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Vorwort.

Die vorliegende Anleitung zur mikroskopischen Untersuchung
pathologisch-anatomischer Priparate ist auf Anregung von Herrn Pro-
fessor ZiecLER entstanden. Sie ist in erster Linie dazu bestimmt,
in erweiterter Form die .Technik der Histologischen Untersuchung
Pathologisch-anatomischer Pripavate® zn ersetzen, welche den ersten
drei Auflagen des Lehrbuches der pathologischen Anatomie von Erxst
ZrecLER beigegeben war, welche dann aber fir die vierte und fiir die
fiinfte Auflage nicht wieder nen bearbeitet wurde, Dieselbe ist daher
der vorliegenden Bearbeitung an zahlreichen Stellen zu Grunde gelegt.

Dem rein praktischen Zweek, dem das Buch dienen soll, ent-
sprechend, sind die Namen von Autoren nur insoweit angefiihrt, als es
zur kurzen Bezeichmung bestimmter Methoden wiinschenswerth erschien.

Freibunrg, im October 1854
v. Kahlden.

Vorwort zur zweiten Auflage.

Die zweite Aunflage der ,Technik® hat an zahlreichen Stellen
Zusiitze und Erweiterungen erfalven. Es gilt das namentlich von den
Abschnitten iiber Darstelling der Zelleinschliisse, iiber Firbung der
Bakterien, der thierischen Parasiten und vor Allem des Centralnerven-
systems. Das Capitel iiber Entkalkung ist vollstindig wmgearbeitet.

Freiburg, im December 1891,

v. Kahlden.




VI Vorwort.

Vorwort zur dritten Auflage.

In der vorliegenden dritten Auflage der . Technik® sind nament-
lich die Capitel iiber Bakterienfiirbung, iiber Fiirbung der Haut und
des Centralnervensystems mit zahlreichen Zusitzen versehen worden.
Das Capitel iber die Untersnchung des Blutes ist entsprechend seiner
immer mehr zunehmenden Wichtigkeit umgearbeitet und wesentlich
erweitert worden.

Freiburg, im Juli 1893.

v. Kahlden.

Vorwort zur vierten Auflage.

Die vierte Auflage der Technik® hat zahlreiche Zusiitze und Er-
welterungen ertahren, besonders in den Capiteln iiber Hirtung der
Priparate, Untersuchung der Haut und der Knochen. Neu eingefiigt
ist, mehrfach geinsserten Wimschen entsprechend, ein kurzer Ab-
sehnitt iiber das Bakterienculturverfahren, nnd dementsprechend sind
in dem Capitel iiber die Firbung der pathogenen Bakterien auch
deren wichtigste Cultureigenschaften angegeben. Von den friheren
Auflagen der . Technik® ist eine englische, italienische und russische
Uebersetzung erschienen, eine franziosische in Vorbereitung.

Freiburg, im Juli 1895,

v. Kahlden.
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Erstes Capitel

Mikroskope und Utensilien zur mikroskopischen
Untersuchung.

Fiir den gewihnlichen Gebrauch geniigen ein oder zwei schwiichere
Objectivlinsen, und eine stiirkere, die eine 300-fache Vergrisserung
giebt. Kbenso reichen in der Regel zwei Oculare aus, ein schwiicheres
und ein stirkeres. Es ist im -lemnunen Regel, das schwiichere
Ocular anzuwenden. Das Ocular gwbt niimlich nur eine Vergrisserang
von dem duorch die Objectivlinse entworfenen Bilde, nicht von dem
Priparat selbst. Etwaige Fehler, die also diesem Bilde anhaften, er-
scheinen bei dem stiivkeren Oecular um so aufrilliger. Ausserdem ist
das Gesichtsfeld viel dunkler als bei dem schwachen Ocular.

Jine Ausnahme von dieser Regel machen die sog. Apochromaten,
welche eine weitere Vergrisserung der Bilder mittels sehr starker
Oculare ermiglichen, ohne dass die Bilder an Stirke verlieren.

Die meisten Mikroskope besitzen einen Holl- und einen Planspiegel,
welche das Licht anf das Priparat werfen. Man wendet in der Regel
den Hohlspiegel an. Der Planspiegel eignet sich fiir die allerschwiichsten
Vergrosserungen.

Fiir die Untersnchung von Bakterien ist eine sog. Oelimmersions-
linse ') wiinschenswerth. Bei dem Gebranch derselben bringt man
zwischen die Linse und die obere Fliche des Deckglases einen Tropfen
von einem Oel, oder einem Gemisch verschiedener Oele, welches das-
selbe Brechungsvermigen hat wie das Glas, und durch welches die
Luft mit ihrem von dem des Glases abweichenden Brechungscoeffi-
cienten ansgeschaltet wird.

Zur Entfernung des Immersionsiles von der Linse bedient man
sich eines feinen Leinwandlippehens, welches mit Benzin befenchtet
ist. Von dem Deckglas entfernt man das Immersionsil ebenso, zweck-
miissigerweise aber erst dann, wenn der Kanadabalsam fest geworden
ist, und eine Verschiebung des Deckglischens iiber dem Priparate
nicht mehr miglich ist.

Feinere Vmumpuugnng'vn durch Staub entfernt man von den
Ocularen und von den Objektivlinsen mit einem diimnen Leinwand-
lippchen oder einem zarten Haarpinsel. Bei griberen und fester an-

') Die frither gebriuchlichen Wasserimmersionen sind durch die viel
besseren Oelimmersionen, welche allein zur Untersuchung von Bakterien
geeignet sind, vollstindig verdriingt.

von Kahlden, Technik der histologischen Untersnchung. 4. Aunfl. 1



2 Mikroskop und Utensilien.

haftenden Verunreinigungen wendet man ebenfalls wieder Benzin an,
muss sich aber hiiten, dass man nicht etwa den Kanadabalsam, mit dem
die einzelnen Linsen des Objectives an einander befestigt sind, list.

Durch Drehen des Oculars lisst sich leicht entscheiden, ob etwa
vorhandene Verunreinigungen dem Ocular oder dem Objectiv anhaften.

Bei Anwendung von Oelimmersionen bedarf man noch eines Con -
densors, resp. eines Awnnn'schen Beleuchtungsapparates,
welcher durch eine Linse simmtliche von dem Spiegel des Mikroskops
ansgehenden Lichtstrahlen so sammelt, dass sie in einem Punkt ver-
einigt werden.

Wemn man auch nicht von vornherein sich ein Mikroskop mit
Immersionslinse und Awse'schem Beleuchtungsapparat anschafft, so
thut man doch gut., bei der Wahl eines Stativs auf die Miglichkeit
Riicksicht zu nehmen, dass sich spiiter noch Immersion und Beleuch-
tungsapparat anbringen lassen. Bei Immersionslinsen ist namentlich
die grobe Emstellung des Tubus mit der Hand mit mancherlei Un-
annehmlichkeiten verkniipft; sie wird durch ein Triebrad, wie es sich
an den grisseren Stativen findet, wesentlich erleichtert.

Jedem, der sich ein Mikroskop anschaffen will, ist anzurathen,
dass er sich beziiglich der Wahl der Firma, der Auswahl des Instru-
ments und seiner Priiffung an ein pathologisches Institut wendet. Aus
eigener Erfahrung kann ich die folgenden Firmen empfelilen:

E. Hartnack, Potsdam, Waisenstrasse 34,
K. Leitz, Wetzlar.

W. u. H. Seibert, Wetzlar, -

C. Zeiss, Jena.

Alle diese optischen Werkstitten stellen Kataloge anf Verlangen
eratis zur Verfugune.

Fiir die meisten Untersuchungen geniigen die Objective 11T oder
IV und VII von Hartnack, 1T und VII von Leitz, I, III und V* von
Seibert, aa oder A, AA und E von Zeiss.

Unter den Immersionen sind die Immersionslinsen '/, von Seibert
oder von Zeiss respektive von den anderen Firmen am meisten zu
empfehlen *).

Am besten bedient man sich zu mikroskopischen Untersuchungen
des Tageslichts; grelles Sonnenlicht eignet sich gar nicht, auch das
von blaunem, unbewdilktem Himmel stammende Licht ist seiner Farbe
wegen nicht besonders zweckmiissig. Am meisten empfiehlt es sich,
das Licht von einer weissen, nicht zu stark von der Sonne beleuch-
teten Wolke zun nelimen.

An jedem Mikroskop befinden sich Vorrichtungen, um die Inten-
sitiit des Lichtkegels, der vom Spiegel auf das Priparat geworfen
wird, dadurch beliebig abzuschwiichen, dass die Oeffnung in dem Ob-
jecttisch oder manchmal unter demselben verkleinert wird. Die ein-
fachen Scheibenblendungen, die sich hinfig noch an kleinen
Mikroskopen befinden, sind weniger empfehlenswerth, weil sie nicht

"y Wegen der apochromatischen Mikroskope, deren allgemeiner An-
wendung fiir die praktische Untersuchungen ihr sehr hoher Preis entgegen-
steht, sei auf die Kataloge verwiesen.




Mikroskop und Utensilien, 3

big dicht an das Priparat herangebracht werden kimnen, und weil sie
das diffuse seitliche Licht nicht abzuhalten vermigen.

Durch den Mangel dieser Nachtheile zeichnen sich die Cylinder -
blendungen aus, die in einem Schlitten unter dem Objecttisch von
der Seite her vorgeschoben werden kinnen und, sobald sie in der Axe
der Tischifinung angelangt sind, nach oben bis dicht an das Priiparat
vorgeriickt werden. Sehr empfehlenswerth sind die in Verbindung mit
dem Appe'schen Belenchtungsapparat angewandten sog. [risblenden,
welche eine beliebige Abstufung der Lichtmenge durch einen einfachen
Handeriff ermiglichen.

.ng;l mehr Licht man auf ein Priparat einwirken lisst, deste mehr
verschwinden die Structurverhiltnisse desselben, weil die feineren Con-
touren in dem ad maximum durchsichtiz gemachten Priparate un-
sichtbar werden. Daraus folgt, dass man fiir ungefiirbte Priparate eine
engere Blendung anwenden muss, wihrend fiir gefirbte eine weitere
am Platze ist.

Die stirkste Beleuchtung, die miglich ist: weite oder gar keine
Blendung und dazu noch die Verstirkung des Lichts durch den Con-
densor, wendet man bei der Untersuchung gefiirbter Bakterienpriparate
an. Man erreicht dadurch, dass in dem Priparate die gefiirbten Bak-
terien um so dentlicher hervortreten, weil das Structurbild, durch
welches gie bei gewilmlicher Beleuchtung leicht verdeckt werden, ganz
oder fast ganz ansgeschaltet ist.

Ist man genithigt, sich des kiinstlichen Lichts beim Mikroskopiren
zu bedienen, so corrigirt man die mehr oder weniger gelbe Farbe des-
selben dadureh. dass man zwischen die Lichtquelle und den Spiegel
des Mikroskops entweder eine blane Glastafel, oder auch eine sogen.
Schusterkugel einschaltet, d. h. eine Glaskugel, die mit einer durch
Ammoniakzusatz blan gefirbter Lisung von schwefelsaurem Kupferoxyd
gefiillt ist.

Ausserdem giebt es eine Heihe von eigens construirten Mikro-
skopirlampen.

Bei der von Kochs-Wolz (Bonn) construirten Lampe wird das
Petrolenm- oder Gaslicht von einem Reflector an eine bestimmte Stelle
des iiber die Lampe gestiilpten schwarzen Schornsteins reflectivt und
von hier aus vermittels eines gebogenen Glasstabes dirveet bis unter das
Object — mit Ausschaltung des Spiegels — geleitet. Zu erwiihnen sind
aunsserdem noch :

Mikroskopirlampe von Hartnack in Potsdam fir Gas und Pe-
trolenm.

Miskroskopirlampe von Dr. Lassar, fir Petrolenm, zu beziehen
durch F. W. Dannhiiuser, Leipzig, Weststrasse 12,

Von Nebenapparaten, die entweder die Handhabung des Miskroskops
erleichtern, oder nur fiir gewisse Untersuchungen in Betracht kommen,
sind zu nennen:

1) Ein sog. Revolverapparat, d. h. eine drelibare Scheibe, an
der 2—5 Objectivlinsen angeschraubt werden kimmen. Dadurch wird
die schnelle Untersuchung ein und derselben Stelle, die sich sonst oft
bei dem Wechseln der Objective verschiebt, der Reihe nach mit verschie-
denen Vergrisserungen sehr erleichtert. In neunerer Zeit kommen auch
schlittenartige Apparate zum Wechseln der Linsen in Gebrauch.

2) Ein Ocularmikrometer. Dasselbe stellt einen feinen, aunf
einer Glasplatte eingeritzten Maassstab dar, der sich in dem Ocular-

1=



4 Mikroskop und Utensilien.

eylinder befindet. In diesen wird er entweder ven der Seite einge-
schoben oder, nachdem man die obere Linse des Oculareylinders abge-
schraubt hat, so eingesenkt, dass er auf einen in dem Cylinder befind-
lichen ringformigen Vorsprung zn liegen kommt.

3) Kin Zeiehenapparat, am besten die Camera von Abbe oder
die von Seibert construirte. Durch dieselbe wird vermittels zweier
Prismen ein Bild des mikroskopischen Priparats auf das in der Hithe
des Objecttisches aufgelegte Zeichenpapier entworfen. Es wird dadurch
die Herstellung der genanen Contouren des Priiparvats und seiner ein-
zelnen Theile sehr erleichtert.

Im Uebrigen bedarf man zum Zeichnen eines kleinen Zeichentisches,
dessen Platte mit dem Objecttisch in einer Hihe liegt.

Zum Zeichnen bedient man sich verschieden harter Bleistifte. Viele
Zeichnungen lassen sich selir gut mit der Feder und verschiedenfarbiger
Tinte herstellen.

Heizbarer Objecttisch, Polarisationsapparat und Spectroskop kommen
fiir die gewihnlichen [Untersuchungen nicht in Betracht.

Selr empfehlenswerth fiir das Priapariren feinerer Objecte ist eine
Lupe, die an einem Handgriff oder auch an einem Stativ befestigt ist.

Sonstige Utensilien.

DieObjecttriger sollen von weissem Glas sein.  Am bequemsten
ist das sog. englische Format. Dieselben werden mit Schutzleisten von
“appdeckel versehen, welche man mit syrupdicker, spirituiiser Schellack-
lisung aufklebt, und deren vordere Fliche zur Bezeichnung des Prii-
parats dient.

Die Deckglischen dirfen im Allgemeinen nicht dicker als
0.16 mm sein. Man hiilt sich solche von verschiedener Grisse vor-
rithig, je nach der Grisse der einzulegenden Schnitte,

Objectiriger und Deckglischen werden dureh Einlegen in eine
Schale mit Spiritus und nachheriges Abtrocknen mit einem feinen Lein-
wandlappen gereinigt.

Ausserdem bedarf man einer Anzahl von Uhrschalen in ver-
sehiedenen Grissen, in denen das Firben, Auswaschen der Priparate ete.
aunsgefithrt wird. Zum Aufbewahren von Sclmittpripavaten, die nicht
sofort eingelegt werden, dienen Glasdosen, die mit einem Deckel
verschlossen werden kinnen.

Schliesslich kommen noch Glasstibe, Capillarrihren,
Reagensgliiser und Flaschen von verschiedener Grisse in Ge-
brauch.

Der Glasnadeln' bedient man sich, wenn man mit Metall-
lisungen arbeitet.

Wenn man viele Schnitte anf einmal zn fiirben hat, so kann man
sich dazu der Stemwacmer'schen Siebdosen (zn beziehen durch
Siebert, Wien, Alsenstrasse) bedienen.

Dieselben bestehen aus einer Glasdose, deren Boden siebfiirmig
durchlichert ist, und die in eine oder der Reihe nach in melrere dussere
Dosen eingesetzt wird, so dass die auf dem Sieb aufliegenden Schnitte
mit den verschiedenen Reagentien, welche man in die fdusseren Dosen
eingiesst, behandelt werden kinnen.




Untersuchung frischer Priiparate. A

Bezngsquellen fiir Glaswaaren sind:
S. Kinig, Berlin, Dorotheenstrasse 35.
. und M. Lautenschliiger, Berlin, Ziegelstrasse.
Dr. Rohrbeck, Firma Z. I. Lume, Berlin.
W. P. Stender, Leipzig.

Von Metallinstrumenten kommen in Gebranch: Priparvirnadeln,
Pincetten, Scheeren, Scalpells, Spatel ete.

Die Priiparirnadeln miissen immer vollstindig blank und frei von
jeder Raunhigkeit sein, weil sonst feine Schnitte leicht an denselben
hiingen bleiben. Man kann die Priparvirnadeln, wenn sie ranh geworden
sind, auf feinem Glaspapier abschleifen und nachher auf einem Leder
noch glitten. Am zweckmiissigsten sind diejenigen Priiparirnadeln,
bei welchen die Nadel an einem Stiele angeschraubt und dement-
sprechend jedesmal, wenn sie schlecht geworden ist, durch eine neue
ersetzt werden kann.

Sehr branchbar ist ferner zu allen Manipulationen, zum Anffangen
und Uebertragen von Schnitten, zum Entfernen der Schnitte von der
Sehneide des Mikrotommessers ete. eine silberne, biegsame,
oben stumpfe Nadel
; Zum Uebertragen der Schnitte ans einer Fliissigkeit in die andere,
namentlich von Wasser in Alkohol, sowie zum Ausbreiten derselben
anf dem Objecttriger dient dann ein Spatel. Am zweckmiissigsten
sind solehe von diitnnem Platinblech, die sich in allen beliebigen Grissen,
anch so, dass sie filr grissere Uebersichtsschnitte, z B. des Central-
nervensystems, ausreichen, herstellen lassen.

Von den dickeren Messingspateln lassen sich die Schnitte nicht
s0 gut abziehen und ausbreiten.  Ausserdem werden dieselben durch
verschiedene Reagentien angegriffen.

Zweites Capitel
Untersuchung frischer Praparate.

Bei der mikroskopischen frischen Untersuchung von Ge-
weben, die entweder der Leiche oder dem Lebenden entnommen sind,
wird das nithige Untersuchungsmaterial in der Regel durch Zer-
zupfen gewonnen. Man excidirt mit der Pincette und einer kleinen
iiber die Fliche gebogenen Scheere ein miglichst kleines Partikelehen
und zerpupit dasselbe mittels zweier Priparirnadeln anf dem Object-
triiger in einem Tropfen Wasser oder 06-proc. Koehsalzlisung
s0 lange, bis eine feinere Zertheilung nicht mehr mielich ist.

Die Kochsalzlisung hat vor dem Wasser den Vorzug, dass in ihr
die (zewebe nicht so aufquellen, und dass aueh die feineren Structur-
verhiiltnisse besser erhalten bleiben. Aehnliche Vortheile bieten seriise
Fliissigkeiten, Blutsernm, Hydrocele-Fliissigkeit ete.

Sogen. kiinstliches Serum kann man sich dadureh hereiten,
dass man Y Theile der Kochsalzlisung mit 1 Theil Hilhnereiweiss ver-
setzt. In einer derartigen Zusatzflissigkeit verharren die Zellen linger
in lebensfihigem Zustande. :

Wenn es sich um Bakterienbefunde in frischen Priiparaten handelt,
0 darf man niemals ausser Acht lassen, dass schon im destillirten



(§ Untersuchung frischer Priiparate. Isolationsfliissigkeiten.

Wasser, noch mehr aber in der Kochsalzlisung Bakterienentwickelung
stattfinden kann, und dass Bakterien, die sich im Priparat finden,
eventuell anch ans der Zunsatzfliissigkeit stammen kimnen, namentlich
wenn dieselbe nicht mehr frisch ist.

Fiir alle Zusatz- und Untersuchungsfliissieckeiten mikroskopischer
Priiparate gilt als Regel, dass man nur einen kleinen Tropfen davon
auf den Objecttriiger bringt. Nimmt man zuviel Fliissigkeit, so liegt
das Deckglas nicht fest auf und schwimmt entweder selbst weg, oder
es gerathen wenigstens die einzelnen Zellen im Priparat in eine fiir
die Untersuchung sehr stivende Bewegung., Aunsserdem hindert oder
verlangsamt die Untersnchungsfliissigkeit, wenn sie in zn grosser
Menge zugesetzt ist, die Einwirkung anderer Reagentien, die man
etwa noch anwenden miichte.

Das Zerzupfungsverfahrgn kommt hauptsiichlich zur Anwendung
bei der Untersnchung von Muskeln, Gehirn, Riickenmark und bei den-
jenigen Geschwiilsten, die ein reichlicheres Stroma besitzen. Bei der
Untersuchung von Nerven und Muskeln miissen die exeidirten Theilchen
klein sein und diirfen nur kurze Abschnitte von Nerven- und Muskel-
fasern enthalten, weil lingere Abschnitte sich sehr schwer trennen
und zertheilen lassen. : :

Oft ist das Zerzupfen der frischen Priiparate in Partikelchen, die
klein und fein genug zur mikroskopischen Untersnchung sind, sehr
schwierig. Man legt danm die Stiickchen fiir 24 Stunden in eine sog.
Macerations- oder Isolationsfliissigkeit. Nach dieser Zeit ist dann
das Zerzupfen in feinste Theilchen leicht miglich.

Wenn man thierische Organstiickchen mittels einer Isolations-
methode untersncht, so gilt als Regel, dass man die betreffenden Stiick-
chen sofort nach der Todtung des Thieres in die gewiihlte Isolations-
flitssigkeit iibertriigt. Menschliche Organtheile sollen ebenfalls so
frisch wie miglich der Einwirkung der Isolationsfliissigkeit ausgesetzt
werden.

Man nimmt die Isolation in kleinen Uhrschiilchen vor; das Vo-
lnmen der Flilssickeit darf das des Stiickchens nicht zn sehr iiber-
steiren, weil sonst mehr eine Hirtung als eine Isolation erzielt wird.

Als Isolationsflissigkeiten sind ansser vielen anderen, die
sich mehr oder weniger bewiihrt haben, die folgenden zu empfehlen:

1) 33-proec. Alkohol, der sog. !/;-Alkohol von Raxvier, her-
oestellt dureh Vermischen von 1 Theil 96-proe. Spiritus mit 2 Theilen
Wasser. y

2) Ganz diinne Chromsiurelisungen, 0,01—0,03-proc., sind
fiir viele Fiille sehr geeignet. .

3) 01-proc. Osminmsiure, 12—24 Stunden lang zur Kin-
wirkung gebracht, ermoglicht eine sehr gute Isolation und 1st nament-
lich angezeigt., wenn es sich nm verfettetes Gewebe handelt.

4) Methode von Amxonn: das Stickehen kommt fiir 5—10
Minuten in 0,1-proe. Essigsiiure, dann fiir 24—28 Stunden in 0,01-proc.
Chromsiure. Nachbehandlung mit Pikrokarmin ete. ist moglich.

5) 8-proc.-Kalilange. In dieser zerfallen die Stickchen Eﬂl[ﬂll
innerhalb einer Stunde. Ihre Anwendung empfiehlt sich namentlich
bei der Untersuchung von glatten Muskelfasern, z B. aus Tumoren
des Uterns ete. Die Untersuchung muss ebenfalls in 33-proc. Kali-
lange geschehen, weil bei Verdinnung derselben mit Wasser die Zellen
zerstirt werden (s, p. 8.).

i
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6) Die Mituer'sche Fliissigkeit (s. p. 10) ist ebenfalls
gur Isolation. namentlich fiir Theile des Nervensystems sehr geeignet.
Die Priparate verweilen in der Flissigkeit 2—3 Tage.

Bei Anwendung der Isolationstlitssighkeit kann anch die Untersuchung
in einem Tropfen derselben vorgenommen werden. Doch ist anch die
Untersnehnng in Wasser oder in Kochsalzlosung miglich.

Aunsser durch Zerzupfen kann man sich zur frischen Untersuchung
das Priparat auch so herstellen, dass man mit der Messerklinge
iiber eine frisch hergestellte Schnittfliche des zn
nntersuchenden Organs hinstreicht und denso erhaltenen Ge-
webssaft, welcher an der Klinge haftet, in einem Tropfen Wasser oder
Kochsalzlisung vertheilt. Man muss aber vorher durch sanftes Ab-
streichen, eventuell anch dureh Abspillen das Blut von der Schnitt-
fliche entfernen, weil sonst in dem Priparat die zahlreichen rothen
Blutkorperchen alles Andere verdecken. Ausserdem muss man sich
hiiten, zn viel von der abgeschabten Masse auf den Objecttriiger zu
bringen. Der Wassertropfen darfnur leicht getritht wer-
den. Anwendbar ist dieses Verfahren namentlich bei driisigen Organen,
speciell bei Leber und Niere, wenn es sich um die Frage handelt, ob
deren Zellen kirnig getriitbt oder verfettet sind, ferner bei Geschwiilsten,
namentlich Careinomen, aber anch bei weichen Sarkomen, und schliess-
lich bei zelligen Infiltraten, z. B. der Lunge.

Von Fliissigkeiten, die untersucht werden sollen, kanm man in
vielen Fillen sofort einen Tropfen auf den Objectiriger bringen. Int-
hiilt die Fliissigkeit sehr viele Zellen und andere feste Bestandtheile,
wie es bei Cysten, bei Darminhalt ete. der Fall ist, =0 empfiehlt es sich

oft, den zu untersuchenden Tropfen, den man mit einer feinen Pipette .

oder auch mit einer Platindse entnimmt, mit Wasser oder Kochsalz-
lisung entsprechend zn verdiinnen. Umgekehrt muss man sehr zell-
arme Flissigkeiten oft eine Zeitlang sedimentiren lassen, ehe man die
Untersuchung mit Erfolg vornehmen kann. Eine sehr gute Methode,
nm in zellarmen Flissigkeiten das zur Untersuchung nithige Material
zn sammeln, ist auch das nenerdings namentlich von Litrex empfohlene
Centrifugirungsverfahren.

Fiir die Untersuchung aller Fliissigkeiten ist zu bemerken, dass
man dieselbe anch mit der Deckglastrockenmethode (ef. p. 9) in ge-
farbtem Zustande vornehmen kann.

In allen Fiillen kann man sich die Untersuchung frischer Prijparate
durch Zusatz mancher Reagentien sehr erleichtern, die entweder die
Fiihigkeit haben, das Priparat durchsichtiger zu machen, oder gewisse
Theile deutlicher hervortreten zn lassen, wiihrvend sie andere nicht be-
einflussen oder sogar zum Verschwinden bringen. Unter diesen Re-
agentien, die tiglich in Gebraueh genommen werden, sind zn nennen:

1) Das Glyzerin. s hat ausser seiner anfhellenden Eigen-
schaft den Vortheil, dass es nicht verdunstet und sich chemisch nicht
verindert; es kinnen daher die in ihm vertheilte Priiparate, wenn man
sie gegen den Luftzutritt abschliesst, eonservirt werden. Man verwendet
das (zlyzerin meist in unverdiinnter Form, seltener mit Wasser ver-
mischt. Frische Praparate werden, wenn es sich nicht etwa um die
Untersuchung von Pigment handelt, so stark aufoehellt, dass die Unter-
suchung in Glyzerin nicht statthaft ist. Dagegen kommt das Glyzerin

-

sehr oft m Anwendung bei der Untersuchung ungefirbter Schnitte, die .

schon gehiirtetem Material entstammen.



8 Untersuchung frischer Priiparate mit Znsatz von Reagentien.

2) Kali acetieum, in gesiittigter wiisseriger Lisung (50%,), besitat
ebenfalls eine aufhellende Wirkung, die aber geringer ist als die des
Glyzerins, so dass auch frische Schnitte darin untersucht werden kimnen.
Die Priparate kimnen in der Ldsung édhnlich wie im Glyzerin con-
servirt werden.

3) Essigsiiure. Sie hat den doppelten Vortheil, dass sie die Kerne
zum Schrumpfen bringt und dadurch ihre Umgrenzung deutlicher her-
vortreten lisst, und dass sie das Bindegewebe zur Quellung bringt und
so durchsichtiger macht. Fetttripfchen widerstehen der Einwirkung
der Essigsiiure, wihrend diese andererseits die Eiweisskirnchen, die
sich im Protoplasma der Zellen bei der triitben Schwellung bilden, list.

is ist daher die Essigsiiure ein ansgezeichnetes Reagens fiir die Diffe-

rentialdiagnose zwischen fettiger Degeneration und kérniger Triibung.
Mikrokokken bleiben ebenfalls von der Essigsiinre nnbeeinflusst. Auch
die elastischen Fasern werden dureh die Essigsinre nicht veriindert
und freten daher bei ihrer Anwendung in dem durchsichtiz gemachten
Bindegewebe dentlicher hervor.

Man wendet die Essigsiinre meist in einer 1—2-proe, starken Lisung
an, die man -sich durch Verdiinnen von FEisessie mit Wasser her-
stellt.  In der Regel bringt man von der Essigsiure vermittels eines
Glasstabes einen Tropfen an die Seite des Deckglases des Priiparats,
welchies man vorher schon angesehen hat. Die Essigsinre dringt dann
langsam ein, und man kann ihre Wirkung unter dem Mikroskop ver-
folgen. Das Eindringen der Essigsinre wird beschleunigt, wenn man
an den entgegengesetzten Rand des Deckglases ein Stiickchen Fliess-
papier bringt, welches die Fliissigkeit ansaugt.

Fuchsinessigsidurebesitzt in noch erhithtem Maasse die Fihig-
keit, den Kern dentlicher hervortreten znlassen, weil sie nicht nur seine
Contouren besser zum Vorschein bringt, sondern ihn auch firbt. Man
stellt die Fuchsinessigsiure her, indem man zu der 2-proc. Essigsiinre
so viel Fochsin giebt, dass die Farbe eine gesittigt rothe wird.

Schliesslich wendet man die Essigsiiure auch noch an, um den
Kalk in verkalkten Geweben zu lisen.

4) Schwache wiisserige Jodlosung ist ebenfalls ein selr be-
quemes Mittel, utm die Kerne und die Umrisse der Gewebe iiberhanpt
deutlicher zur Anschauung zu bringen. Man stellt die schwache Jod-
losung her, indem man die gewdhnliche Luvcor’sche Lisung (Jod 1,
Jodkali 1, Wasser 100) so weit mit Wasser verdiinnt, dass sie eine
weingelbe Farbe annimmt.

5) Kali- und Natromlauge. Die Wirkung und demnach die An-
wendungsweise ist eine ganz verschiedene, je nach dem Concentrations-
erade.

Die 1—3-proec. schwache Kalilauge hat die Fihigkeit, die
meisten Gewebe anfzulisen. Es widerstehen ihr von den gewilnlich in
Betracht kommenden Gewebsbestandtheilen nur: a) das elastische Ge-
webe, b) die Fette, ¢) Pigmente, d) Bakterien.

Man kann daher beider Untersuchung der genannten Dinge, nament-
lich zu differentiell-diagnostischen Zwecken, passend Gebrauch von der
schwachen Kali- oder Natronlange machen. Aunch die Amyloidsubstanz
ist resistent gegen die schwache Lange, es kommt aber diese Eigen-
schaft bei mikroskopischen Untersuchungen selten zur Geltung, weil es
specifische Reactionen anf Amyloid giebt.

Die 33-proe. starke Kali- und Natronlauge zerstort die
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zelligen Gewebshestandtheile nicht, sie lost dagegen die Kittsubstanz,
welche dieselben verbindet, und wird daher zur Isolirung von (Ge-
schwulstzellen, glatten Muskelfasern, Driisenkniineln ete. verwandt.
Diese Auflisung wird meist schon in wenigen Minuten bewirkt; es
diirfen aber danach die Theile nicht mit destillirtem Wasser in Be-
rithrong kommen, weil sonst eine Verdimnung der Lange bewirkt
wird, und die Wirkungsweise der verdiinnten Kalilauge eintritt. Ks
muss vielmehr die Untersuchung in der starken Kalilange selbst vor-
genommen werden.

6) Osmiumsiiure. Dieselbe wird in 1-proe. wisseriger Liasung
angewandt und kann in derselben Weise wie die Essigsiinre dem vor-
her gerzupften und mit einem Deckglas bedeckten Priparat zugesetzt
werden. Sie hat die Eigenschaft, Fetttropfchen braun bis schwarz zu
firben, und ist daher ein werthvolles Reagens zum Nachweis von
Fett, namentlich auch bei der fettizen De;‘:vuem,lmn

7) Salzsiinre, 3—>5-proc. Dient zum FErkennen von Verkalkungen
Kalkeonerementen, n. s, w.  Sie last den phosphorsauren Kalk einfach
auf, und es werﬂen dadurch die vorher dunklen Partieen hell. Die
Liisung des kohlensauren Kalks vollzieht sich unter der Bildung von
Luft-(CO,-)Blasen.

8) Fiirbung frischer Priiparate wird, wenn man nieht die Deck-
rlastrockenmethode anwendet, so bewirkt, dass man vom Rande her
einen Tropfen wiisserige Farblosung, am hesten Methylerin oder
Lirrrer’s Methylenblan (s. p. 59) oder auch Fuchsinessigsiure (s. p. 8)
zufliessen Liisst. Himatoxylin eignet sich dazu nicht.

Drittes Capitel
Hirtung der Praparate.

Sollen Priiparate einer genaueren Untersnchung, namentlich an
feineren Schnitten, unterworfen werden, so miissen sie durch die
Hiirtung erst w]mltlrilng eemacht werden. Dabei ist vor allem dar-
auf zn H(‘lli.{-"ll, dass die zu hiirtenden Stiicke miglichst frithzeitig nach
dem Tode oder nach der Entnalime aus l|-F']H Lebenden in die Hiirt-
ungsfliissigkeit gebracht werden, um den Eintritt der Fiulniss zn
verhindern.

1) MLnlml ist die am hiunfigsten benutzte Hirtungsfliissigkeit.
Man wendet Concentrationen von 907, —lﬂﬂ“f, (resp. 99%,) an. Oft
empfiehlt es sich, die Sticke zmmrlnt in 90—96-proc. "-pnmh und
erst am fulgemhrn Tage in absoluten Alkohol zu bringen, weil sie
damm weniger schrumpfen. Viele Objecte erlangen iiberhaupt schon in
dem gewihnlichen 96 -proe. Spirvitus eine vollstindig ansreichende
Festigkeit. Man kann iibrigens dem 96-proc. ‘--pmtuu leicht alles
Wasser entziehen. wenn man demselben ansgeglithtes Cuprom snlphu-
ricum zusetzt. Dasselbe wird in einem Metalltiegel so lange gegliiht,
bis es zn einem weissen Pulver geworden ist. Wenn es in dem
Spiritus blau geworden ist, muss es durch neues ersetzt oder von neuem
aunsgelitht werden. Derartigcen selbstbereiteten absoluten Alkohol
muss man aber vor dem Gebrauch durch ein Filter giessen, weil sonst
Kupferpartikelchen mit dem Priiparat in Beriihrung kommen kinnten.
Bei subtileren Untersuchungen empfiehlt es sich dagegen, absoluten
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Alkohol anznwenden, weil er vor dem kiinstlich entwiisserten Spiritus
den Vorzng chemischer Reinheit hat.

Die in Alkohol zu hiirtenden Stiicke werden in Wiirfel- oder in
Scheibenform  ansgeschnitten und sollen nicht mehr als 2 -3 em im
Durchmesser haben, Die Menge des Alkohols soll 10—15 mal grisser
sein als das Volum der Stiicke. Am 2. und 4.. nithigentalls auch noch
am 6. Tage muss der Alkohol zewechselt und dureh frischen ersetzt
werdem.  Sehr rathsam ist es, das Glas am ersten Tage zu verschie-
denen Malen zn schiitteln, weil sonst leicht einzelne Stiicke am Boden
festkleben, und der Alkohol dann an deren unterer Seite nicht mehr
zur Einwirkung gelangen kann.

Die Alkoholhiirtung kann fiir die meisten Gewebe znr Anwendung
kommen und ist besonders dann am Platze, wenn die Untersuchung
der betreffenden Theile sehnell vorgenommen werden soll. Ferner ist
sie filr Priiparate, die auf Bakterien untersucht werden sollen, ganz
vorzugsweise und mehr als die anderen Hirtungsfliissigkeiten zn
empfehlen. Man wiihlt hier von vornherein absoluten Alkohol, um die
postmortale Weiterentwickelung der Bakterien im Gewebe sicher aus-
zuschliessen und die Firbbarkeit derselben so gut wie miglich zn er-
halten. Fiir die Gewebe des Nervensystems eignet sich die Alkohol-
hiirtung in der Regel nicht.

Will man ganze Organe und Geschwiilste fiir Sammlungen auf-
heben, so wird aus denselben in fliessendem Wasser erst das in ihnen
enthaltene Blut aunsgezogen, bis das Wasser klar abfliesst. Dann
kommt sie in 70—80-proe. Alkohol, der so oft gewechselt wird, bis
keine Triibung mehr entsteht.

