es sich aber in der Mutterzelle be-
findet, bleibt es mit den Chromosomen durch einen anionischen Plasma-
strang verbunden, der sich fdrberisch auf Grund gleicher Ladungen
nicht von dem tibrigen Cytoplasma differenzieren 146t. Diese partielle
Dissoziation des Kerns mul also nach den physikochemischen Voraus-
setzungen als totale Dissoziation imponieren. Es ist also durchaus
denkbar, daB die bei der Trichromfirbung nach GOLDNER neben-
einander rot und Dbraun
tingierten Kernsubstanzen
eine solche Dissoziation wie
bei den Hefen anzeigen.

d) Die Fettfirbungen. Fir
die Existenz von Fetten
und Lipiden in den Pneumo-
cysten sprechen die schwach
positiven Féarbungen mnach
Sudan TIT und Nilblausulfat
sowie die intensive Fluores-
cenz nach Rhodamin B und

il

Abb. 5. Sekt.-Nr. 625/53 (s. Abb. 3). Lunge, Benzpyren-Cotfein (siehe

Gefrierschnitt.  Benzpyren-Coffeinfluorochromie- Abb. 5)_ Nach Rhodamin B-
rung. UV-Licht. Vergr. 290:1. Im Zentrum fluores- .
cierende Wabenkolonie in einer Alveole mit Fluorochromierung leuchten

lipidhaltigen Pneumocysten. fast ausschlieBlich die Mem-

branen orange gelb, weniger die Kerne. Obwohl] dieses Fluorochrom ab
pg 2,0 in molekularer, lipidléslicher Form vorliegt, darf aus der Fluoro-
chromierung nicht auf einen ausschlieflichen Lipidgehalt der Pneumo-
cystenmembranen geschlossen werden. Unter Beriicksichtigung der
wenn auch nur geringen Fluorescenz der unscharf begrenzten Para-
sitenkerne muB an die Méglichkeit gedacht werden, daB gewisse Sub-
strate aus molekularen Farbstofflosungen Farbstoffkationen an sich
zu reifen vermogen. HOFLER erwéhnt einen solchen Fall bei der Fluoro-
chromierung pflanzlicher Gewebe mit dem Acridinorange. Dieser Vor-
gang 1aBt sich in einem Modellversuch demonstrieren. Gibt man einen
Tropfen Xylol, der Berberinsulfat in molekularer Losung enthélt, auf
Filterpapier, so erscheint statt der ultramarinblauen Fluorescenz der
Xylol-Fluorochromlssung alsbald die typisch hellgelbgrime intensive
Fluorescenz adsorbierter Berberinsulfatkationen.

Im Gegensatz zu den bestenfalls minimal lipidhaltigen Zellkernen
fluorescieren die Pneumocystenmembranen mit dem spezifischen Benz-
pyren-Coffein hellblau (Abb. 5). Die Intensitit der Fiuorescenz ent-
spricht nach BERG einer méBig starken Konzentration an maskierten
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Lipiden. Mit dem Benzpyren-Coffeingemisch 188t sich der Kern kaum
fluorochromieren, withrend innerhalb der Wabe einige wenige Lipid-
tropfchen nachgewiesen werden kénnen.

) Die Polysaccharidfirbungen. Die Membranen der Pneumocysten und
einige Granula in denn Waben ergeben nach HaAMPERL eine positive PAS-
Reaktion. Wir haben nach Entparaffierung und Ausschlufl freier
Aldehydgruppen Lungenschnitte mit der Hotchkiss-Methode geférbt.
Das Férbeergebnis scheint praktisch mit dem nach Toluidinblaufirbung

