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Die Morphologie der bei S/~uglingen vorkommenden Pneumoeystosen (intersti- 
tielle, plasmacellul~re Pneumonie) ist ebenso wie die experimentell bei Rat ten  
zu erzeugende, vergleichbare Lungenerkrankung gut untersucht. Aueh die bei 
dieser Erkrankung in den Lungen feststellbare Pneumocystis Carinii ist sowohl 
licht- als aueh elektronenmikroskopisch in ihren morphologischen Eigenheiten 
genau durchforseht (PLI~SS, WESSWL und l~IcKV.~). Die Kistoehemie des Para- 
siten ist aber weniger bekannt.  Wir haben daher systematische histochemisehe 
Untersuchungen angestellt, fiber die im folgenden berichtet werden soll. 

Material und Methode 
Als Material benutzten wir in Formalin bzw. Alkohol fixierte Lungen yon I~atten, die 

nach Cortison- und Hostamycinapplikation an einer ]~eumocystose erkrankt waren. Aui3er- 
dem stand uns in Formalin bzw. Alkohol fixiertes Lungengewebe einer 3 Monate alten Frfih- 
geburt, die an einer Pneumocystispneumonie verstorben war (S. 676/58), zur Verffigung. 

Methodisehe Angaben fiber die in den Tabe]len angeffihrten F~rbungen entnahmen wir 
dem Abschnitt Histochemie yon GE])IGK aus dem Biochemischen Taschenbuch yon l~Ac~ 
und den Angaben yon PEA~S~.. 

Ergebnisse 
Bei der Beschreibung unserer Befunde wollen wir uns in Anlehnung an die 

elektronenmikroskopisehen Untersuchungen yon W]~SS~L und RIC~;~N an deren 
Nomenklatur  halten. Diese reihten wie sehon JIROVEC und VANEK dig v e r -  
schiedenen Cysten~ormen zu einem Entwicklungseyclus aneinander. Dabei unter- 
sehieden sie folgende Formen: Aus einer dfinnwandigen Cyste mit  einem Innen- 
kSrperchen und einer wenig dichten, inhomogenen Innensubstanz entstehen dig 
sog. Napf- und Sicheliormen, die eine dickere Membran besitzen. Dutch Ein- und 
Abschnfiren ihrer Innensubstanz entstehen his zu 8 CystenkSrperchen. Diese 
nehmen an GrSl~e und Diehte zu und lassen dann an einem Pol ein Verdiehtungs- 
zentrum erkennen. ~ a c h  Platzen der Cystenmembran gelangen sie in Freiheit 
und werden wieder zu dfinnwandigen Cysten mit  einem InnenkSrperehen. Die 
Cysten selbst liegen in den Alveolen in einer teils homogenen, teils leieht ge- 
kSrnten Masse, die wir bei der Bespreehung unserer Befunde kurz als Zwisehen- 
substanz bezeichnen wollen. 

Da die Uniersuchung der Rat tenpneumoeysten und der mensehlichen S/~ug- 
linge so gut wie vollkommen identisehe Befunde ergab, kSnnen wir im folgenden 
auf eine getrennte Darstellung verziehten. 
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1. Kohlenhydrate. HAI~PERI, empfahl zur f~rberisehen Darstellung des Parasiten die 
PAS-I~eaktion und wies darauf hin, da[~ diese dureh vorherige Diastasebehandlung der Sehnitte 
nieht beeinfluBbar ist. Metaehromatisehe Substanzen glaubten Bl~vxs und BSTTG~ (1) mit 
einer Toluidinblauf~rbung, die mit Essigs/iure differenziert wurde, nachweisen zu kTnnen. 
BAA:a hingegen fand keine eehte Metachromasie. Ebenso konnte BAAa im Gegensatz zu 
BI~VNs und BSTTGEI~ (2) keine Eisenbindungsf~Lhigkeit feststellen. BRIJ~s und BSTTGEI~ (2) 
gaben ferner an, dag die PAS-Reaktion naeh Aeetylierung der Sehnitte negativ verlief. 
BAAI~ wies seh]iel31ieh noeh darauf hin, da~3 sich die Sehnitte bei bloBem Einbringen in Schiff- 
sches Reagens sehon leicht anf~rben. 