2) Die Minuer’sche Fliissigkeit. Sie besteht ans
Doppeltchromsaurem Kali 2,5 °f
Schwefelsaurem Natron 1,0 %,

Wasger . . . . . . 1000°%. -

Die vollkommene Hirtung in dieser Fliissigkeit erfordert bei ge-
wihnlicher Temperatur fiir kleinere Objecte mindestees 12 Wochen,
fiir grissere Organe, z. B. ganze Gehirne, aber bis zu einem Jahre.
Der Hirtungsprocess kann durch zeitweiliges Einstellen der Priparate
in den Briitofen ziemlich beschlennigt werden. Man muss dann aber
die Minner'sche Flissigkeit recht hinfiz wechseln.

Die Fliissigkeit soll das 10—20 fache der zu hiirtenden Objecte
betragen. Sie wird am 2., 4., 6. und 12. Tage und spiiter jedesmal
dann erneuert, wenn sie getriibt ist, oder wenn sich Spaltpilze in ihr
entwickeln.

Die Priiparate kimnen mehrere Jahre, bis zu 10, in MirLLER'scher
Fliissigkeit antbewahrt werden; doch ist es zweckmissig, der Fliissig-
keit nach Ablauf des ersten Jahres die Hilfte Wasser zuzusetzen.

Zur Nachhiirtung, falls eine solche nithig ist, kommen die Pré-
parate, nachdem man sie kurze Zeit bis einige Stunden in oft er-
neunertem AWasser ausgewiissert hat, zuniichst fiir einen Tag in 30-proc.
und dann in 96-proc. Spiritus.  Wenn sich in diesem letzteren stirkere
Niederschlige bilden, so wird er gewechselt. In Spiritus kinnen die
Priiparate noch mehrere Jahre aufzehoben werden, verlieren aber mif
der Zeit an Firbbarkeit. s ;

Die Vortheile der Miinuew’schen Flissigkeit gegeniiber dem
Alkohol sind folgende:
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a) Die Gewebe schrumpfen in der Mitnuer'schen Fliissigkeit weniger,
und es werden Zellen und Zwischensubstanz besser erhalten.

b) Die rothen Blutkirperchen werden im Gegensatz zum Alkohol
in der Mitnner'schen Flissigkeit in ithrer Form ansgezeichnet conser-
virt und erhalten eine gelbe Farbe.

¢) Die in Mittner'scher Fliissigkeit gehirteten Priparate firben
sich im Allecemeinen besser als diejenigen, welche in Alkohol conservirt
waren, namentlich in dem am hiufigsten zur Anwendung kommenden
Himatoxylinalaun. Diese bessere Firbbarkeit tritt jedoch nur dann
hervor, wenn die Priparate hinreichend lange Zeit in MiULner'scher
Flilssigkeit gelegen haben. Anderenfalls ist die Fiarbung sogar eine
viel unvollkommenere wie bei Alkohiolpriparaten.

i) Die viel geringere Kostspieligheit der Minner'schen Flissigkeit
im Gegensatz zum Alkohol.

Alkohol und Mirrer'sche Flissigkeit reichen fiir die gewihnlichen
Bediirfnisse als Hirtungsfliissigkeiten vollkommen aus.

3) Erticki’sche Fliissigheit. Dieselbe besteht ans:

Doppeltchromsanrem Kali = 256
Schwefelsaurem Kupfer . = 05
Wasser . . = 100.0.

Die Flissigkeit hat den Vortheil, dass darin Priparate schon in
8—10 Tagen, im Briitofen sogar schon in 4—5 Tagen hiirten. Sie hat
aber den Nachtheil gegeniiber der Minner'schen Flissigkeit, dass sie
die Schrumpfung der Gewebe nicht so gut verhindert, und dass sich
in den Priparaten manchmal Niederschlige bilden.

4) Sublimat ist fiir einzelne Fiille, auf die noch niiher eingegangen
wird, ein vorziigliches Hirtungsmittel. Neben der Hirtung bewirkt das
Sublimat auch eine Fixation der Kerntheilungsficuren. Man wendet
eine in der Wirme gesittigte (7.5-proe.) Lisung von Snblimat in
0.5-proe. Kochsalzlisung an. In dieser Lisung verbleiben die Stiicke,
die micht zu dick sein diirfen, 1—2, selten bis zu 6 Stunden. Dann
folgt ein grindliches, am besten 24-stiindiges Auswaschen in Wasser,
und schliesslich eine Nachhiirtung, je 24 Stunden lang in 30-proc.,
T0-proe. und 90-proe. Alkohol.

Auf das griindliche Auswaschen der Priiparate kommt bei der
Sublimathirtung viel an, weil sich sonst leicht Quecksilberniederschlige
im Priparat bilden, die bei der spiteren Untersuchung namentlich zur
Verwechslung mit Pigment Veranlassung geben kimnen. Man kann
sich iibrigens durch Zusatz von einigen Tropfen Jodlisung leicht davon
iiberzengen, ob in der Auswaschflissigkeit noch Sublimat gelist vor-
handen ist. Solange dies der Fall ist, bewirkt Jodzusatz einen gelb-
rothen Niederschlag von Quecksilberjodid. Anch hat man empfohlen,
dem zur Nachhiirtung verwandten 70-proc. Alkohol so viel Jodtinetur
zuznsetzen, dass derselbe eine weinrothe Farbe erhiilt. Das Jod ent-
fernt danm durch Bildung von Quecksilberjodid das iiberfliissige Sublimat,
und der Alkohol entfiirbt sich. '

Die Sublimathiivtung empfiehlt sich im Allzemeinen mehr fiir
Objecte, die der Leiche, wie fiir solche, die dem Lebenden ent-
nommen sind. :

H) ZEXKER'sche Fliissigkeit.

Hiirten 24 Stunden lang in einer Mischung von:

sSublimat 50,
Kali bichromie. 2,5,
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Natrinm snlphurie. 1,0,
Aqu. destillat. 100,0,
Eisessig 5,0.
Griindliches Auswaschen in Wasser. Nachhiirten in 30 %,—60",
— 96", Spiritos.
Man kann die nicht kostspielige Fliissigkeit vorrviithig halten, nnr
ist es zweckmissig, den Eisessig erst kurz vor dem Gebrauch znzu-

sefzen.  Sehr grosse Stiicke verweilen 48 Stunden, kleine nur einige.

Stunden in der Lilsung. Die Reste der etwaigen Sublimatniederschlige
kann man, ebenso wie bei der einfachen Sublimathirtung (s. p. 11)
Jodalkohol entfernen.

Firben kann man mit allen gebrinehlichen Firbemethoden. Die
Fliissigkeit dringt sebr leicht in die Organe ein, die anfangs in ihr
schwimmen, sie m]mnll‘r die chromatischen Figuren viel besser wie
MurnLew'sche Fliissigkeit und gestattet Bakterienfiir hunu sowie auch,
wenn die Priiparate linger, bis zn 14 Tagen in ihr verweilen, die
WersurT'sche Markscheidenfirbung.  Auch die Bioxpi'sche Firbung
liisst sich anwenden.

i) Formalin.

a) Hirtung 3—4 Stunden lang in Lisung von Formol (= con-
centrirter Formaldehyd) 10 Theile in 100 Theilen Wasser.

b) Griindliches Auswaschen in Wasser, bis 12 Stunden lang.

¢) Nachhirtung in 30%,—60%,—°,—96", Spiritus.

Die von DBrnum empfohlene Formalinhirtung bietet grosse Vor-
theile, namentlich die Sehmelligkeit des Verfahrens, und die sehr gnte
Erhaltung der rothen Blutkiorperchen in ihrer natiirlichen IFarbe.

Ausserdem fiirben sich diese letzteren mit Eosin ganz besonders gut. Auf

dem Gefriermikrotom kinnen die Schnitte aus der Formalinlosnng
direct geschnitten werden, so dass man schon 12 Stunden nach der
Section gefirbte Organschnitte fertigstellen kann. Fiirhung mit allen
gebrinchlichen Firbemitteln.

Auch die makroskopische Eigenfarbe der Organe wird zum Theil
in Formalin sehr gut erhalten.

Die concentrirte F ormollisung enthilt 40°, Formaldehyd, die

wiisserige Losung 1: 10 daher 49,. In vielen Fillen geniigt zur
Hiir tunn' anch eine geringere [mtwntr:ttmu

Ueber die Conser virung von Bakterienculturen durch Formalin,
s p. 64

7) Pikrinsiiure kommt in gesiittigter wiisseriger Lisung zur An-
wendung. Kleine, nicht mehr als 1 em dicke Stiicke verbleiben bis zn
24 Htundm in ﬂurm,llwn nnd werden dann in 70—80-proe. Spiritus
iibertragen. Es ist bei der Anwendung der Pikrinsiure als Hirtungs-
mittel immer im Auge zu behalten, dass dieselbe auch den Kalk im
Knochengewebe und in Verkalkungen auszieht. Die Schnitte der in
Pikrinsiiure gehiirteten Stiicke miissen sehr sorgfiltig ausgewaschen
werden, weil sie sonst Reste der gelben Firbung behalten.

Znr schnelleren und vollstiindigeren Entfernung von Pikrinsiure
empfiehlt Jevisex einen Znsatz von einigen Tropfen “'E‘-ﬂtt]gf-f"l
wiisseriger Lithion-carbonicum-Lisung zu dem 95-proe. Spiritus, in
welchen das Stiick aus der Pikrinsiiure iibertragen wird. Unter Gelb-
fiirbung des Spiritus lost sich der Niederschlag, der durch den Lithion-
zusatz entstanden war, und die Flissigkeit wird vollkommen klar.
Man setzt nun so Lmn'e einige Tropfen der Lithionlisung zu, bis sich
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der Niederschlag nicht mehr lost, und der hinfiger zu wechselnde
Alkohol keine Gelbfirbung mehr anfweist. Dann wird das weiss er-
scheinende Stiick in gewdhnlichen Alkohol iibertragen.

8) Osmiumsiiure wird in 1-proe. wiisseriger Lisung als Hirtungs-
mittel angewandt. Da die Osmiumsiure sehr schlecht in die Gewebe
eindringt, so diirfen die zn hirtenden Stickcehen nicht mehr als 5 mm
dick sein. Sie verbleiben in der Lisung 24 Stunden und werden dann
in 80-proe. Spiritus iibertragen. Die Osmiumsiure fiirbt Fetttripfchen
schwarz und ist deshalb, wenn es sich um den Nachweis von solchen
handelt, zu empfehlen. Ueber die Hirtung fettig degenerirter Theile
s p. 48

! Die mit Osmiumsiure behandelten Schnitte werden am besten in
Kali aceticum (s. p. 8) aufeehoben, weil sich Glyzerin nach und nach
briiunt. Man kann aber das Dunkeln des Glyzerins verhindern, wenn
man die Schnitte vor ihrem definitiven Einschluss in demselben einige
Tage in mit Wasser verdiinntem Glyzerin oder in Wasser liegen liisst.

9) Das FLEMMING’sche Siinregemisch ist in vielen Fillen zur
Hirtung sehr geeignet. Ueber seine Anwendung s. p. 43 und p. 48

10) Gummiglyzerin ist fiir manche Untersuchungen, namentlich
wenn es dabei nicht anf histologische Feinheiten ankommt, zu emptehlen,
well die Hirtung sehr schnell und vollstindig bewerkstelligt wird.

Die Gummiglyzerinlisung wird so hergestellt, dass man zu kochen-
dem Glyzerin unter fortwiihrendem Umriihren langsam so viel pulveri-
sirten arabischen Gummi zusetzt, als sich list.

Stiicke, die frisch aus der Leiche entnommen sind, werden zuerst
in fliessendem Wasser von Blut befreit, Sticke. die schon in Spiritus
gelegen haben, werden zuvor in Wasser von ihrem Spiritus befreit.
Dann idibertrigt man sie fir 24 Stunden in die syrupdicke Gummi-
glyzerinlisung, in der man sie durch Glasstibe ete. unter dem Niveau
erhiilt. Nach 24 Stunden bringt man die Stiicke in 80—90-proc.
Spiritus und schiittelt das Glas wiederholt und stark. Sie werden
dann_innerhalb weniger Stunden sehr hart und schnittfihig.

Die einzelnen Schnitte werden vor der Fiirbung in reichlichem,
eventuell zu wechselndem Wasser anseewaschen, in welchem der durch
den Alkohol niedergeschlagene Gummi sich wieder liist.

11) Kochmethode, ist namentlich dann zu empfellen, wenn inner-
halb der Gewebe befindliche eiweisshaltige Flissigkeit durch Gerinnen-
machen derselben fixirt werden soll, wie das besonders bei Lungen-
odem, Nephritis und bei Cysteninhalt nothwendig werden kann. Man
bringt kleine, 1,5 em dicke Wiirfel fiir 1—2—2 1,.'3 Minuten in kochen-
des W asser und hiirtet in 96-proc. Spiritus nach.

Die Gerinnung und anmg eiweisshaltiger Flissigkeit lisst sich
meist auch durch Hirtung in absolutem Alkohol schon hinreichend
gut bewirken.
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14 Die Entkalkung. Allgemeine Regeln. Die Chromsiiure und ihre Salze.

Vi ertu.s Kapitel
Die Entkalkung.

Knochen oder solche Gewebe, die verkalkte oder verkniicherte
Partien enthalten, miissen, bevor sie sehnittfiihiz sind, von ihren Kalk-
salzen befreit werden. Dabei sind folgende Regeln zu beachten:

1) Die betreftenden Theile miissen gt r-re-]nu tet sein, ehe sie in
die Entkalkungsfliissigkeit iibertragen wer :Ien weil in dieser die iibrigen
(ewebe sonst zu sehr veriindert ‘l.‘l.{-'l[,lEI] Die Hiirtung gese ‘hieht in
Alkohol oder noch besser in MiiLLer'scher Fliissigkeit mit nachfolgender
Alkoholhiirtung.

2) Die Futkill{unwaﬂmalgkmt muss sehr reichlich sein und mnss
oft gewechselt werden,

3) Nach vollendeter Entkalkung miissen die Stiicke sehr sorgfiltig,
zwei bismehrere Tage lang in Wasser ansgewaschen werden, damit keine
Reste von Entkalkungsfliissigkeit im Gewebe zuriickbleiben und dessen
Struetur noch 11*uht1:i.frlif,h suh;iﬂi;rcn

4) Nachdem die Stiicke griimdlich ansgewaschen sind, miissen sie
von neuem gehiirtet werden und sind nun erst selmittfihig.

Die f'en_ die bis zor vollstiindigen Entkalkung nithiz ist, ist nicht
nur verschieden nach der Concentration der Eu’f}::11kllilgsﬂii:-:.:'+igkﬁit_.
sondern hiingt besonders anch von der Dicke und Grisse des zu ent-
kalkenden Objects ab. Ausserdem sind Knochen von Nengeborenen
und noch mehr fitale Knochen viel leichter und schneller zu entkalken
als solche von Krwachsenen.

Es ist Regel, nicht zu grosse Stiicke zur Entkalkung zu wiihlen.
Man iiberzeugt sich von der vollstindigen Entfernung der Kalksalze
durch Einstechen mit einer Priparirnadel oder durch probeweises Ein-
schneiden mit einem Skalpell.

Die am hiinfigsten angewendeten Entkalkungsflissigkeiten sind
folgende :

1. Die Chromsiiure und ihre Salze.

Jine geringe entkalkende Wirkung besitzt schon die MinLER'sche
Fliissigkeit, jedoch nur bei kleinen Knochenstiickchen oder bei
embryonalen Knochen. Fiir andere Objecte ist die zur Entkalkung er-
forderliche Zeit daher fast immer eine zu lange. Kine Beschleunignng
kann man nach Have erzielen. wenn man bei dem jedesmaligen Wechsel
der Fliissigkeit, alle 3—5—8 Tage, je 1 cem Salpetersiiure anf 200 bis
300 c:mnFlixamngt gusetzt. Ein Vortheil der Miriex'schen Fliissig-
keit ist die gute Conservirung der Gewebe,

Auch die reine Chromsiurein 2- proc. Liosung wirkt lang-
sam entkalkend ; eine etwas schunellere Wirkung erzielt man, wenn man
_ein Gemisch verwendet von

Chromsiiure 1,0
Salzsiure 1,0
Wasser 100.0.

Die Resultate sind nach Have besonders bei jungen Knochen
sehr gute.

Fiir zarte und kleine Objecte ist anch die Fremyixe’sche Lisung
sehr zn empfehlen.




Entkalkung, Pikrinsiiure, Milchsiiure, Holzessig, Salzsiiure, 15,
Warpever empfiehlt folgende Chromsiuremethode :
1) Fixirung des frischen Objects in Chromsiure 1 :600.
2) Hiirtung in Chromsiiure 1:400, spiter 1 :200.
3) Entkalkung in einer alle 6 Tage zu wechselnden Mischung von
Chromséinre (1 :200) 100 cem
Reine Salpetersiure 2
Griindliches Auswaschen. Nachhiirtung in Alkohol.
Die Dauer der Entkalkung betrigt ein Vierteljahr und mehr.
Die Foru'sche Entkalkungsflissigkeit hat folgende Zu-
sammensetzung :
Chromsiiure (1 Proc.) 70 Theile
Salpetersinre - ek
Wasser = 200
Fiir sehr zarte Objecte empfiehlt Have folgende Entkalkungs-
fliissigkeit :

R

1-proe. Osminmsiure 10 cem
1-proe. Chromsiure 25

: Aq. destillat. 85

Aunswaschen in Wasser. Nachhiirten in 70-proe. Alkohol.

II. Gesiittizgte wiisserige Pikrinsiiurelosung.

Man wendet am besten eine wiisserige Lisung an, welche Pikrin-
siimre im Ueberschuss enthalt. Dieselbe wirkt zugleich hiirtend,
fixirend und férbend.

Die Tibia eines Neugeborenen, unzerschnitten eingelegt, ist in
etwa 3 Wochen entkalkt. Bei grisseren and ilteren Knochen betriigt
die Dauer bis zu mehreren Monaten. Eine Beschlennigung kann man
erreichen, wenn man 5—5 proe. Salpetersinre zusetzt. Verbindungen
mit Schwefelsiinre sind dagegen nicht statthaft, weil sich dabei die
fast unlislichen schwefelsauren Kalksalze bilden.

ITI. Milehsiinre, in 10-proe. und stiirkeren Lisungen.

Dieselbe entkalkt ziemlich viel schueller, wie Pikrinsiiure, und greift
dabei die Gewebe nur wenig an.

IV. Holzessig (Acidum pyrolignosum purnm).

Derselbe wird in unverdimntem Zustande von Have namentlich
emptohlen fitr fiitales Knochengewebe, fiir solehes von niederen Thieren,
sowie fiir Knochen- und Knorpelknochengeschwiilste.  Er wirkt zugleich
etwas erhiirtend. Fiir erwachsene Knochen eignet er sich nicht be-
sonders.

Y. Salzsiiure.

Sie kommt meist zur Anwendung als

v. Esner’s Entkalkungsflissigkeit

Dieselbe hat folgende Zusammensetzung:

Salzsiinre 2.5
Alkohol 5000
Destillirtes W. 100,0
Chlornatrium 256

Die Epner'sche Fliissigkeit, wirkt langsamer, aber anch viel scho-
nender, wie die frither rein in 1—10-proe. Lissung angewandte Salz-
siilure.  Man kann die Entkalkung dadurch beschleunigen, dass man den
Siurezusatz bis anf 5 Proz., zugleich aber auch in entsprechendem
Verhiiltniss den Chlornatrinumgehalt steigert.

In die Esser’sche Entkalkungsfliissigkeit kann man auch in Cello-
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16 Reine Salzsiure, Phloroglucinmethode, Entkalkungsmeth. v. THoMA.

idin eingebettete Stiicke, bei denen die Entkalkung nicht vollkommen
gelungen ist, zuriickverbringen. Man erreicht dadurch eine bessere
Entkalkung wenigstens der oberen Schichten. Vor dem Schueiden
muss man die Siure in 75-proe. Spiritus entfernen.
Warpever empfiehlt folgende Chlorpalladiumlisung:
Palladinmechlorid 0,01
1-proe. Salzsiiurelisung 1000,0.
Nach griindlichem Auswaschen wird successive in 30-proe., 60-proe,
und 90-proec. Spiritus nachgehirtet,

YI. Reine Salpetersiiure.

_ Sie wird in der Verdiinnung von 3—5—9 Theilen anf 100 Theile
Wasser angewandt. Sie ist namentlich fir Knochen Erwachsener ge-
eignet.

Die einfach wiisserigen Lisungen von Salpetersiure veriindern die
Structurverhiltnisse noch weniger, wie die entsprechenden Salzsiiure-
lisungen. Um die durch das lange Verweilen in wiisseriger Lisung
bedingte Aufgquelling zu vermeiden, empfiehlt Have folgende alko-
holische Lisung :

Acidnm nitricum purum  30,0—90,0

Aleohol absolut. 700,0
Aqu. destillat. 300,0
Chlornatrinm 2.5,

Diese Lisung entkalkt schinell und doch schonend. Sie eignet sich
sowohl fiir fotalen, wie fir jugendlichen und erwachsenen Knochen.
Besonders emptehlenswerth ist vorherige Fixirong der Objecte in Sub-
limat, doch bleibt auch nach allen anderen Hirtungsmethoden die
Firbbarkeit sehr gut erhaiten. Eine besondere Modification der Sal-
petersiureentkalkung stellt dar die

Phloroglueinmethode.

Das Phloroglucin wirkt nicht selbst entkalkend, sondern es schiitzt
nur die Gewebe in aunsgezeichneter Weise vor der gleichzeitiz an-
zuwendenden Sdure, sodass die Methode eine sehr empfehlenswerthe
ist. Dabei kann die Siiure in so starken Concentrationen einwirken,
dass die Entkalkung bei kleinen Knochenstiicken schon mach einer
halben, bei hirterem Knochenmaterial nach einigen Stunden vollendet
ist. Es ist deshalb nithie, bei Anwendung dieser Methode das Priiparat
fortwihrend zu controlliren.

Die Liisung wird in folgender Weise hergestellt :

Phlorogluein 1,0 wird in reiner, nicht rauchender Salpetersiure
10,0 unter vorsichtigem Erwirmen gelist, am besten unter dem
Abzng des chemischen Herdes, da bei der Mischung unter stiivmischer
Entwicklung braunrother Démpfe von salpetriger Siiure eine bedentende
Wiirmeentwicklung eintritt. Nach Scarrrer ist die Erwirmung der
Salpetersiure itberhaupt entbehrlich.

Zu dieser (rubinrothen) Stammlisung werden hinzugesetzt 10-proc.
wiisserige Salpetersiurelisung 100 cem.

Will man grossere Mengen von Entkalkungsfliissigkeit verwenden,
s0 muss man auch grissere Mengen von Stammfliissigkeit frisch bereiten.

Eine etwas langsamer wirkende Entkalkungsfliissigkeit ist die
folgende :

Phloroglnein 1,0
Acid. nitrie. 5,0

T -
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Alkohol 70,0
Aqu. destillat. 30,0.

Die Entkalkungsmethode von Troaa
bedient sich ebenfalls der Salpetersiinre in folgender Weise:

1) Hiirtung in MinLeR'scher Flissigkeit oder in Alkohol.

2) Entkalkung in einer ofter zu wechselnden Lisung von

96-proc. Spiritus 5 Raumtheile,
officinelle, reine, concentrirte Salpetersiinre 1 Raumtheil.

3) Abspiilen in Spiritus.

4) Uebertragen in hiinfiger zu wechselnden Spirvitus, dem prieci-
pitirter kohlensaurer Kalk im Ueberschuss zugesetzt ist.

Die Entkalkung ist in 2—3 Wochen auch bei grisseren Stiicken
vollendet. Um das Anhaften von Kalkpulver zu vermeiden, umhiillt
man die Stiicke passender Weise mit Fliesspapier. Die Entsiuerung
in kalkhaltigem Spiritus dauert im Ganzen 8—14 Tage. Sie ist auch
noch einige Tage lang fortzusetzen, nachdem durch Lakmuspapier
schon keine Siure mehr angezeigt wird.

Fiinftes Capitel
Einbettungsmethoden.

Die Einbettungsmethoden haben einmal den Zweck, Priiparate,
die anch bei sorgfiiltiger Hirtung nur eine miissige Festigkeit erlangen,
schnittfiihig zn machen ; daneben sind aber manche Einbettungsmassen,
die bei der Firbung und Untersnchung nicht auns den Schnitten ent-
fernt zn werden brauchen, befihigt, einzelne Gewebsbestandtheile oder
abnormen Inhalt zu fixiren, so dass bei den verschiedenen Manipula-
tionen, denen der Schnitt ansgesetzt wird, Nichts ausfillt.

Celloidineinbettung.

Das Celloidin erfiillt diese beiden Voraussetzungen so gut wie keine
andere Einbettungsmasse, weil dasselbe in den Schnitten vollstindig
durchsichtig bleibt, die meisten Farben beim Auswaschen wieder ab-
giebt und demgemiiss aus den Schnitten nicht entfernt zu werden
braucht. Man stellt sich eine diinnfliissige und eine dickfliissige Celloidin-
lisung her, letztere von der Consistenz dicken Syrups, indem man das
in ganz kleine Stiickchen zerschnittene Celloidin in Alkohol und Aether
#u gleichen Theilen list.

Die Priiparate miissen vorher in absolutem Alkohol vollkommen
entwissert sein; dagegen ist es nicht nothig, sie nach der Entwiiszerung
im Alkohol noch in ein Gemisch von Alkohol und Aether zn verbringen,
wie das vielfach empfohlen wird. Aus dem Alkohol kommen dann die
Stiickehen, die nicht dicker als 1 em sein sollen, zundichst fiir mindestens
24 Stunden in die dimne und dann ebenso lange in die dicke Celloidin-
lisung. Wenn es sich um schwieriger zn behandelnde Objecte handelt,
sowie in allen Fillen, in denen die Zeit nicht driingt, empfiehlt es
sich, den Aufenthalt der Sticke in beiden Celloidinlésungen aunf
mehrere Tage zu verliimgern, da die Einbettung um so besser gelingt,
je linger und je mehr die Priiparate von den beiden Celloidinlésungen
durchtrinkt worden sind.

Ans der dickfliissigen Celloidinlisung bringt man die Stiicke auf

von Kahlden, Techaik der histologischen Untersuchung. 4. Aufl. @
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eine kleine Glasplatte, wenn sie spiter aunf dem Gefriermikrotom ge-
schnitten werden sollen, dagegen direct anf Kork, wenn eines der ge-
withnlichen Schlittenmikrotome in Anwendung kommen soll, bei denen
das Priparat auf einem Kork in einer Klammer zu befestigen ist. Auf
der (lasplatte oder dem Kork kann man das Object noch mit etwas
dicker Celloidinlisung iibergiessen, wenn nicht von derselben schon von
selbst genug haften bleibt. Man lLisst nun das Priparat mit dem um-
gebenden Celloidin an der Luft etwas eintrocknen und bringt dasselbe
dann fiir 24 Stunden in 80-proe. Alkohol, in dem die Einbettungsmasse
vollstiindig fest wird. Der Consistenzgrad, den die Priiparate hier
erlangen, ist sehr wesentlich abhiingie davon, ob man das Celloidin
schnell oder langsam an der Luft eintrocknen lisst. Die langsam ge-
trockneten Priparate werden viel fester. Will man daher gefroren
schneiden, so geniigt schon ein 'f,-stiindiges Verweilen des Stiickes
an der Luft, bevor es in 80-proc. Spiritus kommt, um eine geniigende
Festigheit zu erlangen, Die Stiickchen werden sonst leicht beim Ge-
frieren zu fest und heben sich von der Platte des Gefriermikrotoms ab.

Schneidet man aber auf einem der anderen Mikrotome, so ist es
dringend zu empfehlen, das Eintrocknen des Priiparates durch Abschluss
der Luft unter einer (lasglocke miglichst zu verlangsamen. Am besten
eelingt dies, wenn man das Priparat nicht einfach mit dem anhaftenden
Celloidin anf dem Kork unter die Glasglocke bringt, sondern wenn man
den Kork mit einem Streifen Cartonpapier ringformig umwickelt und
den Streifen durch eine Stecknadel befestigt. In das Kistchen, welches
anf diese Weise entsteht, giesst man zunfichst eine dimne Schicht
Celloidin, dann setzt man das Priparat ein und giesst nun so viel
Celloidinlisung auf, dass dieselbe das Stiick reichlich bedeckt. Auf
diese Weise ist es ermiglicht, weil das Priiparat von einer verhiltniss-
missig sehr reichlichen Menge von Cellpidinliosung wmgeben ist, das
Eintrocknen ganz langsam innerhalb von 1—2-—3 Tagen eintreten zn
lassen, und es sind die so erhaltenen Priiparate gerade so fest wie
solche, die in Paraffin eingebettet sind. Priiparate, die nicht von selbst
in der gegebenen Lage verharren, z. B. membranartige Theile, fixirt
man vermittels Stecknadeln, die man ganz lose in den Kork einsticht.
Der Papierring wird erst entfernt, wenn das Object in Alkohol vollstindig
fest geworden ist. Man giebt danm durch Umschneiden dem Celloidin-
block die Form eines Vierecks, weil er sich so auf dem Mikrotom am
besten schneiden lisst.

Celloidinpriiparate, die auf Kork aufgeklebt sind, verlieren bei lin-
gerem Verweilen im Spiritus durch die Einwirkung der im Kork ent-
haltenen Gerbsiiure an Firbbarkeit. Es gilt dies ganz besonders von Pri-
paraten, die Schleim enthalten, z. B. Ovarialeysten. Um diesem Nachtheil
zu begegnen, empfiehlt JELivex znm Anfkleben Stabilit, welcher in Wasser
und Alkohol unlislich, und selbst von Salzsiinre, verdiinnter Schwefel-
siiure und Aetzkali micht angegriffen wird. Stabilit ist in Plattenform
von der Berliner Electricititgesellschaft zn beziehen, und lisst sich
mit der Sdge leicht zertheilen, und durch Behandeln mit Schmirgel-
papier und nachfolgendes Abreiben mit einem trockenen Tuch glatt
poliren. In Wasser geht Stabilit unter.

Soll der Celloidinmantel um die einzelnen Schnitte erhalten bleiben
so diirfen dieselben zum Zwecke der Entwiisserung nicht zn lange in
absolutem Alkohol verweilen, in dem sich das Celloidin nach einiger
Zeit lost. Man bringt dann zur Entwisserung nach der Firbung und
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dem Auswaschen den Schnitt zuerst in 96-proc. Spivitus, wo ilim schon
ein grosser Theil des Wassers entzogen wird. Zum Entfernen des letzten
Restes von Wasser ist dann nur ein so kurzer Aufenthalt in absolutem
Alkohol niithig, dass das Celloidin nicht geldst wird. NigkiForo¥F

empfiehlt zor Erhaltung des Celloidinmantels die Entwiisserung in ab-
sulutf-m Alkohol und Chloroform zu gleichen Theilen, d. h. den Zusatz
giner wasserfreien, Celloidin nicht lisenden Flus*‘;ngkmt_ welche sich mit
Alkohol gut mischt.

Nelkeniil, welches das Celloidin angenblicklich auflist, munss zur
Aufhellung vermieden werden. Man wendet Bergamott-, Cedern- oder
Hopfensl an. In anderen Fillen, namentlich bei Anilinfiirbungen, ist
es oft geboten, vor der thung das Celloidin aus dem Priiparate
vollkommen zu entfernen. Man bringt dann die Schnitte aus dem
Wasser oder verdiinnten Spiritus, in welchem sie von dem Messer
des Mikrotoms aufgenommen wurden, in absoluten Alkohol, von diesem
fiir 10—15 Minuten in ein Gemisch von absolutem Alkohol und Ather
zu gleichen Theilen oder in Nelkendl, dann wieder zuriick in absoluten
Alkohol, schliesslich in Wasser und nun erst in die Farbe.

Dem Gesagten zufolge zerfillt die Celloidineinbettung und die
Weiterbehandlung der eingebetteten Stiicke in folgende Manipulationen :

1) Hiirtung oder Nachhiirtung in :Lh‘-ﬂ]lltl‘]ll Alkohol.

2) 1—b-tiigiges Verweilen in diinnfliissigem Celloidin.

3) 1—a-tiigiges Verweilen in dickflissigem Celloidin.

4) Aunf Kork oder Glasplatte, an der Luft Trocknen.

5) 24 Stunden lang in 80-proc. Spiritus.

6) Schneiden.

7) Firben und Auswaschen.

8) Entwiissern in 96-proc., dann noch 1—2 Minuten in absolutem
Alkohol oder in Alkohol und Chloroform zu gleichen Theilen.

9) Aufhellen in Bergamott-, Cedern- oder Origanumil oder in Xylol.

10) Kanadabalsam.

Einbettung in Paraffin.

Die Einbettung in Paraffin hat gegeniiber der Celloidineinbettung
gerade filr pathologisch-anatomische Priparate manche Nachtheile, so
dass sie nicht so hiufiz zur Anwendung kKommt.

Einmal ist die lingere Erwirmung der Priparate auf 50° C eine
eingreifende Procedur; dazn kommt aber, dass das Paraffin vor dem
Einlegen der Schnitte entfernt werden muss, und dass damit ein Haupt-
vortheil der Einbettung: Fixiren von lockeren Gewebsbestandtheilen,
Exsudaten, Auflagerungen ete. in ihrer Lage, verloren geht. Anderer-
seits ist die bei der Paraffinbehandlung sehr bequeme Vorfirbung des
ganzen Stiickes fiir pathologisch-anatomische Zwecke nicht so hiufig
anwendbar.

Das Verfahren ist folgendes:

Die Priiparate miissen in absolutem Alkohol gehirtet oder nach-
gehiirtet sein. Aus diesem kommen sie fiir 24 Stunden in ein Lsungs-
mittel des Paraffing, als welches sich neben den ditherischen Oelen
namentlich das Xylol bewihrt hat. Nun werden sie in ein hei 50° C
flissiges Paraffingemisch (die einzelnen Paraffine haben verschiedene
Schmelzpunkte) im Thermostaten bei 50° C gebracht. Nachdem sie sich
hier mit dem fliissigen Paraffin durchtrinkt haben, wird dasselbe in
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ein aus Cartonpapier oder durch Aneinanderschieben von zwei recht-
eckigen Metallralmen auf einer (ilasplatte hergestelltes Kistchen aus-
gegossen, und das Priiparat darin in der gewiinschten Lage fixirt. Die
Lage des Priparats muss man sich genau merken, da man sich an dem
nach dem Erstarren undurchsichtigen Paraffinblock nicht mehr orientiren
kann. Das Erstarren des Paraffins wird durch Umgiessen mit kaltem
Wasser beschlennigt. Der so entstehende Paraffinblock wird zurecht-
geselnitten, in die Klammer des Mikrotoms eingeklemmt und — ohmne
das Messer zun befeuchten — geschnitten.

Die Schnitte kommen zor Entfernung des Paraffins in Xylol, von
da in Alkohol, dann in Wasser und schliesslich, wenn die Stiicke nicht
in toto vorgefirbt waren, in die Farbfliissigkeit.

Demnach zerfiillt das Verfahren der Paraffineinbettung in folgende
Maassnahmen :

1) Hirtung oder Nachhiirtung in absolutem Alkohol.

2) 24 Stunden in Xylol.

3) 1—12 Stunden bei 50° im Wiirmekasten in fliissiges Paraffin.

4) Ausgiessen und Erstarren.

H) Schneiden.

6) Xylol.

7) Alkohol.

8) Wasser, Fiirben etc.

In der Regel sind die Paraffinschnitte zu briichiz, als dass man
mit ihmen ohne weiteres die verschiedenen Manipulationen vornehmen
kimnte, die zum Firben und Einlegen nithig sind. Man klebt viel-
mehr die einzelnen Schnitte auf dem Ohjecttriger fest. Zu dem Zwecke
bestreicht man diesen mit einer ganz dimnen Schicht von Nelkendl
und Collodinm 3 :1. Nachdem die Schnitte angedriickt und anf-
ceklebt sind, bringt man den Objecttriger fir 5—10 Minuten aunf ein
Wasserbad oder in den auf 60" C. erwirmten Briitofen. Von da
kommt der Objecttriiger zur vollstindigen Entfernung des Paraffins
in ein Gefiss mit Xylol. Dann werden die Priparate, falls sie schon
im Stilck vorgefirbt waren, in Kanadabalsam eingeschlossen. Sind die
Priparate aber noch nicht gefiirbt, so wird der Objecttriger aus dem
Nylol zuerst in 96-proc. Spiritus iibertragen, dann kommt er der Reihe
nach in Wasser, Farbe, Auswaschfliissigkeit, Alkohol, Xylol. Dann
Einschluss des Priparates in Kanadabalsam. Ausser dem Nelkenil-
Jollodium giebt es noch eine Reihe von anderen Aufklebemassen, von
denen die folgenden erwihnt seien:

Eiweisslisung. Man stellt sich dieselbe so her, dass man ein
abgemessenes Quantum von Eiweiss zu Schaum schligt und dann mit
dem gleichen Volum reinen Glyzerins versetzt. Idie Masse wird filtrirt
und in ganz diinner Schicht auf den Objecttriiger anfgetragen. Nach-
dem die Paraffinschnitte anfrelegt sind, bringt man den Objecttriger
filr kurze Zeit aufs Wasserbad oder in den Briitschrank bei 60°% wo
die Lisung erstarrt und die Schnitte fest ankleben.