Abb. 6. Sekt.-Nr. 625/53 (s. Abb. 3). Lunge, Paraffinschnitt. PAS-Reaktion. Vergr.
1240:1. PAS-positive Pneumocystenmembranen in einer Wabenkolonie. In einzelnen
Parasiten schwach positive Innenringe, die hei extrafokaler Einstellung glanzen.
ibereinzustimmen ; die Membranen zefgen nur stédrkere Rétung als Meta-
chromasie. Die R6tung ist jedoch in der Kolonie ebenso ungleichméBig
verteilt und 148t deutliche zentrale Verdichtungsfiguren erkennen. Die
Innenringe der Membranen sind gegeniiber der Toluidinblaufsirbung nur
schwach gerstet, fallen aber nach Abblendung durch starken Glanz auf
(Abb. 6). Nach 24stiindiger Alkoholbehandlung der entparaffinierten
Schnitte ist der Innenring zum gréBten Teil eluiert, wéhrend die Ver-
dichtungsfiguren erhalten bleiben. Uber die weitere Differenzierung der

PAS-positiven Substanzen unterrichtet Tabelle 6.

Ergebnis. Die metachromatischen und PAS-positiven Substanzen
sind in Paraffinschnitten an den gleichen Orten des Parasiten lokali-
siert. Stark positiv sind die zentralen Verdichtungsfiguren, schwach
positiv die Innenringe, welche nur im Paraffinschnitt erscheinen. Bei
einem Vergleich der Gefrier- und Paraffinschnitte ist der metachro-
matische Innenring offenbar ein lipid-unléslicher Rest des eigentlichen
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metachromatischen Cytoplasmas. Es liegt der Schlufl nahe, daB dieser
nur im Paraffinschnitt erscheinende Innenring durch Entfettung, Ver-
dichtung und stirkere Oberflichenspannung des cytoplasmatischen
Parasitenkérpers zustande kommt.

Besprechung.

Der itberwiegende Teil der metachromatischen Substanzen wird
durch Hyaluronidase (Kinetin) verdaut. Die PAS-positiven Substanzen
der Pneumocysten werden dagegen durch Kinetin nur zu einem geringen
Teil angedaut. Beide Substanzen sind demnach nicht miteinander
identisch. )

Die vorliegenden Untersuchungen der Pneumocystis Carinii haben
unter Verwendung spezifischer Farbemethoden eine Differenzierung
und Lokalisation der einzeln darstellbaren Baustoffe des Erregers er-
moglicht. Die jeweiligen Firbeverfahren erfassen aber nur eine oder
einfach gekoppelte Baustofftriger, nicht den Gesamtkomplex der
Molekularstrukturen. Die einzelnen Bausteine ergeben ein Mosaik,
dessen histotopochemisch unterbaute Struktur die Grundtextur des
Erregers darstellt. Diese hat nach den in allen Untersnchungen weit-
gehend iibereinstimmenden Umladebereichen einen elektrostatisch
schwach sauren, praktisch neutralen Charakter. Dieses Verhalten 146t
zundchst auf elektrisch indifferente Eiweilbausteine des Parasiten-
korpers schliefen, die vermutlich aus Polypeptiden mit ausgeglichenen
elektronegativen und -positiven Valenzen bestehen. Die elektrostatische
Indifferenz der Eiweile wird durch die Benzpyren-Coffeinfluorochro-
mierung der Pneumoc ysten weiter gestlitzt. Die positive Fluorescenz
dieses Fluorochromgemisches tritt nach eigenen Untersuchungen immer
bei neutral reagierenden Adsorbenten und Adsorbaten auf. Deswegen
eignet es sich vorziiglich zur Darstellung maskierter glyko- und proteid-
haltiger Lipidkomplexe. Die Fluorescenz dieser Lipidkomplexe wird
durch die physiko-chemische Wirkung des basischen Coffeins induziert,
das als EiweiBhapten fungiert und die Lipidldslichkeit des 1,2-Benz-
pyrens ermdglicht. Der Hauptbaustoff der Pneumocysten sind aber
Polysaccharide, die als PAS-positive Substanz und nach den Kontroll-
untersuchungen (McMaxUs und CasoN) benachbarte, unveresterte
w-Glykolgruppen enthalten. Die weitere Analyse dieser Polysaccharide
hat ergeben, daB entsprechend dem schwach sauren Umladebereich der
Pneumocysten von den in Betracht kommenden KH-Gruppen iiber-
wiegend neutrale «-Aminoalkohole, a-Alkylaminoalkohole oder unge-
siittigte Athylenverbindungen vorliegen miissen. Nur ein verschwindend
geringer Anteil der KH reagiert als saures mesenchymales Mucopoly-
saccharid und wird durch Toluidinblau und die HaLesche Reaktion
dargestellt sowie durch Hyaluronidase (Kinetin) fast vollstindig ver-
daut. Von den Polysacchariden mit 1,2 OH und 1,2 OH NH,-Grup-
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pierung (NICOLET und SHINN} wird man nach den Untersuchungen von
Hotrcuxiss und GoMorr letztere als wesentliche Bestandteile der Pneu-
mocysten ausschlieBen diirfen, da sie in Oxyaminosauren praktisch durch
Polypeptide blockiert und PAS-negativ sind. Die in Pneumocystis
Carinii nachgewiesenen PAS-positiven Substanzen sind also vorwiegend
neutrale Mucopolysaccharide und Glykolipide, letztere in voller Uber-
einstimmung mit den Férbeergebnissen bel der Benzpyren-Coffein-
fluorochromierung. Neutrale Mucopolysaccharide kommen hauptsich-
lich in der Leibessubstanz einiger Mikroorganismen und im Chitin von
Pilzen vor (RippEL-BALDES). Die histochemisch nachgewiesenen Glyko-
lipide lassen sich teilweise blockieren (s. Tabelle 6). Quantitativ dirften