Tabelle 1 

Innen- C y s t e n -  Zwischen- 
F~trbung Membran kTrperehen kTrperehen substanz 

PAS-Reaktion . . . . . . . . . . .  -~ § § § § + § 

Basophilie ab ]OH . . . . . . . . . .  4,75 3,52 3,2 3,8 

Basophilie nach Ribonuklease ab pI~ �9 5,03 5,03 4,89 5,03 

IEP mit Acridinorange . . . . . . .  4,8 3,5 3,0 4,0 

~Iet~chromasie mit Toluidinblau . . . 0 0 0 (+) 

Metaehromasie mit Thionin 
naeh FEX~T~ . . . . . . . . . .  0 0 0 § § 

Hale-Reaktion . . . . . . . . . . .  0 0 0 (§ 

Bestsehe Carminf~rbung . . . . . . .  0 0 0 _L 

0 0 Bestsehe Carminf~rbung naeh Diastase. 0 

+ 

0 

+ PAS naeh Diastase . . . . . . . . .  + + + + + 

PAS naeh Aeetylierung . . . . . . .  0 0 0 0 

PAS naeh Verseifung . . . . . . . .  + -- + + + + + 

Perameisens/~ure-Sehiff-l~eaktion . . . 0 0 0 § 

Perameisens~ture-Schiff naeh Bromie- 
rung . . . . . . . . . . . . . .  0 0 0 0 

PAS naeh Pektinase . . . . . . . . .  - - + +  + + §  

sehwaeh positiv, 

+ 

§  stark positiv, + +  positiv, -~ sehwaeh positiv, (+) ganz 
~: nieht sieher positiv, 0 negativ. 

Die posi t ive P A S - R e a k t i o n  der 3/iembran, der sehleierart igen Innensubs tanz  

und aueh der Innen-  und CystenkSrperehen - -  bei le tz teren ist  sie nur  schwaeh - -  

weist  eine kohlenhydra tha l t ige  Komponen t e  in diesen Antei len  yon Pneumo-  

eystis Carinii naeh. Sehr deut l ieh reagier t  aueh die Zwisehensubstanz.  Die in den 

gr613eren Bronehien  gelegenen Cysten verl ieren teilweise die posi t ive PAS-Reak-  

t ion der Membranen.  

U m  die chemisehe S t ruk tu r  dieses Kohlenhydra tan te i l s  der Pneumoeys ten  

n/~her zu definieren, bes t immten  wir zun~ehst  den I E P  mi t  Methylenblau  und zur 

Best/~tigung dieser Befunde m i t  Aeridinorange (Sc~OM~ELF~D~ und S~oc~). 

Dabei  konnte  der Umladebere ieh  ira Gegensatz zu B ~ r ~ s  und B S T T e ~  (2) 

folgendermal3en festgelegt  werden:  Die Membranen  f~rben sieh ab einem p~ yon 

1,75, die InnenkTrperchen  ab Pn 3,52, die Cystenk6rperehen ab p~ 3,2 und die 

Zwisehensubstanz ab einem pn -Wer t  um 3,8. I)iese saute Reak t ion  der Innen-  

und CystenkTrperehen sowie der Zwisehensubstanz ist  wohl auf eine Ribonuelein-  
sgurekomponente  zurtiekzuffihren. Behande l t  man  n~mlieh die Sehni t te  vorher  

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 332 25a 
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4 Std mit I~ibonuklease, so verschiebt sich die Bindungsf~higkeit fiir das 
Methylenblau nach dem alkalisehen Bereich hin, und zwar ziemlich gleichmi~l]ig 
fiir alle Strukturen ab einem PH um 5,0. 

Eine Metachromasie mit Toluidinblau, die ja h~uptsi~chlich durch saute 
Mucopolysaccharide bedingt sein mfiBte, haben wir an den Pneumocysten im 
Gegensatz zu Bl~u~s und BbTTGEI~ (2) nicht linden kSnnen. Bei der Thionin- 
Einschluitf~rbung nach FEu stellt sich besonders schSn die Zwischen- 
substanz dar, die hier eine ausgepr/~gte Metachromasie erkennen l~l~t. Die 

Alob. 1. a P A S - R e a k t i o n .  Die  Cys t enxaembranea  erscheinen  i n t e n s i v  rot .  1200 •  b P A S - R e a k t i o n  
n a c h  Acety l ie rung .  Das  W a b e n w e r k  r eag i e r t  n i ch t  m e h r  m i t  d e m  Schiffschen Rea~ens .  1200 • 

Pneumoeysten selbst weisei~ abea:, aueh bei dieser Fi~rbung keine Metaehro- 
masie auf. 