Schellacklisung. Man stellt sich eine concentrirte Losung
von weissem Schellack in absolutem Alkohol her und breitet diese Libsung
mit einem Glasstab ganz diinn auf dem erwirmten Objecttriger ans.
Man driickt nun die einzelnen Schnitte auf der Schellackdecke an und
setzt dann in einem Gefiiss den Objecttriiger den Didmpfen einer auf
dem Boden befindlichen kleinen Menge von Aether aus.
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Nachher: Wasserbad oder Wirmeschrank — Xylol zur Entfernung
des Paraffins etc, wie oben.

Combinirte Celloidinparaffinmethode.

Durch Combination der Celloidin- nnd der Paraffineinbetiung er-
hiillt man oft eine sehr gute Schnittfihigkeit der Priparate, so dass
sich grosse und dabei doch hinreichend diinne Schnitte erzielen lassen.

Das Verfahren ist folgendes: :

1) Uebertragen des Objects aus dem Alkohol in eine Mischung von
absolutem Alkohol und Aether zu gleichen Theilen, fiir einige Stunden

2) Durchtriinkung in missig dicker Celloidinlisung 24 Stunden lang.

3 Uebertragen in Ol Origani.

4) Uebertragen in eine Mischung von Paraffin und OL ﬂmwam,
welche bis auf hochstens 40° erwirmt ist.

5) Uebertragen in geschmolzenes Paraffin.

Die weitere Behandlung wie hei der gewihnlichen Paraffineinbettung.

Andere Einbettungsmethoden.

Die Einbettung in Seifen verschiedener Composition und in
Mischungen von Eiweiss diirfte seit der Einfithrung des Celloidins in
die mikroskopische Technik fiir pathologisch-anatomische Untersuchungen
kaum noch zur Anwendung kommen.

Erwilnung verdienen aber noch einige Methoden, die fiir gribere
und schnell anzustellende Untersuchungen manchmal Verwendung finden.

Um kleine Objecte, namentlich auch membranartige Theile sehnell
schnittfihiz zu machen, kann man dieselben zwischen zwei Sticke
gehirteter Rinds- oder Amyloidleber einklemmen. Man ver-
fihrt so, dass man ein Stiick Amyloidleber halbirt, das zu schneidende
Objeet zwischen die beiden Hilften bringt und nun aus freier Hand
mit dem Rasirmesser oder auch mit einem kleinen Cylindermikrotom
Schnitte durch die Leber macht, die dann immer zugleich einen Schuitt
des zn untersuchenden Stiickes liefern.

Zu demselben Zwecke kann man auch Hollinder Kise verwenden,
der einige Zeit bei 25° C in 95-proc. Spiritus gestanden hat.

Hollundermark wendet man in dhnlicher Weise an: Man
spaltet dasselbe und bringt das zn schmeidende Object zwischen die
beiden Hilften. Das Hollondermarkstiickchen mit dem Priiparat wirft
man dann fiir einige Minuten in Wasser, wo das Hollundermark auf-
quillt und das Priiparat nun fest umschliesst. Man schneidet ebenfalls
frei oder in einem Cylindermikrotom.

Eine weitere primitive Einbettungsmethode besteht darin, dass
man das zu schneidende Object, welches nur wenige Millimeter hoch
sein darf, auf einem Kork in einen grossen Tropfen Gummilisung
hereinstellt. Dann bringt man den Kork in 95-proe. Alkohol. wo der
Gummi erstarrt und einen festen Mantel um das Priiparat bildet.
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Sechstes Capitel
Injectionsverfahren,

Zur besseren Sichtbarmachung von Blutgefiissen, namentlich des
unter gewiihnlichen Verhiilinissen wenig hervortretenden Capillarsystems,
dann aunch von Lymphgefiissen. von Driisenkanilen mit ihren Ver-
zwelgungen ete. bedient man sich der Injectionsmethode, d. h. der
kiinstlichen Fiilllung der betreffenden Hohlrinme mit einer Farbstoff-
lisung; es kommt aber das Injectionsverfahiven fiir die pathologische
Histologie nicht so hiinfig zur Anwendung, wie fiir die normale.

Hﬂll}}'l‘l:ﬂ;"ﬂl]lgtll]g' ist, dass die Farbfliissizkeit nicht unter zn hohem
Druck eingetrieben wird, weil sonst leicht die Gefisswiinde reissen und
so kiinstliche Extravasate entstehen: ausserdem muss der Diuek ein
miiglichst constanter sein. Bei hinreichender Usebung kann man auch
bei Anwendung der gewihnlichen Spritzen erheblichere Druckschwan-
kungen vermeiden. Das Verfahren ist aber ein etwas langwieriges,
Die Spritze muss sorgfiltiz gearbeitet sein und der Stempel sich leicht
hin und her bewegen lassen. Zwischen dem Ansatzstiick der Spritze
und der in das Gefiiss einzufiithrenden Caniile muss eine Abschlussvor-
richtung vorhanden sein, damit man beim Ab- und Ansetzen der Spritze
behufs nener Fiillung nicht in Gefahr kommt, Luftblasen mit zu in-
jiciren.  Ausserdem ist es gut, wenn man Caniilen von verschiedenem
Durchmesser besitzt. Ddeselben werden in den Anfangstheil des Ge-
fiisses eingebunden, und die Injection so lange fortgesetzt, bis eine hin-
reichend intensive Firbung erreicht ist. oder bis die Injectionsfliissig-
keit aus der Vene eine Zeit lang abgeflossen ist.

Sehr hiufig ereignet es sich, dass schon im Anfang der Injection
die Fliissigkeit ans oberfkichlich verletzten (zefiissen, namenthch anch
aus den Kapselvenen (Niere) abfliesst. Derartige Gefiisse schliesst man,
wenn die austretende Fliissigkeit reichlicher ist, durch Hf*llwherpuluﬂitﬂl
oder durch Serres fines.

Einen Apparat zum Injiciren unter constantem, nach Belieben zu
steigerndem oder zu verminderndem Druck kann man sich, wenn man
eine Wasserleitung zur Verfiigung hat, mittels zweier Flaschen leicht
herstellen. Die erste dieser Flaschen, .-\; die luftdicht verschlossen ist,
steht vermittels eines bis anf den Boden reichenden (lasrohres und eines
sich daran ansetzenden Sehlanches mit dem Hahne einer Wasserleitung
in Verbindung. Ausserdem fiihrt von dieser Flasche ein zweites, winklig
oebogenes Glasrohr in die mit einem doppelt durchbohrtem Stopsel ver-
sehene zweite Flasche B, in die es ziemlich dicht unter dem Stiipsel
einmiindet. Diese Flasche B ist dann ganz dhnlich wie die gewihn-
lichen Spritzflaschen mit einem zweiten ebenfalls gebogenen, bis aunf
den Boden reichenden Glasrohr versehen, an dessen Ausmiindungstelle
ein Gummischlanch mit der betreffenden Caniille angebracht ist.

Fiillt man nun die zweite Flasche B mit der Injectionsfliissigkeit
und lisst in die Flasche A ein gewisses Quantum Wasser von der
Leitung laufen, so driickt die dadurch in A eomprimirte Luft in der
Flasche B auf die Injectionsfliissigkeit und bringt diese zum Aus-
fliessen.

Kann man die Wasserleitung nicht benutzen, so muss dieselbe durch
eine dritte Flasche C ersetzt werden, welche hiher steht und welche
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mit Wasser oder mit Quecksilber gefiillt ist. Diese dritte Flasche €
ist dann mit der Flasche A durch einen mittels Quetsehhahn verschliess-
baren Gummischlanch verbunden. Oeffnet man diesen Quetschhahn, so
fliesst ein beliebig zu normirendes Qunantum Wasser, resp. Quecksilber
in die Flasche A und wirkt dann, indem in dieser die Luft comprimirt
wird, in derselben Weise wie die Wasserleitung.

Es ist selbstverstindlich, dass die Flasche C, wenn sie mit Wasser
gefiillt ist, viel hoher stehen muss, als wenn sie Quecksilber enthilt.

Es sind nun sog. kaltflissige Injectionsmassen im Gebrauch, bei
denen der Farbstoff in Wasser oder Glyzerin suspendirt ist, und warm-
fliissige Injectionsmassen, die einen Zusatz von Leim enthalten und
daher nur in der Wirme flissiz sind, wiihrend sie bei gewihnlicher
Temperatur erstarren.

Die letzteren geben bessere Hesultate, das Verfahren ist aber um-
stiindlicher, weil sowohl die Injectionsmasse, wie das zu injicirende
Organ auf 40—50° gehalten werden miissen. Das letztere bringt man
am besten in Wasser von der eben genannten Temperatur.

Von den zahlreichen Injectionsmassen, die empfohlen worden sind,
seien hier nur die folgenden angefiihrt:

1) Lisliches Berliner Blan 1,0

Aqua destillata 20,0.
2) Injectionsfliissigkeit von Couxurim,
Anilinblau 1,0

0,5-proc. Kochsalzlisung 600,0.

3) Leimmasse und Berliner Blau nach TrierscH; man
bereitet sich:
A) eine kaltgesiittigte Lisung von schwefelsanrem Fisenoxydul ;
B) eine kaltgesiittigte Lisung von rothem Blutlaugensalz;

() eine gesiittigte Lisung von Oxalsiure;

D% eine Liisung von Leim im Verhdltniss 2:1.

Es werden nun zunichst 15 g von D mit 6 cem von A in einer
ersten Porzellanschale vermischt. Dann werden in einer zweiten Schale
30 g¢ von D mit 15 eem von B vermischt, und dann noch 12 ¢em von
C hinzugefiigt.

Nun wird, nachdem die Massen in beiden Schalen auf 30° abge-
kiihlt sind, der Inhalt der ersten Schale tropfenweise und unter be-
stiindigem Umrithren zu dem in der zweiten Schale gegeben. Dann
wird die ganze intensiv blan gelirbte Masse auf 70—100° erhitzt und
in einem Heisswassertrichter durch Flanell filtvirt.

4) Korumaxy’s kaltfliissige Karmininjection.

1 g Karmin wird in wenig Wasser mit 15 Tropfen concentrirtem
Ammoniak geldst und mit 20 cem Glyzerin verdiinnt.

Dazn setzt man eine Mischung von Glyzerin 30 und Kochsalz 1 g.
Das Ganze wird dann mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt.

Zu bemerken ist noch, dass man fertige gute kalt- und warm-
fliissige Injectionsmassen von Dr. Gritbler, Leipzig, Bayersche Strasse 12,
beziehen kann.

Hat man eine Leiminjectionsmasse angewandt, so bringt man das
Organ nach vollendeter Injection in kaltes Wasser, um das Erstarren
der Injectionsmasse zu beschleunigen, von da wird es in 80-proc.
Spiritus iibertragen.

Organe, die mit kaltflissiger Injectionsmasse injicirt sind, werden

T
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direct in Spiritus gebracht und hier nach einigen Stunden in nicht zn
kleine Stiicke zerschnitten.

Erwihnung verdient noch die Injection der Lymphgefisse
durch die Einstichmethode. FEine feine Caniile wird vorsichtig
an der betreffenden Stelle eingestochen, und zwar oft am zweckmissig-
sten durch eine Gefiisswand hindnrch, in deren Umgebung hinein. Dann
werden unter sehr vorsichtigem Druck die so getroffenen Lymphspalten
und Lymphgefisse injicirt.

Siebentes Capitel

Anfertigung und Aufbewahrung von Schnitten.
Serienschnitte.

Zur mikroskopischen Untersuchung geeignete Schuitte lassen sich
sowohl von frischen, wie von gehiirteten Priiparaten gewinnen; gewihn-
lich werden sie aber von den letzteren hergestellt, weil sie viel diinner
und gleichmiissiger werden, weil sie sich besser firben und anch besser
als Dauerpriiparate aufgehoben werden kimnen. Man darf es jedoch
nicht unterlassen, auch Schnitte von frischen Priiparaten in Wasser
oder in 06-proc. Kochsalzlosung, eventuell anch nach den iibrigen,
p. 5 angegebenen Methoden, zu untersuchen, da manche Eigenschaften
der Gewebe sich bei der Hirtung iindern.

Fiir manche Untersuchungen geniizgen mit freier Hand gefiihrte
Schnitte, welche mit einem scharfen, auf beiden Seiten hohl ge-
schliffenen Rasirmesser ansgefiihet werden. Die Schneide des
Messers muss vollkommen gerade, darf also nicht gebauncht sein.

Das zu schneidende Object wird mit dem Daumen und dem Zeige-
finger der linken Hand gefasst, so dass es iiber die Radialseite des
Zeigefingers etwas hervorragt. Es wird zuniichst eine glatte Schnitt-
fliche angelegt und von dieser dann miaglichst diinne Seclnitie ab-
geschnitten.

Die Klinge des Messers wird da, wo sie am Griff befestigt ist,
mit dem Daumen und dem Zeigefinger der rechten Hand gefasst. Sie
wird dann unter leichter Neigung der Schuneide gegen das Priiparat
gezogen, ohne Anwendung irgend eines, anch nur geringen Drucks.
Das Schueiden geschieht also durch Zng, nicht durch Druck!

Man gewinnt gleichmiissigere Schnitte und erleichtert sich das
Schneiden, wenn man die Messerklinge anf die Radialseite des linken
Zeigefingers, welcher das Priiparat hiilt, aunflegt und so eine Stiitze
fiir dieselbe gewinnt.

Stets muss das Messer ansgiebig hefeuchtet sein, und zwar bei
frischen Priparaten mit Wasser oder schwachem, bei gehiirteten mit
starkem Spiritus. Von der Messerklinge bringt man die Schnitte in
eine flache, breite Schale mit Wasser oder diinnem Spiritus.

Doppelmesser sind entbehrlich.

Mikrotome.

Vollkommnere, gleichmissigere und grissere Schnitte erhdlt man
durch Anwendung der Mikrotome, von denen hauptsichlich die folgen-
den in Gebranch sind:
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1) Zerlegbare Cylindermikrotome aus Metall, mit einer
Schlussplatte von Stahl. Dieselben bestehen ans einem Hohleylinder,
dessen Boden durch eine von unten wirkende Schranbe gehoben werden
kann, und der mit dieser Hebung dann auch das Priparat nach oben
verschiebt. Der Cylinder ist oben mit einer Schlussplatte versehen.
Das Messer wird beim Schneiden — es eignet sich dazu jedes doppelt
hohlgeschliffene Rasirmesser mit gerade verlaufender Klinge — mit
Alkohol befeuchtet, auf die Schlussplatte aufgelegt und ohmne Druck
ither dieselbe so hingezogen, dass seine ganze Schneide, vom Anfang
bis zum Ende, zur Wirkung kommt. Brauchbar fiir den Arzt ist nur
ein zerlegbares Mikrotom, bei welchem der Durchmesser des Hohl-
cylinders 12—18 mm, der Durchmesser der Schlussplatte vom Rand
derselben his zur centralen Oefinung etwa 12 mm betriigt. Bei einem
solchen Instrument lisst sich jedes Rasirmesser mit gerade verlanfender
Schneide verwenden, wiihrend eine grissere Schlussplatte oder eine
griissere Cylinderweite eigens construirte Messer erfordern.

Das Cylindermikrotom dient nur zum Schneiden gehiirteter Pri-
parate. Vertragen dieselben, wie dies meist der Fall ist, eine gewisse
Compression, ohne dass sie sich dabei erheblich verdndern, so bettet
man sie in ein Stiick Amyloidleber oder Hollundermark ein, welches
so zngeschnitten ist, dass es in den Hohleylinder gerade hineinpasst,
nnd schliesst das Ganze zwischen den beiden aunseinandergenommenen
Hilften des Holleylinders ein.

Darf das Praparat nicht gepresst werden, so giesst man in den
geschlossenen Hohleylinder so viel durch Erwiirmen fiiissig gemachtes
Solarparaffin ein, als nothwendig ist, um den Boden des Cylinders zu
bedecken. Dann bringt man das Stiick in den Hohlraum und fillt nun
den seitlich vom Priiparat und iiber demselben frei bleibenden Hohl-
raum wmit flissigem Paraffin ans. Es handelt sich hier also um eine
einfache Umgiessung des Priiparats mit Paraffin, nicht um eine
gleichzeitige griindliche Durchtrinkung, wie bei der Einbettung.

Uebrigens kann man das Anhaften des Paraffins am Priparat noch
dadurch befirdern, dass man zuvor das letztere fiir einige Stunden in
ein Liosnngsmittel des Paraffing: Xylol, Benzin, Bergamottil w. s w.
einlegt. Mit denselben Reagentien wird nachher aus den einzelnen
Schnitten das Paraffin wieder entfernt.

Cylindermikrotome mit Halter zum Befestigen am Tisch sind nicht
praktisch; ebenso sind Mikrotome mit unzerlegbarem Cylinder und
solche, bei denen die Schlussplatte mit Glas verkleidet ist, micht zu
empfehlen.

2) Die Schlittenmikrotome sind viel vollkommnere Instru-
mente. Die Schnitte werden dinner, gleichmiissiger, und man kann
viel grissere Schnitte mit ihnen anfertigen.

Bei den Schlittenmikrotomen wird das Messer in einem Schlitten
gefithrt, der aunf drei, ganz glatt polirten und gut geilten Schienen
hin und her bewegt wird.

Das Priiparat wird entweder von unten nach oben direct in einer
Klammer durch eine Schraube in die Hihe gehoben, oder es kommt
dadurch langsam um eine gewisse Anzahl von Theilstrichen in die
Hithe, dass es anf einer schiefen Ebene durch Schiraubenvorrichtung
langsam vorgeschoben wird. :

_ Das Priiparat wird dabei entweder direct in einer Klammer oder
in einer cylinderartigen, zu seiner Aufnahme bestimmten Vorrichtung
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befestigt, und man kann sich dabei der mehrfach erwiihnten Einklem-
mung in Amyloidleber oder Hollundermark bedienen (s.p. 21); oder man

klebt das Priiparat auf einem Kork fest, der dann seinerseits in die

Klammer eingeschranbt wird.

Bei dem letzteren Verfahren, welches das allgemeiner gebriinch-
liche ist, schneidet man sich eine flache Scheibe auns dem betreffenden
Object znrecht und klebt sie auf den vorher mit einem Messer ranh
gemachten Kork mit sog. flilssigem Leim anf. Dann kommt der
Kork auf einige Stunden in absoluten Alkohol oder starken Spiritus,
in dem die Leimmasse erstarrt und fest wird.

Schueller und sicherer erreicht man das Festkleben noch mit einer
Glyzeringelatinemischung: man lisst Gelatine einige Stunden
in Wasser aufquellen, giesst dann das Wasser ab und kocht die auf-
gequollene Gelatine mit dem gleichen Volumen Glyzerin, dem man
gegen spitere Schimmelbildung etwas Campher oder noch besser eine
Spur Sublimat zugesetzt hat. Die fliissige Masse wird doreh Leinwand
filtrirt und erstarrt dann. Zum Gebrauch macht man jedesmal ein
erbsengrosses Stiickchen derselben auf einem sog. Kartoffelmesser iiber
der Flamme fliissig, bringt nun den fliissigen Tropfen anf den Kork
und setzt das Priiparat darauf. In Alkohol wird dann die Masse sehr
rasch starr und fest. :

Es muss durchans davor gewarnt werden, die Stiicke die man auf
Kork aufkleben will, zu hoch aunszusclmeiden. Dieselben sollen nicht
hoher als 8 mm sein, weil sie sich sonst leicht vor dem Messer etwas
aushiegen.

Als Messerstellung empfiehlt sich fiir die Mehrzahl der Fille eine
miglichst spitzwinklige Richtung der Klinge zum Priparat, so dass die
canze Klinge znr Wirkung kommt und ausgenutzt wird. Nur bei sehr
kleinen und sehr harten Priparaten kann die Stellung des Messers sich
mehr der senkrechten nihern. Alleemein gilltize Regeln lassen sich
iibrigens sehwer geben; oft muss man verschiedene Stellungen des
Messers durchprobiren, bis man die fiir das betreffende Priparat pas-
sende gefunden hat.

Auch bei den Schlittenmikrotomen miissen das Messer und das
Priiparat stets mit Spiritus befeuchtet sein, den man mit einem Pinsel
anftrigt. Besondere Tropfvorrichtungen werden zwar jetzt in mancherlei
Form zu den einzelnen Mikrotomen construirt, sind aber entbehrlich.

Man entfernt die Schnitte von dem Messer mittels eines feinen
Pinsels und iibertriigt sie in eine Schale mit Wasser oder verdimntem
Spiritus.  Auch mit einer biegsamen, vorn stumpfen silbernen Nadel
lassen sich die Schnitte sehr gut abnehmen. Man darf mit derselben
natiirlich nicht die Schneide des Messers beriihren.

Paraffinpriiparate miissen trocken geschnitten werden. Dabei rollen
sich dieselben leicht auf. s sind daher verschiedene Vorrichtungen,
sog. Schnittstrecker, angegeben worden, um dieses A uﬁ'u:‘.-lle:u Z1l
verhindern, z. B. ein hakenformig umgebogener, am Messer befestigter
Draht, dessen vorderer Theil sich iiber das Priparat hinlegt. Am ein-
fachsten verhindert man das Aufrollen der Paraffinschnitte durch Auf-
legen eines schmalen, bandformigen Streifens Cartonpapier (Visitenkarte),
mit dem die linké Hand den Schnitt an die Fliche des Messers an-
driickt. Anch ein kleiner Hornspatel kann dlmlich gebraucht werden.

3) Das Guopex'sche Mikrotom ermdglicht es, die Schnitte
unter Wasser anzufertigen, was namentlich bei sehr grossen Gehirn-
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schnitten erwiinscht sein kann. Dasselbe ist so eingerichtet, dass das
betreffende Priiparat in einem Metalleylinder durch einen Stempel in
die Hihe gehoben wird. Dieser Metalleylinder befindet sich mit dem
Messer in einer Wanne mit Wasser. Zum Befestigen des Stiickes in
dem Cylinder dient eine Umgiessungsmasse von

Stearin 12 Theile,
Schweinefett 12 Theile.
Wachs 1 Theil.

4)Die Gefriermikrotome verdienen eine gesonderteBesprechung.
Bei denselben wird das Priparat auf die obere Fliche einer Metall-
platte gelegt, gegen deren untere Fliche ein Aetherspray wirkt.

Die Stiickehen fiir das Gefriermikrotom sollen nicht hiher als 4 mm
sein, weil sie sonst schwer und ungleich frieren. Das Priiparat muss,
bevor man es zum Frieren bringt, vollstindig durchwiissert sein und
darf keine Spur von Spiritus mehr enthalten. Die Durchwisserung
wird bei einer Temparatur von 30" schneller bewirkt, als bei gewihn-
licher Temperatur. Im Allgemeinen thut man aber gut, Prijparate, die
in Spiritus gehiirtet waren, wenigstens eine Nacht lang in einer reich-
lichen Menge von Wasser liegen zu lassen. Celloidinpriiparate, die in
80-proe. Spiritus gelegen hatten, miissen ebenfalls fiir wenigstens 12 bis
24 Stunden in reichliche Mengen von Wasser iibertragen werden. Stiicke,
die in MiiLLer'scher Fliissigkeit liegen, kimnen direci, oder nachdem
sie nur kurze Zeit in Wasser gelegt sind, auf dem Gefriermikrotom
reschnitten werden. Auch Priparate aus Formalinlosung konnen direct
ceschnitten werden. FEine Nachhirtung in Spiritus ist fir das Gefrier-
mikrotom nicht nothwendig.

Das Priparat wird, bis es angefroren ist, mit einem Scalpellstiel
leicht gegen die Platte angedriickt. Wenn das Priiparat nicht fest an-
friert, so liegt der Grund meistens darin, dass es nicht ganz von Spiritus
befreit ist, und man bringt dasselbe dann noch einmal fiir einige Stun-
den in Wasser zuriick; oft kann man sich aunch dadurch helfen, dass
man an diejenige Stelle, wo sich zwischen Priparat und Metallplatte
ein spaltformiger Raum zeigt, mit dem Nadelstiel noch einen Tropfen
Wasser bringt. Anch kann man die untere Fliche des Priiparats mit
einer diinnen Schicht filissizen Leims bestreichen. Das Stiick soll voll-
stindig durchfroren sein, es darf aber andererseits nicht zn hart sein,
sonst fasst das Messer nicht ordentlich, und es erhalten oft auch die
einzelnen Schnitte ein streifiges Aussehen.

Das Object legt man auf der Platte des Gefriermikrotoms so auf,
dass das Messer das Priiparat zuniichst an einer Ecke, nicht von einer
ganzen Seite ans fasst.

Man iibertrigt die Schnitte vom Messer am besten zundchst in
diinnen, etwa 80-proc. Spiritus, weil sie sich dann spiiter besser aunf-
rollen, als wenn man sie direct in Wasser bringt.

Die Gefriermikrotome haben fir frische, der Leiche entnommene
Stiicke nur einen bedingten Werth, weil bei dem Gefrieren die Structur
der GGewebe so bedeutende Veriinderungen erleidet, dass man von der
Vornahme einer feineren Untersuchung meist absehen muss. Sehr
branchbar ist das Gefriermikrotom dagegen zur Anfertigung von
Schnitten bei Stiicken, die in MijLner'scher Flissigkeit vollkommen
ausgehirtet sind. Diese werden durch das Frieren gar nicht ver-
andert, und es ist das Verfahren andererseits sehr bequem, weil gar
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keine Vorbereitungen, wie Aufkleben auf Kork ete., nithig sind.
Ausserdem erhiilt man mit dem Gefriermikrotom viel feinere und
gleichmiissigere Schnitte als mit jedem anderen Mikrotom. Die Conser-
virung in Formalin gestattet ebenfalls sofortiges Schneiden anf dem
Gefriermikrotom.
Von Spirituspriiparaten erhiilt man anf dem Gefriermikrotom oft gute
Schnitte, wenn die Stiicke vorher sorgfiltig in Celloidin eingebettet waren.
Bezugsquellen fiir Mikrotome :
Mechaniker Becker, Gittingen.
i Jung, Heidelberg.
Instrumentenmacher Katsch, Miinchen.
Dr. Long, Berlin.
Mechaniker Schanze, Leipzig.

Serienschnitte,

Fine besondere Technik erfordert die Anferticung ven Serien-
sehnitten.

1) Fiir Celloidinpriaparate bedient man sich dazn am besten des
Wegerr'sehen Verfahrens. Man schneidet sich schmale Streifen
von Closetpapier, deren Breite den Durchmesser der anfznlegenden
Schinitte etwa um das Doppelte itbertriftt. Der Schnitt wird nun, wenn
er sich micht von selbst dicht an die Schneide des Messers anlegt,
vorsichtig mit der Nadel dorthin geriickt. Dann legt man den Papier-
streifen von oben her auf den Schunitt und zieht ihn mit letzterem
wagerecht oder ein klein wenig nach oben abhebend in der Richtung
der Messerfliche nach links lnin fort. Das Abziehen gelingt aber nur,
wenn der Schnitt nicht in gar zn viel Spiritus schwimmt. Der niichste
Schnitt kommt auf dem Papierstreifen immer an die rechte Seite des
vorigen. Die Streifen miissen nun, wihrend die einzelnen Schnitte
aufrelegt werden, namentlich aber auch dann, wenn sie die ent-
sprechende Anzahl von Schnitten anfzenommen haben und weitere
Streifen priparirt werden, fencht gehalten werden. Zn dem Zwecke
stellt man neben dem Mikrotom einen flachen Teller auf, der mit einer ein-
fachen Lage von spiritusdurchtrinktem Fliesspapier und dariiber mit
einem Blatt Closetpapier versehen ist. Auf dieses legt man die ein-
zelnen Streifen so, dass die Priiparate nach oben sehen.

Ist das ganze Stick geschnitten, so bringi man jeden Papier-
streifen, die Priaparate nach unten, auf eine Glasplatte, die man vorher
mit einer diinnen Collodiumschicht bedeckt hat, und driickt ihn dort
ganz sanft an. Dann gelingt es leicht, die Papierstreifen so abzuziehen,
dass die Schnitte in richtiger Reihenfolge anf der Collodinmschicht
haften bleiben. Ist noch Flissigkeit anf der Oberfliche vorhanden, so
entfernt man diese, ohne jedoch die Schnitte ganz trocken werden zu
lassen. Sofort bedeckt man dann die Schnitte mit einer zweiten,
ebenfalls diinnen und gleichmiissigen Collodinmschicht und stellt dann
die Platte auf die Kante, um die folgenden weiter zu behandeln. Man
markirt dann noch die Reihenfolge der Schnitte durch einen feinen in
Methylenblan getauchten Stift.

Bringt man nun die so behandelten Glasplatten in Firbefliissigkeit
— es ist zunichst die WeicerT'sche Himatoxylinlosung zur Firbung
des Centralnervensystems vorgesehen — so lisst sich sehr bald die
ganze Collodinmmasse mit den eingeschlossenen Schnitten von der
Unterlage ab.
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Nach beendeter Firbung kann man die Collodiumplatten in
passender Weise unter Wasser mit der Scheere zerschneiden; sie
kommen dann in 96-proc. (nicht absoluten!) Alkohol. Die Schnitte
diirfen nicht in Nelkenil aufgehellt werden, und da auch Origanumil
wegen seiner grossen Empfindlichkeit gegen Wasserreste unbequem
ist, so hellt man die Schnitte anf in einer Mischung von Xylol 3,
Acidum carbolic. pur. 1. Auf den Boden der Flasche, in der
man diese Mischung, die immer wieder gebraucht werden kann, aunf-
bewahrt, bringt man etwas ausgegliihtes weisses Kupfervitriol. Wenn
sich dasselbe bliut, wird es durch neues ersetzt oder von neunem aus-
gegliiht.

2) Serienschnitte von Paraffinpriparaten fertigt man
in der Weise an, dass man die Schnitte in bestimmter Reihenfolge auf
Objecttrigern aunfklebt, die mit einer Mischung von Nelkendl und
Collodium 3: 1 bestrichen sind. Das weitere Verfahren, Entfernung
des Paraffins, Firben etc. ist dasselbe, wie p. 20 angegeben wurde. :
Die einzelnen Objecttriger kann man numeriren. Sind die Priiparate !
nicht vorgefirbt, so firbt man auf dem Objecttriiger. Ein dem i
WeicerT'schen nachgebildetes Verfahren, welches sich dann empfiehlt,
wenn die Schuitte so gross sind, dass man nicht eine ganze Anzahl
derselben auf einem Objecttriger unterbringen kann, hat STrRasser
angegeben.

an stellt sich Papiergummicollodiumplatten her, welche die
Rolle der Wersert'schen Collodinmglasplatten iibernehmen, indem man
gut ansgespanntes Schreibpapier mit einer Mischung von 4 Theilen _
des officinellen Mucilag. Gumm. Arabic. und 1 Theil Glycerin bestreicht. ¢
Ist das Papier trocken geworden, so streicht man miglichst schnell 3
Collodium dariiber, welches bis zur Consistenz des gewihnlichen Glyzerins
durch Aether verdimnt ist, und dem !/,,, Volumtheil Ricinusil zuge-
setzt ist. Dieser Anstrich wird mehrmals wiederholt. Vor dem Schneiden
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des Paraffinstiickes wird nun auf die so beschaffene Papiergummicollo- '

diumplatte eine Klebemasse aufgetragen von i
Sollodium 2 Volumtheile '.
Aether 2

Ricinusil 3 .
Die Schnitte werden miglichst glatt aut diese Klebemasse aufgelegt
und dann mit ebenderselben Klebemasse bedeckt.

Zur Entfernung des Paraffing werden nun die Platten fiir eine
halbe bis mehrere Stunden in Terpentinél gebracht und von da in
Chloroform iibertragen. Aus dem Chloroform kommen die Platten
noch 15 Minuten in 80-proc. — 85-proc. Alkohol. Bringt man nun
die Platten vor der Firbung in Wasser oder 10-proc. Spiritus, so list
sich der Gummi und mit ihm die Papierplatte ab, und es kann dann
in derselben Weise verfahren werden, wie bei der WeicerT'schen
Methode, Selbstverstindlich kann die Entfernung des Papiers nur in
wiisseriger Farbstofflisung vor sich gehen.

d) In neunester Zeit hat Darkscuewirscu eine verhiiltnissmiissig
einfache Methode angegeben, nm Schnittserien anzofertizen und in ihrer
Reihenfolge aufzubewahren.

fin Glaseylinder oder ein Glasgefiss von dem ungefihren Umfang ;
der zu bearbeitenden Schunitte wird mit Spiritus gefiillt. Darauf |
schneidet man sich aus Lischpapier Scheiben von solcher Grisse, dass
sie gut in das Glasgefiiss passen. Diese Scheiben werden mit einem |



30 Auspinseln und Ausschiitteln von Schnitten.

gewihnlichen Bleistift numerirt, der Reihenfolge nach gelegt und gut
mit Spiritus durchtriinkt. Jeder Schnitt wird nun in der Weise von
dem Messer des Mikrotoms entfernt, dass man das Lischpapier sanft
aufdriickt und dann abzieht. Die Papierscheiben werden dann, die
Schnittseite nach oben, in dem Glaseylinder in der richtigen Reihen-
folge siulenformig iiber einander gelegt, so dass jeder Schnitt auf dem
mit der entsprechenden Nummer versehenen Papierstiick liegt.

Es kimnen die Schnitte beliebig lange anfrehoben werden. Will
man firben, so entfernt man den Spiritus, spiilt eventuell noch mit
destillirtem Wasser nach und giesst dann die Farbstofflisung anf.
Ebenso verfilirt man im weiteren Verlauf mit den anderen etwa an-
uwendenden Reagentien. Die Letzteren kimnen auch auf flachen
Tellern zur Einwirkung gebracht werden. [de Schnitte lisen sich
von selbst nicht wieder von ihrer Unterlage ab.

Auch viereckige Glaskasten, die in eine grosse Anzahl kleinerer
Quadrate abgetheilt sind, kommen zur Verwendung, um Serienschnitte
anzufertigen.

Achtes Capitel

Behandlung mikroskopischer Priaparate mit Reagentien
und Firbemitteln.

Wenn man Schnitte von gehiirteten Priiparaten im ungefirbten
Zustande untersucht., so kinnen zur Erleichterung der Untersuchung
alle bei der Untersuchung frischer Priparate in Cap. Il angefiihrten
Reagentien zur Anwendung kommen. Die Untersuchung wird in reinem
Glyzerin oder in mit der Hilfte Wasser verdiimntem Glyzerin vorge-
nommen.

Als Isolationsmethoden fiir Schnitte sind noch das Auspinseln oder
Ausschiitteln und die kiinstliche Verdanung zu erwihnen.

Die Methode des Auspinselns oder Ausschiittelns kommt nament-
lich in Betracht, wenn man den bindegewebigen Stiitzapparat von
driisigen Organen, oder wenn man das Stroma von (zeschwiilsten, be-
sonders von Carcinomen, isolirt, nach! Entfernung der Zellen unter-
suchen will.

Beim Auspinseln verfihrt man so, dass man den auf dem
Objecttriger ausgebreiteten Schnitt an einer Seite mit der Priparir-
nadel festhilt und nun mit einem feinen Pinsel vorsichtig und wieder-
holt von der Nadel an nach der entgegengesetzten Seite hinfihrt und
so nach und nach alle Zellen entfernt. Man kann auch, genau in der-
selben Weise, das Auspinseln in einem Schillchen mit Wasser vornehmen

Zum Ausschittteln bringt man den Sehnitt in ein Reagenzglas
welches zum Theil mit Wasser gefiillt ist, und schiittelt so lange, bis
die Zellen ansgefallen sind.

Bei der Methode der kiinstlichen Verdaunung, die iibrigens
eine ausgedehntere Verwendung in der pathologiseh-histologischen
Technik nicht gefunden hat, setzt man die Schnitte oder Stiickchen
mehrere Tage lang bei Briitofentemperatur der Einwirkung einer Trypsin-
losung aus. Dann werden die Objecte in einem Reagenzglas mit Wasser
ordentlich geschiittelt und schliesslich in Kochsalzlosung untersucht.

Die Trypsinlisung stellt man sich in der Weise her, dass man ein
frisches Rinderpankreas im Extractionsapparat so lange mit Alkohol und
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Aether behandelt, bis eine weisse, leicht zerreibliche Masse zuriickbleibt.
Von dieser Masse wird ein Theil in 5—10 Theile 0,5-proc. Salicyl-
siiurelisung 3—4 Stunden lang bei 40° C. gebracht und dann filtrirt.

Durch das Trypsin werden die Zellen und die Kittsubstanz in den
Geweben zerstirt, wiithrend die fibrilliren Bestandtheile erhalten bleiben.

Allgemeines iiber die Firbetechnik. Weiterbehandlung
und Conservirung der Schnitte nach der Firbung?).

Die moderne Firbetechnik beruht auf der Thatsache, dass die ein-
zelnen Gewebe verschiedenen Farbstoffen gegeniiber eine verschiedene
Affinitiit zeigen, so dass durch Anwendung bestimmter Farbstoffe ein
Gewebe gegeniiber seiner Umgebung besonders hervorgehoben und
deutlich gemacht werden kann.