Tabelle 6.
Féarbungen ‘ Membran G‘}Ifgnlﬁ%ﬂgs Innenring | Wabe | Parasit
‘ i
Toluidinblau (Gefrierschnitt) . . 1 ++ +4+4+ = 4+ | ++
Toluidinblau (Paraffinschnitt) . . 4+ SRR + — —
Hyaluronidase (Paratfinschnitt). (+) (+) (+) —

PAS-Reaktion (Paraffinschnitt). | 44+ | 444+ | (+) | — | —
Hyaluronidase (Paraffinschnitt). | ++ | ++4++ (+) — -

PAS-Acetylierung . . . . . . . ’ entfarbt  entfarbt | entfirbt  — —
PAS-Entacetylierung . . . . . ‘ +-+ ++-+ (+) — —
Haresche Reaktion . . . . . . . + - — — —

sie hinter den neutralen Mucopolysacchariden rangieren. Ob sie aus
Sphingomyelinen, Cerebrosiden oder Serinen (WoLMAX) bestehen, ver-
moégen wir nicht zu entscheiden. Vermutlich sind es aber phosphory-
lierte Komplexe, wie sich aus der Gramfirbung schlieBen 146t.

Die histochemische Spezifitit der verwendeten Firbemethoden er-
gibt sich aus den vorgelegten Untersuchungen. Die Toluidinblau-
farbung (Metachromasie) und Haresche Reaktion (Bindung dialysierten
Eisens durch schwefelsaure und Carboxylgruppen) erginzen sich in dem
Nachweis stark basophiler Substrate. Es sind das hochmolekulare meta-
chromatische Stoffe (WramEe) mit sauren aber auch schwefelsdurefreien
Gruppen und Nucleinséduren (WIsLockr und Mitarbeiter, PEARSE, LisoN
und Mursaars, BRons). Letztere haben wir in unserem Material leider
nicht untersuchen koénnen, halten aber ihre Existenz in der Leibes-
substanz der Pneumocysten fiir sehr wahrscheinlich, besonders nach
dem positiven Ausfall der Gramfirbung und auf Grund theoretischer
Voraussetzungen (s. Zentrosom). Die Toluidinblaufirbung und Harg-
sche Reaktion der Pneumocystis Carinii dirften auf stark sauer re-
agierende Mucopolysaccharide zuriickgehen, in erster Linie auf schwefel-
siurehaltige Hyaluronsiuren, weniger auf die allgemein veresterten
Chondroitinschwefelsduren.

Virchows Arch. Bd. 326. 20a



292 G. Bruxs und D. BOTTGER:

Das 1,2-Benzpyren-Coffeinfluorochromgemisch hat sich uns schon
mehrmals zur Darstellung solcher maskierter Lipidkomplexe bewéhrt,
die sich durch kolloidales Sudan III nicht ausreichend nachweisen
lassen (Romers). Es scheint Glykolipide auch quantitativ intensiver
anzufirben als das Weinsteinsdure-Thioningemisch (FEYRTER).