Die Prfifung der Bindungsfs yon dialysierbarem Eisen an die Schwefel- 
ss llnd Carboxylgruppen der sauren Mucopolysaccharide mit der Methode 
nach ~-IALE ergibt keine Reaktion mit den Pneumocysten. Lediglich die Zwisehen- 
substanz ist stellenweise positiv. 

Glykogen ist mit der Bestschen Carminfiirbung in der Zwischensubstanz in 
den Rattenlungen nachzuweisen; die Pneumocysten selbst sind frei yon Glykogen. 
In der S~uglingslunge ist dagegen auch die Zwischensubstanz glykogenfrei. Die 
Spezifit~tt der Bestschen F~rbung wurde durch Kontrollen mit  diastasebehandelten 
Schnitten gesichert. Ein durchaus entsprechender Befund ls sich auch bei der 
PAS-Fs nach Diastasebehandlung erheben. 

Werden die reaktionsfs Hydroxyl- und Aminogruppen durch Acety- 
lierung mit Essigsi~ureanhydrid ~iir die Oxydution blockiert, so lassen die Schnitte 
keinerlei Reaktion nlit dem Schiffschen Reagens erkelmen (s. Abb. 1). Werden 
dann die eingeffihrten Acetylgruppen durch schwaches Alkali wieder abgetrennt. 
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was aber nur an den Hydroxylgruppen gelingt, so zeigen die Strukturen die 
gleiehe intensive PAS-Reaktion wie vor der Aeetylierung. Dieser Befund sprieht 
daftir, da~ die PAS-F~rbung in diesem Falle nieht an reaktionsfghige Amino- 
gruppen gebunden ist. 

Unges~ttigte Carbonsguren k6nnen dureh 0xydat ion der Athylengruppen zu 
Aldehyden mit Hilfe der Perameisensgure an Pneumoeysten nicht naehgewiesen 
werden. Lediglich die Zwischensubstanz fgrbt sieh leicht an. Wird Brom an 
derartige nnges~ttigte Kohlenstoffatome angelagert, so sind diese durch die 
Perameisensgure nicht mehr angreifbar, und die Leukofuehsinreaktion verlguft 
dann negativ. Dementsprechend ergibt sich auch an der Zwischensnbstanz ein 
negativer Ansfall der Perameisensgure-Sehiff-l~eaktion. 

Eine Vorbehandlung der Schnitte mit Pektinase fiihrt zu keiner Abschw&chung 
der nachfolgenden PAS-Reaktion. Pektine als Bausteine yon Pneumocystis Car l  
nil k6nnen a]so ausgeschlossen werden. 

Zusammen/asse~wl kann man feststellen, dab saure Mucopolysaccharide am 
Aufbau der Pneumocysten nicht beteiligt sind, ebensowenig wie Glykogen. Das 
Vorhandensein yon Glyko]ipiden ist wenig wahrscheinlieh. Wir glauben daher, die 
PAS-positiven Substanzen als neutrale Glyko- bzw. Mueoproteide ansprechen zu 
diirfen. 

2. Nucleinsi~uren. SA~DRITTER (2) konnte in den Pneumocysten dureh Messung der 
UV-Absorption bei 265 und 280 m# einen Igueleinsgureeiweil3komplex naehweisen. ]3AA~ 
beobaeh~ete eine Verschiebung des IEP naeh der a]kalischen Seite hin naeh Behandlung 
der Sehnitte mit t~ibonuelease. Eine positive Feulgenreaktion fanden PLtEss, B~u~s (1) 
sowie JI]aOVEe und VA~EK. I-IERzBE:aG, HE~ZBS,~s-K~MMv.~ und May berichten yon 
,,feinsten feulgenpositiven Punkten in den Waben, nicht aber in den Teilparasiten der grol]en 
Cysten". Gegenteilige Befunde erzielten I - I a ~  und KArmas. 