Diese Affinitiit der einzelnen Gewebe zn bestimmten Farbstoffen tritt
manchmal schon bei der einfachen Firbung hervor, indem: nur eine be-
stimmte Gewebsart durch den Farbstofi' iiberhaupt oder doch ganz vor-
zugweise gefirbt wird. In anderen Fillen nehmen bei der Firbung
zunichst alle Gewebe eines Schuitts gleichmiissiz die Farbe an; es be-
hilt sie aber bei Anwendung bestimmter Entfirbungsmittel nur ein
Gewebe, wiihrend die anderen, die vorher ebenfalls die Farbe ange-
nommen hatten, diese wieder abgeben.

Von ganz besonderer Wichtigkeit ist die Thatsache, dass sich anch
die Bestandtheile der einzelnen Zelle, Protoplasma und Kern, Farbstoffen
gegeniiber verschieden verhalten, und es spielen diejenigen Farbstoffe,
die entweder ausschliesslich oder ganz vorzugsweise den Kern firben,
wiihrend das Protoplasma ungefiirbt bleibt oder nur einen ganz schwachen
Farbenton annimmt, die sog. Kernfirbungsmittel, in der histo-
logischen Technik eine hervorragende Rolle. Man kann die durch Fir-
bungen erzielbare Differenzirung der Gewebe noch vermehren, wenn man
Doppelfirbungen anwendet, d. h. nach einander oder auch gleichzeitig
in ein und derselben Lisung zwei verschiedene Farben einwirken lisst,
die entweder verschiedene Gewebe firben, oder die, wenn es sich haupt-
siichlich wm Zellen handelt, Protoplasma und Kern mit verschiedenen
Farben hervortreten lassen.

Fiir die Anwendung der Firbemittel lassen sich folgende allgemeine
Grundsitze aufstellen:

1) Alle Farbfliissigkeiten miissen vor dem jedesmaligen Gebraunch
filtrirt werden. Es ist deshalb praktisch, jede Flasche fiir sich mit
einem kleinen Glastrichter, in dem ein Filter steckt, zu verschliessen.
Dieses Filter kann dann fir die betreffende Farblosung meist 4—6
Wochen lang gebraucht werden.
~ 2) In der Farbfliissigkeit miissen die Schnitte moglichst ansgebreitet
liegen, und es diirfen nicht mehrere Schnitte fest iiber einander liegen,
weil sonst oft einzelne Stellen noch nicht hinreichend gefiirbt sind,
wiihrend andere Stellen, die ausgiebiger mit der Farblosung in Be-
rilhrung gekommen sind, schon geniigend oder sogar iberfirbt sind.
Es empfiehlt sich daher auch, die Schnitte in der Farblisung mit der

') Bezugsquellen fiir Farben, sowie fiir die iibrigen bei mikroskopischen
Untersuchungen gebriiuchlichen Reagentien sind ausser vielen anderen:
Dr. Griibler, Leipzig, Bayersche Strasse; G. Konig, Berlin, Dorotheen-
strasse 35.

Hiimatoxylin und Karmin kann man auch ans den Apotheken beziehen,
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32 Aufbewahren von Schnitten.

Nadel oder durch Anblasen der Flissigkeit vorsichtiz hin mmd her
zu bewegen. Vor allem ist es aber wichtiz, dass man hinrveichend
grosse Schalen und reichliche Menge von Fiirbefliissigkeit anwendet,
die nach dem jedesmaligen Gebranch zuriickgegossen und aufbewahrt
werden kann.

3) Die zur Erzielung einer guten Fiirbung nothwendige Zeit ist
keine ganz unveriinderliche; sie schwankt vielmehr immer innerhalb
gewisser, wenn auch meist enger Grenzen. Es ist dabei nicht nur das
Alter der Farbeflissigkeit von Einfluss, indem iiltere Fiirbefliissigkeiten
oft schneller und intensiver firben als frisch bereitete, sondern es
spielt anch die Art der Hirtung und Conservirung, sowie namentlich
das Alter des Priparats eine Rolle. Aeltere Priiparate firben sich oft
langsamer und weniger intensiv als frischere. Schliesslich zeigen auch
die Zellen der einzelnen Organe ein etwas verschiedenes Verhalten
Farbstoffen gegeniiber.

Man kann aber oft auch bei schwieriger zu firbenden Objecten
die Firbung erreichen:

a) durch Lingere Einwirkung der Farblisung bis zu 24 Stunden;

b) durch stirkere Concentration der Farblisung:

¢) durch Erwiirmen der Farblosung, namentlich durch lingeres

Fiarben bei Briitofentemperatur.

4) Das Auswaschen der Schnitte, meist in destillirtem Wasser,
muss auf das sorgtiltigste und so lange vorgenommen werden, bis das
Wasser keinen Farbstoff mehr annimmt. Auch nach dem Auswaschen
ist es oft niitzlich, die Schnitte noch mehrere Stunden lang in reich-
lichem destillirtem Wasser zn belassen.

Die Schnitte werden dann, abgeselien von einzelnen Ausnahmen,
entweder in Glyzerin oder in Kanadabalsam untersucht und conservirt.
Damarharz ist als Einschluss nicht zu empfehlen, namentlich nicht fir
Hiamatoxylinpriiparate. In Glyzerin kann der Schnitt sofort aus dem
destillirten Wasser iibertragen werden. Hiamatoxylinpriparate miissen
aber erst Lingere Zeit ausgewaschen sein, ehe man sie in Glyzerin
einlegen kann. Man bedient sich auch hier zur Uebertragung passend
des Spatels. Das iiberflissige Wasser wird mit Fliesspapier abgesaugt.
Oft ist es bequem, zuniichst den Schnitt in Wasser auf den Object-
triger zn bringen, dieses mit Fliesspapier zu entfernen und dann erst
Glyzerin zuzngeben. Man kann so die nithige Menge des Glyzerins
besser bemessen.

Will man den in Glyzerin eingelegten Schmitt anfbewahren, so
muss man ihn von der Luft abschliessen. Zu dem Zwecke umzieht
man den Rand des Deckglases zuniichst mit Wachs, indem man mit
dem Docht eines eben ausgelischten Wachslichtes iiber die Riinder
fihrt. Es hinterliisst danm der noch warme Docht, in dem sich fliissiges
Wachs befindet, einen ganz schmalen Streifen von sofort erstarren-
dem Wachs. Wenn das Deckglag Neigung hat, sich bei dieser Procedur
zu verschieben, so kann man zunichst die vier Ecken durch Auftropfen
mit dem Docht fixiren.

Bedingung fiir das Gelingen der Wachsumrandung ist, dass an den
Rindern des Deckglases kein iiberschiissizes Glyzerin hervorqunillt;
wenn dies der Fall ist, so muss dasselbe vorher mit einem in ab-
soluten Alkohol eingetanchten Leinwandlippchen weggewischt werden.

S ES——



Aufhellungsmittel. 33
Auch wenn wiihrend des Umziehens mit Wachs noch Glyzerin an
irgend einer Stelle hervorquillt, muss dasselbe entfernt werden.

Will man die Priiparate lingere Zeit anfheben, so iiberzieht man
den Wachsrand noch mit dem kiinflichen Asphalt- oder mit Masken-
lack. Ks muss dieser den Wachsrand nach beiden Seiten iiberragen,
derart, dass er sowohl dem Objecttriger wie dem Deckglas direct aunf-
liegt. Der Wachsrand darf daher nur ganz schmal sein. Dagegen
ist es nicht rathsam, das Deckglas direct, ohne vorherige Wachsnm-
randung, mit Lack zun uwmziehen, weil derselbe eine Zeit lang fliissig
bleibt und vermige der Capillaritit unter das Deckglas vordringen kann,

Es giebt noch eine grosse Menge von Recepten zu besonderen
Lackeinschliissen: man reicht mit Asphalt- oder Maskenlack aber um
so mehr ans, als der Einschluss von Priparaten in Glyzerin in der
pathologischen Histologie iiberhanpt selten angewandt wird.

Sechnitte, die in Anilinfarben gefiirbt sind, sollen nicht in Glyzerin
eonservirt werden, weil dasselbe die Anilinfarben nach und nach aus-
zieht. Eine Aunsnahme machen nur die mit Bismarckbraun oder mit
specifischen (Anilin-)Amyloidreactionen gefirbten Schnitte.

Bei dem Einschluss in Kali acetieum (gesiittigte Lisung) ist das
Verfahren dasselbe. Kali aceticum empfiehlt sich namentlich fiir Prii-
parate, die mit Anilinfarben gefirbt sind, wenn der sonst immer vor-
zuziehende Kanadabalsam nicht zur Anwendung kommen kann,  Auch
Osminmpriiparate, durch welehe Glyzerin gebriiunt wird (ef p. 13),
werden in Kali aceticum eingelegt.

Der Einschluss in Kanadabalsam, der in Xylol gelist ist, ist der
in der pathologischen Histologie am meisten angewendete. Dazu ist es
aber nothwendig, dass die Schnitte erst vollkommen entwiissert
sind, weil sie sich sonst in dem Kanadabalsam triiben.

Die Entwiisserung geschieht so, dass man den Schnitt ans dem
Wasser zuerst fiir 3—5 Minuten in den kduflichen 96-proc. Spiritus
und dann ebenso lange in absoluten Alkohol bringt, dessen Menge sich
natiirlich nach der Anzahl der zu entwiissernden Schnitte richtet. Da
die Schnitte, die ans dem Wasser kommen, die Neigung haben, sich in
starkem Spiritus zn kriuseln, so muss man sie in dem destillirten
Wasser aunf ein untergeschobenes Stiickehen Fliesspapier aufziehen und
mit diesem in Spiritus iibertragen, oder man kann — was bequemer
und weniger zeitraubend ist — die Uebertragung auf dem Spatel be-
werkstelligen, indem man den Spatel im Alkohol unter dem Schnitt erst
wegzieht, wenn derselbe etwas starr geworden ist. Etwas wird iib-
rigens das Aunfkriinseln des Schnittes anch schon dadurch verhindert,
dass man denselben zuniichst in 96-proec. und dann erst in absoluten
Alkohol bringt und ihn hier sofort mit der Nadel ordentlich ansbreitet.
Es ist diese Vorschrift entschieden mehr zu empfehlen, als direct ab-
soluten Alkohol anzuwenden und diesen noch einmal zn wechseln.

Da der absolute Alkohol sich nicht gut direct mit dem Xylol-
kanadabalsam verbindet, so wird der Schnitt aus dem Alkohol zuniichst
noch fir 1—3 Minuten in ein Reagens gebracht, welches einerseits sich
mit dem Alkohol, andererseits aber auch gut mit dem Kanadabalsam
verbindet, und welches weiterhin die zweite sehr wichtige Fiihigkeit
besitzt, die Priiparate anfzubellen und durchsichtiger zn machen.

Solehe Aufhellungsmittel sind eine Reihe von jitherischen Oelen.

Terpentinol wird jetzt nur noch selten angewandt. Es giebt
Priparaten, die mit Berlinerblau injicirt sind, einen schimen Farbentom.

von Kahlden, Technik der histologisehen Untersnchung, 4. Aufl. 5
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34 Hiimatoxylinfirbung.

Nelkendl ist sehr allgemein im Gebranch. Es hat den Vortheil,
dass es nicht so empfindlich gegen geringste Wasserreste ist, die sich
noch im Schnitt befinden. Andererseits ist es bei Celloidinpriiparaten
nicht anwendbar, weil es das Celloidin sofort 16st. Ausserdem hat es
den Nachtheil, dass es Anilinfarben oft auszieht oder ihnen einen
schmutzigen, matten Farbenton wverleiht.

Bergamottol hellt gut auf und ist anch fir Celloidinpriiparate
zi gebranchen; ebenso Hopfendl (Ol Origani cretic.), Cedernholzol
und Lavendelol.

Fiir Priparate, die mit Anilinfarben behandelt sind, namentlich
aunch fiir Bakterienschnitte, ist das Carbolxylol (s. p. 29) sehr zu em-
pfehlen. Doch kriiuseln sich darin die Schnitte leicht.

Gewihnlich geniigt es, die Schnitte fiir 2—3 Minuten in dem
Aunfhellungsmittel zu belassen. Durch lingeres Verweilen, eine halbe
bis mehrere Stunden lang, kann man aber auch dickere Schnitte noch
20 durchsichtig machen, dass sie ganz gut mit starker Vergrisserung
untersucht werden kinnen. ;

Man kann den Schnitt in einem Tropfen Oel anf dem Objecttriger
ansbreiten. Hat man aber viele Schnitte einzulegen, so ist esbequemer,
wenn man die Priparate ans dem Alkohol in eine Schale mit dem be-
treffenden Oel bringt und sie ans diesem dann mit dem Spatel auf den
Objecttriger iibertriigt. Dann wird das iiberschiissige Oel durch FFliess-
papier vorsichtig entfernt, und schliesslich der Schnitt mit einem Tropfen
Kanadabalsam bedeckt und ein Deckglas aufeelegt. Wenn der Kanada-
balsam dickfliissig ist, so beschlennigt man seine gleichmiissige Verthei-
lung dadureh, dass man den Objecttriiger ganz leicht iiber der Spiritus-
flamme erwirmt. Ist der Kanadabalsam diinnfliissig, so lisst man die
Priiparate einige Tage frei an der Luft, aber vor Staub geschiitzt, liegen,
damit der Balsam eintrocknet.

Die verschiedenen Manipunlationen, die ein zu flirbender und in
Kanadabalsam einzulegender Sehnitt durchzomachen hat, sind also
folgende:

1) Féarben.

2) Auswachsen, gewohnlich in destillirtem Wasser.

3) Uebertragung aunf dem Spatel in 96-proe. Spiritus, 3—5 Minuten.

4) Uebertragung auf dem Spatel in absoluten Alkohol, 2—5 Minuten.

5) Uebertragung in dtherisches Oel

6) Ausbreiten auf dem Objecttriiger.

7) Absaugen des iiberschiissigen Oels mit Fliesspapier.

8) Kanadabalsam; Bedecken mit Deckglas.

9) Eventuell leichtes Erwirmen des Objecttrigers.

Die Kernfiarbungen.
Himatoxylinalann:

Bereitung: Diekiinflichen Himatoxylinkrystalle werden in einer
geringen Menge abscluten Alkohols gelist. Am besten ist es, wenn die
Lisung ganz concentrirt ist und noch Krystalle im Ueberschuss enthiilt.
Von dieser Lisung setzt man zu einer 1-proe. wiisserigen Alaunlisung
so viel zu, bis dieselbe ein hellblanes bis hellviolettes Aussehen hat.
Darauf setzt man die Lisung offen dem Licht aus, wo sie unter der Ein-
wirkung des Sanerstoffs in einigen Tagen eine gesiittigte blaue Farbe
annimmt. Dann ist sie zur Firbung geeignet. Als Maassstab fiir die
Quantititder zuzufiigenden alkoholischen Himatoxylinlisung kann dienen,



Hiimatoxylin, 356,

dass eine gut firbende Himatoxylinalaunlosung etwa '/, — °/, Proc.
reines Hiimatoxylin enthalten muss. Da die Lisung um so intensiver
fiirbt, je ilter sie wird, so ist es oft empfehlenswerth, sie nach einigen
Wochen noch durch Zusatz von Alaunwasser weiter zu verdiinnen.

Anwendung:

1) Firben 1—2—3 Minuten lang.

2) Auswaschen in reichlichem destillirtem Wasser.

3) In destillirtem Wasser 12—24 Stunden lang stehen lassen.
4) Alkohol — Oel — Kanadabalsam.

Das Hiamatoxylin ist eines der sichersten und besten Kern-
firbungsmittel, und seine Anwendung passt fiir die meisten Gewebe.
Die Féirbung der Schnitte erhidlt sich viele Jahre lang ganz unver-
indert. Die Kerne zeigen eine intensiv blane oder mehr violette
Firbung, das Protoplasma dagegen nur einen ganz blassbliulichen
Farbenton.

Wenn die Himatoxylinlosung noch frisch ist, so firben sich die
Schnitte langsam; sie dunkeln aber, woranf immer Riicksicht zu nehmen
ist, in Wasser stark nach. Wenn die Lisung ilter ist, so firbt sie
meist schon in 1. oft sogar schon in ', Minute, und es empfiehlt sich
deshalb, den Effect der Fiarbung dadurch zu controliren, das man in
kurzen Zwischenriinmen einen Schnitt in destillivtes Wasser bringt, um
zi sehen, wie stark die Firbung geworden ist.  Zur vorlinfigen Orvien-
tirung kann man einen Schnittsofort nach dem Auswaschen in Glyzerin
oder nach vorheriger Entwiisserung in einen Tropfen Nelkenil bringen
und untersuchen. Wenn es aber die Zeit irgendwie erlaubt, so muss
man die Schnitte, nachdem sie sorgfiltiz ausgewaschen sind, noch wenig-
stens 12 Stunden im Wasser lassen. Durch das Auswiissern wird die
Farbe fixirt, wihrend somnst die Schnitte oft noch, wenn sie schon in
Kanadabalsam eingebettet sind, nachdunkeln.

Sind die Schnitte in der Farblisung zu dunkel geworden, was
namentlich bei dlteren Lisungen vorkommen kann, so lisst sich ein
Theil der Farbe dadurch wieder entfernen, das man sie fiir eine his
mehrere Stunden in 1-proe. wiisserige Alaunlisung zuriickbringt.  Danach
ist es aber unbedingt nothwendig, die Schnitte wenigstens 12 Stunden
in destillirtem Wasser zn belassen.

Der Contact mit Siure muss bei Himatoxylinpriparaten sorgfiltig
vermieden werden.

Die Himatoxylinalaunlisung hat eine verschieden lange Haltbarkeit,
bis zu ', Jahr. Wenn ihr Farbenton ins Rithliche iibergeht, ist sie
nicht mehr brauchbar und muss dann frisch bereitet werden.

Engpiens saures Himatoxylin,

Bereitung: Himatoxylin 2.0
Alkohol absolut. 60,0
Der Liosung hinzufiigen :
Glyzerin 60,0 - T
destillirtes Wasser ﬁﬂ,l]} mit Alaun gesiittigt.
Eisessig 3.0
Anwendung:

1) Fiarben 4—5 Minuten lang.
2) Auswaschen in Wasser.
3) Alkohol — 0Oel — Kanadabalsam.
3%
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36 Alaunkarmin. Lithionkarmin.

Die Enrricn’sche Himatoxylinlisung wird ebenfalls zuniichst 2—3
Wochen dem Lichte ausgesetzt und dann filtirt. Sie fiberfirbt nicht
leicht und ist sehr haltbar. Sonstige Vortheile besitzt sie aber vor der
einfacher zn bereitenden Himatoxylinalaunlisung nicht. Bei der letz-
teren erscheinen die Umrisse der Kerne entschieden schiirfer.

Hemexmayss Himatoxylinfiirbung.

1) Fiirben 24—48 Stunden lang in einer einfach wiisserigen, in
der Wirme hergestellten 0.5-proc. Himatoxylinlosung.

2) Directe Uebertragung in eine '/, - proc. wiisserige Lisung von
einfach chromsanrem Kali 24—48 Stunden lang. Diese
Lisung muss mehrmals gewechselt werden, bis keine Farb-
stoffwolken mehr abgehen.

3) Sehr sorgtiltiges Auswaschen in Wasser.

Die Methode giebt sehr scharfe Bilder und eignet sich namentlich
anch zum Durchfiirhen ganzer Stiicke, die dann nach dem Auswaschen
in Wasser in Alkohol von steigender Concentration gehiirtet und schliess-
lich eingebettet werden. Die Priiparate erscheinen dunkelschwarz, die
Schnitte ditrfen daher nicht zu dick sein.

AraTay hat eine Modification der Herpexuais'schen Methode an-
regeben, welche den langen Contact des Objects mit wiisseriger Lilsung
vermeiden soll.  Er wendet 05-proe. alkoholische Lisung von Himato-
xylin an und ebenso eine alkoholische Lisung von doppelt chrom-
saurem Kali, die dadurch bereitet wird, dass man zu einer 5-proe.
wiisserigen Lisung von doppeltchromsaurem Kali das doppelte Volum
von absolutem Alkohol hinzufiigt.

Sonst ist das Verfahren dasselbe wie bei der Hemesmaiw'schen
Methode.

Alaunkarmin,

Bereitung: 2—5 g Karmin werden mit 100 g 5-proc. Alaunlésung
1,—1 Stunde lang gekocht. Nach dem Erkalten wird filtrirt.

Anwendung:

1) Fiirben 10 Minuten bis 2 Stunden lang.
2) Auswaschen in Wasser.
3) Alkohol — Oel — Kanadabalsam.

Die Kerne werden durch Alaunkarmin schin violettroth gefirbt.
Dabei tritt, was gegeniiber der Himatoxylinlisung von Vortheil ist,
keine Ueberfirbung ein, auch wenn die Schnitte mehrere Stunden lang
in der Farbe liegen. Das Auswaschen erfordert nicht so viel Zeit wie
bei der Himatoxylinlésung, und die Farbe ist schliesslich nicht so em-
pfindlich gegen Sdure. Fiir schwer firbbare Objecte ist sie dagegen
nicht zu empfehlen.

Lithionkarmin.

Bereitung: Karmin : 2,5—5,0.

(Gesiittigte wisserige Lisung von Lithion carbonicum 100,0.

Anwendung:

1) Fédrben 2—3 Minuten lang. e

2) Auswaschen %,—1 Minute lang in Salzsiurespiritus =
cone. Salzsiinre 1.0 4 70 proe. Alkohol 100,0.

3) Entsiinern in reichlichem destillivtem Wasser.

4) Alkohol — Oel —Kanadabalsam. el s

Die Lithionkarminfirbung verleiht dem Kern eine intensiv rothe
Farbe. Sie ist ein sehr sicheres Kernfirbemittel, welches auch bei

e
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schwer firbbaren Objecten schnell und sicher wirkt. Handelt es sich
fibrigens um solche, so kann man den Karmingehalt der Losung bis anf
5 Proc. steigern und die Farbe bis zu 12 Stunden einwirken lassen.
Ein weiterer Vortheil besteht in der sehr einfachen Zubereitungsweise.
Eine Ueberfirbung ist nicht méglich, weil man durch lingeres Auswaschen
in Salzsiurespiritus beliebig viel Farbe ausziehen kann. Andererseits
muss bei der Wahl dieser Fiirbung immer die Anwendung der Salz-
siure mit in den Kauf genommen werden. Die Lithionkarminfiirbung
eignet sich auch gut fiir Priparate, die mit einer blanen Injections-
masse injicirt sind.
Boraxkarmin,
Bereitung: Karmin 0.5
Borax 2.0
Aqua destillata 100.0
remischt und bis zum Kochen erwiirmt. Unter fortwihrendem Umriihren
wird zugesetzt
Acid. acetic. dilut. (Pharm. Germ.) 4.5.
Dann 24 Stunden stehen lassen und filtrirven.
Anwendung:
1) Fiirben 5—15 Minuten lang.
2) ;—1 Minute lang Auswaschen in Salzsiinrespiritus [Salzs. 1,
Spiritus (70 Proc.) 100].
3) Griindliches Entsdnern in Wasser.
4) Alkohol — Oel — Kanadabalsam.
Boraxkarmin giebt eine dhnliche Firbung wie Lithionkarmin; die
Farbe ist aber nicht ganz so intensiv.

Pikrokarmin.
Bereitung: Karmin : 1.0
Liguor. Ammon. caust. 50
Aqua destillata 50,0

Nach erfolgter Lisung zngesetzt:

Gegiittigte wiisserige Pikrinsiiurelisung 50,0.

Man lisst die Firbefliissigkeit in einem weiten, offenen Gefiiss
stehen, bis alles Ammoniak verdunstet ist. Dann filtrirt man.

Anwendung: .

1) Firben 1 Stunde lang.

2) Answaschen !/, Stunde lang in 1-proe. Salzsiureglyzerin, das

- durch Pikrinsiinrezusatz leicht gelb gefiirbt ist.

3) Auswaschen 5 Minuten lang in Wasser, das durch Pikrin-
sdure leicht gelb gefirbt ist.

4) Entwiissern in durch Pikrinsiure gelb gefirbtem Alkohol.

5) Oel —Kanadabalsam.

Die Pikrokarminlosung hat, wenn man in der angegebenen Weise
verfihrt und dem Glyzerin, Wasser und Alkohol etwas Pikrinsiiure zu-
setzt, den Vortheil, dass sie eine haltbare Doppelfirbung giebt, indem
die Kerne braunroth erscheinen, wiithrend das Protoplasma gelb gefiirbt
wird. Ein weiterer Vortheil besteht darin, dass anch hyalin und colloid
degenerirte Gewebe einen intensiv gelben Farbenton annehmen. Auch
das Protoplasma der quergestreiften Muskeln und Hornsubstanz treten
durch ihre deutliche Gelbfirbung stark hervor.

Zn bemerken ist noch, dass die von Dr. GrireLer in Leipzig be-
zogene WelGERT'sche Pikrokarminlisung sehr zuverlissig wirkt.
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38 Pikrolithionkarmin, Bratne's Karmin, Bismarckbraun. Gentianaviolett.

Pikrolithionkarmin.

Bereitung: Zu der oben angegebenen (p. 36) Lithionkarmin-
lisung werden 2 Theile gesittigte wiisserige Pikrinsiurelisung hinzu-
gesetzt.

Anwendung: Wie bei Pikrokarmin.

Pikrolithionkarmin giebt eine ganz #hnliche Fiirbung wie Pikro-
karmin.

Beare’s Karmin.

Bereitung: Karmin 0.6

Liguor. Ammon. caust. 3,75

Einige Minuten gekocht, dann zugesetzt:

Glyzerin 60,0
Aqu. destill. ﬁ[}?ﬂ
Alkohol 15,0

Anwendung: Die Beavr'sche Karminlosung wird vorzugsweise
zur Durchfiirbung ganzer Stiicke angewandt.  Zun dem Zwecke miissen
die Stiicke je nach ihrer Dicke 2—8 Tage in der Losung verbleiben,
danach werden sie in Wasser ausgewaschen, kommen zur Nachhiir tuug
in Alkohol und werden dann eingebettet. Die einzelnen Schnitte kinnen
spiiter sofort eingelegt werden.

Bismarckbrann.

Bereitung:

a) Entweder gesiittigte wiisserige, durch Kochen dargestellte
Lisung = 3-—4-proe., filtrirt.

b) Oder concentrirte alkoholische Liisung in 40-proc. Alkohol
= 2—1Y;-proc.

Anwendung:

1) Firben b "lr[l'lllltﬁi'l lang.
2) Auswaschen in starkem Spiritus.
3) Alkohol—Oel—Kanadabalsam.

Das Bismarckbraun verleiht den Kernen eine schim braune Farbe.
Sind Bakterien in dem Gewebe vorhanden, so werden diese noch in-
tensiver braun gefiirht. Das Protoplasma erhiilt einen hellbriiunlichen
Farbenton. Ihe wiisserige und alkoholische Lissung wirken in gleicher
Weise. Eine Ueberfirbung tritt nicht ein. Die mit Bismarekbraun
gefirbten Priparate eignen sich besonders gut fiir die photographische
Reproduction. Man kann statt in starkem Spirvitus anch in Salzsiure-
(1-proc.)spiritus answaschen.

Ausser dem Bismarckbraun sind nur wenige Anilinfarben als
Kernfirbemittel im Gebrauch, obhschon die meisten als solche verwandt
werden kimnen. Sie fiirben an und fir sich diffus; die Differenzirung
der Kerne tritt erst durch Auswaschen in absolutem Alkohol ein. Die
Firbung ist nicht so haltbar, wie die durch Himatoxylin und die ver-
schiedenen Karminlésungen bewirkte. Empfehlenswerth sind unter den
Kernfirbungen mit Anilinfarben noch die mit Gentianaviolett und die
Hemexmars-Broxor'sche Firbung, die der Enrvnicn'schen Blutfirbung
(s. p. 39) nachgebildet ist. Dieselbe ist aber nicht haltbar.

Gentianaviolett.

Bereitung: 1-proc. wiisserige oder 1—2-proc. alkohol. Lisung.
Anwendung:
1) Firben 3—5 Minuten lang.
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2) Auswaschen in Alkohol, bis der Schnitt eine hellblane
Farbe hat.
3) Absoluter Alkohol, Xylol, Kanadabalsam,

Oft wird die Kernfiirbung noch deutlicher, wenn man den Schuitt
ans der Farbe zunichst hichstens fiir ', Minute in eine !/,-proc.
wiisserige Kssigsiiurelosung bringt und dann erst in Spiritus answiischt.

Biospi-Heesnavs Fiirbung.

Bereitung: Gesittigte wiisserige Orangelisung filtrirt, 100 ccm
(Gesiittigte Siure-Fuchsinlisung =
Metylgriin 50

Zur Darstelling der einzelnen gesittigten Lisungen ist es noth-
wendig, dass man dieselben mit einem Ueberschuss von Farbstoff mehrere
Tage stehen lisst. Die Liisung wird zur Firbung im Verhiltniss 1:100
verdiinnt und muss dann durch Essigsiurezusatz deutlich stirker roth
werden.  Auf Fliesspapier muss sie einen Fleck machen, der in der
Mitte blangriin, nach den Rindern zu aber orange erscheint. Wird
die orange Zone von einer breiteren rothen umgeben, so enthilt die
Libsung zu viel Fuchsin., Wenn idltere Losungen an Firbekraft ein-
gebiisst haben, so kann man oft dieselbe dadurch wieder herstellen,
dass man eine ganz minimale Menge von Essigsiure zngiebt. Man
taucht einen Glasstab in Essigsiure, schwenkt ihn in der Luft einige
Male hin und her und bringt dann den noch anhaftenden Rest von
Sinre zu der Farblosung

Am besten bezieht man die nach den Angaben von Hemexmaix
hergestellte Lisung von Dr. Griibler in Leipzig.

Anwendung:

1) Hartung in Sublimat (s. p. 11).

2) Firbung 6—24 Stunden lang in der verdiinnten Lisung.
3) Kurzes Auswaschen in 90-proe. Alkohol.

4) Entwiissern in absolutem Alkohol.

5) Xylol, Kanadabalsam.

In Theilung begriffene Kerne, sowie die fragmentirten Kerne der
Leukocyten sind intensiv grimviolett, die rnhenden Kerne blan ge-
fiirbt, die rothen Blutkirperchen roth.

Die Methode eignet sich namentlich sehr gut fiir Priparate, die
viele Leukocyten enthalten. Sie ist urspriinglich nur fiir Paraffinschnitte
und fiir Firbungen auf dem Objecttriger angegeben. Man kann aber
anch einzelne Celloidinschnitte, ohne sie anf dem Objecttriger zu fixiren,
in der Losung firben. Wenn die Schnitte sehr diinn sind, brancht
man das Celloidin nicht vorher zu entfernen. Bei dickeren Schnitten
wirkt dagegen seine Gegenwart stivend, weil es sich nur theilweise
entfirht.

Fiir driisige Organe empfiehlt Nigkrrororr ganz besonders die
von Enrvicn fiir Firbung der eosinophilen Zellen angegebene Farben-
mischung :

Aurantia

Indulin

Eosin ana 2,0.

Glyzerin 30,0,
Die Stiicke werden in Sublimat gehiirtet; in Paraffin eingebettet; die
Schnitte werden anf dem Ohjecttriger gefirbt.



40 Diffuse Firbung. Doppelfirbung. Neutrales Karmin. Eosin.

Diffuse Farbungen und Doppelfiirbungen.

Unter den Farben, welche die Grundsubstanz der Gewebe firben,
zind namentlich das nentrale karminsanre Ammoniak, welches kmrzweg
als nentrales Karmin bezeichnet wird, und das Eosin zu nennen.  Letz-
teres kommt sowohl in wiisseriger wie in alkoholischer Lisung zor
Anwendung.  Man macht jedoch selten von einer isolirten diffusen
Firbung der Gewebe Gebranch. Dieselbe wird vielmehr meist als
Doppelfirbung in Verbindung mit einem Kernfirbemittel, vor allem
mit Himatoxylin, angewandt.

Neutrales Karmin.

Bereitung: 5 g Karminpulver werden mit etwas fiberschiissigem
Ammoniak zu einem rothen Brei verrieben, dann mit 200 g Wasser in
einem offenen Kolben so lange gekocht, bis das Ammoniak verflichtigt
ist. Der Kolben bleibt offen stehen, bis er nach einigen Wochen einen
rothen Bodensatz zeigt.  Dann wird filtrirt.  Die Fliissigkeit fiirbt mit
zinehmendem Alter immer besser.  Man filtrivt daher die gebranchte
Lisung immer wieder znriick.

Hoxecaer empfiehlt folzende Bereitungsweise, dureh welche die
Fliissigkeit sofort firbekriftic werden soll: das Karminpulver wird mit
nur soviel Ammoniak, als unumginglich nothwendig ist, zu einem dicken
Brei verrieben, dann an der Wand der Reibschale diinn vertheilt nnd
dem Austrocknen iiberlassen; die so erhaltene Masse wird fein pulveri-
girt, noch etwa 24 Stunden lang der Luft ansgesetzt und dann in kaltem
Wasser gelist.

Anwendung: Von der concentrirten Farbfliissigkeit stellt man
sich durch Eintriinfeln in Wasser eine hellrothe Lisung dar und firbt
in dieser, bis die Schnitte eine deutlich rothe Farbe bekommen haben.
Die Firbung gelingt am besten, wenn man die Schnitte lange Zeit,
hiz 12 Stunden, in einer sehr verdimnten Lisung liegen lisst. Bei
Mangel an Zeit kann man die Féarbung aber auch in einer concentrirten
Losung bewirken, in welcher der hinreichende Farbenton gewihnlich
in 20 bis 30 Mmuten erreicht wird.

Danach wird griindlich in Wasser ausgewaschen.

Doppelfirbung mit HH.II!:-I“H[]. lin und Karmin wird
stets in der Weise vorgenommen, dass man zuerst mit Himato-
xylin und dann mit Karmin firbt. Nach der Himatoxylin-
firbung miissen die Schnitte mindestens 6, besser moch 12 Stunden
ansgewiissert werden. Dann erst wird in Karmin gefirbt und nochmals
in Wasser sorgfiltiz ausgewaschen.

Eosin, wiisserige Lisung.

Bereitung: Von einer concentrirten wiisserigen oder spirituiisen
Lisung von Eosin tropft man so viel in eine Schale mit Wasser, dass
eine hellrothe Firbung entsteht, die etwa 1:1000—1500 Eosin enthél.

Anwendung:

1) Fiirhen, wenige Minuten, bis die Schnitte eine rothe Farbe
haben.

2) Abspiilen in Wasser. w

3) Entwiisserung in Alkohol; nicht linger, als nothwendig ist,
weil der Alkohol das Fosin nach und nach wieder auszieht.

4) Oel (kein Bergamottil), Kanadabalsam.
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Eosin, alkoholische Lisung.

Bereitung: Von einer concentrirten alkoholischen Lisung von
Fosin wird tropfenweise so viel in absoluten Alkohol gegeben, bis der-
selbe eine rosarothe Farbe angenommen hat.

Anwendung:

1) Firbung der vorher in 96-proc. Spiritus fibertragenen Schnitte
einige Minuten bis mehrere Stunden lang.

2) Auswaschen in 96-proe. Spiritus bis der gewiinschte Farbenton
vorhanden ist.

3) Alkohol, Oel, Kanadabalsam. :

Die Zeit, in welcher die Eosinfirbung zu Stande kommt, ist sehr
verschieden, so dass sich in dieser Beziehung bestimmte Regeln kaum
geben lassen: manchmal ist eine Einwirkung der Farblisung bis 24
Stunden lang zweckmiissig.

Die alkoholische Lisung des Kosins firbt gleichmissiger als die
wiisserige. Kosin firbt die rothen Blutkdrperchen rosarvoth bis kupfer-
roth, namentlich in Priiparaten, die in Formalin oder auch in Sublimat
gehiirtet sind. Der Gefissinhalt tritt deshalb an Eosinpriparaten be-
sonders deutlich hervor. Ausserdem giebt es den Geweben eine diffus
rothe Firbung. Das Eosin kommt deshalb fiir sich allein selten zur An-
wendung ; meist wird es bei Doppelfirbungen gebrancht, und zwar
eignet es sich am besten zu Combinationen mit Hamatoxylin und mit
Alaunkarmin. Auch zusammen mit Gentianaviolett kann es angewendet
werden. Die Doppelfirbungen mit Eosin werden ebenfalls so ansgefiihrt,
dass zuerst das Kernfiirbungsmittel einwirkt und dann erst die Kosin-
losung. Man tropft dann zu dem absoluten Alkohol, in dem die mit Hiima-
toxylin ete. gefirbten Priparate entwiissert werden, das entsprechende
Quantum alkoholischer Eosinlésung hinzu und wischt noch einmal in
reinem Alkohol aus. Manche nehmen auch die Firbung mit Eosin so
vor, dass sie dem zur Aufhellung bestimmten Nelken- oder Origanumil
etwas Eosin zusetzen. Oft nimmt auch in unerwiinschter Weise das Nelken-
ol, wenn man viele Eosinpriiparate in demselben aufzehellt hat, von selbst
eine Fosinfirbung an, die sich dann allen weiteren Priiparaten mittheilt.

