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Hiirtung der Priiparate. Azeton, Formalin. 15

Die Alkoholhiirtung kann fiir die meisten Gewebe zur Anwendung
kommen und ist besonders dann am Platze, wenn die Untersuchung
der betreffenden Teile schnell vorgenommen werden soll. Ferner ist
sie fiir Priparate, die auf Bakterien untersucht werden sollen, ganz
vorzugsweise und mehr als die anderen Hirtungsfliissigkeiten zu em-
pfehlen. Man wiihlt hier von vornherein absoluten Alkohol, um die
postmortale Weiterentwicklung der Bakterien im Gewebe sicher aus-
guschlieBen und die Firbbarkeit derselben so gut wie miglich zu er-
halten.

Hiirtung und Fixierung in absolutem Alkohol ist notwendig zur
Konservierung des Glykogens, da alle wiisserigen Fliissigkeiten Gly-
kogen lisen. ik Wy ;

Die primiire Alkoholfixierung wird jetzt viel seltener angewandt
und durch andere Methoden ersetzt. Dagegen dient der Alkohol in
steigenden Konzentrationen zur Nachhirtung und Entwisserung anders
fixierter Priiparate (siehe Einbettung).

Um sich selbst absoluten Alkohol aus 96-proz. zu machen, setzt man
letzterem aunsgegliithtes Cuprum sulfuricom hinzu. Dasselbe wird in einem
Metalltiegel so lange gegliiht, bis es zu einem weilen Pulver geworden ist.
Wenn es in dem Spiritus blau gewerden ist, mul es durch neues ersetzt oder
von neaem ausgeglitht werden. Derartigen selbstbereiteten absoluten Alkohol
mul man aber vor dem Gebranch durch ein Filter gieben, weil sonst Kupfer-
artikelchen mit dem Priparat in Beriihrung kommen kiinnten. Bei subtileren
%nt&rﬂ'uchungeu empfiehlt es sich dagegen, absoluten Alkohol anzuwenden,
weil er vor dem kiinstlich entwiisserten Spiritus den Vorzug chemischer Rein-
heit hat., Auf dieselbe Weise kann man sich auch den absoluten Alkohol

danernd wasserfrei erhalten.
Um sich z. B. aus 96-proz. Alkohol 70-proz. herzustellen, berechnet man

gich die fiir 100 Teile nitige Menge nach der Formel X =1m9;m:?2,9..,

man mull also 73 Teile des 96-proz. Alkohols und 27 Teile destillierten Wassers
mischen. Fiir andere Konzentrationen setzt man einfach die entsprechenden
Zahlen in die Formel ein.

2) Azeton wirkt ebenfalls stark wasserentziehend, hat aber auch
den Nachteil starker Schrumpfung. In Anwendung kommt es fiir
Schnelleinbettungen (siehe S. 30 u. 32) sowie zum Entwiissern und als Uber-
gangsmedium bei der Paraffineinbettung.

3) Formalin (Formol) ist eine 40-proz. konzentrierte Lisung
von Formaldehyd in Wasser. Diese Stammlésung wird am besten in
braunem Glase aufgewahrt, da sie vom Lichte zersetzt wird. Durch
4 fache Verdiinnung stellt man sich eine 10-proz., durch 10 fache eine
4-proz. Formalinlésung her. Man meint also mit der Prozentangabe
den Gehalt an Formaldehyd. Man wendet meist die 4-proz. Lisung
an, oft aber auch, besonders fiir Gehirn und Riickenmark (siehe d.)
eme 10-proz. Beziiglich der Zeitdaner der anzuwendenden Einwirkung
bestehen weite Grenzen. Kleine Stiicke sind schon in 4—6—8 Stunden
hinreichend fixiert und gehiirtet, griBere Objekte muB man bis mehrere
Tage darin belassen. Es schadet iibrigens auch kleinen Stiicken nichts,
wenn sie linger in Formalin liegen bleiben. Bei Fixierung in der
Wiirme (Brutschrank oder Paraffinofen) kann die Zeit noch weiter ab-
gekiirzt werden. Da man die Stiicke aus dem Formalin direkt oder
nach kurzem Auswissern auf dem Gefriermikrotom schneiden kann,
lassen sich bei eiligen Fillen in 1—2 Stunden oder noch rascher gute
Priiparate herstellen.










18 Zengen'sche Fliissigkeit. Pikrinsiure.] Osminmsiure.

8) ZENKER'sche Fliissigkeit.
Hiirten diinner Stiickchen 24 Stunden lang in einer Mischung von:
Sublimat 5,0
Kali bichromic, 2,5
Natrium sulfuric. 1,0
Aqu. destill. 100,0
Eisessig 5,0

Griindliches Auswaschen in Wasser. Nachhiirten in 80-proz. his
60-proz. bis 96 proz.-Spiritus.

Man kann die nicht kostspielige Fliissigkeit vorriitig halten, nur
ist es zweckmifig, den Eisessig erst kurz vor dem Gebrauch zuzusetzen.
Sehr grofle Stiicke verweilen 48 Stunden, kleine nur einige Stunden in
der Lisung. Die Reste der etwaigen Sublimatniederschlige kann man,
ebenso wie bei der einfachen Sublimathirtung (s. oben) in Jodalkohol
entfernen.

Firben kann man mit allen gebriuchlichen Firbemethoden. Die
Fliissigkeit dringt sehr leicht in die Organe ein, die anfangs in ihr
schwimmen, sie konserviert die chromatischen Figuren viel besser wie
MuLLERr sche Fliissigkeit und gestattet Bakterienfirbung, sowie auch,
wenn die Priiparate liinger, bis zu 14 Tagen, in ihr verweilen, die
Weieerr'sche Markscheidenfirbung. Auch die Bioxpr'sche Firbung
LBt sich anwenden.

9) Pikrinsiure kommt in gesiittigter wiisseriger Lisung zur An-
wendung. Kleine, nicht mehr als 1 ¢m dicke Stiicke verbleiben bis
zn 24 Stunden in derselben und werden dann in 70—80-proz. Spiritus
iibertragen. Es ist bei der Anwendung der Pikrinsiiure -als Hiirtungs-
mittel immer im Auge zu behalten, dall dieselbe auch den Kalk im
Knochengewebe und in Verkalkungen auszieht. Die Schnitte der in
Pikrinsiiure gehiirteten Stiicke miissen sehr sorgfiltiz ausgewaschen
werden, weil sie sonst Reste der gelben Fiirbung behalten.