Die PAS-Reaktion erméglicht keine Auftrennung der Polysaccharide
in saure und neutrale Komplexe, die qualitativ erst durch Kontroll-
untersuchungen mittels Hyaluronidase, metachromatischer Farbstoffe,
der Hareschen Reaktion und der McManus-Cason-Acetylierung Er-
folg verspricht. Die Gramfirbung scheint in Gegenwart ribonuclein-
siure- und polysaccharidhaltiger Stoffe positiv auszufallen, unter letz-
teren vermutlich nur bei phosphorylierten zuckerhaltigen Glylkolipiden.

Die histotopochemischen Untersuchungen der Pneumocystis Carinii
machen nun eine morphologische Analyse der Baustofftriger mdglich.
Die Masse der Pneumocystenmembranen und ihre Verdichtungsfiguren
enthalten vornehmlich neutrale Mucopolysaccharide (Chitin ?), zu einem
geringeren Anteil Glycolipide und selten saure Mucopolysaccharide.
EiweiBbausteine sind vermutlich kein tragender Strukturanteil im Hin-
blick auf die formgebende Grundtextur, sondern eher als Proteide in die
Nebenketten der grofen KH-Molekiile eingebaut. Die vorziiglich poly-
saccharidhaltigen Membranen der Pneumocysten entsprechen in ihrer
Zusammensetzung als KH-Depot (ScHUMACHER) eher den Hefezell-
membranen. Sie gleichen auf keinen Fall jenem Bauplan kontinuier-
licher EiweiBfolien und Lipidlamellen im Ektoplasma der meisten Proto-
zoen. Von diesen tragen nur die Flagellaten eine diinne Lage KH unter
ihrer Oberfliche. In weiterer Ubereinstimmung mit den Hefen zeigt
Pneumocystis Carinii ein lipidhaltiges Cytoplasma, das sich in ver-
gleichenden Untersuchungen am Paraffinschnitt als Innenring dar-
stellt. Dieser enthillt vornehmlich Glykolipide, sehr wahrscheinlich
auch Nucleinséiuren. Dieser Zusammensetzung entspricht eine positive
Gramfirbung.

Das von allen Untersuchern angegebene Glinzen der grampositiven
Substanz (s. neuerdings auch Fin¢ErnaxD und VorrEL) fithren wir auf
den histochemisch nachgewiesenen Lipidgehalt des Cytoplasmas zurlick.

Der glykolipid- und ribonucleotidhaltige Innenring der Pneumo-
cysten erscheint nur in Paratfinschnitten. Vermutlich entsteht er nach
Vergleichen an Gefrierschnitten durch.Verdichtung des Cytoplasmas
der Parasiten, kénnte also ein Kunstprodukt sein. Nach dieser Auf-
fassung ist der als Wabe bezeichnete Innenraum der lebensfrischen
Pneumocyste nicht als optisch leer anzusprechen. Wir haben die Vor-
stellung, daB Pneumocystis Carinii neben einem Kern (pos. Feulgen-
Reaktion) ein lipid-nucleoproteidhaltiges Cytoplasma besitzt, das von
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einer echten, sehr wahrscheinlich chitinhaltigen Membran umgeben
wird. Der Parasit hiitte also pflanzlichen Charakter. Fiir diese Ansicht
laBt sich mnoch ein letzter, beweiskriftiger Analogieschlufl anfiihren.
Krremax und BALDRIDGE haben in Vergleichsuntersuchungen dhnliche
Schrumpiungsvorginge bei Histoplasma capsulatum nachweisen kénnen,
also bei einem Pilz, der in Paraffinschnitten eine breite Membran
(Kapsel) mit optisch leerem Innenraum zeigt und dieser Figuration auch
seinen Namen verdankt, im lebensfrischen Zustand aber ein véllig
homogenes Cytoplasma besitzt.