Man hat aunch zu Himatoxylinlésungen direct Eosin zugesetzt, um
in ein und derselben Liisung die Doppelfirbung zn erzielen. So kann
man z B. zu der Eunruicn'schen Himatoxylinléisung (siehe
p. 35) 0,5 Eosin zusetzen, nm diesen Effect zu erreichen. Fs hat das
Verfahren jedoch keine Vortheile vor der getrennten Fiirbung in
Himatoxylin und Eosin.

Von der Eigenschaft der Pikrinsiiure, in wiisseriger Lisung eine
diffuse Féarbung der Gewebe zu bewirken, macht man bei der oben
angefiihrten Pikrokarminfirbung (s. p. 37) und bei der Firbung mit
Pikrolithionkarmin (s. p. 38) Gebrauch. Weniger zweckmiissig ist es,
die Schnitte in einer kernfirbenden Karminlisung vorzufirben und sie
dann in einer 1—5-proc. wiisserigen Lisung von Pikrinsiure nachzu-
firben. Doch kann man so mit Alaunkarmin und Pikrinsdure in
manchen Fillen ganz gute Doppelfiirbung erzielen.

vax Giesox’sche Fiirbung.
1) Hirtung in Minner'scher Flissigkeit oder in Alkohol,
2) Firben Y, Stunde lang in Himatoxylin.
3) Griindliches Auswaschen in Wasser,

-



42 Fiirbung ganzer Stiicke,

4) IMarben 3—5 Minuten lang in einer Lisung von
Pikrinséiure, gesittigte wiisserige Lisung,
Siurefuchsin, gesittigte wisserige Lisung so viel, dass die
Mischung eine tiefrothe Farbe erhilt.

D) Abspillen in Wasser, !/, Minute lang.

6) Spiritus, Alkohol, Hopfenil, Kanadabalsam.

Die Methode ist sehr bequem zn handhaben und giebt eine sehr
schione Doppelfirbung. Die Kerne werden brannroth, das Zwischen-
gewebe leuchtend roth.

Ein weiterer Vortheil ist die gleichzeitize Firbung von Amyloid,
Colloid, Hyalin und Schleim.

vax (G1iesoxN hat ursprimglich die Himatoxylinlésung von IDELAFIELD
empfohlen. Die gewdhnliche Alaunhimatoxylinlisung giebt aber sehr
gute Resultate. DMan iiberfiirbt die Schnitte, weil die Pikrinsiure zum
Theil eine entfirbende Wirkung ausiibt.

Firbung ganzer Stiicke.

Eine besondere Art der Firbung besteht darin, dass man nicht
einzelne Schnitte, sondern das ganze zu untersuchende Stiickchen in
toto firbt. Man wiihlt dazu mit Vorliebe Farbstofflisungen, denen ein
Quantum Alkohol zngesetzt ist, so z. B. die Bean¥sche Karminlisung
(s. p. 38 Auch das Hemexmax'sche Himatoxylin (s. p. 36) und
Bismarckbraun (s. p. 38) eignen sich zum Durchfiirben ganzer Stiicke.

Als Regeln fiir eine derartige Durchfiirbung ganzer Stilckchen
sind zn beachten:

1) Die betreffenden gehiirteten oder fixirten Stiickchen diirfen
nicht zu volumings sein, weil sonst die Farblosung zn schwer eindringt.

2) Die Firbung muss viel linger als bei der Schnittfirbung,
1—3—4—8 Tage lang, einwirken.

3) Griindliches Auswaschen, his keine Farbe mehr abgeht.

4) Nachhiirtung in 96-proe. Spiritus, resp. in absolutem Alkohol,
his das Object schnittfilig ist.

Die Durchfirbung ganzer Stiicke hat den Vortheil. dass sie be-
quemer und viel weniger zeitraubend ist als die Firbung einzelner
Schnitte. Ausserdem ist sie schonender, weil mit dem einzelnen Schnitt,
der sofort eingelegt werden kann, nicht mehr so viele Manipulationen
vorgenommen zu werden brauchen. |

Trotzdem kann das Verfahren, welches in der normalen Histologie
eine ausgedehnte Anwendung findet, fiir die Untersuchung pathologisch-
anatomischer Priparate nicht so hiiufig in Betracht kommen, und die
Grenzen seiner Verwendbarkeit diirften um so engere werden, je mehr
es gelingt, bestimmte Farbenreactionen fiir bestimmte Gewebsverinde-
rungen aufzufinden.

Nur selten kann man sich bei pathologisch-anatomischen Unter-
suchungen auf die Anwendung einer einzigen Firbungsmethode be-
schriinken ; in einem grossen Bruchtheil der Fille ist neben der ge-
wihnlichen histologischen eine Firbungsmethode auf Bakterien noth-
wendig. Ebenso muss sehr hinfiz neben der gewihnlichen Kernfirbung
eine bestimmte Reaction auf degenerative Verdinderungen, auf fettige
Degeneration, auf Amyloid ete. angestellt werden. Aber selbst wenn
es sich wm eine rein histologische Untersuchung ohne complicirende
Details handelt, kann man in vielen Fillen nicht im voraus beurtheilen,
welche der zu Gehote stehenden Firbungsmethoden am sichersten zum
Ziele filhrt. Auf der anderen Seite ist zu bemerken, dass die grissere
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Schonung des einzelnen Schnitts, wie sie die Durchfirbung ganzer
Stiicke ermiglicht, gegeniiber der so Vollkommenes leistenden Celloidin-
ginbettung sehr an Bedeutung verloren hat.

Darstellung der Kerntheilungsfiguren.

Die Darstellung der Kerntheilungsfiguren erfordert eine besondere
Technik, deren Eigenthiimlichkeiten sowohl die Art der Conservirung,
wie die Methode der Firbung betreffen.

Erster Grundsatz ist, dass die zu untersuchenden Stiick-
chenunmittelbardemeben getidteten Thierentnommen
und sofort in die betreffende Fixirungsfliissigkeit iibertragen werden.
Spiitestens miissen dieselben eine halbe Stunde nach der Todtung des
Thieres oder nach der Entnahme aus dem lebenden Korper in die
Fixirungsfliissigkeit kommen. Tm anderen Falle liunft der Process der
Kerntheilung ab, ohne dass es miglich ist, die Figuren der noch in der
Theilung begriffen gewesenen Kerne zn (Gesicht zu bekommen. Jedoch
kann man manchmal anch an Objecten, die erst Lingere Zeit nach ihrem
Tode in die Fixationsfliissigkeit iibertragen sind, noch Kerntheilungs-
figuren beobachten: dieselben sind aber nicht so zahlreich und weniger
dentlich wie an frischen Priparaten.

Damit hiingt es dann weiterhin znzammen, dass man der be-
treffenden Fixirungsfliissigkeit die Miglichkeit geben muss, rasch das
eanze Priiparat vollstindig zo durchdringen, und es ergiebt sich daher
als zweite Regel, dass die zu fixirenden Stiickchen mig-
lichst diinn genommen werden. Dieselben diirfen nicht dicker
als 4 mm sein. Die Beobachtung dieser Regel ist um so nothwendiger,
als die meisten Fixirungsfliissigkeiten an und fir sich die Eigenschaft
besitzen, ziemlich langsam in die Organstiickehen einzndringen.

Weiterhin folgt ans dem Gesagten, dass man nur in den aller-
seltensten Fiillen in der Lage ist, an Organtheilen von Leichen die
Kerntheilungsfiguren darzustellen, weil man fast nie so friihzeitig, wie
es nithig wiire, seciren kann.  Es beschriinkt sich vielmehr fiir mensch-
liche Organe die Untersuchung auf Theile, die dem menschlichen Korper
durch Operation entnommen sind.

Es gelingt zwar anch an Stiickchen, die in Alkohol oder MiLLER-
scher Flissigkeit gehiirtet sind, wenn sie ganz frisch und in ganz
diinnen Scheiben conservirt sind, die Kerntheilungsfiguren darzustellen,
doch eignen sich erfahrungsgemiiss eine Reihe von anderen Gemischen,
von sog. Fixirungsmitteln, besser dazn.

Die angewandte Fixirungsflissigkeit muss das Volumen der zu
fixirenden Stiickchen sehr erheblich iibersteigen. Sie muss gewechselt
werden, wenn sie sich irgendwie stirker triibt.

Unter den Fixirungsfliissigkeiten ist in erster Linie zu nennen:

Fremmxe’s Chromosminmessigsiinuregemisch.
Bereitung: 2-proc. wiisserige Osmiumsiiurelisung 4 Theile
1-proe. wiisserige Chromsiurelisung 15
. Gisessig : |
Wenn man die Fuemaine'sche Lilsung nicht zur Darstellung der
Kerntheilungsfiguren, sondern znm Nachweis von Verfettungen benutazt,
s0 ist es oft empfehlenswerth, eine geringere Menge Eisessig, 0,3—0,5
zuzusetzen, damit das Protoplasma nicht gar zu durchsichtig wird.
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Anwendung:

1) Verweilen der Stiickchen in der Fixationsfliissigkeit 1—3 Tage.

2) Auswaschen in Wasser 3—6 Stunden lang. -

3) Nachhirtung successive, je einen Tag, in 30-, 60-, 96-proc.
Alkohol.

4) In der Regel Celloidineinbettung, Danach

Fiirhung mit Saffranin.

1) Y;—24 Stunden lang Firbung der Schnitte in 1-proc. wiis-

. seriger Saffraninlisung.

2) Ganz kurzes Abspiilen in Wasser,

3) Auswaschen in absolutem Alkohol, der durch wenige Tropfen
Salzsiiurespiritus (1-proc.) ganz leicht angesiiuert ist. Man
giebt zu einer mittelgrossen Schale mit Alkohol 5—10 Tropfen
Salzsdnrespiritus (s. p. 36).

4) Auswaschen in reinem ahsolutem Alkohol, bis die Schnitte
hellbraunroth anssehen.

5) Oel, Kanadabalsam.

Die Freaxa'sche Methode mit nachfolgender Saffraninfirbung hat
den Vortheil, dass die ruhenden Kerne nur ganz blass, die in der Thei-
lung hegriffenen Kerne dagegen sehr intensiv gefiirht werden. Dadurch
ist es ermiiglicht, schnell und schon bei schwacher Vergrisserung die
i Theilong begrifftenen Zellen mit annihernder Sicherheit zu erkennen
und ein Urtheil iiber ihre Lage und iiber ihre ungefihre Zahl zn ge-
winnen. Bei manchen anderen Fiirbemitteln wird keine wesentliche
Differenz in der Intensitit der Firbung zwischen ruhenden Kernen und
dem Kerngeriist der in Theilung begriffenen Zellen erzielt.

Bases empfiehlt zur Firbung Anilinwassersaffranin. Durch das-
selbe wird die Firbung in kiirzester Zeit bewirkt: 2 Theile Anilinol
werden mit 100 Theilen Wasser versetzt und Saffraninpulver im Ueber-
schuss zugefiigt. Erwirmen auf 60° Filtriren. Die Lisung hilt sich
2 Monate lang. Will man aus irgend einem Grunde keine Saffranin-
firbung anwenden, so kann man anch mit wisseriger Gentianaviolett-
losung (s. p. 38) tirben. Besonders gut eignet sich aunch Carbolfuchsin
zir Firbung. Eine sehr brauchbare, von Hermaxy angegebene Modi-
fication des Fremmixc'schen Siduregemisches bestent darin, dass man
die Chromsiurelisung durch 1-proe. Platinchloridlosung ersetzt. Da-
durch treten die Spindel, der Central- und Polkirper besonders scharf
hervor.

Beabsichtigt man die in der Fremaise'schen Lisung fixirten
Schnitte in Himatoxylin zu firben, so kann man sich der Bexpa'schen
Methode bedienen, welche dem WeicerT'schen Verfahren zur Firbung
markhaltiger Nervenfasern nachgebildet ist.

Bexpa's Hiimatoxylinfiirbung :

1) Uebertragen der Schnitte in eine concentrirte Lisung von
Cuprum aceticum, 24 Stunden lang bei Briitofentemperatur.

2) Griindliches Auswaschen. shger

3) Firben in 1-proc. wisseriger Himatoxylinlosung, bis die
Schuitte schwarz sind. : :

4) Entfirben in Salzsiture 1 :500, bis die Schnitte gelb sind.

) Neutralisiren der Siure in gesiittigter Cuprum-aceticum-
Lisung.

s
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6) Auswaschen.
7) Alkohol — Oel — Kanadabalsam.

Sublimat. t

Die Conservirung in der gesiittigten, wiisserigen Sublimatlésung
(s. p. 11) gestattet ebenfalls den Nachweis der Kerntheilungsfiguren.
Als Fiirbung empfiehlt sich die von Hemesaax-Browxor (s. p. 39),
durch welche die ruhenden Kerne blauviolett, die in Theilung begriffenen
griin gefirbt werden.

Chromsiiurelisungen.

Dieselben werden in einer Stirke von 03—1,0 Proc. angewandt.
Die Dauer der Einwirkung betrigt im Durchschnitt 24 Stunden bis
mehrere Tage. Die Chromsinre dringt sehr schwer ein, die Stiickchen
miissen daher ganz besonders klein sein.

Rapr’s Chromameisensiinre.

Bereitung: Zu 200 cem einer 0,3-proc. Chromsiurelisung werden
4—b Tropfen concentrirter Ameisensiure gebracht.

Dauer der Einwirkung 12—24 Stunden. Griindliches Auswaschen.
Successive Hiirtung in 30-proc., 60-proc., 96-proc. Alkohol.

For’sche Fixirungsfliissigkeit. :
1-proc. Osminmsiure 2 Ranmtheile

1-proc. Chromsiinre 25 -
2-proe. Essigsiiure b i
Wasser 68 L
Chrompikrinsiure.
Concentrirte wisserige Pikrinsiureldsung 10 Raumtheile
1-proe. Chromsiiure 25 =
Wasser 65 -

Arryany’s Fixirung.

1) Einlegen 1 Stunde lang in 3-proc. Salpetersinre.
2) Griindliches Auswaschen.

3) Nachhérten in Alkohol.

Alkohol. Anch durch absoluten Alkohol allein kann man, wenn
man ihn auf ganz diinne Stiickchen einwirken lisst, eine Fixirung er-
reichen. Heisser Alkohol fixirt bedeutend schneller und leichter. Die
Firbung kann dann nach der Vorschrift von Bizzozero-Vassane be-
wirkt werden.

1) Firbung 10 Minuten lang in Euruicn’scher Gentianaviolett-

losung :
= Gentianaviolett 1,0
Alkohol 15,0
Anilinil 3,0
Wasser 80,0.

2} Schnelles Auswaschen in absolutem Alkohol.

3) Uebertragen in Jodjodkalilosung 1:2: 200, 2 Minuten lang.
4) 30 Secunden in absoluten Alkohol.

5; 30—40 Secunden in Chromsinre 0,1 : 100.

6) Alkohol absolut. 20—30 Secunden.

7) Chromsiure 0,1 :100, 30 Secunden lang.

8) Alkohol absolut. 30 Secunden lang.

9) Nelkenol. Dasselbe wird so oft gewechselt, bis keine Farbe
mehr abgeht.
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Die Umstiindlichkeit und der kostspielige Verbranch von Nelkenil
sind Nachtheile dieser Methode.

Bavmcartex’s Methode., Die Methode von Bavmeartes zur
Darstellung der Kerntheilungsfiguren verdient besondere Erwiihnung,
weil dieselbe combinirt mit einer Firbung auf Bakterien angewandt
werden kann.

1) Hartung mehrere Wochen lang in diinnen Chromsiurelisungen.
2) Firben 5—10 Minuten lang in concentrirter alkoholischer
Fuchsinlisung.

3) Kurzes Abspiilen in Alkohol absolutus.

4) Férben 5—10 Minuten lang in wiisseriger Methylenblaulisung.

Die Anwendung des Methylenblan nach der vorherigen Firbung
mit Fuchsin hat den Zweek, dies letztere aus der Zwischensubstanz
zi verdringen, und so eine intensivere Firbung der Kerne resp. der
Kerntheilungsfiguren zn bewirken.

Will man gleichzeitig auf Bacillen, speciell anf Tuberkelbacillen
untersuchen, so firbt man vorher 24 Stunden lang in Anilinwasser-
methylviolett und entfiirbt mit verdiinnter Siure, resp. schliesst bei
anderen Bakterien mit Hinweglassung der Siure direct das Fuchsin-
methylenblauverfahren an.

Grax’sche Methode., Auch die Gram’sche Bakterienfirbung
(s. p. 60 u. p. 63) gestattet die Darstellung der Kerntheilungsfiguren.
An Priiparaten, die, natiirlich in entsprechend diinnen Scheiben, in
Alkohol gehiirtet waren, werden die ruhenden Kerne durch die Gras'sche
Methode entfirbt (oft nur theilweise), wiihrend die in Theilung be-
griffenen die Farbe behalten.

Darstellung von Zelleinschliissen.

Darstellung der Zellgranula nach Anrmaxs.

1) Conservirung der dem eben getidteten Thiere entnommenen
Organstiickchen, 24 Stunden lang, in einer Mischung von

H-proc. Lisung von doppeltchromsanrem Kali
Z-proe. Lisung von Ueberosmiumsiure
zi gleichen Theilen.

2) Mehrstiindiges Auswaschen in fliessendem Wasser.

3) Hirtung in 7H-proc., dann 90-proc., dann absolutem Alkohol

4) Durchtrinkung mit Xylol und Paraffineinbettung (ef. p. 19).

5) Schneiden.

6) Entfernung des Paraffins aus den auf dem Objecttriiger aufge-
klebten Schnitten mit Xylol; dann Abspiilen mit Alkehol.

7) Auftropfen einer 20-proc. Lisung von Siurefuchsin in kaltge-
sittigtem Anilinwasser und Erwirmen iiber der Flamme, bis
die Lisung dampft. :

8) Abkiihlen lassen und Abspillen des Farbstoffs mit einer
Mischung von

concentr. alkoholischer Pikrinlisung 1 Theil, Wasser 2 Theile.

9) Aufgiessen einer zweiten Menge von Pikrinlisung und vor-
sichtiges Erwiirmen derselben 30—60 Sekunden lang aunf dem
Paraffinofen.

10) Abspiilen mit Alkohol, dann Xylol.

11) Xylol, Kanadabalsam.
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Russern hat zur Darstellung von ZPl'If-uwzlilussml, speziell in Ge-
schwiilsten, folgendes Verfahren angegeben:

1) Hirtung in Alkohol oder MiLLER'scher Fliissigkeit.

2) Fﬁrhung, 10 Minuten lang oder linger, in einer gesittizgten
Lisung von Fuchsin in 2-proc. Carbolwasser.

3) Auswaschen in Wasser, einige Minuten lang.

4) Auswaschen in absolutem Alkohol, ', Minute lang.

5) Férben, 5 Minuten lang, in l-proc. Lisung von Jodgrin in
2-proc. Carbolwasser.

6) Schnelles Entwiissern in absolutem Alkohol, Nelkendl, Ka-
nadabalsam.

Neuntes Capitel

Untersuchung degenerativer Verinderungen.
A) Die Nekrose.

Nekrotische Herde lassen sich, falls sie mit blossem Aunge erkenn-
bar und ihre Bestandtheile isolirbar sind, meist mit Vortheil frisch
nntersuchen; man streicht mit dem Messer iiber den nekrotischen Herd
und vertheilt die an der Messerklinge haftende nekrotische Masse in
Wasser oder in Kochsalzlosung, oder man zerzupit kleine heransge-
schnittene Stiickchen in denselben Fliissigkeiten. Es ist dieses Ver-
fahren z. B. anwendbar bei nekrotischen Herden in Gehirn, Leber, Herz,
Muskeln und Lunge.

Nekrosen einzelner Zellen oder kleiner Zellcomplexe miissen an
Schnitten untersucht werden. Es eignet sich sowohl Hirtung in Alkohol
wie in MinLer'scher Flissigkeit. Immer ist es rathsam, die Priiparate
in Celloidin einzubetten, weil sonst Theile des nekrotischen Herdes
leicht ausfallen kimnen. Zuwr Firbung dienen die gehriuchlichen Kern-
fiirbemittel : Himatoxylin, Alaunkarmin, Lithionkarmin. Da in den
nekrotischen Herden die Zellen und ihre Kerne zu Grunde egangen
sind, 50 werden sie durch Kernfirbemittel nicht mehr gefiirbt und heben
sich daher von ihrer stirker gefirbten Umgebung ‘durch ihre blasse
Farbe ab. Es kommt aber auch manchmal in den nekrotischen Herden
zii einer difiussen, nicht differenzirten Firbung. Ausserdem bemerkt
man oft innerhalb der Nekrosen unregelmissig gestaltete und ungleich
grosse Korner, die den Farbstoff ganz intensiv anfnehmen und zum
Theil als Reste von zerfallenen Kernen aufzofassen sind.

Durch Karmin oder Kosin lassen sich nekrotische Massen diffus
firben. Zur Unterscheidung von einer einfachen Gerinnung resp.
Fibrinbildung dient die Weicerr'sche Fibrinfirbung (s. p. 95), die bei
Nekrosen negativ ausfillt.

B) Einfache Atrophie und Pigmentatrophie.

Leicht isolirbare Gewebsbestandtheile konnen an Zerzupfungs-
priparaten untersucht werden, z. B. Nerven und Muskeln; eventuell
kann man sie, um die Isolirung der Theile zu erleichtern, 24 Stunden
lang in '/, Alkohol oder eine andere Isolationsfliissigkeit (s. p. 6) bringen.
Durch Zusatz von Essigsiure wird das Bild noch deutlicher. Einen
besseren Kinblick erhilt man durch Untersuchung gefiirbter Schnitte
von gehiirteten Priparaten. Zur Firbung empfiehlt sich, wenn es sich



48 Triibe Schwellung., Fettige Degeneration.

um Pigmentatrophie handelt, Lithionkarmin (5. p. 36), weil sich gegen
dessen Farbe das Pigment besser abhebt als gegen Himatoxylin.

C) Triibe Schwellung.

Die Untersuchung wird am besten frisch an izolirten Zellen vor-
genommen, welche dureh Abschaben mit der Messerklinge oder durch
Zerzupfen aus ihrem Zusammenhang heransgeltst und in Wasser ver-
theilt worden sind. Zum Unterschiede von der Verfettung verschwinden
die bei der triitben Schwellung innerhalb der Zellen sichtbaren Kirner
bei Kssigsiinrezusatz, withrend sie andererseits durch Fettlisungsmittel :
Alkohol absol, Aether, Cloroform ete. nicht angegriffen werden.

I}y Fettize Degeneration.

Die Untersuchung wird ebenfalls am besten an frischen Priparaten
vorgenommen, entweder an isolirten Zellen oder an frischen Schnitten.
Die Fettkirnchen, welche sich innerhalb der Zellen finden, zeigen gegen-
iiber von Reagentien folrende mikrochemischen Eigenschaften:

1) Sie verschwinden auf Kssigsiurezusatz nicht.

2) Sie sind resistent gegen dimne Kali- und Natronlauge (s p. 8).

3) Auf Zusatz von 1-proe. Osmiumsiinre werden sie schwarz gefiirbt.

4) Sie lisen sich auf Zunsatz von Cloroform und Aether.

Will man diese letztere Reaction anwenden, so muss man das
Priparat zuerst durch absoluten Alkohol entwiissern, dann eine Zeit
lang Chloroform oder Aether einwirken lassen, diese wiederum durch
Alkohol entfernen und schliesslich in Kochsalzlisung untersuchen.

Zur Hiirtung ist der Alkohol nicht geeignet, weil er das Fett nach
und nach anflist. Bei Hirtung in MUnoer'scher Flissigkeit bleiben
die Fetttriopfehen zwar erhalten, sie fliessen aber theilweise zn grisseren
Tropfen zusammen. Dagegen erhiilt man sehr gnte Resnltate mit der
Marcur'schen Hirtungsmethode (s. p. 107). i

Sehr empfehlenswerth ist ferner die Hiartung in
Fremming'scher Liosung (s. p. 43), 4 Tage lang, danach sorg-
filltizes, his 24 Stunden langes Auswiissern, Nachhiirtung je einen Tag
in 30-proc., 60-proc., 96-proc., Alkohol nnd eventuell Celloidineinbettung.
Wenn die Stiicke nicht sehr sorgfiltie ausgewaschen werden, so bilden
sich schwarze Niederschlige; zur Vermeidung solcher empfiehlt ausser-
dem Fresmaixe noch, die Osmirung in einem dunklen Raume vorzu-
nehmen. Die Priparate werden auf dem Gefriermikrotom geﬁcimit.t_en
und kinnen mit Saffranin (s. p. 44) gefirbt werden. Manchmal ist
nebenbei zum Vergleich emne einfache Firbung mit Eosin von Nutzen.

Nach der Firbung kurzes Entwiissern in abselutem Alkohol, Auf-
hellen in Oel und Einschluss in Kanadabalsam. Das zur Aufhellung
benutzte Oel muss aus den Schuitten sehr sorgfiltiz entfernt werden.
Terpentinil ist moglichst zu vermeiden, auch lingeres Verweilen in
Xylol (z. . bei der Paraffineinbettung), da beide Stoffe, ebenso wie
Aether und Creosot, das osmirte Fett lisen. Dasselbe wird nicht ge-
lisst in Alkohol, Chloroform und Nelkenil. Zum Einschluss wiihlt man
harten, iiber der Flamme fliissiz gemachten Kanadabalsam, der schnell
wieder erhiirtet. In dem gewihnlichen, diinnfliissigen Xylolkanada-
balsam diffundiren die Fetttripfchen zum Theil

Bei allen Priparaten, bei denen zur Fixirung und Schwarzfirbung
des Fettes stiirkere Osminmsinrelisungen angewandt sind, miissen die
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Stiicke, nachdem man sie aus der Osminmsinre heransgenommen hat
und bevor man sie in Alkohol iibertrigt, sehr griindlich aunsgewaschen
werden. Im anderen Falle zieht, wie das namentlich HErpESHATS her-
vorgehoben hat, der Alkohol ans dem Gewebe iiberschiissige Osmium-
siinre und wahrscheinlich auch reducirende Substanzen aus, so dass
die Fliissigkeit mehr oder weniger schwarz erscheint, weil sich Os-
minmsiiure in feinsten Partikelchen ausscheidet. Was aber im Alkohol
ausserhalb des Priiparates und um dasselbe geschieht, das kann sich,
Wiﬁ HemExmamw betont, auch in demjenigen Theil des Alkohols er-
eignen, der das Priparat durchtriinkt. Das sehwarze Metall bildet dann
einen Beschlag auf den Geweben auch da, wo von einem Fettgehalt
nicht die Rede sein kann. Derartige Trugbilder werden aber vermieden,
wenn man die iiberschiissige L}Suniumsiium durch Auswaschen in 1‘&‘1(:11-
lichen Mengen von Wasser vor dem Einlegen in Alkohol entfernt.

E) Schleimige Entartung.

Schleimig entartete Gewebe werden am besten frisch untersucht.
Da nicht nur Essigsiinre, sondern auch Alkohol Gerinnung bewirkt, so
ist zur Hirtung MiorLer'sche Flissigkeit zn wiihlen.

Zum Nachweis des Mucins empfiehlt Hover Hiirtung resp. Fixirung
in Sublimat und nachherige Paraffineinbettung; doch lisst sich die
Firbung anch an Celloidinpiéiparaten erzielen.

Das Muein firbt sich gut mit allen basischen Anilinfarben, ganz
besonders mit Methylenblan (in wisseriger Lisung).

Mit dem als Amethyst bwewlmum Thionin der Firma Joh.
Rud. Geigy u. Comp., Basel?), sowie mit Tolunidinblau (2 Tropfen einer
cesiittigten  wiisserigen Lisung auf 5 eem Wasser) erhillt man eine
Doppelfiirbung, indem das Mucin blauroth bis rothviolett, die iibrigen
Bestandtheile des Gewebes aber hellblan werden.

Eine gute Firbung des Mueins erhilt man auch mit der vax
Giesox'schen Methode (p. 41).

F) Colloidentartung.

Gewebe mit theilweiser colloider Entartung kinnen in Alkohol
oder MiLLer'scher Flissigkeit gehiirtet werden. Zur Firbung eignet
sich sowohl Himatoxylin wie namentlich Doppelfirbung mit Hiima-
toxylin und Eosin.

Durch die vax Giesox'sche Firbung (s. p. 41) wird das Colloid
gelbroth, oft auch leuchtend roth gefiirbt, so dass es in Schnitten sich
auf das dentlichste von den iibrigen Gewebsbestandtheilen abhebt.

Die Farbenreaction allein geniigt aber nicht zur Unterscheidung
von Hyalin, da Colloid manchmal ebenso lenchtend roth gefirbt wind
wie Hyalin.

G) Amyloidentartung.

Amyloid entartete Gewebe kiinnen an frischen Schnitten, die sich
wegen der festen Consistenz leicht anfertigen lassen, oder nach vorher-
cegangener Hirtung in Alkohol oder MLLLI r'scher Fliissigkeit unter-
sucht werden.

Zur Erkennung der amyloiden Degeneration dienen die nach-
folgenden Reactionen:
) Thionin ist jetzt auch von deutschen Firmen zu bezichen.
von Kahldon, Technik der histologischen Untersuchung. 4. Auil. 4
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a) Jodreaction

Man bringt die Schuitte in eine cognakbraune Jodlosung, die man
sich durch Verdimnen der gewdhnlichen Lucov'schen Lisung (s. p. 8)
mit destillirtem Wasser herstellt. Nach 3 Minuten wiischt man in
Wasser aus und untersucht in Glyzerin. Die amyloid degenerirten
Partien erscheinen dann braunroth, wihrend das iibrige Gewebe eine
hellgelbe Farbe angenommen hat.

Die brannrothe Farbe wird noch glinzender, wenn man zn der
Jodlosung 25 Proe. Glyzerin zusetzt. Die Farbenreaction ist vergiing-
lich. Schnitte kionnen aber als Danerpriiparate aufgehoben werden,
wenn man das von Laxemaws filr Glycogenpriparate empfohlene Ver-
faliren (s. p. 52) anwendet.

b) Jod-Schwefelsiinrereaction.

Legt man einen, in der eben angegebenen Weise mit Jod be-
handelten Sehnitt in 1-proc. Schwefelsiiure, so wird die braune Farbe
der amyloid degenerirten Theile entweder eine gesiittigtere, oder sie
oeht in eine violette, blane, bis griine Firbung iiber. Manchmal treten
einzelne dieser Farbennuancen schon bei blosser Jodbehandlung anf.

Reactionen mit Jod, die der Amyloidreaction d@hnlich sind, geben

1) Die Corpora amylacea, die sich hauptsichlich in der
Prostata und im Centralnervensystem finden. Sie fiirben
sich mit Jodjodkalilisung braun, withrend das iibrige Gewebe
gelb bleibt.

2) Amylumkirner firben sich mit sehr verdiinnter
Livcor’scher Jodlosung (1 : 4—5) blaw.

3) Cellulose in PHlanzentheilen firbt sich in einfacher Jod-
lisung gelb. Liisst man nun aber nach kurzem Abspiilen in
Wasser vom Rande des Deckglischen her reine Schwefelsiinre
zufliessen, so fiirbt sich Cellulose da, wo die Schwefelsiure
frisch zur Einwirkung kommt, kornblumenblau.

¢) Methylviolettreaction.
1) Firben in einer 1-proe. Methylviolettlosung, 3—5 Minuten.
2) Answaschen in destillirtem Wasser, dem 1 Proe. Salzsiinre
zngesetzt ist.
3) Untersuchung in Glyzerin.

Die Amyloidsubstanz ist purpurroth, das iibrige Gewebe blau gefiirbt.
Die Firbung hillt sich in Glyzerin eine Zeit lang, so dass man die
Schmitte nach Umrandung mit Wachs und Ueberziehen mit Maskenlack
auch als Dauerpriiparate aufheben kann. Eine fast gleiche Reaction
riebt Gentianaviolett, Auch mit der sog. Leonhardi'schen Tinte, die
Methylviolett enthilt, kann man die Reaction erzielen.

Entwiisserung der Schnitte in Alkohol und Einlegen in Kanada-
balsam ist unzulissiz. Dagegen hilt sich die Farbe verhiltnissmiissig
lange, wenn man in einer gesiittigten Lisung von Kali aceticum con-
servirt. Ebenso ist zur Einbettung Liivulose (WriGERT) oder statt der-
selben auch der billigre Zuckersyrup empfohlen worden.

d) Methylgriin.
Wendet man Methylgriin in derselben Weise an wie Methylviolett
sub ¢, so fiirben sich die amyloiden Partieen violett, das iibrige Gewebe,
namentlich die Kerne, griin.




Hyaline Degeneration. Glykogen. bl .
e) Jodgriin.
1) 24 Stunden langes Fiirben frischer oder gehiirteter Schnitte
in einer Lisung von
Jodgriin 0.5
Aqu. dest.  150.
2) Einfaches Abwaschen in Wasser.

Die amyloiden Massen werden rothviolett, die iibrigen Gewebe
bleiben griin. StinLixe rithmt dieser Reaction gegeniiber dem Methyl-
violett eine grissere Sicherheit nach.

f) Methode von Biken-HirscHFELD,

1) Fiirben in einer 2-proe. spirvitndsen Bismarckbraunlosung (s.
p. 38), & Minuten lang.

2) Abspiilen in absolutem Alkohol.

3) Auswaschen in destillivtem Wasser, 10 Minuten lang.

4) Fiirben in 2-proc. Gentianaviolettlisung, 5—10 ‘uhl‘:utml

) Auswaschen in angesiinertem Wasser: 10 Tropfen Essigsiure
auf ein Uhrschiilchen mit Wasser.

) Einschluss in Livulose.

Diese Methode gewiihrt eine sehr scharfe Abgrenzung der amyloid
degenerirten Partien gegeniiber dem anderen Gewebe, dessen Kerne
braun gefiirbt sind.

g} Doppelfirbung mit Himatoxylin und Eosin

Diese ist niemals zn unterlassen, wenn man das Verhalten der
amyloiden Substanz zu den einzelnen Gewebshestandtheilen untersuchen
will. Man erhilt sehr klare Bilder, an denen man sich oft besser
orientiren kann als an den einer specifischen Amyloidreaction unter-
worfenen Schnitten. Die amyloide Substanz firbt sich rosa, die Kerne
der atrophischen Zellen sind auch in unmittelbarer Nihe der Amyloid-
schollen gut zun erkennen, wihrend sie bei den Amyloidreactionen hier
oft verdeckt werden.

h) vax Giesox'sche Firbung.
st ganz besonders geeignet, nm die Beziehungen der Amyloidsubstanz,

welche rosa bis braunroth gefiirbt wird, zu den iibrigen Geweben da-
znstellen,

H) Hyaline Degeneration.

Zur Untersuchung derselben bedient man sich der Doppelfirbung
mit Himatoxylin und Eosin. Aber auch bei einfach gefirbten Schnitten
tritt schon die homogene, glasige Beschaffenheit des hyalin entarteten
Bindegewehes meist hinreichend dentlich hervor.

(Ganz besonders gnt eignet sich zum Nachweis des Hyalins die
‘I-'A]:{ {}ﬁrsuﬂ'mlle Methode, welche demselben eine leuchtend rothe Farbe
verleint.

I) Nachweis von Glykogen.

Die Stiicke, z. B. Nieren von Diabetikern oder Geschwulsttheile,
miissen moglichst frisch in Alkohol gehiirtet sein; da Wasser das
Glykogen auszieht, so ist Minner'sche Flissigkeit nicht zu verwenden.
Legt man die Schnitte in eine schwache Jodlsung, so firbt sich das
Glykogen weinroth. Da sich aber anch bei der Jodlisung, der Einfluss

des Wassers unangenehm bemerklich macht, so benutzt man nach
g
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Enruicn zur Firbung eine dicke Gummilisung, der 1 Proe. Lucorn'sche
Liosung zugesetzt ist, und bewalrt die Schnitte auch in dieser Li-
sung auf.

Ebenso kamin man die Schnitte in Glyzerin untersuchen, dem die
Hiillfte seines Volumens Lucon'sche Lisung beizemischt ist. Diese
Untersuchungsmethode hat den Vortheil, dass die Schuitte zugleich
stark smf;-:uhellt werden.,

Nach Laxeuaxs eignet sich zor Aufhelling und zur Conser-
virnng Origanumil ganz besonders gut. Man darf aber die vor dem
Ei]l](‘.g‘i’ll in Origanumol nithige Entw dsserung der Schuitte nicht in
reinem absolutem Alkohol vornehmen, der das Jod sofort anszieht, son-
dern in einer Mischung von 4 Theilen absoluten Alkohols, und 1 Theil
officineller Jodtinetur. Das Verfahren ist demmach folgendes:

1) Hértung, miglichst frisch in absolutem Alkohol.

2) Fiirben in Lvcon'scher Lisung.

3) Entwiissern in einer Mischung von Jodtinctur 1 Theil, Alkohol
absolut. 4 Theile.

4) Aunfhellen und Conserviven in Origannmil.