Zur schnelleren und vollstindigeren Entfernung von Pikrinsiiure
empfiehlt JELLINEK einen Zusatz von einigen Tropfen gesiittigter wiisse-
riger Lithion-carbonicum-Lisung zu dem 95-proz. Spiritus, in welchen
das Stiick aus der Pikrinsiiure iibertragen wird. Unter Gelbfiirbung des
Spiritus lost sich der Niederschlag, der durch den Lithionzusatz ent-
standen war, und die Fliissigkeit wird vollkommen klar. Man setzt nun
so lange einige Tropfen der Lithionlésung zu, bis sich der Niederschlag
nicht mehr list, und der hiiufiger zu wechselnde Alkohol keine Gelb-
firbung mehr anfweist. Dann wird das weill erscheinende Stiick in
gewihnlichen Alkohol iibertragen.

10) Osmiumsiure mul auch in ihren Gemischen sorgfiltig vor
Licht und Luft geschiitzt werden. Sie wird in 1-proz. wiisseriger
Lisung als Hirtungsmittel angewandt. Da die Osmiumsiure sehr
schlecht in die Gewebe eindringt, so diirfen die zu hiirtenden Stiickchen
nicht mehr als 5 mm dick sein. Sie verbleiben in der Lisung 24
Stunden und werden dann nach 12—24-stiindigem Wiissern in Spiritus
iibertragen. Die Osmiumsiiure firbt Fetttripfchen schwarz und ist des-
halb, wenn es sich um den Nachweis von solchen handelt, zu empfehlen.
Uber die Hiirtung fettig degenerierter Teile s. 5. 81.

Die mit Osmiumsiure behandelten Schnitte werden am besten in
Kali aceticum (s. S. 11) aufgehoben, weil sich Glyzerin nach und nach




















































































































































C. Darstellung der Zellgrenzen. D. Bindegewebsfasern. 67

AuBer den Zentralkirpern bleiben fast immer die e-Granulationen
der Leukozyten und die elastischen Fasern schwarz gefiirbt; ebenso die
Nissr'schen Kirner der Ganglienzellen.

In manchen Fiillen, namentlich auch, wenn man auf die Kisen-
hiimatoxylinmethode noch nicht eingeiibt ist, empfiehlt es sich, mit
Bordeaux nicht vor-, sondern nachzufirben. Zur Nachfiirbung kann
man auch wiisserige Erythrosinfirbung anwenden.

C. Darstellung der Zellgrenzen wird an den Epithelien der
serdsen Hiute und den Gefillendothelien durch Silberimpriignation er-
reicht. Miglichst frische Membranen der seriisen Hiute werden aus-
gebreitet oder ausgespannt, griindlich mit destilliertem Wasser abge-
spiilt, um das Blut zu entfernen, und dann fiir einige Sekunden im
Lichte in eine 0,1—0,25-proz. Liosung von Silbernitrat oder in eine
Mischung von gleichen Teilen 1-proz. Silbernitrats und 2-proz. Osmium-
siiure iibertragen. Nach mehrmaligem Abspiilen in destilliertem Wasser
wird das Priiparat in absolutem Alkohol fixiert.

Will man die Zellgrenzen an den (zefiillendothelien darstellen, mul
man die Silberlosung oder Silberleim (durch Zusatz von 5 Proz. Ge-
latine) injizieren. Fixierung in absolutem Alkohol.

RExAUT injiziert folgende Mischung: Wiisserige Pikrinsiurelosung
4 Teile, 1-proz. Uberosmiumsiiure 1 Teil; hierzu wird vor dem jedes-
maligen (ebrauch eine wechselnde Quantitit 1-proz. Silbernitrats hin-
zugefiigt (meist 1 Teil Silberlosung auf 4 Teile Osmiumpikrinsiure-
l6sung).

D. Bindegewebsfasern.

Ilie groberen kollagenen Fasern sind schon mit Eosin und Am-
moniakkarmin sichtbar. Weit deutlicher erscheinen sie auch in ihren
feineren Fiiserchen durch ihre leuchtend rote Farbe bei vawx Giesos-
Farbung (8. 60). Noch distinkter erscheinen die feinsten Fasern mit
folgenden Methoden:

I. MALLORY’s Phosphormolybdinsiure-Himatoxylin urspriing-
Lich fiir Achsenzylinderfirbungen angegeben. Modifikation von RieErT.
13 Beliebige Fixierung. Gefrier-, Celloidin- oder Paraffinschnitte,
2) Ubertragen der Schnitte mit Glasnadeln fir 5—30 Sekunden

in 10-proz. Phosphormolybdinsiiure. Rasches Auswaschen in
Wasser.,
3) Firbung der Schnitte 20 Minuten bis 1 Stunde lang in einer
. einige Wochen lang dem Sonnenlichte ausgesetzten und vor
dem Gebrauch filtrierten Lisung von
Phosphor-Molybdiinsiiure 10-proz. 16 Teile
Hiimatoxylin ) R
Wasser 200
Karbolsiiure, kristallisiert »
4) Auswaschen in 2—8mal gewechseltem 50-proz. Alkohol 5 bis
20 Minuten lang.
5) Entwisserung, Xylol, Balsam.
Kollagene Fasern, blau.
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96 E. Entziindung wuchernder und entztindeter Gewebe,

E. Untersuchung wuchernder und entziindeter Gewebe.

Zur frischen Untersuchung von Geschwiilsten zum Zweck der
Diagnose wendet man das Zerzupfungsverfahren an, wenn es sich um
Tumoren mit viel Bindegewebe handelt. Bei zellreichen Geschwiilsten,
namentlich Sarkomen und Karzinomen, kann man durch bloBes Uber-
streichen mit dem Messer Material gewinnen, um die Form, Grife
und Art der Zellen festzustellen.