Tabelle 2 

Innen- Cysten- Zwischen- 
F~irbnng l~embran kSrperchen kSrperche~ substanz 

3~llocyanin-Chromalaun . . . . . . .  0 d- �9 -~ d- 0 

3alloeyanin naeh Ribonuklease . . . .  0 (--) + 0 

Methylgriin-Pyronin . . . . . . . .  -4- (+) + + 0 

.VIethylgriin-Pyronin nach Ribonukle~se -4- (+) + 0 

Feulgen .............. 0 (+) (+) 0 

0 SchiffschesReagens . . . . . . . . .  (+) (+) § 

Die sowohl Ribo- als aueh Desoxyribonueleinsgure darstellende Gallocyanin- 
Chromalaunfgrbung [E~cARSON, SANDnITT~R (1)] ffihrt zu einer deutlichen Blau- 
fgrbung der Innen- und CystenkSrperchen. Vet allem bei den grSl3eren Cysten- 
k6rperehen ist die Fgrbung an einem Pol etwas kr~ftiger. Die Irmensubstanz der 
Napfforlnen zeigt nur eine sehwache Anfgrbbarkeit. Die Cystenmembranen sind 
vSllig ungefgrbt, in der Zwischensubstanz dagegen sieht man vereinzelt gefgrbte 
K6rnchen liegen. Behandelt man die Selmitte vorher 8 Std mit l~ibonuelease, so 
ist die Fgrbung der Innen- und CystenkSrperchen nicht mehr so intensiv. Dafiir 
treten sie ebenso wie die Verdichtungszentren deutlicher hervor, da sieh nun die 
Zwischensubstanz nicht mehr anf~trbt. Eine Anfgrbnng der 1Xlapfformen ist 
nicht mehr zu erkennen (s. Abb. 2). 
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Bei der Methylgrfin-Pyroninfs in der Modifikation naeh KUlCNICK zeigt 
das ganze Wabenwerk eine leichte Reaktion mit dem Pyronin. Diese Fs 
~ndert sieh naeh 8stfindiger Ribonukleasebehandlung nieht, so daI~ sie wohl nieht 
als positiver ~achweis yon l~ibonucleinsi~ure angesehen werden kann, sondern als 
unspezifisch zu deuten ist. Das gleiche gilt auch ftir die Innen- und Cysten- 
kSrperchen. Methylgrfin, mit  dem die Desoxyribonueleins~uren angefs werden, 
li~13t bei den reifen Cystenk6rperchen eine leichte Reaktion erkennen. 

Abb.  2. a Gal locyanin-Chrom~laul l f~rbung.  Die Napfformen,  die Innen-  und  CystenkSrperchen,  sowie 
Antei le  tier Zwischensubstanz  sind positiv.  1200 •  b Ganocyan in -Chromalaunf~rbung  nach  8stfin- 
diger Ribonukleasebehandlung.  Die Verd ich tungszen t ren  der Cys tenk6rperchen  zeigell noch eine 

deutl iche Anf~rbung.  1200 • 

Die Feulgenf~rbung zeigt, jcdoch nur bei kiirzeren Hydrolysezeitcn, eine ganz 
schwache Anf~rbung der Innen- und CystenkSrperchen. Lediglich die Verdich- 
tungszentren sind lain und wieder starker angefi~rbt. Ob auch die ~%pfformen 
positiv sind, ist bei der blassen Anf~rbung nieht zu entseheiden. Bringt man (lie 
Sehnitte ohne I-Iydrolyse in das Schiffsche Reagens, so f~rben sich die Membranen 
ganz schwaeh, die InnenkSrperchen etwas sts und die CystenkSrperehen 
deutlieh an. Die Intensiti~t ist ann~hernd gleich wie nach Hydrolyse bzw. bei der 
Feulgenfi~rbung. Diese ist also offenbar auf freie reaktionsf~hige Carboxyl- 
gruppen zuriiekzufiihren. 

Zusammen/assend kann man sagen, d~13 dureh den positiven Ausfall .der 
GaUocy~nin-Chromalaunfi~rbung die Anwesenheit yon ~ucleinsihlren naeh- 
gewiesen wird, und zwar hauptss yon Ribonucleinss wie die starke 
Absehws der Reaktion nach l~ibonukleasebehandlung zeigt. Ob die dabei 
noeh vorhandene Anf~rbung der Verdiehtungszentren auf Desoxyribonuelein- 
siiuren zurfiekzuffihren ist oder nur durch eine zu schwache Ribonuldease- 
behandlung bedingt ist, ist nieht zu entscheiden. Auch der schwaeh positive 
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Ausfal l  der  Feu lgenreak t ion  1/~gt unserer  Meimmg nach keine sieheren Sehltisse 
auf  das  Vorhandense in  yon Desoxyr ibonucle ins / turen  zu, da  derselbe F~rbeef fek t  
j a  sehon ohne Hydro ly se  e in t r i t t .  Andererse i t s  gentigen abe t  die Befunde nieht ,  
um die Anwesenhe i t  yon Desoxyribonueleins/~uren sieher aussehl iegen zu kSnnen.  
Bei dieser  Saehlage k6nnen die versehiedenen Angaben  in der  L i t e r a t u r  (s. oben) 
n ich t  wunder  nehmen.  