Livsarscu giebt an, dasssich Glykogin auch nach der Weicerr'schen
Fibrintirbungsmethode gut darvstellen lisst, man davt aber die Jodlosung
nur ganz kurze Zeit emwirken lassen.

K) Impriignation mit Kalksalzen.

Die Kalksalze bilden im Gewebe bei frischer Ablagerung glinzende
Kirner, welche durch 5-proe. Salzsiiure anfoelost werden, die man vom
Rande des Deckglases her dem Schnitt zufliessen lisst. Die vorher
undurchgichtigen Partien werden in Folge der Lisung des Kalkes durch-
gichtig, und zwar liost sich der kohlensaure Kalk unter Bildung wvon
Lauftblasen, der phosphorsanre ohne solche. Bei beginnender Verkalkung
firbt sich das Gewebe mit Himatoxylin oft intensiv blau; ebenso ver-
kalkt gewesenes und durch Siure entkalktes Gewebe, z. B. verkalkte
Knorpelgrundsubstanz an der endochondralen {}mlﬁ:-ununsgrenze

L) Pigmentbildung.

In hiimorrhagischen Herden befindet sich einmal Himatoidin,
sowohl amorph wie in Form von rhombischen Tifelchen. Dasselbe ist
an seiner orangegelben oder mehr rothen Farbe leicht zu erkennen.
Daneben kommen aber amorphe gelbe bis schwarzbraune Schollen vor,
die man ihres Eisengehaltes wegen unter dem Namen Himoside-
rine” zusammenfasst.

Die Himosiderine resp. ilr Eisengehalt wird nachgewiesen:

a) durch Ferrocyankaliumlésung und Salzsdure.

Man bringt die Schnitte fiir einige Minuten in eine 2-proc. wiisserige
Ferrocyankaliumlisung und von da in Glyzerin, dem '/,-proe. Salzsiure
zugesetzt ist. Die Himosiderine nehmen dann eime deutlich hlaue
Farbe an.

Will man Dauerpriparate herstellen mit. glem‘tumtl:rea Kernfiirbung,
so verfihrt man in folgender Weise. Man setzt der gewdhnlichen
Lithionkarminlisung (s. p. 36) einige Tropfen Ferrocyankaliumlisung
zii und behandelt entweder in salzsiurehaltigem (Glycerin nach, oder
man wischt in Salzsiiurespirvitus (s. p. 36) aus, ibertrigt in Wasser,
entwiissert in Alkohol und schliesst in Kanadabalsam ein.

G
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Besonders zu empfehlen ist, sowohl was die Kernfiirbung wie die
Ansdehnuug der Eisenreaction betrifit, das Verfahren von H. Stigna:
1) Vorfirbung, mehrere Stunden lang, in Lithionkarminlisung.

2) Kurzes Abspillen in destillivtem Wasser.

3) Uebertragen filr 4—6 Stunden lang in 2-proe. Ferrocyan-
kalinmlisung.

4) Uebertragen in 1-proc. Salzsiurespiritus fiir 6—12 Stunden.

; Kurzes Abspiilen in Wasser, Spiritus, Alkohol abs., Hopfenil,
Kanadabalsam.

Man kann iibrigens aunch zuerst die Eisenreaction mit Ferroeyan-
kalium und Salzsiureglycerin anstellen, dann die Schnitte auswaschen
und mit Alaunkarmin nachfirben.

b) Nachweis durch Schwefelammonium.

1) Einlegen der Schnitte in frisch bereitete Schwefelammonium-
lisung, 5—20 Minuten lang, bis sie eine dunkelgriine oder
schwarzgriine Farbe angenommen haben.

Rasches Abspiilen in Wasser.

-l% Untersuchung und Conservirung in Glyzerin, welches schwach
schwefelammoninmhaltig ist.

Das Eisen tritt dann in Gestalt von Kleinen schwarzen oder schwarz-
griimen Kirnchen hervor.

Man kann die Priiparate anch aus dem Wasser in Alkohol, Nelkenil,
Kanadabalsam bringen.

In nenerer Zeit hat Zanewskr einige Modificationen der Ferro-
cyankalinm- und Schwefelammoninmreaction angegeben.  Zunnichst
empfiehlt er, die Reactionen nicht an einzelnen Schnitten, sondern an
kleinen Stiickchen, entsprechend der Methode der Durchfirbung, an-
zustellen.

Die Ausfiihrung ist dann folgende:

a) Schwefelammoninm.

1) Conservirnng der Stickchen, 24 Stunden lang, in 65- ]uw
Alkohol.

2) Hirtone, 24 Stunden lang in 96-proe. Spiritns, dem einige
Tropfen starkes, zelbes Schwefelammonium zngesetzt sind;
von Zeit zun Zeit umzuschiitteln!

3) Hirtung in absolutem Alkohol, der mit einizen Tropfen
schwefelammonium versetzt ist.

4) Schneiden ete.

Der Alkohol soll das Gefiiss bis zum Rand fiillen, um den oxy-
direnden Einfluss der Luft auszuschliessen. Korkpfropfen diirfen zum
Verschluss nicht angewandt werden, weil sie schon an und fiir sich
mit Schwefelammonium eine Eisenreaction geben. In schwefelammo-
ninmhaltigem Alkohol kimnen die Stiicke lange Zeit aufbewahrt werden.

b) Gelbes Blutlaugensalz.

1) Conservirnng der Stiickchen, 24 Stunden lang, in 653-proc.
Alkohol.

2) Uebertragung in 1-proc. ') Lisung von gelbem Blutlangensalz
in 96-proe. bplrltm 2—3 Tage lang.

3) Uebertragung in 1-proc. T.mlm# von gelbem Blutlangensalz
in 65-proe. Spiritus.

1) Ich habe eine so starke Lisung in 96-proc. Spiritus nicht er-
zielen konnen,



o4 Untersuchung wuchernder und entziindeter Gewebe.

4) Uebertragung in 1—2-proe. Salzsiiurespiritns. (Spirviuts = 96-
proc.), 2—3 Tage lang.
5) Sehneiden ete. Nachtrigliche Karminfirbung gelingt sehr gut.

Die Behandlung wmit 65-proe. Spivitus (unter 3) wird eingeschoben,
um das spitere Eindringen der Salzsiiure zu erleichtern. Die mit
gelbem Blutlaugensalz behandelten Stiicke eignen sich besser zur nach-
triiglichen Firbung als die mit Schwefelammonium behandelten.

In analoger Weise, wie gelbes Blutlaugensalz, kann man fir Eisen-
{n{:,dlll\mhindungvn anch rothes Bhltldu"-‘enbdlz: ( Blaufiirbung) und fiir
Kisenoxydverbindungen anch Rhodankalium (Blutrothfirbung) anwenden,
jedesmal mit nachfolgender Salzsinrebehandlung.

Wenn man auf Eisen untersuchen will, darf man natiivlich keine
Stahlnadeln anwenden und muss iilJErhaulrt den Contact mit eisen-
haltigen Gegenstinden sorgfiltiz vermeiden.

Quixcke hat als Nachtheil der Ferrocyankalinmmethode angegeben,
dass sie das Eiweis stark coagulirt und leicht in die Umgebung dif-
fundirt. Dieser letztere Umstand ist von geringerer Bedentung, wenn
man die Entstehung der Reaction in hd]zmullt‘lmltl*‘*’{*ln Glyzerin direct
unter dem Mikroskop verfolgt.

Andererseits darf nicht umbeachtet bleiben, dass Schwefelammoninm
ahnliche Niederschlige, wie mit Eisen, noch mit einer ganzen Reihe von
anderen Metallen macht, von denen ein praktisches Interesse im vor-
liegenden Falle namentlich salpetersaures Silber, Blei und Quecksilber
haben diirften.

Manchmal mag es deshalb von Vortheil sein, beide Reactionen
neben einander in Anwendung zu ziehen.

Zn bemerken ist ferner, dass nicht alle Pigmente, auch wenn sie
zweifellos Eisenverbindungen darstellen, die genannten Reactionen geben.
Einmal kann die Verbindung des eisenhaltizen Pigments mit dem Ge-
webe eine derartize sein, dass eine Reaction ausbleibt; und dann
scheinen auch die Pigmente nur in einem gewissen & Stadium die Eisen-
reaction zn geben. Bei ganz frischen Pigmenten und ebenso bei ganz
alten tritt sie nicht ein.

Will man einfach die Lage des Pigments "wtl'l.{lll"t-'ll g0 eignen sich
fir die Schuittfirbung am meisten rothe Farbstoffe (Lithionkarmin,
Boraxkarmin, Alaunkarmin), weil sich diesen gegeniiber das Pigment
besser abhebt. Alaunkarmin ist mehr zu empfehlen als |J1ﬂllﬂllkfll'l]llll
weil bei ersterem kein Auswaschen in Salzsiinre nothig ist.

Darstellung der Himinkrystalle s p. 126

Zehntes Capitel.
Untersuchung wuchernder und entziindeter Gewebe.

Zur frischen Untersuchung von Geschwiils ten zum Zweck der
Diagnose wendet man das h*rzupfuugm erfaliven an, wenn es sich um
’I‘umnren mit viel Bindegewebe handelt. Bei fElll‘E]LhEll Geschwiilsten,
namentlich Sarkomen und Carcinomen. kann man durch blosses Uaher—
streichen mit dem Messer Material gewinnen, um die Form, Grisse
und Art der Zellen festzustellen.

Eine sehr schnelle Diagnose am Schnittpriiparate ermiglicht die
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Hirtung in Formalin mit nachfolgendem Schneiden auf dem Gefrier-
mikrotom.

Wuchernde und entziindete Gewebe werden in Fressusa’scher
Liisung. in Mirner'scher Flissigkeit oder in Alkohol gehiirtet.

Vor allem ist die Mitnner'sche Flissigkeit anzuwenden, wenn es
daranf ankommt, entweder Schrumpfungen der Gewebe miglichst zu
vermeiden oder das Blut in den Gefiissen zn erhalten. Zarte, zellreiche
Gewebe, weiche Sarkome, myxomatise Geschwiilste, Gliome, Knehon-
drome ete. fiirhen sich nach Hirtung in Mirnuer'scher Flissigkeit weit
schimer als bei Alkoholhiirtung. Auch die Zeskew'sche Fliissigkeit (s
p. 11) ist empfehlenswerth.

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

Wenn man genauere Untersuchungen iiber die in wnehernden (Ge-
weben, z B. in Geschwiilsten, enthaltenen Zell- und Kernstructuren
anstellen will, so kann man einmal eine miglichst frische Untersuchung
der Zellen in indifferenten Lisungen, etwa 0.6-proe. Kochsalzlisung,
vornehmen. Von Arxonp wird eine ganz schwache Liisung von Methyl-
griin in 0.6-proc. Kochsalzlisung als sehr geeignet zur Untersuchung
von Zellen und von deren Kernen empfohlen. Ganz besonders kommen
aber auch hier in Betracht Priiparate, die nach den fiir Darstellung der
Kerntheilungsfiguren (s. p. 43) empfohlenen Methoden behandelt sind.
Am besten eignet sich dazu die Fresanc'sche Losung. Die Unter-
snchung von Kerntheilungsfignren ist ferner ganz unerlisslich, wenn
man entscheiden will, von welchen Zellarten bei entziindlicher Nen-
bildung, bei Hyperplasien, bei Tumoren ete. die Wuchernng resp. die
Gewebsneubildung aunsgeht. Bei Tumoren withlt man zun derartigen
Untersuchungen Theile, die der Grenze zwischen Geschwulst und pri-
existirendem Gewebe entnommen sind.

I)ie Schnitte sind in erster Linie mit kernfirbenden Mitteln
zit behandeln. Dabei ist zu bemerken, dass sich gewdhnlich die ver-
schiedenen Zellarten in verschiedener Intensitiit fiirben.  Am dunkelsten
werden namentlich durch Himatoxylin die Lenkoeyten tingirt, so dass
man schon in der Farbenreaction ein wichtiges Hiilfsmittel hat, um die
ausgewanderten, weissen Blutzellen vesp. entziindlichen Infiltrate von
den priexistirenden Gewebszellen, anch wenn sie im Uebrigen iilmliche
Form besitzen, zun mnterscheiden,

In ehronisch entziindeten Geweben, und zwar vorwiegend im Binde-
gewebe, finden sich oft in grosser Zahl die sog. Mastzellen. Die-
selben sind 2 -3 Mal so gross, wie Leukoeyten, haben einen blassen
Kern und e grobkirniges Protoplasma, dessen einzelne Korner sich
mit basischen Anilinfarben, also mit denselben Firbemitteln, mit denen
anch die Bakterien tingirt werden, firben. Der Kern selbst hleibt
dabei meist ungefiirbt.

Zur Darstellung der Mastzellen wverfihvt man nach
Enrrici in folgender Weise:

1) Alkoholhiirtung.
2) 12—24 Stunden firben in:
Diahlia, im Ueberschuss

Alkohol absolut. 50  cem
Aqu. destillat. 100
Kisessig 125

3) Auswaschen in Wasser.



Hh Entziindungsversuch am lebenden Thier.

Will man in einem entziindeten Gewebe ausser den Mastzellen auch
die Zellkerne fiirben, so wendet man nach Enrvicn-Wesrenan folgendes
Verfahren an:

1) Firbung 24 Stunden lang in:

Dahlia, cone. alkoholische Lisung l
Alaunkarmin ana 100,0
Glyzerin

Eisessig 20,0

2) Auswaschen in Alkohol.
3) Oel, Kanadabalsam.

Die Kerne im Gewebe sind roth gefiirbt, die Granulationen der
Mastzellen und die Bakterien blan.

Der Entziindungsprocess am lebenden Gewebe wird
gewdhnlich am Mesenterium des Frosches studirt.

Man wihlt zur Untersuchung grosse, minnliche Thiere, weil bei
Weibchen sich die Sexunalorgane bei dem Herausziehen des Mesenterinms
oft stirend in den Weg legen. Man bliist dem Thiere mit einer Glas-
pipette 2 Tropfen 1-proe. wisseriger Curarelisung unter die Haut, die
man, am besten am Oberschenkel, mit einer feinen Hohlscheere an einer
kleinen Stelle spaltet. Nach etwa 1,—3/, Stunde ist dann das Thier
bewegungslos, Nun spaltet man in der Axillarlinie die Banchwand, und
gwar zunichst die Haut, dann die Musculatur und eriffnet schliesslich
etwa in der Ausdehnung eines Centimeters mittels eines von oben nach
unten verlaufenden Schnitts die Bauchhéhle. Sowie bei den einzelnen
Phasen des Schuitts eine Blutung auftritt, sueht man diese, bevor man
weiter nach der Tiefe vordringt, zu stillen, was gewihnlich durch Auf-
driicken von Fliesspapier gelingt.

Dann zieht man eine Darmschlinge sammt ihrem Mesenterinm vor
und spannt diese letztere iiber einen Korkring, den man mit dem Loch-
eisen ans einer Korkplatte ausgeschunitten und mittels Siegellack anf
einer Glasplatte befestigt hat. Das Mesenterium wird mit Karlsbader
Nadeln fixirt, welche man durch den Darm anf dem Kork festheftet.
Natiirlich muss die Curarvisirung eine vollstiindige sein, weil sich sonst
das Thier loszerrt.

Als Unterlage eignen sich namentlich die Glasplatten, wie sie zn
Plattenculturen im Gebrauch sind. Man befestigt dann den Kork an
einer Liingsseite, so dass das Thier neben dem Kork aunf der Platte
ausgiebigen Platz findet. Das Thier wird mit Ausnahme derjenigen
Stelle fiber dem Korkring, welche man unter das Mikroskop bringt,
canz mit Fliesspapier bedeckt, welches mit Wasser durchtrinkt ist.

Man kann dann meist schon nach ?/, Stunde den Beginn der Aus-
wanderung der weissen Blutkirperchen beobachten und die Beobachtung
Stunden lang fortsetzen, wenn nur das Thier ganz mit fenchtem Fliess-
papier bedeckt ist. Will man die Untersuchung fiber einen Tag hinaus
ansdelimen, =0 muss man von Neuem curarisiren.

In iihnlicher Weise kann auch die Schwimmhaut und die Zunge
des Frosches zur Beobachtung der Circulation benutzt werden.
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Elftes Kapitel
Untersuchung von Bakterien.

A) Bakterien in Fliissigkeiten.

Bakterien in Flissigkeiten kann man nach folgenden Methoden
untersuchen:

1) Untersuchung der ungefiirbten Bakterien auf dem
Objecttriger.

Man bringt von der zu untersuchenden Fliissigkeit einen Tropfen
auf den Objecttriger, entweder unverdiinnt oder, wenn die Fliissigkeit
sehr reich an zel]lg*vn Bestandtheilen ist, mit etwas destillirtem Wasser
verdiinnt, und deckt mit einem Ilﬂtkf"lﬂﬂ ZI.

Man untersucht dann mit starker Vergrissernng und enger Blen-
dung. Man kann sich die Untersuchung erleichtern, und sich, nament-
lich wenn es sich um Kokken handelt, vor einer Verwechslung mit
Eiweisskirnehen schiitzen, wenn man zu dem Priiparat verdiinnte
Essigsiiure oder 2-proc. Kalilange bringt, gegen welche die Bakterien
gich — mit Ausnahme der Recurrensspirillen — resistent verhalten.
Ebenso werden Bakterien durch Alkohol, Chloroform und Aether nicht
veriindert, withrend Fetttripfchen verschwinden.

In den meisten Fillen sichert iibrigens schon die ganz gleich-
miissige Form und Grisse der Bakterien, oft anch ihre eigenthiimliche
Lagernng in Ketten-, Tranben- oder Zoogloeaform vor Trrthiimern.

Will man Bakterien aus einer Cultur frisch untersuchen, s0 bringt
man mit einer ausgegliihten Platinise etwas von der Cultur in einem
Tropfen Wasser antf den Objecttriger und verreibt es anf diesem. Statt
des destillirten Wassers kann man auch 0.6-proe. Kochsalzlisung oder
Bouillon verwenden. Die Eigenbewegung der Bakterien sistirt man, wenn
gie fiir die Untersuchung stirend mul dadwreh, dass man vom Rande
des Deckglischens aus einen Tropfen bublmmtlmtmw zufliessen lisst.

2) Die Untersuchung im hiingenden Tropfen.

Dieselbe ist viel bedentsamer, weil sie auch die Lebensbedingungen
der Bakterien fortgesetzt zu beobachten gestattet.

Man bedient sich dazu der hohlgeschliffenen Objecttriiger, welche
in der Mitte eine uhrschalenfirmige Vertiefung besitzen. Diese Ver-
tiefung wird rings an ihrem Rande mit einer ganz dimnen Schicht
Vaseline bestrichen, damit die kleine feuchte Kammer, welche gebildet
wird, wenn man anf diese Vertiefung das Deckglas auflegt, luftdicht
abgeschlossen werden kann.  Nun bringt man auf die Mitte des vorher
sorgfiltiz gereinigten Deckglases vermittels der Platinise einen feinen
Tropfen der zu unter suchenden I¥ liissigkeit und legt dann das Deckglas
g0 anf die Vaselinschicht, dass der 'I‘mpﬁ,][ nach unten in den Hohl-

raum des Objecttriigers frei herunter hiingt. Objecttriger und Deckglas,
sowie alle sonstigen zur Verwendung kommenden Instrumente milssen
durch Ausglithen gut sterilisirt sein.

Auch im hiingenden Tropfen untersncht man mit enger Blendung.
Vor allem muss man sich hiiten, bei der nicht ganz leichten groben
Einstellung des Tubus das Deckgliischen einzudriicken, Hat man die
Unter tzuchung im hingenden Tropfen beendigt, so kann man das Deck-
glas abheben, etwa anhaftende Vaseline mit Benzin entfernen und dann,
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nachdem der etwas ansgestrichene Tropfen angetrocknet ist, noch nach-
triiglich firben.

Will man die biologischen FEigenschaften bestimmter Bakterien,
die man z B. in einer Reinkultur geziichtet hat, studiren, so bringt
man auf das Deckglischen einen Tropfen sterilisirter Bounillon und
impft dann den Bouillontropfen mittels einer ausgeglithten Platinnadel
von der betreffenden Reincultur. In dieser Weise kann man die Unter-
snchung im hingenden Tropfen Tage lang fortsetzen und auch zwischen-
durch das Priparat im Briitofen verweilen lassen.

3) Nachweis der Bakterien durch das Fiarbungsver-
fahren.

Fiir die Firbung der Bakterien kommen fast ansschliesslich die
basischen Anilinfarben in Betracht, und zwar sind am meisten in Ge-
brauch: Gentianaviolett, Methylenblan, Methylviolett, Fuchsin und
Bismarckbraun (Vesuvin). Diese Farben kommen meistens in wiisseriger
Lisung zur Anwendung., Da nun diese wisserigen Lisungen nicht sehr
halthar sind, so hilt man sich von den genannten Farbstoffen am besten
concentrirte alkoholische Lisungen vorrithig, von denen man sich dann
vor dem jedesmaligen Gebrauch durch Eintrinfeln in destillivtes Wasser
eine frische wiisserige Lisung bereitet, die einen Farbstoffzehalt von
etwa 1—1', Proc. haben soll. Die Wirkung und Firbekraft der
Anilinfarben wird verstirkt:

a) Durch Erwiarmung, entweder lingere Zeit bei Briitofentemperatur,
oder fir kurze Zeit iiber einer Spirituslampe, bis von der Oberfliche
der Fliissigkeitsschicht Dimpfe aufzusteigen beginnen.

b) Dureh einen Zusatz von Kalilauge. Dieser bediente sich Koen,
gusammen mit dem Einfluss der Wirme bei der urspriinglichen Tuberkel-
bacillenfiirbung,

Jetzt kommt die Kalilange vorwiegend noch in der Lilvrrer'schen
Methylenblaulisung zur Verwendung, welche wegen ihrer vielfachen
(iebranchsfihigkeit und ihrer Haltbarkeit eine Art von Universalfiirbe-
mittel fiir Bakterien darstellt.

¢) Durch Lisen der Farbe in Anilinwasser. Zur Bereitung des
Anilinwassers giesst man 5 Theile Anilinél zu 100 Theilen Wasser und
schiittelt ordentlich mm. Die beim Schiitteln entstehende milehige
Flissigkeit filtrirt man. Sie muss dann klar und vollkommen durch-
sichtig abfliessen. In dem Anilinwasser wird dann entweder direct die
Farbe gelist, oder man giesst von einer concentrirten alkoholischen
Losung so viel zu, bhis eine deutliche Opalescenz eintritt.

Man verwendet hauptsichlich Anilinwasserfuchsin nnd Anilinwasser-
gentianaviolett,

d) Ebenso wie Anilinwasser verstirkt auch 5-proc. Carbolwasser
die Wirkung der Anilinfarben. Die Carbolwasserlosungen der Amnilin-
farben sind ganz besonders zn empfehlen wegen ihrer ausgezeichneten
Firbefiihigkeit und wegen ihrer Haltbarkeit. .

Die Entfernung der iiberschiissigen Farhe geschieht bei weitem in
den meisten Fiillen durch einfaches Auswaschen in reichlichen Mengen
von destillirtem Wasser.

Ausserdem kommen in Betracht:

a) Alkohol,

b) verdiinnte Essigsinre, meist ',,—1-proc. _

Beide bewirken eine vollstindigere Entfernung der Farbe und bei
Schnitten ein besseres Hervortreten der Kernfirbung. Zu letzterem

Nl s e i
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Zweck wendet man anch manchmal zuerst Essigsiiure und dann noch
Alkohol an.

¢) Jodjodkalilésung 1 :2 : 100.

d) Mineralsiuren 3— 10-proc.

Diese beiden letzteren Mittel entfiirben sehn stark, auch einen Theil
der Spaltpilze, so dass dadurch andere Bakterienarten, welche die
FFihigkeit haben, die IFarbe linger festzuhalten, besser hervortreten.

e) Verschiedene Salze, welche die Kerne entfirben: kohlensauves
Kali und Natron, Liguor ferri sesquichlorat., Kali bichrom., Kalium
hypermanganic., Palladiumchlorid, kohlensaures Lithion etc.

f) Auch durch sauere Anilinfarben: Tropaeolin und Fluorescin, die
man dem zur Entfirbung verwendeten Alkohol zusetzt, wird eine
stiirkere Entfirbung bewirkt als durch Alkohol allein.

In den meisten Fiillen firben die anfzezihlten basischen Anilin-
farben alle ziemlich gleich gut. Eine besondere Verbreitung hat
namentlich gefunden :

Livrrens Methylenblanlosung,
Concentrirte alkoholische Methylenblanlisung 30 cem
Kalilange 0,01 : 100 100 ,,
Sie hat, wie alle Methylenblanlisungen, vor den iibrigen Anilin-
farben den Vorzung grosser Haltbarkeit.

Fiarbung von Deckglastrockenpriparaten.

Will man nun eine Fliissigkeit mittels des Fiarbeverfahrens anf
Bakterien nntersuchen, so streicht man eine diinne Lage derselben anf
dem Deckgliischen mittels der Platinise aus, oder man bedeckt das mit
einem Tropfen der Fliissigkeit versehene Deckglas mit einem zweiten
und zieht dann beide von einander ab. Dann lisst man das Deckglas,
mit der bestrichenen Seite nach oben, lufttrocken werden und zieht
es dreimal langsam durch eine Spiritusflamme. s ist aber zu be-
merken, dass man diese Fixation durch das Erwiirmen nicht eher vor-
nehmen darf, als bis das Priiparat vollkommen lufttrocken geworden
ist. Nun bringt man das Deckgliischen entweder so in ein Uhrschilchen
mit Farblisung, dass man das zwischen Daumen und Zeigefinger ge-
fasste Glischen auf die Farbfliissigkeit herabfallen lisst, auf welcher
es dann mit der bestrichenen Seite nach unten schwimmt, oder man
triigt vermittels eines Glasstabes oder einer Pipette einfach ein paar
Tropfen der Farblisung auf das Deckglas auf. Nach 1—2—3 Minuten
wiischt man in Wasser ab, indem man das Deckglas in einer Schale
mit Wasser hin und herbewegt, bis eskeine Farbe mehr abgiebt, oder
mdem man auf die gefiirbte Seite den Strahl einer Spritzflasche wirken
lisst; dann trocknet man das Deckelas sehr sorgfiltie zwischen mehr-
mals gewechselten Lagen von Fliesspapier ab; man kann auch das
vollstindige Trockenwerden des Priiparats noch dadurch sichern, dass
man dasselbe mehrmals iiber der Flamme hin und her zieht. Wenn
das Priparat noch irgend Spuren von Feuchtigkeit enthiilt, so wird
der Kanadabalsam triibe.

Dann bringt man das Deckglas mit einem Tropfen Kanadabalsam
auf den Objecttriiger. Will man das Priparat nicht conserviren, so
kann man auch das Deckglas einfach mit einem Tropfen Wasser auf
den Objecttriiger bringen. Die Kanadabalsampriiparate geben aber viel
bessere Bilder.
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Will man eine isolirte Firbung der Bakterien, oline Fir-
bung der Kerne ete., erzielen, so bringt man das Deckeliischen aus der
Farbe zuniichst eine Minute lang in eine gesiittigte Lisung von kohlen-
saurem Kali, die zur Hilfte mit Wasser verdiinnt ist. Dann erst folgt
Answaschen in Wasser ete.

Es ist demmach die Reihenfolge der Manipulationen bei der Deck-
glasfirbung die folgende

1) Ausbreiten der Fliissigkeit anf dem Deckglas und Trocken-

werdenlassen.

2) Dreimaliges Durchziehen durch die Flamme.

3) Fiirben, 1—3 Minuten lang.

4) Abspillen in Wasser.

5) Trocknen zwischen Fliesspapier.

) Kanadabalsam.

In der beschriebenen Weise kann man mit wisserigen Lisungen
von Fuchsin, Gentianaviolet, Methylenblau und Bismarckbraun firben.
Namentlich Gentianaviolett eignet sich sehr eut zu den meisten der-
artigen Fiirbungen, bei denen man natiirlich auneh von den oben aufze-
fithrten Unterstiitzungsmitteln der Firbung Gebrauch machen kann.
Auch die Lirrner'sche Methylenblanlisung ist sehr zu empfehlen; dann
leisten anch die Farblisungen in Carbolwasser sehr gute Dienste. Fiir
manche Fiille aber eignet sich mehr das

Gram'sche Fiarbungsverfahren

1) Fiirbung 2—5 Minuten lang in gesiittieter Anilinwassergentiana-

violettlisung.

2) Uebertragen des Priparats 1—1'/, Minuten in Jodjodkalilosung

1:2: 300, in welcher dasselbe ganz schwarz wird.

3) Entfiirben in Alkohol, bis die anfangs schwarze Farbe ver-

schwunden und das Priiparat blassgran geworden ist.

4) Einlegen in Kanadabalsam.

Die Entfiirbung in absolutem Alkohol kann nach GixrToER be-
schleunigt und verstirkt werden, wenn man demselben 3 Proe. Salpeter-
siinre znsetzt, Dieses Verfahren hat ausser der schunelleren und grimd-
licheren Entfirbung auch den Vortheil, dass dabei Niederschlige von
Farbstoff mehr vermieden werden. Die Priiparate kommen dann aus
der Jodjodkalilosung zuniichst in reinen absoluten Alkohol, dann fiir
10 Secunden in Salpetersiiurealkohol, und dann wieder in reinen Alkohol.
Nach RisserTt kann man auch zur schnelleren und stirkeren Entfarbung
dem Alkohol 10—20 Theile Essigsiinre znsetzen.

Aunch durch Anwendunge von Methylviolett statt des Gentiana-
violett der ursprimglichen Vorschrift werden Niederschlinge vermieden
und die Bakterien erhalten einen leuchtend blanen Farbenton.
Die Gram'sche Fiirbungsmethode hat zwei grosse Vortheile, Einmal
wird alles, was in den Priiparaten noch an zelligen Bestandtheilen vor-
handen ist, entfiirbt, so dass die Bakterien mit tiefblaner Farbe um so
deutlicher und schiirfer hervortreten. Eine Ausnahme machen nur: die
Kernteilungsfiguren, die Mastzellenkorner, die Hornschicht der Epi-
dermis und die serisen Ueberziige der Organe. Die Zellen kimnen
iibrigens durch eine nachtrigliche Contrastfirbung mit Bismarek-
braun wieder sichtbar gemacht werden.

Der zweite grosse Vorzug des Gras’schen Verfahrens besteht darin,
dass dureh dasselbe nur gewisse Bakterienarten gefiirbt bleiben, withrend
andere die sonst manchmal den gefiirbt bleibenden morphologisch sehr
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ihnlich sind, entfirbt werden. Es kann also unter Umstinden das
Gram’sche Verfahren zu differentiell-diagnostischen Zwecken
verwandt werden und kommt dann eventuell noch neben der ge-
withnlichen Bakterienrirbung zur Anwendung.

Nach Gram firben sich: Tuberkelbacillus, Leprabaeillus, Tetanu-
bacillus, Pnenmoniecocens von FrINkEL-WEICHSELBAUM, Streptococcus
pyogenes, Streptococeus des Erysipels, Staphylocecus pyogenes aureus,
albus, eitreus und flavus, Milzbrandbacillen, Bacillen des Schweinerothlanfs,
der Miuseseptikimie, Diphtheriebaecillus und Micrococens tetragenns.

Nach Gream werden ent firbt: Typhusbacillen, Gonokokken,
Friepnizoer'sche Kapselbacillen, Koon'scher Kommabacillus der Cholera,
Rotzbacillus, Bacillus des malignen Oedems, Rauschbrandbacillus,
Hiihnercholera, Kaninchenseptikiimie, Schweineseuche, Rinder- und
Wildseuche, Recurrensspirillen.

Darstellung der Geisseln nnd Wimperhaare
der Bakterien.

Die von LirrrLEr angegebene Methode beruht auf der Anwendung
einer Beize, welche in folgender Weise hergestellt wird.

1) Zu 10 cem einer wiisserigen Tamninlosung (20 : 80) werden so
viel Tropfen kaltgesittigter, wiisseriger Ferrosulphatlisung zugesetzt, bis
die Fliissighkeit schwarz-violett erscheint; dann wird 1 cem wiisseriger
oder alkoholischer Losung von Fuchsin zugesetzt (weniger wirksam wie
Fuchsin sind Methylviolett, oder Campecheholzdecoct=1 : 8). Mit dieser
Beize wird das Deckglastrockenpriparat unter Erwirmen iiber der
Flamme behandelt, bis Dampfentwickelung eintritt, dann wird das Deck-
glas noch 1 oder 1'/, Minuten mit der Beize im Contact gelassen.

Enthilt die bakterienhaltige Fliissigheit Schleim, oder Eiweiss, oder
(elatine, so miissen diese Substanzen durch mehrfach wiederholte
Uebertragung in Wasser miglichst entfernt werden.

Vor Anwendung der Beize miissen die Deckglaspriparate in der
gewihnlichen Weise durch die Flamme gezogen werden; zu starkes
Erhitzen vernichtet aber die Beizbarkeit.

Fiir manche Bakterien (Sinvebildner) wirkt besser ein Zusatz von
Alkali (einige Tropfen einer 1-proc. NaOH-Lisung), fiir andere (Alkali-
bildner) besser ein Siureznsatz (H.S0,). Der Grad des Siure- oder
Alkaliznsatzes muss dann ausprobirt werden.

2) Abspiillen in Wasser, dann in absolutem Alkohol.

3) Nachfiirben in einer gesittigten Anilinwasser - Fuchsinlisung
welche durch tropfenweisen Zusatz einer 1-proc. NaOH-Lisung neutra-
lisirt ist. Ks wird so lange NaOH-Losung zugesetzt, bis die an und
filr sich in einer mehrere Centimeter dicken Schicht noch durchsichtige
Fliissigkeit anfiingt, undurchsichtig zu werden. Diese Farbfliissigkeit
wird auf das Deckglas aufgetropft und letzteres etwa 1 Minute lang
erwilrmt, bis Dampfbildung anftritt.

B. Firbung von Schnittpriparaten.

Die Untersuchung von Bakterien in Schnitten geschieht fast immer
nach vorausgegangener Firbung.

Zur Bakterienfirbung werden die Schnittpriiparate immer direct
aus dem absolnten Alkohol in die Farblisung gebracht. Fiir die meisten
Fille eignet sich sehr gut Gentianaviolett.

Im Allgemeinen kommen dieselben Methoden der Firbung in Be-
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tracht, wie fiir die Deckglastrockenpriiparate. Dabei sind jedoch gewisse
Modificationen von Vortheil.

1) Meist ist es zweckmiissig, die Schnitte linger in der
Farbe zu belassen als Trockenpriiparate derselben Bakterien.

2) Sehr oft ist es von Nutzen, die Farbung in der Wirme
vorzunehmen, entweder im Briitofen oder iiber einer Spiritusflamme.
Die Erwirmung iiber der Spiritusflamme darf nur so weit getrieben
werden, bis von der Oberfliche der Farblisung Dimpfe anfznsteigen
beginnen.

3) Es erleichtert beisolchen Schnitten, bei denen durch den Ent-
firbungsprocess die Kerne entfirbt oder nndeutlich werden, die Unter-
suchung oft. sehr. wenn man dureh eine Doppelfirbong die
Kerne wieder sichtbar macht. Fiir solche Doppelfirbungen
eignet sich namentlich Lithionkarmin, Pikrokarmin und Bismarckbraun.

4) Will man die theilweise Entfirbung der Schnitte, welche das
Entwiissern in Alkohol mit sich bringt, vermeiden oder verringern, so
kann man dem zum Entwissern benutzten Alkohol etwas von derselben
Farbe zusetzen, in der man gefirbt hat. Der Alkohol wirkt dann nur
noch wasserentziehend, entzieht aber dem Priparat keine Farbe mehr.
In der Regel aber ist dieses Verfahren iiberfliissig, wenn man von vorn-
herein so stark farbt, dass eine partielle Entfirbung in Alkohol nicht
nur nicht schadet, sondern erwiinscht ist.

o) Zur Aufhellung der Schnitte eignet sich Nelkenil nicht, da es
die Anilinfarben auszieht, zum Theil ihnen auch einen schmutzigen
Farbenton verleiht. Besser ist Origanumil; am meisten aber empfiehlt
sich zum Aufhellen von Bakterienschnitten Xylol (s. p. 29).

Die einzelnen Methoden, die bei der Firbung von Schnitten aunf
Bakterien zur Verwendung kommen, sind die folgenden :

Firbung nach LOFrLER.

1} Firbung in Lorrrner’s Methylenblan (s. p. 59) 3—5 Minnten lang.

2) 10— 30 Secunden lang in 05 proe. bis 1,0-proc. Essigsiiure.

3) Entwiissern in Alkohol; Xylol, Kanadabalsam.

Man kann auch der Essigsinre zur stivkeren Entfirbung so viel
Tropaeolin znsetzen, dass sie eine hellgelbe Farbe erhiilt.

Féarbung in Gentianaviolett.

1) Firbung in 2-proe. wiisseriger oder in ebenso starker alkoho-
lischer Gentianaviolettlosung, bis die Schnitte dunkelviolett
geworden sind. ]

2) Auswaschen in absolutem Alkohol, bis eine hellviolette Firbung
erzielt 1st.