Zur schnellen Diagnosenstellung kann man Schnitte nach den bei
der Formalinfixierung, bei dem Gefrierverfahren und bei der Paraffin-
einbettung angegebenen Schnellmethoden herstellen und firben.

Wuchernde und entziindete Gewebe werden in FrEmmine'scher
I}Eﬁisung, in MoLLER scher Fliissigkeit, Alkohol oder in Formalin ge-

irtet.

Yor allem ist die MiLLEr'sche Fliissigkeit anzuwenden, wenn es
darauf ankommt, entweder Schrumpfungen der Gewebe miglichst zu
vermeiden oder das Blut in den Gefillen zu erhalten. Zarte, zellreiche
Gewebe, weiche Sarkome, myxomatise Geschwiilste, Gliome, Enchon-
drome usw. firben sich nach Hiirtung in MuULLER'scher Fliissigkeit
weit schiner als bei Alkoholhiirtung. Auch die Zexker'sche Fliissighkeit
ﬁ S. 18) ist empfehlenswert, ebenso die Orru'sche Mischung von

oLLER scher Fliissigkeit und Formalin (8. 17).

Will man dagegen wuchernde Gewebe zugleich auf die Gegenwart
von Bakterien untersuchen, so ist Hiirtung in Alkohol vorzuziehen.

Wenn man genauere Untersuchungen iiber die in wuchernden
Geweben, z. B. in Geschwiilsten, enthaltenen Zell- und Kernstrukturen
anstellen will, so kann man einmal eine méglichst frische Untersuchung
der Zellen in indifferenten Lisungen, etwa 0,6-proz. Kochsalzlisung,
vornehmen. Von Arxonp wird eine ganz schwache Lisung von
Methylgriin in 0,6-proz. Kochsalzlosung als sehr geeignet zur Unter-
suchung von Zellen und von deren Kernen empfohlen. Ganz besonders
kommen aber auch hier in Betracht Priiparate, die nach den fiir Dar-
stellung der Kernteilungsfiguren (s. 5. 62) empfohlenen Methoden be-
handelt sind. Am besten eignet sich dazu die FreEmming'sche Lisung,
Die Untersuchung auf Kernteilungsfiguren ist ferner ganz unerliBlich,
wenn man entscheiden will, von welchen Zellarten bei entziindlicher
Neubildung, bei Hyperplasieen, bei Tumoren usw. die Wucherung resp.
die Gewebsneubildung ausgeht. Bei Tumoren wiihlt man zu derartigen
Untersuchungen Teile, die der Grenze zwischen Geschwulst und pri-
existierendem Gewebe entnommen sind.

Zur Erkennung der Provenienz der verschiedenen Zellarten eignet
sich u. a. auch sehr gut die Triacidfirbung. Auch die Firbung von
RoMANOWSKEY-ZIEMANY (s. unter Blut) diirfte oft gute Dienste tun.
Die Schnitte sind in erster Linie mit kernfiirbenden Mitteln zu
behandeln. Dabei ist zu bemerken, dal sich gewthnlich die ver-
schiedenen Zellarten in verschiedener Intensitiit firben. Am dunkelsten
werden namentlich durch Himatoxylin die Leukozyten tingiert, so dal
man schon in der Farbenreaktion ein wichtiges Hilfsmittel hat, um
die ausgewanderten weillen Blutzellen resp. entziindlichen Infiltrate von
den priiexisticrenden Gewebszellen, auch wenn sie im iibrigen &hnliche
Form besitzen, zu unterscheiden.




E. Untersuchung wuchernder und entziindeter Gewebe. 97

Mastzellen und Plasmazellen werden nach den im Kap. XTV unter
Blut angegebenen Methoden dargestellt.

Auch zur Darstellung des Bindegewebes und der Interzellular-
substanz der Sarkome geniigt im allgemeinen die vax Gieson'sche
Firbung. Fiir feinere Untersuchungen verwendet man die Kollagen-
firbungen nach MarLory oder Uxxa (s. 8. 67—69). Auch Elastica-

firbungen (s. 8. 69) sind oft vorteilhaft.
: Fibrin wird nach den S. 74 dargestellten Regeln behandelt.

Degenerative Veriinderungen, namentlich schleimige Entartung, z. B.
des Knorpels, hyaline Bildungen usw. werden am besten durch die
vax Giesox'sche Methode sichtbar gemacht, die auch die einzelnen
Zellarten gut differenziert.

Fett und Glykogen sind hiufig in Geschwiilsten vorhanden und
werden mit den beschriebenen Methoden (S. 80 und S. 85) untersucht.

Der experimentelle EntziindungsprozeB im lebenden Gewebe
wird gewihnlich am Mesenterium des Frosches studiert.

Man wihlt zur Untersuchung grole, miinnliche Tiere, weil bei
Weibchen sich die Sexualorgane bei dem Herausziehen des Mesenteri-
ums oft stérend in den Weg legen. Man blist dem Tiere mit einer
Glaspipette 2 Tropfen 1-proz. wiisseriger Curarelésung unter die Haut,
die man am besten am Oberschenkel mit einer feinen Hohlschere an
einer kleinen Stelle spaltet. Nach etwa j;—?%, Stunde ist dann das
Tier bewegungslos. Nun spaltet man in der Axillarlinie die Bauchwand,
und zwar zuniichst die Haut, dann die Muskulatur und eriffnet schliel3-
lich etwa in der Ausdehnung eines Zentimeters mittels eines von oben
nach unten verlaufenden Schnittes die Bauchhohle. Sowie bei den ein-
zelnen Phasen des Schnittes eine Blutung auftritt, sucht man diese,
bevor man weiter nach der Tiefe vordringt, zu stillen, was gewihnlich
durch Aufdriicken von Flielpapier gelingt.

Dann zieht man eine Darmschlinge samt ihrem Mesenterium vor
und spannt sie iiber einen Korkring, den man mit dem Locheisen aus
einer Korkplatte ausgeschnitten und mittels Siegellack auf einer Glas-
platte befestigt hat. Das Mesenterinm wird mit Karlsbader Nadeln
fixiert, welche man durch den Darm auf dem Kork festheftet. Natiir-
lich mull die Curarisierung eine vollstindige sein, weil sich sonst das
Tier loszerrt.