3. Eiwei~. BAAR und BI~u~s (2) fanden eine positive Tetrazoniumreaktion. BAAtr gab 
weiter an, daI~ nach Benzoylierung die Reaktion nicht vollstgndig unterdriickt werden 
konnte. Er fiihrte dies auf das Vorhandensein yon Nuclearchromatin zuriick, das gegen die 
Benzoylierung sehr widerstandsf/ihig sein soll. 

Tabelle 3 

Inuen- Cysten- Zwisehen- 
F~rbung Membran k6rperchen k6rperehen substanz 

Tetrazonium-Reaktion . . . . . . .  + + + + + + + + + + + 

Tetrazonium-Reaktion naeh Benzoy- 
lierung . . . . . . . . . . . . .  0 0 0 0 

Ailoxan-Schiff . . . . . . . . . . .  (+)  0 0 0 

Ninhydrin-Schiff . . . . . . . . . .  + +  (+)  (+) 0 

Fastgreen . . . . . . . . . . . . .  + + + + + d: 

Ch~vremont-Fr6d6rie . . . . . . . .  ( @ ) 0 0 0 

Barnett- Seligman . . . . . . . . . .  ( + ) 0 0 0 

Barnett-Seligman nach Thioglykol- 
s~Lure . . . . . . . . . . . . . .  + 

Der  Naehweis  yon Tyrosin ,  T r y p t o p h a n  und  I t i s t i d in  m i t  der  Te t razonium-  
r eak t ion  f/tilt an Cys tenmembran ,  Innen-  und  Cystenk6rI0erehen und  an  der  
Zwisehensubs tanz  s t a rk  pos i t iv  aus. Selbst  bei  versehiedenen Benzoyl ierungs-  
zei ten is t  jedoeh die Te t r azon iumreak t ion  vollst / tndig bloekier t ,  was die Pneumo-  
eys ten  an lang t  (s. Abb.  3). W i r  kSnnen also da r in  die Befunde BAAls n ieh t  best/ t t i-  
gen. Aminogrupioen kSnnen in gleieher Weise,  sowohl mi t  der  Al loxan-  und  
Ninhydr in -Seh i f f -Reak t ion  und  m i t  der  Fas tg reen-F / t rbung  vor  al lem in der  
Membran ,  abe r  n u t  in ger ingem Umfang  in den Innen-  und  Cys tenkSrperehen  
naehgewiesen werden.  Bei der  Fas tg reen-F / t rbung  sind auBerdem die Cysten mi t  
e iner  ganz sehwaeh posi t iven,  also e iweighal t igen,  Innensubs t anz  ausgeffill t .  

Disulf id  und  Su l fhydr i lg ruppen  k6nnen  m i t  der  R e a k t i o n  yon  CH~VR~MO~T 
und  F~D~t~IC in den Membranen  und  der  Zwisehensubs tanz  naehgewiesen 
werden.  I n  den  Cysten  f~rbt  sieh die Innensubs t anz  ganz le ieht  an. Diese Be- 
funde best / t t igen sieh m i t  der  B a r n e t t - S e l i g m a n - F g r b u n g  bei  vorher iger  Behand-  
hmg der  Sehni t te  m i t  Thioglykols/ ture.  

Zusammen/assend l / igt sieh feststel len,  dab  in  al len S t ruk tu ren  der  Pneumo-  
eysten Eiweigante i le  naehzuweisen sind, in den Membranen  auger  den eyelisehen 
Aminos~uren  noeh Disul f id  und  Sulfhydri lgTuppen.  

4. Lipide. B a ~ s  und B6TTGEn (2) wiesen mit einer positiven Coffein-Benzpyren-Fluoro- 
ehromierung maskierte Lipide an Pneumoeystis Carinii naeh. Sie fanden eine sehwaeh 
positive F/~rbung mit Sudan I I I  und Nilblausulfat. 