3) Xylol, Kanadabalsam. Lol

Diese Methode giebt bei vielen Schnitten, namentlich z. B. bei Milz-
brandbacillen, aunsgezeichnete Resultate. Es wird eine ganz distincte
hellviglette Firbung der Kerne erzielt, von denen sich die Bacillen
durch ihre gesiittigtere Firbung scharf abheben.

In einzelnen Fiillen ist es praktisch, die Schnitte aus der Farbe
und vor dem Aunswaschen in Alkohol fiir 10—20 Secunden in 5-proe.
Essigsiiure zu bringen.

Fuchsinfiirbung nach PrEIFFER.

1) Alkoholhiirtung. : :

2) Firben '/, Stunde lang oder linger in Carbolfuchsinlisung

(p. 80) 1:20 Aqu. destillat.

62 Firbung von Bakterien und Schnittpriparaten.
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3) Auswaschen in einer Schale destillivten Wassers, dem 1 Tropfen
Kisessig zngesetzt ist, bis der Schnitt grauviolett aussieht.
4) .-lenlml Del Kanadabalsam,

Gram'sche Farbung.

S. p. 60. Die Firbung wird etwas linger vorgenommen wie bei
Trockenpriparaten. In die Jodlisung werden die Schnitte entweder
direct aus der Farblosung, oder nachdem man sie fiir ganz kurze Zeit
in 0.6-proe. Kochsalzlisung gebracht hat, mit dem Spatel iiber-
tragen, weil sie sich sonst stark Kkriuseln.

Meist ist dann noch eine Nachfirbung am Platze, die am besten
mit Bismarckbraun in folgender Weise bewirkt wird.

1) Der in Alkohol entfiirbte Schnitt wird 2—5 Minuten in wiisse-

riger oder alkoholischer Bismarckbraunlosung (s. p. 88) gefirbt.

2) Auswaschen in Alkohol absolut., bis der Schunitt gelbbraun ge-

worden ist.

3) Xylol, Kanadabalsam.

Anch vor der Bakterienfirbung kann schon eine Kernfirbung mit
Pikrokarmin (p. 37) oder besser noch Lithionkarmin (p. 36) vorgenommen
werden. Dieses Verfahren verdient im Allgemeinen den Vorzung, da
manche Bakterien durch die nachfolgende Fiarbung mit Bismar ckbraun
undeutlicher werden.

Verfahren von WEIGERT,

1) Hiirtung der Priparate in ahsolutem Alkohol.

2) Fiirben in einer gesittigten Anilinwassergentianaviolettlisung

oder Methylviolettlisung 5—15 Minuten lang.

'5? Kurzes Abspiilen in 0.6-proc. Kochsalzlisung.

Der Schnitt wird anf dem Spatel oder auf dem Objecttriiger
ans der Kochsalzlisung genommen und vorsichtig mit Fliess-
papier abgetrocknet.

5) 1—2 Minuten in Jodjodkalilosung anf dem Spatel oder Object-

triger.

6 .—ib%rnckuen mit Fliesspapier.

7) Entfirben in Anilinil, bis dasselbe keine Farbe mehr annimmt.

8) Entfirben des Anilindls mit Xylol.

9) Kanadabalsam.

Die Methode giebt sehr gute Bilder. FEs firben sich nur die Spalt-
pilze (und etwa vorhandenes Fibrin) tiefblau. Will man auch das Ge-
webe sichtbar machen, so firbt man vorher 3 Minuten lang in Lithion-
karmin (s. p. 36) und bringt die Schuitte aus dem Wasser, in welchem
der salzsaure Spiritus entfernt wurde, in die Anilinwassergentianaviolett-
losung. Die Firbung mit Lithionkarnin muss wlhm' wewhehu;, weil
bei der WEIGERT'schen Fiirbung eine Entwiisserung in Alkohol unzu-
lissig ist.

\Iethyleuhlaum&tlmde von KUHxE,
1) Uebertragen der Schnitte aus dem Alkohol in eine Lisung von
Methylenblan 1.5
Alkohol absolut. 10,[}
H-proe. Carbolwasser 100,0
'l,—2 Stunden lang (letzteres bei Leprabacillen).
2) Schnelles Abspiilen in Wasser.
3) Answaschen in angesiuertem Wasser, 2 Tropfen Salzsiure : 100
Wasser, bis die Schnitte blassblan geworden sind.

P
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4) Abspiilen in einer Lisung von kohlensaurem TLithion. 6—8
Tropfen concentrirte Losung von kohlensanrem Lithion anf
10 cem Wasser.

5) Uebertragen in reines Wasser, 3—5 Minuten lang.

6) Kurzes Verweilen in abselutem Alkohol.

7) Uebertragen in Methylenblau-Anilingl (1 Messerspitze voll anf
10,0 Anilingl gelist; von dieser Lisung vor dem Gebraunch zu
reinem Anilindl so viel zugesetzt, bis der gewiinschte Farbenton
erzielt ist).

8) Reines Anilinil.

9) Uebertragen in dtherisches Oel, z. B. Tereben.

10) Xylol.

11) Kanadabalsam.

(Anm. Tereben wird durch Mischung und wiederholte Destillation
von Terpentinél mit Schwefelsiure erhalten.)

Die etwas umstindliche Methylenblanmethode von Ktnxe ist anf
verhiiltnissmiissig viele Bakterienarten anwendbar; anch schwieriger zn
fiirbende Bacillen treten durch sie dentlich hervor. Will man neben
der Bakterienfiirbung anch noch eine scharfe Kernfiirbung erzielen, so
wiischt man nicht in angesiinertem Wasser, sondern statt dessen in
stark verdiinnter wiisseriger Lisung von Chlorhydrinblan aus.

Trockenmethode von Usxa.

Manche Bakterien werden bei der Entwiisserung des Schnittes in
Alkohol ganz oder theilweise entfiirbt. Diesem Nachtheil begegnet die
Trockenmethode von Unsxa:

Der Schnitt kommt aus der Entfirbungsflisssigkeit in Wasser und
wird dann anf dem Objecttriger ausgebreitet. Nun wird das Wasser
durch mehrmaliges Aufiriicken von Fliesspapier miglichst entfernt, und
dann der Objecttriiger itber der Flamme schnell bis zum vollstiindigen
Austrocknen des Schnittes erhitzt. Nach dem Erkalten erfolgt sofort
Einschluss in Kanadabalsam.

Schnittpriaparate von Gelatineculturen

In den letzten Jahren sind mehrere Methoden empfohlen worden,
um Schnittpriiparate von Gelatinestichculturen anzufertigen.

Zu dem Zwecke sticht man die Agar- oder Gelatinecultur aus oder
entfernt sie durch leichtes Erwirmen des Reagensglases. Man kann
auch das letztere zerschlagen. Der Gelatine- oder Agarstich wird dann
in 85-proe. — 95-proc. Spiritus ibertragen, gehiirtet, spiter anf Kork
fixirt und mit dem Mikrotom gesclmitten.

Nesser empfiehlt, die Stiche zuniichst je nach der Grisse fiir
1—8 Tage in eme 1-proc. Lisung von doppeltchromsanrem Kali zn
iibertragen und der Einwirkung des Lichtes auszusetzen. Dann griind-
liches Auswaschen in Wasser und Hirtung erst in 70-proc., dann in
O5-proc. Alkohol.

Die Fiirbung geschieht in den gewshnlichen Lisungen von Anilin-
farben. Gelatine und Agar selbst geben sowohl in Alkohol wie in
Anilinél den Farbstoff ab. Aehnlich wie bei Stichculturen verfihrt man
auch bei Plattenculturen.

Nach Havser kann man Bakterienculturen in folgender Weise
durch Formalin conserviren.

Man benetzt den Wattepfropfen der Sticheultur oder das Fliess-
papier der Schale bei Plattenculturen mit einigen Tropfen Formalin und
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bringt das Ganze dann in ein verschliessbares Gefiss, in welchem man
in einem Schiilchen einen Wattebausch, der mit 10—15 Tropfen For-
malin befeuchtet ist, anfstellt.

Aut diese Weise erhilt die (Gelatine die Consistenz von in
70-procentigem Alkohol gehiirtetem Celloidin und kann bei keiner
Temperatur mehr verfliissigt werden.

Namentlich verfliissigende Bakterien kénnen so in den verschiedenen
Stadien der Verfliissizung eine Zeit lang zu Demonstrationszwecken
conservirt werden.

Auch kann man einzelne Culturen aunf der Platte ausstechen,
heransheben, anf dem Objecttriger mit gewGhnlicher Gelatine um-
giessen, unter einem Deckglas filr 24 Stunden in die Formalinkammer
bringen und danm mit einem Lackring umschliessen. KEbenso lassen
sich direct auf dem Objecttriger angelegte Culturen fixiren, und even-
tuell auch in ganz diinner Fuchsinlosung differenziren.

Fiarbung der Sporen.

Die Sporen bilden helle, stark glinzende Korner entweder inner-
halb der Bacillen oder an einem Ende des Stibchens. Sie sind dadurch
ausgezeichnet, dass sie den Farbstoff viel schwerer anfnehmen als Bak-
terien und demgemiss bei den gewdhnlichen Bakterienfirbungen als
ungefiirbte, helle Kirnchen erscheinen. Sie geben aber auch den ein-
mal anfeenommenen Farbstoff viel schwerer wieder ab, als die Bakterien
selbst. Daranf beruht die Methode der Sporenfirbung.

Man fiirbt dieselben liingere Zeit in der Wirme mit Anilinwasser-
fuchsin oder Carbolfuchsin und entfiirbt dann kurze Zeit in einer
Mineralsiiure, die den Bakterienleib wieder entfiirbt, wiihrend die Spore
gefiirbt bleibt. Wiischt man dann in Wasser aus und wendet nach-
triiglich fiir die schon entfirbten Bakterien eine Contrastfirbung, am
besten Methylenblan an, so erscheinen die Sporen, die von der nach-
triiglichen Methylenblaufirbung unbeeinflusst bleiben, roth, die Bak-
terien dagegen blan. Die Firbung der Sporen ist mit Sicherheit bis
jetzt nur in Deckglaspriparaten gelungen.

Das Verfahren stellt sich also folgendermaassen dar:

1) Anfstreichen der zu untersuchenden Fliissigkeit auf Deckgliiser,
Lufttrocknen und dreimaliges Durchziehen durch die Flamme.
2) Firbung 20—40 Minuten lang in erwiirmter Anilinwasser-
fochsinlisung oder in Carbolfuchsin,
H% 1 Minute lang Entfirben in 5-proe. Salpetersinve.
4) Abspiilen in Wasser.
5) Fiirben, 2 Minuten lang in Liwrner’schem Methylenblan.
6) Abspiilen in Wasser.
7) Trocknen zwischen Fliesspapier.
8) Kanadabalsam.
Sporenfirbung von Monneg.

1) Fixiren des lnfttrocknen Deckglaspriparates durch dreimaliges
Durchziehen durch die Flamme oder 2 Minunten langes Ein-
tauchen in absoluten Alkohol.

2) Eintauchen in Chloroform, 2 Minuten lang.

3) Abspiillen mit Wasser.

4) Eintanchen in 5-proc. Chromsiiurelisung, 1,—2 Minuten lang.

5) Griindliches Abspiilen in Wasser.

von Kahlden, Technik der histologischen Untorsuchung. 4. Aund, 5
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6) Aunftropfen von Carbolfuchsin, Erwirmen iiber der Flamme,
unter einmalizem Aufkochen, 1 Minute lang.

7) Abgiessen des Carbolfuchsin, Entfirbung in 5-proe. Sehwefel-
=

&) Griindliches Aunswaschen in Wasser.

9) FFirbung, 30 Secunden lang, in wiisseriger Liosung von Me-
thylenblau oder Malachitgriin.

10) Abspiilen, Trocknen, Kanadabalsam.

Auch die Methode von Lorrner zur Darstellong von Geisselfiden
der Bakterien ist geeignet zur Sporenfirbung.

Eine isolirte Firbung der Sporen kann man anch erzielen, wenn
man die Deckglaspriiparate durch ifteres Durchziehen dureh die Flamme
(10—30mal) oder durch Einbringen in den Sterilisationsschrank bei
200° erhitzt und dann in einer wisserigen Lisung, am besten Me-
thylenblan, firbt. Die Kerne und Bakterien verlieren durch das Er-

hitzen ihre Firbbarkeit, wihrend umgekehrt die Sporen leichter firbbar
werden.

Culturverfahren der Bakterien.

In sehr vielen Fiillen fiihrt das einfache Firbungsverfahven der
Bakterien, sei es im Deckglastrockenpriiparat oder im Sehnitt, nicht
zum Ziel und es bedarf zur genanen bakteriologischen Diagnose des
Culturverfahrens. Es sind bei demselben dreierlei Prozeduren
zu unterscheiden. [. Die Sterilisation. II. Die Bereitung der Nihr-
biiden. IIL. Die Anlegung der Culturen selbst.

I. Sterilisation.

Zur Sterilisation von Instrumenten kann man sich vielfach
des Ausgliithens in der Flamme eines Bunsenbrenners bedienen.
Auf diese Weise werden z B. die Platinizen, die Kartoffelmesser ete.
sterilisivt. Auch die bei dem Plattenculturverfahven in Anwendung
kommenden Platten werden, nachdem sie vorher schon eine Sterilisation
im Frockensterilisivungsschrank erfahren haben, kurz vor dem Ge-
brauch noch iiber einer Bunsenflamme abgegliihit. Reagen?glaism Glas-
platten etc. werden im Trockensterilisirungsschrank, d. L
einem Schrank aus Eisenblech, der anf 150—170° erhitzt werden
kann, 1,—1 Stunde lang erhitzt.

Nihrlosungen diirfen so hohen Temperaturgraden nicht ansge-
setzt werden. Thre Sterilisation wird daher in stromendem Wasser-
dampf vorgenommen. Hierzn bedient man sich am besten des Kocn-
schen Dampfkochtopfes, d. h. eines mit Asbest umhiillten Kessels, der
durch einen durchljcherten Einsatz in zwei Theile getheilt ist. In
der unteren wird das Wasser erhitzt und in Dampf ilhEIﬂT'i‘iJ_]ll‘t die
obere Hilfte nimmt die zu sterilisirenden Gegenstinde auf. Zur Steri-
lisation geniigt ein Aunfenthalt von einer Stunde.

In manchen Fillen zieht man dann anch einen Antoclaven oder
Pariw’schen Topf zur Anwendung von gespanntem Dampf in Gebraunch.

Gegenstinde, die nicht unmittelbar mit Bakterienkeimen in Be-
rithrung kommen, so. z. B. feuchte Kammern, werden auch mit 1%,
Sublimatlisung sterilisirt.
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II. Bereitung der Nihrbiden.

Man unterscheidet fliissige und feste Nihrboden, und unter den
letzteren wieder solche, die nur bei gewihnlicher Temperatur anwend-
bar sind (Gelatine) und solche, die auch Briittemperatur ansgesetzt
werden kinnen (Agar, Kartoffel, Blutserum).

Niihrbouillon wird in der Weise zubereitet, dass man 500 g
Rindfleisch moglichst von Sehnen und Fett befreit, hackt und dann
24 Stunden lang bei kithler Temperatur mit der doppelten Quantitiit
Wasser stehen ldsst. Dann presst man das Fleisch aus, filtrirt, und
setzt 10 g Pepton und 5 g Kochsalz zu. Dann wird ‘,—1 Stunde
lang gekocht, die Fliissigkeit durch Zusatz von Natronlauge alkalisch
gemacht und die warme Losung filtrirt. Sehliesslich wird die Bouillon
in Kilbchen oder Reagenzglischen gefiillt und im Dampfkochtopt
1 Stunde lang sterilisirt.

Gelatine wird so hergestellt, dass man zu der Bouillon noch
10 Proe. Gelatine hinzusetzt und in der Wirme list. Dann wird eine
Natronlange neutralisirt, !/, Stunde lang gekocht, und nun nochmals
die Reaction gepriift und wenn nothwendig alkalisirt.

Die Abfilllung in einzelne, vorher im Trockenschrank sterilisirte
Reagenzoliser geschieht, nm ein Erstarren der Gelatine zu verhindern,
durch einen Glastrichter, der in einem Heisswassertrichter von Kupfer
steht und der ein doppeltes Filter enthiilt. Der Glastrichter ist
unten mit einem Hahn oder aunch mit einem Gummischlauch und
Quetschhahn versehen. |

Dann wird drei Tage lang jeden Tag '/, Stunde lang im Dampt-
kochtopt sterilisirt, da die Gelatine vielfach ein einmaliges lingeres
Erhitzen nicht mehr vertrigt. Sowohl bei Bouillon wie bei Gelatine
kann man eine etwa auftretende Trilbung dadurch beseitigen, dass
man das Weisse von einem Ei mit der doppelten Menge Wasser ver-
rithrt und der Nihrlisung bei einer Temperatur von 40—50% zusetzt.
Beim spiiteren Kochen gerinnt dann das Eiweiss und fillt etwaige
Trithungen.

Azar. Zu der Bouillon werden 1,5 Proe. Agar-Agar zugesetzt.
Dann wird die Mischung einige Stunden lang gekoeht, bis das Agar
sich gelist hat, alkalisirt, von Neuem 1 Stunde lang gekocht und in
derselben Weise wie Gelatine durch doppeltes Filter in erwirmte (Glas-
trichter abgefillt. Die vorher im Trockenschrank sterilisirten Reagenz-
gliser werden nach der Fillang mit Agar von Neuem 3 Tage
lang je '/, Stunde in stromendem Dampf sterilisirt. Vielfach ist es
zweckmiissig, die Lisung in schriiger Richtung erstarren zu lassen.
Zur Klirong kann man auch hier Hithnereiweiss (s. oben) znsetzen.

In vielen Fillen empfiehlt es sich, noch Glyzerin (4—6—8 Proe.)
manchmal auch Traubenzucker (2 Proc) zuzusetzen. Glyzerin eiznet
sich namentlich fiir Tuberkelbacillen, aber anch fiir viele andere patho-
gene Bakterien. Zucker und ameisensaures Natron (0,5 Proc.) sind
besonders bei der Ziichtung von Anaeroben von Werth.

Auch ein Zusatz von Blut oder von Himeoglobin ist unter Um-
stinden von Nutzen.

Blut entnimmt man unter allen Cautelen der sorgfiltig gereinigten
Fingerbeere des Menschen oder dem Thiere und streicht den Tropfen
mit einer ansgegliithten Platinise iiber die Agaroberfliche. Dann bringt
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man die Rohrchen anf einen Tag in den Briitschrank, um etwaige Ver-
unreinigungen noch vor dem Gebrauch zu entdecken.

Himoglobin gewinnt man am besten aus Taubenblut, indem man
dasselbe mit der 3—4fachen Menge sterilisivter 0.6 proc. Kochsalz-
lisung schiittelt und dann im Eisschrank sedimentiren lisst. Das
Sediment von rothen Blutkorperchen wird noch zwei Mal mit Koch-
salzlisung gewaschen und dann durch Schiitteln mit einer geringen
Menge Aether das Himoglohin gelost. Der Aether wird im Vacunm
verdampft und die zuriickbleibende Himoglobinlésung dureh ein Kiesel-
gurfilter filtrirt. Ein Tripfchen von ihr wird in 0,6 proe. Kochsalz-
lisung auf Agar gehracht.

Da das Agar sehr schnell erstarrt, so wird zom Plattengiessen
auch eine Mischung von 2 Proe. Gelatine und 1 Proe. Agar empfohlen.

Beim Erstarren wird an der Oberfliiche des Agar etwas Fliissig-
keit ausgepresst. das sog. Condensationswasser.

Blutserum. Das Blut wird der Carotis eines grisseren Thieres
entnommen und in Glascylinder geleitet, die vorher sterilisirt sind.
In diesen ldsst man es 24 Stunden anf Fis stehen, damit sich das
Serum vom Blutkuchen trennt. Das Serum wird dann mit sterilisirten
Pipetten in ebenfalls sterilisirte Reagenzrohrchen gefiillt, und dann
einer fractionirten Sterilisation unterworfen, indem man es
eine Woche lang tiglich 4 bis 5 Stunden im Thermostaten einer Tem-
peratur von 56—58 " C. unterwirft. Dann Lisst man es im Thermostaten
bei 68 ° C. (nicht hoher!) in schriger Richtung erstarren. Auch hier-
bei bildet sich Condensationswasser.

Wenn sich bei dem Aufsangen des Blutes Vernmreinigungen ans-
schliessen lassen, so kann man das Blutsernm anch sofort bei 68 ? erstarren
lassen und dann die Reagenzglischen mehrere Tage bei Briittemperatur
halten, nm diejenigen aunszuschalten, in welchen Keime aufgehen.

Menschliches Blutserum gewinnt man aus der Nabelschnur, wihrend
die Placenta noch im Uterus sitzt.

Zur Ziichtung von Gonokokken verwendet man eine Mischung
vou 3 Theilen Rinderblut- oder Menschenblutserum mit 1 Theil alkalisirter
und filtrirter Bouillon aus: Fleischwasser, Pepton 1 Proe., Kochsalz
0,5 Proc, Traubenzucker 1 Proc. Discontinuirliche Sterilisation an
mehreren Tagen.

Mileh wird in Reagenzgliser oder in ErnExmevEr'sche Kilbchen
abgefiillt und 1 Stunde lang in strimendem Dampf sterilisirt.

Hartoffel. Dieselben werden sorgfiltiz abgebiirstet, die sog. Augen
ausgeschnitten, 1 Stunde lang in 1 proc. Sublimatlosung gelegt und
dann %, Stunden lang in mit Watte verschlossenen Glisern gekocht
und dann mit ansgeglihten Messern halbirt. Man kann aber die Kar-
toffel auch zunichst schiilen, dann in Scheiben zertheilen und diese in
kleinen Glasdosen sterilisiren.

III. Das Culturverfahren

Die Anlegung von Reinculturen wird fast immer eingeleitet durch
das Kocu'sche Plattenvertahren.

Zu dem Zwecke verflissict man vorsichtig drei Riohrehen mit
Gelatine und bringt in das erste Rihrchen, nachdem dasselbe auf 40 °
abgekiihlt ist. einen Tropfen des zn untersuchenden Materials mittels
einer ansgegelithten Platinise. Nachdem das Impfmaterial durch Schiitteln
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in der Gelatine gleichmiissig vertheilt ist, impft man von dem ersten
Réhrchen das zweite und von dem zweiten wieder das dritte, weil aus
dem ersten Rihrchen oft die Kolonien zn dieht neben einander wachsen.
Dann giesst man die einzelnen Rohrchen auf vorher im Trockenschrank
sorgfiltiz sterilisirte Glasplatten aus, die man auf einem sog. Platten-
giessapparat gelegt hat. Letzterer besteht aus einem dreieckigen Ge-
stell mit Stellschrauben, welche unter Zuhiilfenahme einer Libelle
eine vollstindiz wagerechte Stellung erlanben. Auf diesem Gestell ruht
eine breite, mit Eis gefiillte und mit einer Glasscheibe bedeckte Glas-
schale und diese nimmt die linglichen Platten auf, auf welchen die
Gelatine aunsgegossen wird. Vor dem Ausgiessen brennt man am
besten den Wattepfropt des Reagenzrihrehens oberflichlich ab und
zieht auch das obere Ende desselben unter rotirenden Bewegungen noch
einmal durch die Flamme des Bunsenbrenners um etwaige ans der
Luft oder von den Fingern herriihrende Verunreinigungen auszi-
schliessen. Ebenso werden die einzelnen Platten vor dem Gebrauch
noch einmal iiber einer Bunsenflamme abgegliiht.

Man giesst die (selatine derart ans, dass der Rand der Platte
iiberall in einer Breite von 1/, em frei bleibt.

Die einzelnen Platten kommen auf Glasbiinkehen iibereinander ge-
stellt in eine feuchte Kammer, welche auf dem Boden eine mit 1Y,
Sublimatlisung getrimkte Lage von Fliesspapier triigt.

Hat man voraussichtlich mit Bakterien zu thun, die nur bei Briit-
temperatur wachsen, 8o verwendet man Agarplatten. Das Verfalren
ist hierbei dasselbe, wie bei der Gelatine, nur muss man, weil Agar
schneller erstarrt, wiihrend der Arbeit die Reagenzgliser in einem
Wasserbade von 42° C. halten und das Plattengiessen miglichst be-
schleunigen.

Das Plattenverfahren ermiglicht es von Gemengen ver-
schiedener Bakterien jede einzelne Art getrennt zum
Wachsthume zu bringen und zu verfolgen.

Zun dem Zwecke impft man, wenn man mit blossem Auge oder
unter Zuohiilfenahme des Mikroskops aunf den Platten Kolonien von
verschiedenem Aussehen gefunden hat, von jeder mittels ansgeglithten
Platinnadeln anf verschiedene Nihrbiden und verfolgt dort deren
Wachsthnm isolirt.

Selbstverstiindlich kann man auch von jeder der verschiedenen
Kolonieen mikroskopische Priaparate anfertigen, entweder so, dass man
mit der Nadel etwas Material entnimmt und anf dem Deckglas mit
etwas Wasser verreibt, oder so, dass man das Deckglischen auf die
Kolonie andriickt und nun sog. Klatschpriparate herstellt.

Auf in Reagenzglisern befindliche (Gelatine impft man in der
Art, dass man den Wattepfropf oberflichlich abbrennt nnd dann das
(zlas mit dem Pfropf nach unten gerichtet iffnet, nm das Hereinfallen
von Luftkeimen zu verhindern. Daun sticht man von unten ein, oder
fihrt, falls man schriig erstarrte Nihrboden verwendet, mit der Nadel
itber die Oberfliche.

Wenn man direct aus einem Organ, z. B. aus der Milz Stich-
cultnren anfertigen will, so verfiihrt man, nachdem man dasselbe ober-
fliichlich mit Sublimat abgewaschen und dann mit einem ausgegliithten
Messer eine frische Schnittfliche angelegt hat, in filnlicher Weise,
indem man von dieser Schnittfliche mit der Nadel einen Tropfen Ge-
webssaft entnimmt und dann impft.
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Statt anf Platten kann man die Gelatine auch in flache Doppel-
schalen, sog. Prrrr'seche Schalen tlllhgl{“ibl.l} die dann aber anch in einer
fenchten Kammer gehalten werden miissen.

Auf demselben Princip wie die Plattenmethode beruht das
Rollverfahren von Esmarcn, Hierbei wird in verfliissigte Gelatine
geimpft, diese aber nicht ausgegossen, sondern durch Drehen auf der
Wand des Reagenzglas ansgebreitet und so eine Trennung der Koalo-
nicen bewirkt.

Eine solehe Trennung lisst sich iibrigens bis zu einem gewissen
Grade anch auf Kartoffeln erreichen, wenn man etwas von dem zu
untersuchenden Material, z. B. "\[.wﬂwdi’t auf eine Kartoffel ausstreicht,
dann mit aunsgegliihter Nadel von {lu*bm auf eine zweite und von dleaer
Wwieder auf eine dritte Kartoffel impft und so Verdiinnungen herstellt.

Znr Ziichtung von anaeroben Bakterien setzt man den Nihrbiden
reducivende Substanzen., Traubenzucker oder ameisensaures Natron
(5. oben) zu. Handelt es sich um Plattenenlturven, so kann man einen
theilweisen Abschluss der Luft dadureh erreichen, dass man dieselben
mit Glimmerplittchen bedeckt. Man kann zu demselben Zwecke bei
Stichenlturen anch Rihrchen anwenden, die hiher als gewihnlich mit
Gelatine gefiillt sind, und daher in der Tiefe die Anaeroben zur Ent-
wicklung kommen lassen.

Auch kann man in besonderen mit zwel Oeffnungen versehene
Schalen oder Reagenzelischen die Luft durch Wasserstoff verdringen.

Brenser empfiellt zur Ziehtung der Anaeroben die Culturen rmt
nicht zu fest eingedriicktem W .lttepim]ri in ein luftdicht abgeschlossenes
Gefiss zu bringen, an dessen Boden sich eine Schale mit alkalischer
Pyrogalluslisung befindet. (Pyrogallol 1.0 Liqu. Kali caust. 1,0. Aqu.
10,0), welche den Sauerstoff der Luft aufsangt.

Uebersicht iiber die Fiirbung der verschiedenen
pathozgenen Bakterien und iiber ihre wichtigsten
Cultureigenschaften.

literkokken.

Die gewihnlich im Eiter vorkommenden verschiedenen Kokken-
arten, der Staphylococcus pyogenes anreus, citreus, flavus
und albus. sowie der Streptococeus pyogenes firben sich alle
ont mit den gewdhnlichen wisserigen Anilinfarblisungen, namentlich
mit Gentianaviolett und mit Lorrrer’s Methylenblan.

Sie lassen sich simmtlich aneh nach Grax (s, p. 60) firben, und
diese Methode ist desshalb besonders zn empfehlen, weil die zahlreichen
Eiterkirperchen, die sonst das scharfe Hervortreten der befreffenden
Kokkenart erheblich beeintriichtizen, entfirbt werden. Auch hat das
Gelingen der Graw'schen Firbung eine differentiell-diagnostische Be-
dentung gegeniiber anderen dhnlich anssehenden Kokken.

IFiir  Schnitte ist ebenfalls die Gram'sche Firbung (s. p. 63) mit
nachfolgender Firbung in Bismarckbraun oder die WeiGeERT'sche Fiir-
bung (s. p. 63) mit vorhergehender Lithionkarminfirbung zu empfehlen.

Es ist zu beachten, dass die genannten Kokken nicht nur bei Ab-
scessen und Phlegmonen, sondern auch bei Osteomyelitis, Pyimie, acuter
Endocarditis, Endometritis, eiteriger Meningitis ete. gefunden werden.

Der Staphyloeoeeus pyogenes aureus wichst ziemlich schuell,
schon bei Zimmertemperatur, besser bei 37 auf Gelatine unter Bil-
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dung gelblicher, spiiter orangefarbiger Kolonieen, welche die Gelatine
verflissigen. Auf Agar undurchsichtige gelbliche Rasen, auf Kar-
toffel dicker orangegelber Belag. :

Der Staphylococens pyogenes eitreus bildet citronengelbes Pigment,
der Staphylococcus albus weisse Kolonieen. Sonst verhalten sie sich
wie der Staphylococcus anreus,

Streptococens pyogenes wiichst gewihnlich bei Zimmertemperatur
schlecht, ohne die Gelatine zu verfliissigen, am besten bei
95—37°% Auf Agarplatten bilden die Kolonieen feine granulirte Piinkt-
chen, in der Stich- und Stricheultur einzelne nicht confluirende Piinkt-
chen. In Bouillon sehr gutes Wachsthum unter Bildung eines flockigen
Bodensatzes. Facultativ anaerob. Auf Kartoffeln kein oder sehr kiimmer-
liches Wachsthum.

Erysipelkokken.

Der dem Streptococeus pyogenes morphologiseh so sehr dhnliche
Streptococeus des Erysipels verhilt sich auch Farblisungen gegeniiber
ganz gleich. Er firbt sich anch gut nach Gra.

Erysipelcoccus wiichst auch ganz dhnlich wie Streptococens pyogenes.

Gonokokken.

Die Gonokokken liegen zum grossen Theil innerhalb der Eiter-
zellen, und es erleichtert diese charakteristische Lage die Diagnose
sehr. Die Untersuchung geschieht an Deckglisern, die mit dem Eiter
der Harnrihrenschleimhaut, der Cervixschleimhant, der Tube ete. oder
der Conjunetiva bestrichen sind.

In Tripperflecken aunf Wische kann man die Gonokokken noch
nach langer Zeit nachweisen, wenn man die Schiippchen absehabt, in
Wasser aufquellen Lisst und dann anf dem Deckglas fiirbt.

Die Firbung geschieht mit wiisserigen Farblisungen. Nach Grax
entfiirben sich die Gonokokken, was fir die Differentialdiagnose von
Wichtigkeit ist.

Eine Doppelfirbung erreicht man nach folrender Methode:

1) Farben 2—3 Minuten lang in alkoholischer Eosinlisung,
eventuell in der Wirme. '

2) Absangen des iiberschiissigen Eosins mit Fliesspapier.

3) Firben, ', Minute lang, in alkoholischer Methylenblanlisung.

4) Abwaschen in Wasser,

Es erscheinen dann die Kokken blau, die Zellen roth.

J. Scuiitz empfiehlt folgendes Verfahren:

1) Fiirben der Deckglastrockenpriiparate in einer gesittigten
Losung von Methylenblan in 5-proc. Carbolwasser, 5 bis
10 Minuten lang.

2) 3 Secunden lang verweilen in Essigsiiurewasser: Acid. acetic.
dilut. 5 Tropfen: Aqua 20.

3) Griindliches Abspiilen in Wasser.

4) Nachfirbung in sehr verdiinnter Saffraninlisung.

5) Trocknen mit Fliesspapier. Kanadabalsam.

Fiir Schnittpriiparate empfiehlt Tovrox Firbung mit Carbolfuchsin
und nachfolgendes Auswaschen in Alkohol.

Zur Zichtung des Gonococcus bedient man sich des p. 68 ange-
gebenen Nihrbodens von Blutserumbounillon oder man bringt den Eiter
in Blutserum von 40° und stellt zwei weitere Verdiinnungen her.
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Damm werden die drei Rohren mit der gleichen Menge von 2-pro-
centigem Agar vermengt, welches auf 40 abgekiihlt ist, und von dem
Gemisch drei Platten gegossen.

Die Kolonieen sind im Centrum dunkler, in der Peripherie zarter
feinkorniger Belag. Im Strich auf Blutsernmagar einzelne graue Kolo-
nieen, die spiter zu einem zihschleimigen Rasen confluiren,

Wachsthum nur bei 37°,

Pnenmoniecocens von Frivgern-WEICHSELBAUM.

Der lancettfirmige Diplococens von FrANKEL-WEICHSELBAUM
kommt am hiunfigsten bei Pnenmonie vor; er ist von einer Kapsel nm-
oeben, die bei der gewdlmlichen Firbungsmethode ungefiirbt bleibt.
Zu beachten ist aber, dass er sich nicht nur in der Lunge bei cron-
piser Pnenmonie findet, sondern dass er namentlich anch in den Ex-
crescenzen  der frischen Endocarditis und in dem Eiter der Cerebro-
spinalmeningitis oft nachgewiesen ist. Erfirbt sich mit den gewdhnlichen
wiisserigen Farblisungen. Sehr bewiihrt hat sich mir auch die Firbung
in Carbolfuchsin (Fuchsin 1; S-proc. Carbolwasser 100). Bei mehr-
stiindigem Verweilen in der Lisung erscheint der Coccus selbst intensiv
roth gefirbt, die Kapsel hat einen leichten rithlichen Farbenton.
Wegen der Kapseldarstellong siehe anch Friepnisper's Kapselbacillus.

Der Pnenmoniecoceus von FrANkEL-WEIcHsELBAUM fiirbt sich, was
besonders hervorzuheben ist, auch nach Gnrax; es ist das ein finr die
Differentialdiagnose sehr wichtiger Unterschied gegeniiber dem Kapsel-
bacillus FriEpLAXDER'S

Der Pneumococeus wiichst langsam, nicht unter 24% Optimum 35%
Auf Gelatine meist schlechtes Wachsthum, ohne Verflissigung.
Wiichst nur auf schwach alkalischem Agar. Auf Agarplatte in Form
kleiner, durchsichtiger, feiner Tripfchen, im Strich fihnlich. Auf Blut-
serum als schleimiger Ueberzug, deraus einzelnen Tripichen zusammen-
gesetzt ist.

Frienvispers Kapselbaeillus.

Der Frieprisper'sche Kapselbaeillus firbt sich ebenfalls gnt mit
wiisserigen Farblisungen, wobei die Kapsel ungefirbt bleibt. KEr ent-
firbt sich nach Gra.

Will man die Kapsel in Schnitten mitfirben, so verfiihrt man
folgendermassen :

1) Fiirben 24 Stunden lang in der Wiirme in:

cone. alkoholischer Gentianaviolettlosung 50,0
Aqua destillat. !
Kisessig 10,0

2) Auswaschen in 1-proe. Essigsinre.

3) Alkohol.

4) Kanadabalsam. y

Auf diese Weise fiirbt sich die Kapsel blassblan, die centrale Partie
dagegen tiefblan. Wenn man den Grad der Entfirbung nicht richtig
trifft, so bleibt auch die Kapsel dunkelblan gefiirbt. :

Fiir Deckglaspriiparate hat FriepLixpes zur Firbung der Kapsel
folzendes Verfahren angegeben:

1) Die dreimal durch die Flamme gezogenen Priiparate werden

einige Minuten lang in Essigsiure gelegt.

2) Entfernen der Essigsiiure durch Blasen mit einem Glasrohr

und schnelles Trocknen an der Luft.

T
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3) Fiirben einige Secunden lang in gesiittigter Anilinwassergentiana-

violettlisung.

4) Abspiilen in Wasser; Trocknen zwischen Fliesspapier; Kanada-

balsam.

Risperr verfilirt zor Darstellung der Kapsel nach folgender
Methode :

1) Fiirben wenige Minuten lang in einer in der Wiirme gesiittigten

Liisung vom :
Dahlia
Wasser  100,0
Alkohol 500
Eisessig 12,5

2) Abspiilen in Wasser. Trocknen. Kanadabalsam.