Als Unterlage eignen sich namentlich die Glasplatten, wie sie zu
Plattenkulturen im Gebrauch sind. Man befestigt dann den Kork an
einer Lingsseite, so dall das Tier neben dem Kork auf der Platte aus-
giebigen Platz findet, Das Tier wird mit Ausnahme derjenigen Stelle
iiber dem Korkring, welche man unter das Mikroskop bringt, ganz mit
Flielpapier bedeckt, welches mit Wasser durchtriinkt ist.

Man kann dann meist schon nach !/, Stunde den Beginn der
Auswanderung der weillen Blutkirperchen beobachten und die Beob-
achtung Stunden lang fortsetzen, wenn nur das Tier ganz mit feuchtem
Flielipapier bedeckt ist. Will man die Untersuchung iiber einen Tag
hinaus ansdehnen, so mull man von neuem curarisieren.

In iihnlicher Weise kann auch die Schwimmhaut und die Zunge
des Frosches zur Beobachtung der Zirkulation benutzt werden.

v, Kahlden, Technik der histologinchen Untersuchung. 8. Anfl, 7

























E. Darstellung der Geifeln und Wimperhaare der Bakterien. 106

1) Zu 10 cem einer wiisserigen Tanninlosung (20 : 80) werden so
viel Tropfen kaltgesiittigter, wiisseriger Ferrosulfatlosung zugesetzt, bis
die Fliissigkeit schwarz-violett erscheint; dann wird 1 cem wiisserige oder
alkoholische Lésung von Fuchsin zugesetzt (weniger wirksam wie Fuchsin
sind Methylviolett, oder Kampecheholzdekokt = 1 : 8). Mit dieser Beize
wird das Deckglastrockenpriiparat unter vorsichtigem Erwirmen iiber der
Flamme behandelt, bis Dampfentwicklung eintritt, dann wird das Deck-
glas noch 1 oder 1!/, Minuten mit der Beize in Kontakt gelassen.

Fiir manche Bakterien (Siiurebildner) wird besser ein Zusatz von
Alkali (einige Tropfen einer 1-proz. NaOH-Lisung), fiir andere (Alkali-
bildner) besser ein Siurezusatz (H,50,). Der Grad des Siure- oder
Alkalizusatzes mull dann ausprobiert werden.

2) Abspiilen in Wasser, dann in absolutem Alkohol.

3) Nachfirben in einer gesiittigten Anilinwasser- Fuchsinlésung,
welche durch tropfenweisen Zusatz einer 1-proz. NaOH-Lisung neutra-
lisiert ist. ¥s wird so lange NaOH-Lisung zugesetzt, bis die an und
fiir sich in einer mehrere Zentimenter dicken Schicht noch durchsichtige
Fliissigkeit anfingt, undurchsichtiz zu werden. Diese Farbfliissigkeit
wird auf das Deckglas aufgetropft und letsteres etwa 1 Minute lang
erwirmt, bis Dampfbildung auftritt.

Modifikationen. Buxer empfiehlt folgende Beize: 25 Teile einer
20fach verdiinnten Eisenchloridlosung werden mit 75 Teilen einer ge-
siittigten wiisserigen Tanninlisung versetzt. Dieser Mischung wird direkt
vor dem Gebrauch soviel einer 3-proz. Wasserstoffsuperoxydlésung zu-
gesetzt, bis sie villig braun wird. Nach dem Filtrieren ist diese Beize
sogleich brauchbar. Einwirkung 1 Minute unter gelindem Erwiirmen;
Firbung in leicht erwirmtem Karbolfuchsin oder Karbolgentianaviolett,

Die Beize von Fiscuer, die der Autor als fiir alle Bakterienarten
geeignet bezeichnet, hat folgende Zusammensetzung: 2 g trockenes,
eventuell unter dem Exsikkator aufbewahrtes Tammin werden unter
schnellem Erwirmen in 20 cem Wasser gelést, dann 4 cem Eisen-
sulfatlosung (1 : 2) zugesetzt und 1 cem konzentrierte alkoholische Fuchsin-
lisung zugegeben. Dann wird ohne zu kochen filtriert, Hierbei muB
ein dickbreiiger Filterriickstand iibrig bleiben. Die Hisenvitriollisung
mubl griin aussehen. Ist sie durch Oxydation gelblich oder briiunlich
geworden, so setzt man einige Tropfen H,S0, zu.

_In dieser Beize werden die Deckglischen vorsichtiz !/, Minute
erhitzt, bis Dampf aufzusteigen beginnt, dann noch 1/ Minute mit der-
selben in Kontakt gelassen; dann Abspritzen der Beize mit der Spritz-
flasche, Firben in erwirmter, konzentrierter, wiisseriger Fuchsinldsung.

VAN ERMENGEM's Geibelmethode.

1) Ubertragen des Deckglaspriiparates Y, Stunde in der Kilte oder
5 Minuten bei 509 in
2-proz. Osmiumsiure 1 Teil,
10—25-proz. Tanninlgsung 2 Teile,
Eisessig auf 100 cem 5 Tropfen.
2) Sorgfiltiges Abspiilen in Wasser.
3) Sorgfiiltiges Abspiilen in absolutem Alkohol,
























Schuittpriparate von Agar- oder Gelatinekulturen. 113

YII. Trockenmethode von UNNA,

Manche Bakterien werden bei der Entwiisserung des Schnittes in
Alkohol ganz oder teilweise entfiirbt. Diesem Nachteil begegnet die
Trockenmethode von Uxsya.

Der gefirbte Schnitt kommt aus der Entfiirbungsfliissigkeit in
Wasser und wird dann auf dem Objekttriiger ausgebreitet. Nun wird
das Wasser durch mehrmaliges Aufdriicken von FlieBpapier miglichst
entfernt, und dann der Objekttriiger iiber der Flamme schnell bis zum
vollstiindigen Austrocknen des Schnittes erhitzt. Nach dem FErkalten
erfolgt sofort Einschlul in Kanadabalsam.

VIIL. Polychrome Methylenblaufirbung von ZIELER,

Sie ist besonders fiir schwer firbbare Bakterien-, Rotz-, Typhus-,
Uxxa-Ducrey'sche Streptobazillen, Gonokokken usw. geeignet.