3 7 0  W .  OPFEI~KUCtt : 

Abb .  3. a T e t r a z o n i u m - R e a k t i o n .  Alle S t r u k t u r e u  der  P n e u m o c y s t e n  sowie die Zwischens•bs tanz  
s ind  pos i t iv .  1200 •  b T e t r a z o n i u m - R e a k t i o n  n a c h  16s t i ind iger  Benzoy l i e rung .  N u r  m e h r  die K e r n e  

der  Zellen des A l v e o l a r s e p t u m s  s in4  posi t iv .  1200 • 

Tabelle 4 

Innen-  Cysten-  Zwischen-  
F f i rbung  Nlembran  k 6 r p e r c h e n  k 6 r p e r c h e n  s u b s t a n z  

Sudan . . . . . . . . . . . . . . . .  0 0 0 _u 

Sudansehwarz . . . . . . . . . . . .  ~= , 0 0 + -- 

Luxol ~ast blue . . . . . . . . . . . .  0 0 0 + + 

Feulgensehe Plasmalreaktion . . . . . .  0 0 0 (+) 

01rot 0 . . . . . . . . . . . . . . .  0 0 

Nilblausuflat . . . . . . . . . . . . .  0 0 

0 + 

0 + 

Perameisens~ure-Schiff-Reaktion . �9 . 0 0 0 + 

Thioninffi.rbung naeh I~EY~TER . . . .  0 0 0 + + 

Coffein-Benzpyren-Fluorochromierung . + 

Bei der Sudanfi i rbung sind na r  in der Zwischensubstanz vereinzel t  kleine 
Fe t i t r6p fchen  zu sehen. Sowohl an Gefrier- als auch an Para f f inschni t t ea  lassen 

sich mi t  der Sudanschwarzfgrbung eine Blauf~rbung der Zwischensubstanz und  

eine fragliche der Cys tenmembranen  erkennen.  Alle i ibrigen Lipidfgrbungen be- 

s tgt igen diese Befunde.  Mit  der Coffe in-Benzpyrenmethode konnte  im Gegensatz 

zu B ~ v ~ s  und BSTTGE~ (2) eine Anfgrbung der Pneumoeys ten  nioht  erreicht  

werden.  

Es  kann  also gesagt  werden,  dab lediglich in der Zwischensubstanz Lipide mi t  

Sieherhei t  naehzuweisen sind. 



Zur Histochemie der Pneumocystis Carinii .371 

Diskussion 

Uberblickt man die Ergebnisse, so kann man die chemische Struktur yon 
Pneumocystis Carinii etwa folgendermagen definieren : Die Membran besteht bUS 
neutralen Glyko- bzw. )/[ucoproteiden, wobei die EiweiBkomponente auger den 
cyclischen Aminogruppen noch Disulfid- und Sulfhydrilgruppen enthiilt. Die 
Innenk6rperchen setzen sich aus neutralen Mucoproteiden zusammen; daneben 
enthalten sie aber auch geringe Mengen Ribonucleinsaure. Das gleiche grit f/Jr die 
Napfformen und Cystenk6rperchen. t i ler  ist allerdings der Ribonucleins/iure- 
gehMt gr6ger. Ob in den Verdichtungszentren der Cystenk6rperchen daneben 
noch Desoxyribonucleins/iuren vorkommen, konnte weder sicher nachgewiesen 
noch ausgeschlossen werden. 

Die Napfformen und die Cystenk6rperchen sind bei Anilindifferenzierung 
grampositiv; ein/ihnliches VerhaRen zeigen sie auch bei der I~hodamin B-Fluoro- 
chromierung (0PFE~KVC~ und I~ICK]~N). Ein chemisches Substrat  ffir dieses Ver- 
halten kann nicht angegeben werden, wie ja fiberhaupt die Chemie der Gram- 
F/~rbung noch sehr umstri t ten ist. Die Erkl/irung dieses Verhaltens wird keines- 
wegs dadurch erleichtert, dab diese Formen nur bei Anilindifferenzierung den 
Gram-Farbstoff  binden k6nnen. Eine yon PEAI~SE ffir manche Strukturen an- 
gegebene Parallelit/it zwischen nach Anilindifferenzierung grampositiven Sub-  
stanzen und posRivem Ausfall tier Tetrazoniumreaktion nach 16st/indiger Benzoy- 
lierung konnte hier nicht beobachtet  werden. 

Tabelle 5 

Z u r  Da r s t e l l ung  
Nach~ewiesene  S u b s t a n z e n  ~eeignete  F ~ r b u n g e n  

Diinnwandige Membranen Mucoproteide + + ~- PAS-Reaktion + + + 
Lipoproteide 

Dickwandige Membranen Mucoproteide + + -- PAS-Reaktion + ~- + 
Lipoproteide ~ Levatidi -- + -c  

Gridley + + 
Rhodamin B + 

InnenkSrperchen Mucoproteide + Gallocyanin + +  
gibonucleins~ure + + Giemsa + + 

PAS-Reaktion + 

Napfformen Mucoproteide + Gram + + + 
Ribonucleinsgure + + Rhodamin B + + + 

Gallocyanin + + 
Cystenk6rperchen Mucoproteide + 

Ribonucleinsiture + + + 
Desoxyribonucleinsgure + ? 