Die vorliegenden histotopochemischen Untersuchungen weisen mit
an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auf den pflanzlichen Cha-
rakter der Pneumocystis Carinii hin. Als Pilz darf aber Pneumocystis
Carinii nach unserer Kenntnis nicht zu den Candidaformen gerechnet
werden (BaucH und LaADSTATTER). Die rein deskriptive Bezeichnung
der Pneumocystis Carinii als Saccharomyces octosporus (GIESE) scheint
nichts zu préjudizieren. Wir stimmen daher der Ansicht von GIESE zu,
zumal inzwischen auch COsicrag und Mitarbeiter die Identitdt von
Pneumocystis Carinii und Saccharomyces bakteriologisch erwiesen zu
haben scheinen.

Zusammenfassung.

1. Die hohe Letalitét der sog. interstitiellen plasmacelluliren Pneu-
monie der Séuglinge richtet naturgemaf die volle Aufmerksamkeit der
Kliniker und Morphologen auf Frithdiagnose und mdégliche Infektions-
verhiitung. Fir den Morphologen steht eine miglichst umfassende
Untersuchung des Erregers, der Pneumocystis Carinii, im Mittelpunkt.
Es ist an Hand histotopochemischer Befunde versucht worden, die
systematische Stellung der Pneumocysten besonders im Hinblick auf
die Alternative Protozoe oder Hefe festzulegen.

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

3. Die Entwicklung der Pneumocyste erfolgt extracelluldr. Intra-
cellulire 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 kénnen keine Merozoiten sein, die bei der nachweislich starken
intrapulmonalen Vermehrung der Pneumocysten hidufiger sein miiBten.
Die Mehrfachstadien sind sicher keine Mikrogametocyten, da eine
sexuelle Differenzierung der Pneumocysten vermift wird. Es kénnte
sich nur um Sporen handeln, die unter ungiinstigen Lebensbedingungen
auftreten.

Virchows Arch. Bd. 326. 20b
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4. Pneumocysten sind gegeniiber Protozoen grampositiv und gegen
Autolyse resistent. Morphologisch lassen sich Sprossungsvorgénge nach-
weisen.

5. Die Auswertung verschiedener Fluoro- und Diachromierungen hat
folgende neue Befunde ergeben. a) Die Kerne der Pneumocysten dhneln
weitgehend denen der Hefezellen. Wihrend der Interphase laBt sich
ein intranucledir gelegenes, wohl einem Zentrosom entsprechendes Ge-
bilde nachweisen, das sich in der Mitose vom Kern trennt und gram-
positiv wird. Diese Kerndissoziation ist eine partielle. Sie imponiert
aber als totale Dissoziation, weil der beide Kernanteile verbindende
Plasmastrang firberisch nicht vom tbrigen Cytoplasma abgrenzbar ist.
b) Die Pneumocysten besitzen eine echte Zellmembran, deren Aufbau
der Hefezellmembran entspricht. Sie besteht histochemisch iber-
wiegend aus Kohlenhydraten, ndmlich neutralen Mucopolysacchariden,
die als Chitin angesprochen werden. Ein verschwindend geringer Anteil
stellt saure Mucopolysaccharide dar. ¢) Dem entspricht ein schwach
saurer Umladebereich der Membranen. Die elekfrostatisch erfallbaren
Eiweile der Membran liegen offenbar in den Seitenketten groBmole-
kularer Kohlenhydratkomplexe. d) Die Waben der Pneumocystis Carinii
enthalten Glykolipide. Der optisch leer erscheinende Wabeninhalt
kommt wie bei Histoplasma capsulatum durch Schrumpfung und Ent-
fettung des Cytoplasmas zustande, ist also ein Kunstprodukt. Die ver-
dichteten Glykolipide liegen der Chitinmembran als gléinzender Innen-
ring an. Dieser kann auch Kernbestandteile (Ribonucleotide) enthalten
die sich nach Gram anfidrben lassen.

6. Pneumocystis Carinii gehort nach vergleichenden Untersuchungen
nicht zu den Candidapilzen. Er darf als Saccharomyces angesprochen
werden und ist demnach den Saccharomycoidae anzugliedern.
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