1) Beliebige Fixierung und Hiirtung (am besten Formol-MULLER).

2) Paraffineinbettung (aus Celloidinschnitten mub vorher das

Celloidin entfernt werden).
3) Firben 8—24 Stunden im Praxter's Orceinlésung.
Orcein D (Griibler) 01 g
Officin. Salpetersiiure 2,0 ccm

. 70-proz. Alkohol 100,0

4) Kurzes Abspiilen in 70-proz. Alkohol.

5) Abspiilen in Wasser.

6) Firben in polychromem Methylenblau 10—30 Minuten bis 2
Stunden (bei Sublimat- und Alkoholfixierung nicht linger als
hiichstens 1 Stunde).

7) Abspiilen in destilliertem Wasser.

8) Griindliches Differenzieren in Uxxa's Glyceriniithergemisch.

9) Griindliches Abspiilen in Wasser.

10) 70-proz. Alkohol-, absoluter Alkohol-Xylol-Balsam.

Bakterien und Kernstrukturen dunkelblau, Protoplasma hellgrau-
blau, elastische Fasern rotbraun, Untergrund farblos.

IX. Sehr geeignet zur Darstellung der gramnegativen Bakterien im
Schnitt sind auch eine Reihe neuerer Fiirbungen, die gleichzeitig die
Leukocytenkirnelungen und feineren Zellstrukturen hervortreten lassen,
so die Methoden von ScHRIDDE mit Giemsalisung, von ZIELER mit

Z&Ir:n—{a‘rnﬂﬂwu,n*achem Gemisch und ParrENnEm’s Methylgriin-Pyronin-
Firbung (s. Kap. XIV Blut).

Schnittpriparate von Agar- und Gelatinekulturen.

Zn dem Zwecke sticht man die Agar- oder Gelatinekultur aus
oder entfernt sie durch leichtes Erwiirmen des Reagenzglases. Man
kann auch das letztere zerschlagen. Der Gelatine- oder Agarstich wird
dann in 85—95-proz. Spiritus iibertragen, gehiirtet, spiiter aufgeklebt
und mit dem Mikrotom geschnitten.

Nemsser empfiehlt, die Stiche zuniichst je nach der Grife fiir
1—8 Tage in eine 1-proz. Lisung von doppelchromsaurem Kali zu
iibertragen und der Einwirkung des Lichtes auszusetzen. Dann griind-

liches Auswaschen in Wasser und Hiirtung erst in 70-proz.. dann i
95-proz. Alkohol. 3 ik e
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In Deckglaspriiparaten sind sie mit den gewdhnlichen wiisserigen
Lisungen, namentlich auch mit Fuchsin zn fiirben. Die Firbung ge-
lingt leichter bei Erwiirmen. Auch Thionin ist ein geeignetes Fiirbemittel.
Abspiilen in Wasser (nicht Alkohol). In Schnitten unterscheiden sich
die Typhusbazillen von einer Reihe von Fiulnisbazillen, denen sie sonst
morphologisch sehr iihnlich sind, dadurch, dal} sie keine so scharfe
Firbung annehmen wie letztere. Fiir Schnitte sind als Farblosungen
besonders geeignet LiOFFLER's Methylenblau oder Karbolfuchsin. Es
empfiehlt sich, die Schnitte 24 Stunden in der Farblisung zu belassen
und nur kurz mit Alkohol zu behandeln.

AuBerdem sind die LorrLer'sche Methylenblaufirbung (s. S. 111)
und die unter VIII und IX 8. 119 aufgefithrten Fiirbungen geeignet.
Uber Geilelfirbung s. S. 104.

Paratyphusbazillen verhalten sich firberisch den Typhusbazillen
gleich.

Bacterinm coli commune.

Das Bacterium coli commune firbt sich mit den gebriiuchlichen
Anilinfarben, namentlich mit LorFLER'schem Methylenblau oder mit
Karbolfuchsin. Bei der Gram’schen Methode wird es entfiirbt.

Diphtheriebacillus.

In den diphtherischen Membranen findet sich eine Anzahl ver-
schiedener Arten von Kokken und Stibchen, die sich mit den gewihn-
lichen Farblisungen gut tingieren. Aulerdem aber hat LOFrLER ein
Stibchen beschrieben, das ziemlich kurz und etwas gekriimmt erscheint,
und das sich besonders gut mit LiorrLER's Methylenblau, aber auch mit
sonstigen wiisserigen Farblisungen fiirbt und zu der Diphtherie in #itio-
logischer Beziehung steht. Nach Gram wird der Diphtheriebacillus nur
dann entfirbt, wenn man zu starke Entfirbung anwendet.

Praur empfiehlt als bestes Fiirbungsmittel 5 Teile konz. alkoholische
Gentianaviolettlisung in 100 Teilen Anilinwasser. Bei schonender An-
wendung des absoluten Alkohols vertragen hierbei die Bazillen die
Graw'sche Firbung; noch besser ist es, wenn man statt des Alkohols
zum Entfirben Anilinél verwendet. Auch verdiinntes Karbolfuchsin ist
zur Fiirbung geeignet.

Von differentialdiagnostischer Bedeutung ist die Fiirbung auf meta-
chromatische Polkérnchen nach M. Neisser. Das Material soll Kulturen
entstammen, die bei 85° auf LorrLER'schem Serum 9—20 Stunden lang
gewachsen sind,

1) Firben der Deckglastrockenpriiparate 1—3 Sekunden lang in
Methylenblau 1,0
96-proz. Alkohol 20 ccm dazu
Aqua destillata 950,0
Eisessig 50 ccm
2) Abspiilen in Wasser.
3) Firben 3—5 Sekunden lang in filtrierter, bei Kochen hergestellter
wisseriger Lisung von Bismarckbraun 2 : 1000.
4) Abspiilen, Trocknen, Balsam.

Im braun gefirbten Bacillus treten, namentlich an den Polen
2—3 blave Kirnchen auf.
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‘7) Haven'sche Fliissigkeit:

Sublimat 0,5
Chlornatrium 1,0
Schwefelsaures Natron 5,0
Aqu. destillatae 200,0.