GMlocyanin + + - -  
Gram + + + 
Giemsa + + + 
Rhodamin B +@ 

I m  Hinblick auf die chemischen Strukturelemente der einzelnen Formen des 
Parasiten mug man die yon HA~PE~L empfohlene PAS-Reaktion als die beste 
Nachweismeth0de ffir Pneumocystis Carinii bezeichnen. Sie allein erfaSt Struk- 
turen in allen Cystenformen (s. Tabelle 5). Aul3erdem hat  sie noch den Vorzug, 
dM3 sie die Parasiten in einer yore iibrigen Gewebe deutlich verschiedenen Farbe 
erscheinen l~gt. Strukturelle EinzelheRen kann man dagegen mit  dieser Fgrbung 
nicht gut darstellen. Die Silberimprggnation nach LEVADIT1, die Gram- und die 
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Giemsa-F~rbung zeigen wohl sehr seh6n gewisse Formen yon Pneumoeystis 
Carinii, aber gerade die viel h~ufigeren diinnwandigen Cysten mit einem Innen- 
kSrperehen werden dabei nieht erfagt. Wie aus Tabelle 5 ersiehtlieh ist, enthalten 
die dureh die PAS-Reaktion nieht erfaBten Strukturen - -  Napfformen, Innen- und 
Cystenk6rperehen - -  reiehlieh Nueleins/~uren. Wir benutzten deshalb GMlo- 
eyanin-ChromMaun an Stelle von Coelestinblau und Mayers-Hs als Gegenf/tr- 
bung (Methodik : Sehnitte van 70 %igem Alkohol 10 rain in Perjods/~ure, 70 %igem 
Alkohol, 1 min reduzierende Fliissigkeit, 70%igem Alkoho], 15 rain Sehiffsehes 

Abb.  4. P A S - R e a k t i o n  m i t  Ga l loeyan in-Chromal~ungegenf~rbung .  Die  M e m b r a n e n  s iud  i n t ens iv  rot, 
die Innen-  u n d  Cys tenk6rperehen  t ier  blau.  Ca. 3400 x 

I~eagens, 20 rain w/~ssern, 6--10 Std Gallocyanin-ChromMaun, in Wasser abspfilen, 
anfsteigende Alkoholreihe, Xylol, in Euki t t  eindeeken). Die Cystenmembranen 
erseheinen bei dieser F/~rbung intensiv rot, die Innen- nnd Cystenk6rperehen 
dagegen blau (s. Abb. 4). Es handelt sieh hiermit um eine F~rbung, bei der 
Mle strukturellen Einzelheiten des Parasiten zur Darstellung kommen. 

Die Anzahl der vorhandenen mehrkernigen Cysten m6chten wir, wit ja sehon 
JIl~OV]~C und V a t , K ,  auf die Reaktionslage des betreffenden Organismus zuriiek- 
ffihren: So kann man bei ga t ten ,  die mit hohen Cortisondosen stark geschwgeht 
wurden, viele dieser Formen finden; in S~uglingslungen kommen sie dagegen 
viel seltener vor. 

Zusammenfassung 
Pneumocystis Carinii enth~lt vorwiegend neutrMe Mncoproteide. Daneben 

kommen in den Innen- und vor Mlem in den Cystenk6rperehen noeh Nuelein- 
s/turen vor. Lipide waren nut  in der Zwisehensubstanz sicher nachzuweisen. Es 
besteht eine vSllige Ubereinstimmung der Befunde bei Pneumoeysten in S/~ug- 
lings- und l~attenlungen. Als neue Methode zur Darstellung des Parasiten wird 
eine PAS-Reaktion mit GMloeyanin-ChromMaun-Gegenf/irbung angegeben. 
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Summary 

The  Pneumocystis carinii chiefly c o n t a i n s  n e u t r a l  m ucop ro t e in s .  1Yucleic 
acids  are p r e sen t  as well, b e i n g  f o u n d  i n  the  inc lus ion -bod ies ,  a n d  above  all  i n  
the  cysts.  L ip ids  are de f in i t e ly  d e m o n s t r a b l e  o n l y  i n  the  i n t e r v e n i n g  subs t ance .  
A comple te  s i m i l a r i t y  exis ts  b e t w e e n  the  f i nd ings  of p n e u m o c y t e s  i n  the  i n f a n t  
lung ,  a n d  i n  the  r a t  lung.  A n e w  m e t h o d  for d e m o n s t r a t i n g  the  paras i t es  is a 
P A S - r e a c t i o n  wi th  g a l l o c y a n i n - c h r o m a l a u n  coun t e r  s ta in .  