Das Blut wird mit dieser Fliissigkeit im Verhiiltnis 1: 100 gemischt.
Beim ruhigen Stehen sinken die geformten Elemente des Blutes zu
Boden, Nach 12—24 Stunden dekantiert man, und man kann dann
die so erhaltenen gehiirteten Elemente auswaschen und firben. Man
kann aber auch der Hirtungsfliissigkeit direkt Hosin zusetzen.

Die Anwendung dieser Zusatzfliissigkeiten ist dadurch begrenzt, dal
sich  Dauerpriparate mit ihnen nicht herstellen lassen und dal sie
Strukturveriinderungen des Zellkernes nicht sicher verhindern.

Diesen Nachteilen begegnet man durch die Anwendung fixierender
Mittel, durch welche allerdings die #ullere Form der Zellen mehr ver-
findert wird. :

Es sind hier zu nennen:

1) Essigsiiure, am besten 1-proz.

2) Osmiumsiure, 1—=2-proz.

S% Fremying'sche Liésung, von manchen Autoren in der Weise
modifiziert, daB eine Chromsiiurelisung von niedrigerem Prozent-
satze gewiihlt wird.

Die Firbung geschieht entweder durch Zusatz zu der Fixierungs-
fliissigkeit (z. B. Methylgriin, Methylviolett, Safranin usw.) oder durch
nachherige Tinktion, nachdem von dem Blute Schnittpriiparate (s. S. 1565)
angefertigt sind.

Nach RinorreiscH wird das in irgend einer Weise fixierte Blut
ausgewaschen, mit einer ganz geringen Menge Glyzerin vermischt und
dann auf Glasplatten an staubfreiem Orte dem Trocknen iiberlassen,
soweit dies der Glyzerinzusatz gestattet. Dann wird dasselbe mit einer
ganz diinnen Lage von Celloidin iibergossen, die sich nach dem Ver-
dunsten als feines Hintchen abziehen lalit. Das Hiutchen wird ge-
fiirbt usw.

ArxoLp empfiehlt dasselbe Verfahren ochne Anwendung von Glyzerin.

II. Deckglastrockenpriiparate.

1) Ausstreichen. Zur Herstellung derselben miissen verschiedene
Vorsichtsmabregeln angewandt werden. Die Deckglischen miissen sorgfiiltig
gereinigt sein, entweder nach den bei der Geillelfirbung angegebenen
Methoden, oder durch Einlegen in Salzsiiure oder Salpetersiure und
nachheriges Reinigen in Alkoholiither. Sodann sollen sie nur mit Pin-
zetten, unter denen die von Eunrvicm angegebenen sehr praktisch sind,
angefalt und sorgfiltig vor Staub geschiitzt werden, Die Entnahme
des Blutes geschiecht unter den S. 143 angegebenen Kautelen. Ein
hichstens stecknadelkopfgrobes Blutstripfchen wird auf die Mitte des
einen Deckglases gebracht und sofort ein zweites derart darauf gelegt,
dal} die Ecken des einen iiber die Kanten des anderen zu liegen kommen,
also ein achteckiger Stern gebildet wird. Sind alle VorsichtsmafBregeln
genau beachtet, so breitet sich der Blutstropfen gleichmilig nach allen

Seiten aus. Nun werden heide Deckgliischen derart voneinander abgezogen,
dall moglichst jeder Druck vermieden wird,

v, Kahlden, Technik der histologischen Untersuchung. 8. Aufl, 10
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Man kann auch mit der Kante eines Deckglischens, das in einem
Winkel von 45° dem Blutstropfen angesetzt wird, die Verteilung des-
selben auf dem Objekttriiger besorgen, indem man entweder das Blut
davor herschiebt oder dahinter nachzieht. Das Lilit sich auch mit einem
zweiten Objekttriiger oder mit Kartonpapier erreichen.

2) Trockmen. Danach miissen die Ausstrichpriiparate an staub-
freiem Orte villig lufttrocken werden.

8) Fixieren. Bei der Fiirbung von Deckglastrockenpriiparaten
mull man darauf Riicksicht nehmen, dall das Himoglobin durch die
wiisserigen Farblosungen extrahiert wird.

Als einen Farbstoff, welcher das Hiimoglobin nicht 16st, bezeichnet
Havem die Jodjodkaliumlésung. Bringt man eine derartige Liisung von
ziemlich intensiv brauner Farbe auf das getrocknete Blutpriiparat, so
nehmen alle hiimoglobinhaltipen Teile sofort eine braune bis violette
Farbe an. Es ist daher die Methode die einfachste, um bei Siuge-
tieren auf das Vorhandensein von kernhaltigen roten Blutkérperchen zu
untersuchen.

Man kann aber, wie Enrvicu gezeigt hat, das Himoglobin seiner
Lislichkeit und Quellungsfihigkeit berauben, d. h. fixieren, wenn man
das auf einem Deckglischen ausgestrichene Priiparat, nachdem es luft-
trocken geworden ist, eine oder mehrere Stunden auf einem Kupfer-
blech anf 120—1509 erhitzt hilt. Diese Methode der Fixierung ist
bei weitem die heste, namentlich wenn nachfolgende Firbung mit
Triacidlosung erfolgen soll. FEine vorziigliche Fixierung unter wesent-
licher Abkiirzung der Fixationszeit erhilt man nach den sehr priizisen
Angaben von RumixstEixy, Die zur Fixierung notige Temperatur, die
ither 1209 betriigt, wird in der Weise ermittelt, dall man auf die durch
einen Bunsenbrenner erhitzte Platte mit einem Glasstibchen Wasser-
tropfen auffallen libt und die Stelle sucht, an welcher der Tropfen zu
sieden anfingt (1009). Je mehr man sich der Stelle der Flamme
nithert, um so rascher siedet der Tropfen, bis man eine Zone erreicht,
in welcher der Tropfen nicht mehr siedet, sondern als solcher auf der
Platte herumrollt; es ist dies die Zone, wo die Temperatur so hoch ist,
dal der sphiiroidale Zustand eintritt. An dieser Stelle, die unter keinen
Umstiinden iiberschritten werden darf, erfolgt die Fixierung, die in 30
bis hichstens 45 Sekunden vollendet ist. RusiwsteiN legt das Deckglas,
nachdem es !/;—1 Minute an der Luft gelegen hat, mit der bestrichenen
Seite nach unten auf die Kupferplatte.

Héhere Temperaturen kann man durch folgende Angaben bestimmen
Ein Harnstoffkristall schmilzt bei 135° ein Tropfen Xylol bei 139°

Auch durch Einlegen der lufttrockenen Priiparate fiir */;—2 Stunden
in absolutem Alkohol oder einer Mischung von Alkohol und Ather zu
gleichen Teilen wird Fixierung erreicht. Dieses Verfahren ist aber
nicht so universell zweckmiiBig. Formol (40-proz.) mit 10 Teilen ab-
solutem Alkohol vermischt, fixiert in einigen Minuten.

Pappexuem  erhitzt die Deckglaspriiparate 5—25 Minuten lang
auf 125° taucht sie dann 3—5 Sekunden lang in konzentrierte wiisserige
Sublimatlésung und wiischt ab.

Kxiesasgkow empfiehlt folgende Modifikation eines von PAPPENHEIM
angegebenen Verfahrens: Trocknen des Deckglasblutpriiparates an der
Luft, dann Fixierung 3 Minuten lang in einer Mischung von gleichen
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Teilen 1-proz. wiisseriger Osmiumsiiurelosung und 2-proz. spiri-
tudser Sublimatlésung, darauf 5—10 Minuten langes Abspiilen in reich-
lichem Wasser, dem 2—38 Tropfen Ameisensiiure beigemengt sind.
Firbung usw. y

Auch durch Einwirken von Dimpfen kann man die Ausstriche
fixieren. So kann man in die Hohlung eines hohlgeschliffenen Objekt-
triigers einen Tropfen Osmiumsiiure bringen und das bestrichene Deck-
glischen auflegen. Oder man bringt den Ausstrich in verschlossenem
(Fefill in eine Atmosphire von Formalindimpfen.

WemexsreicH behandelt zuerst einen sauberen Objekttriiger in
Dimpfen von 5 cem einer 1-proz. Uberosmiumsiureldsung, der er
10 Tropfen Kisessig zugefiigt hat. Auf die beriincherte Seite erfolgt
dann der Blutausstrich, den man nochmals fiir eine Minute den Osmium-
dimpfen aussetzt, 5mal durch die Flamme zieht und nach dem Er-
kalten eine Minute mit einer sehr diinnen, hellroten Lisung von iiber-
mangansaurem Kali behandelt. Abspiilen mit Wasser. Trocknen mit
Flielpapier.

H. F. MiLLER stellt von Blut, dann aber auch von anderen Suh-
stanzen, die nicht fest am Deckglas haften, Deckglastrockenpriiparate
her, bringt die Deckglischen fiir einen Moment auf eine ganz diinne
Celloidinlosung, lilit abtropfen und lufttrockmen. Darauf kann in der
gewihnlichen Weise nach Enrvicn gefirbt werden.

Nur bei einigen mit Methylalkohol hergestellten Farblosungen ist eine
besondere Fixierung unnditig, da die Fiirbung gleichzeitig Fixierung be-
wirkt. (Lesaumaxy, Mioy-GrUNwALD.)

4) Fiirben. Enrricn hat nachgewiesen, dal die weilen Blut-
korperchen in ihrem Protoplasma, aulierbalb des Kerns, Kérnungen
oder Granulationen enthalten, die ein ganz verschiedenes Verhalten
gegeniiber bestimmten Gruppen von Anilinfarben zeigen. Die in Be-
tracht kommenden Amnilinfarben sind:

1) Saure: KEosin, Siurefuchsin, Rubin, Orange G, Indulin,
Nigrosin.

2) Basische: Methylenblau, Methylgriin, Methylviolett, Safranin,
Fuchsin, Bismarckbraun, Amethystviolett.

Isoliert oder nacheinander werden diese Farbstoffe seltener ange-
wendet, meist in Kombination von sauren und basischen Farbstoffen.

Nach dem verschiedenen Verhalten gegeniiber diesen Farbstoffen
kann man verschiedene Arten von Granulationen unterscheiden, die
Enrvicn als

r.? Granulationen = eosinophile = acidophile

g o = amphophile
Y " = basophile Mastzellenkiirner
d " = kleine basophile

€ neutrophile Karnelungen

bezeichnet. Auller diesen tinktoriellen Verschiedenheiten lassen die ver-
schiedenen Kornungen auch andere konstante Differenzen erkennen:
1) in ihrem Verhalten gegen Losungsmittel: Wasser, Siuren
Alkohol, Glyzerin: ; ,
2) in ihrer Gréofe, Form und Lichtbrechung;

n
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Auch das Euguiom'sche neutrale Firbgemisch stellt die neutro-
philen Granulationen gut dar; 5 Volumina konzentrierte wiisserige Stiure-
fuchsinlésung werden unter fortwiihrendem Umrithren mit einem Volumen
konzentrierter wiisseriger Methylenblaulisung gemischt; sodann werden
6 Volumina Aqu. destillat. hinzugemischt. Man lilit mehrere Tage
abstehen und firbt mit dem Filtrat 5—20 Minuten. Kerne blau, Ery-
throeyten rot, neutrophile Kérnung violett, eosinophile rot.

D. Fiir die Lymphoecyten erzielt man eine rote Protoplasma- und
griine Kernfiirbung mit _

Parpesuemn’'s Methylgriin-Pyroningemisch: 2—3 Federmesserspitzen
Methylgriin 00 Kristall gelblich Griibler und 1—2 Spitzen Pyronin
werden in 8—4 ccm Wasser gelost. (Auch fertig von Griibler, Leipzig
gu beziehen.) Firbung 5 Minuten, Abspiilen in Wasser.

Die Azurgranula der Lymphocyten sieht man nach HecatT am
besten, wenn man RomaNowsKkY-Priiparate mit diinner HEssigsiure
(2—3 Tropfen Eisessig auf 100 ccm Wasser) behandelt, bis das Priparat
rosa erscheint.