Literatur 
BAAI% FI. S. : Interstitial, plasmacellular pneumonia clue to Pneumocystis Carinii. J. elin. 

Path. 8, 19 (1955). - -  Bl~V~s, G.: (1) Zur Morphologic der Pnenmocystis Carinii. Zbl. allg. 
Path. path. Anat. 91, 168 (1954). - -  (2) Die Membranhfille der Pneumocystis Carinii. 
Naturwiss. 42, 610 (1955). - -  ]31~ly~s, G., u. D. B~TTG~I~: (1) Die Toluidinblauf~rbung der 
Pneumocystis Carinii. Acta histochem. (Jena) 1, 25 (1954). - -  (2) Ein Beitrag zur 
Histotopochemie der Pneumocystis Carinii. Virchows Arch. path. Anat. 326, 278 (1955). - -  
EI~-AI~so~, L. : On the theory of gallocyanin-chromalannstaining and its application for 
quantitative estimation of basophfla. Acta path. microbiol, scand. 28, 82 (1951). - -  
GEDIGK, e . :  Histochemische Darstellung yon ](ohlenhydraten. Klin. Wschr. 30, 1057 
(1952). - -  HAm, EI~L, H.:  Zur Frage des Parasitennachweises bei der interstitiellen, plas- 
macellul/iren Pneumonie. Klin. Wschr. 30, 820 (1952). - -  ] { E R Z B E R G ,  K . ,  H. I~IEI~ZBERG- 
KI~E~EI~ u. G. MAY: Weitore Untersuehungcn fiber Pneumocystis Carinii bei S/iuglings- 
pneumocystosen. Zbl. Bakt., I. Abt. Orig. 160, 661 (1953/54). - -  JIl~OVEC, 0., u. J. VAh-EK: 
Zur Morphologie der Pnenmoeystis Carinii und zur Pathogenese der Pneumoeystispneumonie. 
Zbl. allg. Path. path. Anat. 92, 424 (1954). - -  K ~ E I ~ ,  J . :  Zur Frage des Parasiten- 
nachweises bei der interstitiellen (nicht luischen) S~uglingspneumo~ie. Verh. dtsch. Ges. 
Path. 37, 285 (1954). - -  KuI~I~IcK, N. ]3. : Histological staining with methylgreen-pyronin. 
Stain Technol. 27, 233 (1952). - -  OPFEI~KI;OH, W., u. D. RIC~E~: Die l~luorochromierung yon 
Pneumocystis Carinii. Virchows Arch. path. Anat. 332, 132 (1959). - -  PEAI~SE, A. G. E. : 
I-Iistochemistry, theoretical ~nd applied. London: Churchill 1953. - -  PI~IESS, G. : Die Pneumo- 
eystis Carinii und ihre Bedeutung bei der interstitiellen, plasmazellul/~ren S~uglingspneumonie. 
Frankfurt.  Z. Path. 64, 184 (1953). - -  I ~ E ~ ,  H. M. : Biochemisches Tasehenbueh. Berlin- 
G6ttingen-Heidelberg: Springer 1956. - -  SA~I)lZlTTEI~, W. : (1) Eine quantitative f~rberische 
histoehemische ]3estimmungsmethode der Nukleins/iuren im Gewebe. Z. wiss. Mikr. 61, 30 
(1952). - -  (2) Diskussionsbemerkung. Verh. dtsch. Ges. Path. 37, 285 (1954). - -  Se~nV~EL- 
~D~I~, N., u. K. F. STOOK: Die ]3estimmung des Umladebereiehes yon Gewebselementon mit  
dem Fluorochrom Akridinorange. Naturwiss. 42, 442 (1955). - -  W E S S E L ,  W., u. D. I~IOKE-~: 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen yon Pneumoeystis Carinii. Virchows Arch. path. 
Anat. 331, 545 (1958). 

Dr. W. Org~I~KvC~, Pharmakologisehes Inst i tu t  der Medizinisehen Akademie, Dfisseldorf, 
MoorenstraBe 5 