E. Von den bisher angefithrten Methoden zur Darstellung der ver-
schiedenen Granulationen geben die Triacidmischungen auch gute Uber-
sichtsbilder, und diirfen daher umsomehr eine universelle Bedeutung
beanspruchen. Ebenso die Enrricn’sche Hiimatoxylin-Eosinlisung (s. 8. 60).

Die besten Ubersichts- und Orientierungsbilder erhilt man
mit den verschiedenen Methylenhlau-Eosinmethoden, die seltener
nacheinander, meist in Mischung angewandt werden. Man kann die
fixierten Deckglaspriiparate einige Minuten in 0,25-proz. spiritudser
Eosinlésung firben, in Spiritus abwaschen und ganz kurze Zeit in Me-
thylenblaulosung nachfiirben.

Gute Priparate erzielt man oft auch, wenn man die beiden Farb-
stoffe in Formalin list: 30 cem gesiittigte spirituiise Lilsung von Methylen-
blau auf 100 cem 2',-proz. Formalinldsung und 20 cem einer 1-proz.
spirituéisen Fosinlisung auf 100 cem 10-proz. Formalinlosung. Das Me-
thylenblau wird abgewaschen, dann in Fosin gefirbt und abgewaschen.

Ebenso gibt gute Resultate die etwas langsamer firbende, leicht
ersetzbare Liosung von CueNziNsky. In dieser sind Methylenblau und
FEosin vereinigt:

Konz. wiisserige Methylenblaulisung 40 cem
!/y-proz. Eosinlosung in 70-proz. Alkohol 20
Glyzerin 20y

Firben unter vorsichtigem Erwirmen bis zum Aufsteigen von
Démpfen ?/,—1/, Stunde lang oder 12—24 Stunden lang in der Kiilte,

Firbung von ROMANOWSKY-ZIEMANN.

Dieselbe hat in den letzten Jahren mancherlei Modifikationen er-
fahren. Sie ging urspriinglich von der (anscheinend irrtiimlichen) Vor-
aussetzung aus, daB sich in einer Mischung von basischem Methylen-
blau und saurem Hosin ein dritter Farbstoff bilden sollte. ZiEMANN
fand, dal dieser Farbstoff sich in einem Uberschuf von Methylenblau
oder von Eosin wieder list. Die Mischung muB also so hergestellt wer-
den, dal eine derartige Lisung verhindert wird, was bis zu einem ge-
wissen Grade Sache des Ausprobierens ist (s. jedoch 8. 154). Auch LiBt
sich nicht mit jedem Methylenblau die charakteristische Fiirbung erzielen.
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Mit dem durch diese Fliissigkeiten auf das 100fache verdiinntem
Blute fiillt man nun den ThomA-Zeiss'schen Ziihlapparat (zu beziehen
von (. ZeiB, Jena). Derselbe besteht aus einer 0,1 mm tiefen feuchten
Kammer, deren Boden in 400 Quadrate eingeteilt ist, von denen je 16
dadurch iibersichtlich zusammengefaBt sind, dal jede fiinfte horizontale
und vertikale Quadratrethe noch einmal halbiert ist. Die Fliissigkeits-
schicht iiber jedem Quadrate betriigt */so00 cmm.

Fs werden dann in miglichst vielen Quadraten die Blutkérperchen
geziihlt, und zwar nicht nur diejenigen, die sich im Quadratraum selbst
befindén, sondern auch diejenigen, welche auf den Linien des Quadrats
liegen. Um doppelte Ziihlung zu vermeiden, zihlt man von den letzteren
nur die in der linken und oberen Begrenzungslinie liegenden mit, und
vernachlissigt die an der rechten und an der unteren. _

Zur Berechnung multipliziert man den Kubikinhalt 4000 mit der
Zahl der Verdiinnung und mit der Zahl der gezihlten Blutkirperchen
und dividiert durch die Anzahl der gezihlten Felder. Die Zahl, die
man erhiilt, ergibt die Zahl der Blutkérperchen in einem Kubikmillimeter.
In einer Formel ausgedriickt, ist die Berechnung folgende:

4000 . v, =z
=

i

x =— Zahl der Blutkirperchen in einem Kubikmillimeter unverdiinnten
Blutes, ¥ — Verdiinnung, in den meisten Fiillen also — 100, 2z die Zahl
der Blutkirperchen in den gegihlten Quadraten. »n =— Anzahl der
gezihlten Felder, Hat man also bei 100facher Verdiinnung 40 Quadrate
geziihlt, so kann man die gefundene Zahl einfach mit 10 000 multiplizieren.

Will man blofl die weillen Blutkirperchen zihlen, so kann man nach
dem Vorgang von THoma das Blut im Verhiltnis 1 : 10 mit Wasser ver-
diinnen, welches 0,3-proz. Essigsiureanhydrid enthiilt. Die roten Blut-
korperchen werden dann gelost und dadurch das Zihlen der weillen sehr
erleichtert.

Untersuchung des Herzens und der Gefibe.

Der Zustand des Herzmuskels lilit sich sehr gut an frischen
Zupfpriparaten untersuchen, bei denen die Zerzupfung nur hin-
reichend fein ausgefiithrt werden mulb. Zur Unterscheidung der triiben
Schwellung von der Verfettung bedient man sich der in Kap. 1 (s. S. 11
und 12) angegebenen Reagentien, HEssigsiiure einerseits und anderseits
1-proz. Osmiumsiiure (s, auch 8. 95). -

Pigmentdegeneration des Herzmuskels erkennt man ebenfalls gut an
Zupfpriiparaten.

Die Hirtung geschieht in MULLER'scher Fliissigkeit, Alkohol oder
Formalin.

Degenerative Veriinderungen werden, soweit Verfettung in Frage
kommt, an Priiparaten aus FrEmying'scher Liosung oder der Fliissigkeit
von. Magrcnt oder mit Sudanfirbung untersucht, Fiir hyaline Degene-
ration usw. kommt Alkohol- und Formalinhirtung und Firbung nach
vaN Gresox hauptsiichlich in Betracht.

_ Schnittpriiparate bettet man zweckmiifiig in Celloidin ein und firbt
mit Kernfirbemitteln, Die Karminfirbungen, Lithionkarmin und Borax-
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