Die Bakterien erscheinen tiefblau, die Kapsel hellblan. Wenn aber
die Farblisnng zu lange einwirkt, so erscheint auch die Kapsel tiefblan
und ldsst sich dann nicht mehr von den Kokken unterscheiden.

Der Frieprisper'sche Bacillus wiichst schon bei Zimmertempe-
ratur gut. Aunf Gelatine porzellanartige glinzende Knipfchen, m
Stichenltur weisslichen Strich, olme zn verfliissigen, Agarstricheunltur
weisslicher Rasen, auf Kartoffel gelbliche, feuchte Massen mit Gas-
entwicklung.

Sarcina ventriculi.

Fiarbt sich mit wiisserigen Anilinfarblisungen. Die leicht ein-
tretende Ueberfirbung wird am besten bei Anwendung verdiinnter
Bismarckbraunlésungen vermieden.

Die verschiedenen Sarcinearten wachsen anf Gelatine, Kartoffeln,
Agar, zum Theil anch in Heninfus.

Milzbrandbacillen.

Die Milzbrandbacillen firben sich gut in den gewdhnlichen wiisse-
rigen Losungen. Sie firben sich anch gut nach Graor

Fiir Schnittpriiparate ist diese letztere Fiarbung mit nachfolgender
Bismarckbraunfiirbung (s. p. 63) anzuwenden oder die WEeiGErT'sche
Firbung (s. p. 63) mit vorheriger Firbung in Lithionkarmin. Ausser-
dem giebt aber auch gerade bei Milzbrandsclhmittpriparaten die ein-
fache Firbung in starker wiisseriger Gentianaviolettlisung und nach-
heriges Auswaschen in absolutem Alkohol (s. p. 62) sehr gute Bilder.
Die Kerne sind hellblan, die Milzbrandbacillen dunkelblan gefiirbt.

Die Sporenfirbung wird in der p. 65 erwithnten Weise vorge-
nommen.

Der Milzbrandbacillus wiichst anf Gelatine, Agar, Blutserum, Kar-
tofteln und in Bouillon. Minimum 12°¢C. Optimum 35 % Maximum 45°

Auf Gelatineplatten rundliche, leicht gelbliche Kolonieen, bei
schwacher Vergriisserung in der Peripherie ein Gewirr von unregel-
miissigen, welligen Fiden, die oft peitschenschnurartizc umbiegen. Im
Centrum dichte Kniiuel. Langsame Verfliissigung. Gelatine-
sticheultur weissliche Streifen, unter Verflissigung eine Wolke bildend,
von der seitliche Fortsitze ausgehen. Aunf Agar dicker Belag, auf
Kartoffel trockene weissliche Rasen, bei Briittemperatur hier reich-
liche Sporenbildung.

Bacillen des malignen Oedems.
Die Bacillen des malignen Oedems sind etwas schlanker als die
Milzbrandbacillen, denen sie sonst sehr fihnlich sehen. Sie fiirben sich
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in 1'.:ii.;.»'lse1'igen Lisungen von Gentianaviolett; nach Gras entfiirben
sie sich.

Nur bei Sanerstoffabschluss ziichtbar, am besten bei Kirpertemperatur.
Auf Gelatineplatten bildet die Cultur kleine glinzende Hohlkugeln, welche
mit Flissigkeit gefiillt sind. In der Gelatinestichcultur Verfliissigung
und Tribung unter Bildung von Gasblasen. Auf Agar (am besten
mit 2 Proc. Traubenzucker) diffus wolkige Tritbung und Gasentwick-
lung. Ziichtung auch im Innern von gekochten Kartoffeln mielich,
Bouillon wird anfangs diffus getriibt, spiter weisslicher Bodensatz.

Diphtheriebacillus.

In den diphtheritischen Membramen findet sich eine Anzahl wver-
schiedener Arten von Kokken und Stibehen, die sich mit den ge-
wihinlichen Farblosungen gut tingiren. Ausserdem aber hat Lirrrig .
ein Stibehen beschrieben, dass ziemlich kurz und etwas gekriimmt er-
scheint, und das sich besonders gut mit Lirrrner's Methylenblan,
aber auch mit sonstigen wiisserigen Farblisungen fiirbt und zn der
Diphtheritis in dtiologischer Beziehung steht. Nach Gram wird der
Diphtheriebacillus entfirbt.

Der Diphtheriebacillus wichst nur bei Temperatur iiber 2009
Optimum 37%  Auf Gelatineplatte rundliche weisse Kolonieen, ohne
zi vertlissigen, in der Gelatinestichenltur kleine rundliche Kolo-
nieen. Besonders ginstig ist Glyzerinagar. Hier granweisse Kolo-
nieen. Aufalkalisch gemachten Kartoffeln grauweisser Belag, anf IFleisch-
infuspepton - Zuckerserum (3 Theile Rinderblutserum mit 1 Theil
Bouillon, welche je 1.0 Proe. Pepton und Zucker und 0.5 Proe. NaCl
enthillt) dicker, gelblich-weisser, glinzender Ueberzug. Auf diesem
Niihrboden geht das Wachsthum am schnellsten vor sich.

Bacillen des Rhinoskleroms.

Der bei Rhinosklerom gefundene Bacillus besitzt eine Schleimhiille,
ilnlich dem Friepnizper'schen Kapselbacillus; er unterscheidet sich
aber von diesem sehr wesentlich dadureh, dasser sich nach Gram farbt.

Wonkowrrscn hat folgende Firbungsmethoden angegeben:

A Schnitte.
1) Fiirben 24—48 Stunden lang in Anilinwassergentianaviolett.
2) Abspiillen in Wasser,
~ 3) 1—4 Minuten lang in Jodjodkalilosung.

4} Uebertragen in absoluten Alkohol.

H) Nelkenil, in welchem den Schnitten noch ziemlich viel Farbe

entzogen wird.

Statt Jodjodkalilisung kann man auch Pikrinsiure in wiisserig-
alkoholischer Lisung anwenden. Da diese aber viel schneller entfirbt,
so verweilen in ihr die Schnitte nur einige Secunden.

Die Kapseln firben sich nur gut an in Alkohol gehiirteten Prii-

araten.
: Die hyalinen Massen im Rhinosklerum fiarben sich nach Wor-
kowiTscH intensiv mit Methylviolett, Gentianaviolett, Methylenblau und
Fuchsin, weniger mit Saffranin, gar nicht mit Himatoxylin, dagegen
sehr gut in Kosin. Daher ist Doppelfirbung mit Himatoxylin und
Eosin sehr zn empfehlen.
B. Deckglaspriparate von Culturen
1) Antrocknen etc.
2) Kinige Secunden in 1-proe. Essigsiiure.

—__. A
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3) Trocknen.

4) 1 Minute lang in starke Anilinwassergentianaviolettlosung.

5) Abspiilen in Wasser.

6) Einige Secunden lang in 1—2-proc. Eosinlisung.

7) Uebertragen in 60-proe. Alkohol.

8) Wasser.

9) Trocknen. Kanadabalsam.

Stepanow empfiehlt fiir Schnitte folgendes Verfahren:

1) Firben '/,—1 Stunde lang in Carbolgentianaviolett oder 24—36
Stunden lang in Lirrrer’s Methylenblaulisung.

2) Sehr kurze Extraction mit ¥, —1/; Proc. Essigsinre-haltigem
Spiritus oder einfach mit Spiritus.

Der Rhinosklerombacillus zeigt auch in seinem Wachsthum grosse

Aehnlichkeit mit dem Friepnizper'schen Kapselbacillus.

Tetanusbhacillus.

Firbt sich gut in wisserigen Anilinfarbstoftlisungen; auch nach
der Gram'schen Methode gelingt die Firbung.

Der Tetanusbacillus wiichst nur bei O-Absehluss, nicht unter 16°.
Optimum 36—38 Y. Dem Nihrboden wird 2 Proe. Traubenzucker zu-
gesetzt.

Aus Eiter werden Reineulturen in der Art gewonnen, dass man
die zundchst erhaltenen Mischenlturen mehrere Tage lang je '[; Stunde
auf 80 ° erhitzt, sodass alle Bakterien mit Ausnahme der Tetanns-
sporen abgetidtet werden. Aunf Gelatineplatten Wachsthum nach
4 Tagen, weisse, in der Mitte dichte, am Rande feine strahlige Kolo-
nieen, welche die Gelatine langsam verflissigen. In hoher Strich-
cultur weisslich-graner Strich mit zahlreichen Ausliufern nach der Seite.
Auf Agar dhnliches Wachsthum. In Traubenzuckerbonillon sehr
rasches Wachsthum unter Tritbung und starker Gasentwicklung. Spiiter
Bodensatz,

Auf Blutserum flache Vertiefungen, spiiter zerspaltet sich der
Niihrboden.

Rauschbrandbacillus.

Fiirbt sich gut in den gewidhnlichen wiisserigen Farbstofflosungen ;
nach Gram wird er entfirbt.

Der Rauschbrandbacillus wiichst nur anaerob, nicht unter 14° C.
Optimum 37° Auf Gelatineplatten granulirte Kolonieen, welche ver-
fliissigen und dann strahlenformige Ficher in die Gelatine entsenden.
In hoher Cultur Gasentwicklung.

Rotzbaeillen.

Sie firben sich nicht nach Grasm Die einfachen wiisserigen Lii-
sungen firben zwar Deckglaspriiparate, aber wenig intensiv.  Alkalische
Lisungen firben viel besser; ebenso Anilinwassergentianaviolettlisung,
der gleiche Theile einer Kalilosung 1 : 10000 zugesetzt sind. Die
Mischung muss jedesmal frisch bereitet werden, Vor dem Aunswaschen
kann in einer schwachen Essigeiinrelosung (1-proe.), der etwas Tro-
paeolin zugesetzt ist, kurze Zeit entfiirbt werden. Das letztere hat den
Vortheil, dass es das Zellprotoplasma ganz, und die Kerne wenigstens
etwas entfirbt und so die Bacillen deutlich hervortreten lisst.

Die Firbung (nach Lorrrer) ist demnach folgende:

1) Firben 5 Minuten lang in alkalischer Methylenblaulisung oder
Anilinwassergentianaviolettlosung mit Kalizusatz.
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2) 1 Secunde in durch Tropaeolin weingelb gefirbte Essigsiinre.

3) Schnelles Auswaschen in destillivtem Wasser.

4) Alkohol — Oel — Kanadabalsam.

Gewebsschnitte werden ebengo gefiirbt; zur partiellen Entfirbung
dient aber statt der Tropaeolinessigsiiure 5 Secunden langes Verweilen in

Aqua dest. 3
concentrirte schweflige Siure 2 Tropfen
H-proc. Oxalsinre 1 Tropfen.

Empfehlenswerth ist es noch, wenn man die Schnitte unmittelbar
vor der Firbung einige Minuten in Kalilosung 1:10000 legt.

Es gelingt aber auch, mit dieser Methode nicht, eine ganze isolirte
Firbung der Rotzbacillen herbeizufithren.

Kinxe empfiehlt zur Firbung der Rotzbacillen das von ilin ange-
gebene Methylenblauverfahren (s. p. 63). Man kann mit demselben
anch eine Doppelfiirbung verbinden, wenn man dem zum Aufhellen be-
nutzten Terpentinil etwas Saffranin znsetzt.

ScutTz hat filr Sehnitte das folgende Verfahren empfohlen:

1) Firben 24 Stunden lang in:

conc. alkohol. Methylenblanlisung \ zu gleichen
Kalilange 1 : 1000 J Theilen,

2) Abwaschen in angesiinertem Wasser.

315 Minuten in absolnten Alkohol.

4) Cedernil, Kanadabalsam.

Alle Methoden haben den Nachtheil, dass sie hiunfig das Gewebe
selbst zn stark mitfirben, oder dass bei geniigender Entfirbung des
Gewebes anch ein Theil der Bacillen die Farbe verliert. Um diesen
Nachtheilen zu begegnen, empfiehlt Noxiewicz folgendes Verfahven:

1) Firben 2—5 Minnten in der Lirrver'schen Methylenblan-
liisung. :

2) Auswaschen in destillirtem Wasser. |

3) Entfirben, 1—5 Secunden lang, je nach der Dicke der Schnitte
in einer Lisung von

,-proe. Essigsiiure 75 Theile
1, -proc. wiisserige Lisung von Tropaeolin (00)25

4) Auswaschen in destillirtem Wasser.

5) Aushreiten auf dem Objectiriiger, Entwiissern der Schnitte, zu-
niichst mit Fliesspapier, dann an der Luft oder iiber derSpiritns-
flamme.

6) Aufhellen durch fortwiihrend aufgetropftes Xylol (Nelken-,
Origanum-, Anilindl zn vermeiden).

7) Kanadabalsam.

Die Rotzbacillen erscheinen dunkel- bis schwarzblan, das Gewebe
hellblau gefirbt. Fiir Schnitte eignet sich anch das von NIKIPOROFF
(s. p. 82) angegebene Fiirbeverfahren fiir Recurrensspirillen.

Der Rotzbacillis wiichst nicht unter 20° Optimum 37° Auf
Agarplatten (am besten Glyzerinagar) hellgelbe Auflagerungen, in der
Strichkultur tropfehenartige, granweisse Kolonieen, auf Blutserum in Form
kleiner, getrennt bleibender Tripfchen, sehr charakteristisches Wachs-
thum auf Kartoffel als gelbbrauner, spiiter dunkelbrauner Belag.

Bacillus der Miuseseptikiimie.

Bacillus des Sehweinerothlaufs. _ _
Beide sind einander in ihrem morphologischen und tinctoriellen




Typhusbacillen. Syphilisbacillen. i

Verhalten sehr ihnlich. Sie firben sich leicht mit wisserigen Farb-
losungen und nach der Gram'schen Methode.

Die Bacillen der Minseseptikiimie und des Schweinerothlanfs ver-
halten sich auch in der Cultur sehr flnlich.

Wachsthum bei Zimmertemperatur. Auf Gelatineplatten Wachs-
thum in der Tiefe in Form von weisslichen Wolkehen, daneben dellen-
artice Kinziehung. Im Stich in Form weisser, nicht umschriebener Wolk-
chen. Nicht verfliissigend. Auf Agar gelblich-weisse Kolonieen.

Typhusbacillen.

Sie finden sich beim Abdominaltyphus in der Darmschleimhant,
im Follikelapparat, in den Mesenterialdriizsen, in der Milz, in der Leber,
in den Dejectionen ete. Sie fiirben sich nicht nach Graw.

In Deckglaspriiparaten sind sie mit den gewdhnlichen wiisse-
rigen Lisungen, namentlich anch mit Fuchsin zu firben. Die Firbung
%siingt leichter bei Erwiirmen. Abspiilen in Wasser (nicht Alkohol).

Schnitten unterscheiden sich die Typhusbacillen von einer Reihe
von Finlnissbacillen, denen sie sonst morphologisch sehr édhnlich sind,
dadureh, dass sie keine so scharfe Firbung annehmen wie letztere.
Fiir Schnitte sind als Farblisungen besonders geeignet LirrLEr’s
Methylenblan oder Carbolfuchsin. Es empfiehlt sich, die Schnitte 24
Stunden in der Farblisung zu belassen und einfach in Wasser abzu-
spillen, da die Bacillen sich in Alkohol leicht entfirben.

Der Typhushacillus wiichst bei Zimmertemperatur, Optimum 37 °.
Bildet in Gelatineplattenculturen grauweissliche Kolonien, oft mit einem
briunlichen Schimmer, welche nicht verfliissigen. In der Stich-
cultur hauptsichliches Wachsthum an der Oberfliche des Einstichs als
grauweisser Belag mit zackigem Rand, Agarstricheultur oberflich-
licher weisser Belag. Auf Blutsernm lings des Impfstriches weisslicher
Belag. Auf Kartoffel in Form eines Hiiutchens, welches sich von der
Kartoffeloberfliiche meist nicht unterscheiden lisst.

Bacterinm coli commune.

Das Bacterium coli commune fiirbt sich mit den gebriinchlichen
Anilinfarben, namentlich mit Lirruer'schem Methylenblau oder mit
Carbolfuchsin. Bei der Graa’schen Methode wird es entfirbt.

Wiichst bei Zimmertemperatur schon gut. Optimum 37° Auf
Gelatineplatten entstehen ohne Verfiissigung weissliche Kolonieen,
die einen gezackten oder auch einen glatten Rand haben. In der
Sticheultur ist die Oberfliiche halbkugeliz oder rosettenformig, der
Stich ans kleinen weissen Punkten zunsammengesetzt. Auf Agar gelb-
licher Rasen, auf Kartoffel brauner Belag, Bouillon wird getriibt.

Syphilishacillen.

Fiir die sog. Syphilisbacillen ist von Lustcartes folgendes Fir-
bungsverfahren angegeben worden:
1) Firben 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur und dann
2 Stunden im Briitofen bei 40* in Anilinwassergentianaviolett.
2) Abspiilen in Alkohol absolut. 3—5 Minuten.
3) Entfirben :
a) in einer 17/,-proc. wisserigen Lisung von Kali hyperman-
ganicum 10 Secunden, dann
b) in 1\’ﬁsseri{;&r Lisung von reiner schwefliger Siure, wenige
Secunden lang.

——— _._.....:+1_._r.—-ll_l-
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4) Abspiillen in Wasser.

H) Alkohol, Nelkenil, Xylolkanadabalsam.

Gewihnlich ist der Ei(.hmtt., wenn er in Wasser ansgewaschen wird,
noch nicht vollstiindig entfiirbt. Dann muss die Entfiirbung (3au. b, 4}
nochmals wiederholt werden.

Man kann eine Nachfiirbung mit Saffranin anwenden.

Ein kiirzeres Verfahren ist von Giacosr mitgetheilt worden:

1) Firbung mehrere Minuten lang in heissem Anilinwasserfuchsin.

2) Auswaschen in ganz verdiinnter wiisseriger Kisenchloridlisung

(einige Tropten ]mmmhlorﬂlusun,cr auf eine Schale mit- W asser}

3) Entfirben in conc. Eisenchloridlisung.

4) Auswaschen in Alkohol absolut.

DouvrreLeroxt firbt mit wisseviger Methylviolettlosung 48 Stunden
lang und entfirbt in der gleichen Weise wie Graconr,

Die im Smegma pme'putu vorkommenden Bacillen fiirben sich
ebenfalls mit rlﬂ‘ LustearTEx'schen Methode.

Tuberkelbacillen.,

Die Firbungsmethode der Tuberkelbacillen beruht anf einem ihn-
lichen Princip wie die oben (p. 65) angegebene Sporenfirbung. Die
mit bestimmten Farbstofflisungen eunna,l gefalhteu Baeillen behalten
ihre Firbung anch bei Entfirben mit stirkeren Lisungen von Mineral-
siuren bei, wihrend alles ibrige im Priiparat BLfiml]ll:he anch andere
Bakterienarten, entfirbt werden. Firbt man nun weiterhin mit einer
zweiten Anilinfarbe in einfach wiisseriger Lisung, die sich von der
ersten fiir das Ange gut unterscheidet, mit einer sog. Contrastfarbe,
nach, so firbt diese die vorher entfiirbten Kerne, Bakterien ete.,
wihrend die Tuberkelbacillen diese zweite Farbe nicht annehmen.

Die von Kocu in Anwendung gezogene Lisung war mit Kalilange
zusammengesetzt. Jetzt gebraucht man namentlich Lisungen, die mit
Anilingl oder Carbolsiure bereitet sind. Zor Anwendung kommt
Anilinwasserfuchsin resp. Carbolfuchsin mit nachtriiglicher Contrast-
firbung in Methylenblan, und Anilinwassergentianaviolett resp. Car-
bolwassergentianaviolett und als nachtriigliche Contrastfarbe Bis-
marckbraun.

Enrvicn hat die Hypothese aufzestellt, dass die Tuberkelbacillen
eine Hiille besitzen, die nur fiir alkalische Losungen durchgingig,
fiir Siuren aber undurchgiingie wire. Wenn diese Hypothese auch
nicht strict bewiesen ist, so erklirt sie doch am besten, warnm sich
die Tuberkelbacillen, nachdem sie einmal mit der alkalischen Farb-
lisung gefirbt sind, der Einwirkung der Siure gegeniiber resistent
verhalten.

Auch bei der Tuberkelbacillenfiirbung wurde im Verlaufe der
Untersuchungen das Erwirmen der Farbstofflisung als ein wichtiges
Hiilfsmittel erkannt, welches namentlich eine ganz betrichtliche Ab-
Kilrzung der l*ﬁrhung'a.:e:t. gestattet.

In neuerer Zeit ist die Tuberkelbacillenfirbung dadurch auch
wesentlich vereinfacht worden, dass man durch Vermischen einer
Mineralsiiure und einer Methy lenb]aulﬂsung die Entfirbung und die
Eo:1tras§iﬁrh1mg in einer einzigen Procedur vereinigt hat {E. FriNKEL,
(7 ABBET).

Ausserdem hat sich herausgestellf, dass Carbolsiurefuchsin uner-
wiirmt auch schon in kurzer Zeit die Tuberkelbacillen hinreichend
intensiv firbt.




Tuberkelbacillen. T

Die Methoden sind fiir Schnitte und Trockenpriparate anndhernd
dieselben, nur ist es angebracht, Schnitte linger, bis zu 24 Stunden
in der Farbe zu lassen, eventuell hei Briitofentemperatur.

Fiir die am hiinfiesten in der Praxis vorkommende Untersuchung
von Sputum verfilirt man so, dass man aus demselben die mehr brick-
ligen Partieen mit der Pincette entnimmt und entweder mit dieser anf
dem Deckglas vertheilt oder die Vertheilung auf dem Deckglase so be-
wirkt, dass man ein zweites Deckglas daran abreibt; dann lufttrocken
werden lassen, dreimal durch die Flamme ziehen und Firben nach
einer der nachfolgenden Methoden.

Um auch vereinzelte Tuberkelbacillen im Sputum und in anderen
fliissigen Medien nachweisen zu kimnen, sind zwei Sedimentirungs-
verfahren empfohlen worden.

A. Sedimentirungsverfahren von Biepert.

15 eem des zu untersuchenden Sputums werden mit etwa 2 Ess-
liffel voll Wasser und mit — je nach der Dicke des Spntums — 4 his
8 Tropfen (nicht mehr!) Natronlauge verriihrt, unter fortwihrendem
Umrithren in einer Schale gekocht und allmihlich noch 4—6 Essliffel
Wasser zugesetzt, bis eine diinnfliissige Masse entsteht. Dann lisst
man in einem Spitzglas 2 Tage lang sedimentiren, giesst die Flissig-
keit ab, welche iiber dem Sediment steht, und untersucht dasselbe,
Da das Sediment oft viel von der Klebrigkeit des urspriinglichen Spu-
tums verliert, so thut man gut, von letzterem etwas zum Aufkleben
des Sediments auf dem Deckglas aufzubewahren. Sehr vortheilhaft
wird das Sedimentirungsverfahren nach vorherigem Kochen mit Natron-
lange durch die Centrifuge ersetzt.

B. Sedimentirungsverfahren von Srroscukix,

5—10 ecem Sputum werden je nach der Consistenz mit der 1—3-
fachen Menge einer Mischung von Borax-Borsinrelosung und Wasser
im Verhiiltniss 1:3 gemischt und eine Minute lang energisch geschiittelt.
Nach 24—48 Stunden ist die Sedimentirung vollendet, man untersncht
das Sediment, nachdem man die dariiberstehende klare Flissigkeits-
schicht ahgegossen hat.

Handelt es sich nm den Nachweis von Tuberkelbacillen in G e-
weben zn rein diagnostischen Zwecken, ohne dass es auf das
Lageverhiiltniss der Bacillen zu den einzelnen Bestandtheilen des Ge-
webes ankommt, s0 nimmt man ebenfalls am besten zuniichst eine
Untersnchung des abgestrichenen Gewebssaftes in Deckglastrockenprii-
paraten vor, da dieselbe natiirlich viel schneller und einfacher zu bewerk-
stelligen ist als die Untersuchung von Sechnittpriiparaten. Wenn die
Untersuchung des Gewebssaftes nicht zum Ziel fiihrt, kann man noch
die Untersuchung von Schnitten anreihen. Die einzelnen jetzt im
Geb&‘auch befindlichen Methoden der Tuberkelbacillenfirbung sind fol-
gende :

I. Verfahren von Enrrica mit der Modification der Beschleu-
nigung der Firbung durch Erwiirmen.

1) Firben 3—5 Minuten lang in Anilinwasserfuchsinlisung
(resp. Anilinwassergentianaviolett) (s. p. 88).

2) Entfirben in 20-proc. Salpetersiiure !/,—1 Minute.

3) Auswaschen in 70-proc. Alkohol, bis kein Farbstoff mehr
abgegeben wird.
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4) Nachfirbung in Methylenblaulisung (resp. Bismarckbraun)
1',—2 Minuten.
H) Auswaschen in Wasser.
6) Trocknen zwischen Fliesspapier.
7) Kanadabalsam.
Anmerk. Schnitte werden linger gefirbt und kommen aus dem
Wasser in Alkohol, dann in Xylol und schliesslich in Kanadabalsam.

IL Verfahren von Zieni-NEELSERN.
1) 3—5 Minuten langes Firben in erwirmter Lisung von:

Fuchsin 1.0
Alkohol 10,0
Acid. carbol. conc. 5,0
Aqua destillata 100.0
2) Entfirben in 5-proe. Schwefelsiiure oder 15-proe. Salpeter-

siiure.

3) Answaschen in 70-proc. Spiritus.

4) Contrastfiirbung in wisseriger Methylenblanlisung 1%/, bis
2 Minuten.

5) Abwaschen in Wasser.

6) Trocknen zwischen Fliesspapier.

7) Kanadabalsam

Anmerk. Bei Schnitten Alkohol, Xylol, Kanadabalsam.

III. Verfahren von (GABBET.
1) Firben 2 Minuten lang (ohne Erwirmen) in:
Fuchsin .
Alkohol 10,0
d-proc. Carbolsiiurewasser 1000
2) Abwaschen in Wasser.
3) 1 Minute lang Entfirbung und Contrastfirbung in:
Methylenblan 20
2h-proc. Schwefelsiure 1000
Auswaschen in Wasser.
5) Trocknen und Kanadabalsam; bei Schnitten Alkohol, Xylol,
Kanadabalsam.
Das Verfahren von Gasper ist das fiir die Praxis am meisten
zt empfehlende; es ist sehr einfach, weil die Erwirmung fortfillt .
und Entfirbung und Contrastfirbung in eine Procedur vereinigt sind. '
Ausserdem sind die beiden Farblosungen sehr bequem zu bereiten. ;
Andererseits ist das Verfahren vollkommen sicher, auch fir Schnitte. 1
|
|

IV. Verfahren von CzapLEWSKL
Dasselbe geht von der Voraussetzung ans, dass durch die starke
Mineralsiure ein Theil der vorhandenen Tuberkelbacillen entfirbt wird
und so dem Untersucher entgehen kann. Es wird daher statt der
Mineralsiure Fluorescein angewandt. Das Verfahven, welches haupt-
siichlich fiir Deckglaspriiparate angegeben ist, ist folgendes; -
1) Firben in erwiirmtem Carbolfuchsin. |
2) Abtropfenlassen des iiberschiissigen Carbolfuchsins, und Ueber-
tragen in eine Lisung von

Gelbes Fluorescein, concentrirte alkoholische Lisung,

Methylenblan im Ueberschuss.

O T
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In diese Lisung wird das Deckglas 6—10mal eingetaucht, indem
man die Flissigkeit immer langsam wieder abfliessen lisst.

3) Nachfiirben in concentrirter alkoholischer Methylenblaulisung.
4) Schnelles Abspillen in Wasser. Trocknen. Kanadabalsam.

Bei Schnitten, in denen es auf das Auffinden ganz vereinzelter
Tuberkelbacillen ankommt, sind die Methoden von Enruice und NegLsex
beizubehalten, weil sie eher gestatten, die Fiarbung beliebig lange aus-
zudehnen und dementsprechend die Firbung zu modificiren.

Der Tuberkelbacillus wiichst nicht unter 30° und nicht iiber 42°
Optimam 37° Da der Tuberkelbacillus nur sehr langsam, erst nach
10—15 Tagen sichtbar, wichst, so kann man ilm aus Bakterienge-
mischen nicht isoliven. Man verfiihrt vielmehr so, dass man mit dem
betreffenden Material zundchst in die Bauchhohle von Meerschweinchen
oder Kaninchen impft. Von den bei dem Thier entstehenden Tuberkeln
leet man dann unter Beobachtung aller Cautelen die Culturen an, in-
dem man kleine Gewebspartikel anf den Nihrboden bringt.

Der Tuberkelbacillus wiichst sehr gut auf Agar mit 6proc. Gly-
ceringnsatz. Hier bilden sich grauweisse, trockene Schuppen. Auf
Blutserum grauweisse, trockene Schiippchen, welche bei schwacher
Vergrisserung wellig gekriimmte zierliche Linien zeigen. Das Con-
densationswasser wird von einem Hiutchen iiberzogen.

Aunch in Kalbfleischbouillon mit 6-proc. Glyzerin gedeiht der
Tuberkelbacillus gut; er bildet hier ein die Oberfliche iiberziehendes
Hiintchen. Wegen des stirkeren O-Bediirfnisses des Tuberkelbacillus
muss man das zu verimpfende Material auf die Oberfliche der
Bouillon bringen.

Leprabacillen.

Sind den Tuberkelbacillen sehr fihnlich; sie firben sich mit den-
selben Methoden. Ein Unterschied besteht darin, dass die Firbung
schneller erfolgt, aber auch viel schuneller, zuweilen schon nach Stunden
wieder schwindet. Auch die Methode von Gasper liefert finr Schnitte
gute unid — soweit meine Erfahrungen reichen — ziemlich haltbare
Priiparate. Zum Unterschiede von den Tuberkelbacillen firben sich
aber die Leprabacillen auch mit einfach wiissericen Liosungen.

Firbung nach BauMcarTEN,

1) Eiirbung 6--7 Minuten lang in verdiinnter alkoholischer
Fuchsinlisung (5 Tropfen concentr. alkoholische Lisung anf
gin Uhrschilchen mit Wasser).

2) Entfirben Y, Minnte lang in sanrem Alkohol (Salpeter-
giiure 1: Alhohol 10).

3) Abwaschen in Wasser.

4) Nachfirbung in Methylenblan, Abwaschen in Wasser etc.,
Kanadabalsam.

- Wihrend die Leprabacillen so als rothe Stibchen aunf blavem
Grunde erscheinen, firben sich Tuberkelbacillen mit dem angegebenen
Verfahren in der kurzen Zeit nicht.

Andererseits kann man nach Lusteartex zur differentiellen Dia-
gnose zwischen Tuberkel- und Leprabacillen die Thatsache verwerthen,
dass die in Anilinwassergentianaviolett oder Anilinwasserfuchsin ge-
firbten Leprabacillen durch eine 1-proc. Lisung von unterchlorigsanrem
Natron nicht so leicht entfirbt werden, wie Tuberkelbacillen.

von Kahlden, Technik der histologischen Untersuchung. 4. Aufl. 6
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Cholerabacillen.

Die Cholerabacillen fiirben sich namentlich gut in concentrirten
wiisserigen Fuchsinlisungen. Man thut gut, die Farblésung 10 Minuten
lang einwirken zu lassen. Nach Gram entfiirben sie sich. Schnitte
werden mit Fuchsinlisung oder Methylenblan gefirbt.

Die Cholerabacillen wachsen nicht unter 16° Optimum 30 *—40 °,
Auf Gelatineplatten kleine granulirte Kolonien mit unebenem Rand,
welehe doreh stirvkeren Glanz ein glasscherbeniihnliches Aunssehen er-
halten. Bei weiterem Wachsthum Verflissigung, angezeigt durch
eine oberfliichliche Einsenkung.

In der Sticheultur entsteht eine trichterfirmige Verfliissigung an
der Oberfliche und durch Verdunstung eine luftblasenartige tiefe Ein-
senkung. Die Bakterien sinken auf den Boden des Verfliissigungs-
trichters.

Auf Agar granbramme Kolonieen. Anf Kartoffeln Wachsthum, am
besten bei 30*—40°, bei Zimmertemperatur ausbleibend: graue his
graubraune, spiter verfliissigende Massen. Bouillon wird getriibt meist
unter Bildung eines Oberflichenhintchens.

Will man Darminhalt auf Cholerabakterien untersuchen, so kann
man zunichst Deckglaspriparate firben. Vor Allem aber wendet man
das von ScHorTELIUs empfohlene Verfalren an, den Darminhalt mit
der gleichen Menge alkalischer Bouillon zu verdimnen und in einem
(Glas mit breiter Oeffnung offen stehen zu lassen. In Folge ihres
erossen  Sauverstofibediirfnisses entwickeln sich die Cholerabacillen
hauptsiichlich an der Oberfliche, so dass Priiparvate, die von da ent-
nommen sind, immer reichlich Kommabacillen enthalten.

Recurrensspirillen.

Zur Firbung der Recurrensspirvillen im Blut hat GUxTHER ein
Verfalren angegeben, welches bezweckt, das Himoglobin der rothen
Blutkirperchen zu extrahiven und diesen die Firbbarkeit zu nelimen,
damit die gefirbten Spirillen um so besser hevortreten.

1) Die Deckglaspriiparate werden dreimal durch die Flamme
cezogen, oder besser fiir 5 Minuten in den Thermostaten bel
5 °? gelegt.
2) 10 Secunden langes Abspiilen in 5-proe. Essigsiiure.
3) Entfernen der Essigsiiure, zuerst durch Wegblasen mittels
 giner Glasrohre, dann dadurch, dass man das Deckglas
mehrere Secunden lang mit der Priiparatenseite nach untﬂl
iiber starke Ammoniaklisung hilt.
4) Firben in wiissericen Lisungen von Anilinfarben.
H) Abspiillen in Wasser, Trocknen, Kanadabalsam.
Fiirbung der Her-uuemxpuﬂ]ul in Schunitten nach NIKIFOROFE:
1) Hiir tung 24 Stunden lang in einer Mischung von
Kali bichromicum, H-proe. wiisserige Luqung gleiche
Sublimat, gesittigte Lisung in [Iﬁ-pmc Na- | Theile.
{‘I—Limmg
2) Nachhiirtung in warmem Raume in 70—85—95-procentigem
Alkohol.
3) Paraffineinbettung.
4) Firben 24 Stunden lang in einer Is[lsclmng von
Spirituise 1-proc. Tropiolinlisung, 5 cem.
Concentrirte wiisserige Methylenblanlosung 10 cem.
Aetzkalilosung (1 : 1000) 2 Tropfen.
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H) Abspiilen mit Wasser,

6) 2—3-maliges Untertauchen in Alcohol. absolut. und Aether
zi gleichen Theilen.

7) Bergamottil — Xylol.

Aktinomyecespilz.

Wenn man Eiter auf Aktinomycespilze zn untersuchen hat, so
sucht man in demselben nach den charakteristischen weisslichen Kirn-
chen. Man breitet dazn den Eiter am besten auf einer Glasplatte
aus und untersucht auf einer dunklen Unterlage. Wenn man Kirn-
chen gefunden hat, so zerquetscht man sie vorsichtig zwischen Object-
triiger und Deckglas und findet dann bei der mikroskopischen Unter-
suchung ohne Miihe die eigenthiimlichen Rasen und birnfirmigen
Ausliinfer oder Kolben.

Man kann natiirlich auch Deckglastrockenpriiparate herstellen und
dieselben wie Schnitte firben.

Fiir die Untersuchung des Aktinomyeces in Schnitten sind eine ganze
Anzahl von Methoden angegeben worden, die indes meist an dem
Uebelstande leiden, dass sie nicht constant gute Priparate geben,
oft firben sich die verschiedenen PPilzrasen in ein und demselben Schnitte
verschieden. Zum einfachen Nachweis in Schnitten geniizen Doppel-
firbungen mit Hiimatoxylin und Karmin oder Eosin, durch welche die
Drusen mit rother Farbe in dem blanen Gewebe hinrveichend dentlich
hervortreten. Ebenso gute Priparate erhiilt man durch die vax
Giesox’sche Methode.

Sehr gute Priparate erhiilt man durch die WeicErT'scher Bakterien-
firbung (s. p. 63) mit vorhergehender Lithionkarminfiirbung. Die Diffe-
renzirung des Hasens ist hierbei so schin, wie bei Keiner anderen
Methaode.

Sehr empfehlenswerth sind die beiden folgenden Combinationen
mit WeicERT scher Fiirbung, da sie eine gute Differenzirung der Rasen
cegeniiber den Kolben geben, und auch die iibrigen Gewebsbestand-
theile schin gefirbt werden.

I. Deckglastirbung:

1) Aufstreichen des Druseninhaltes auf ein Deckglas, Luft-
trocknen, Durchziehen dorch die Flamme,

2) Firben 24 Stunden lang in Anilinwassersaffranin.

3) Kurzes Abspiilen in Wasser,

4) Farben 5 Minuten lang in gesitticter Anilinwassergentiana-
violettliisung.

5) Kurzes Abspiilen in 0.G-proc. Kochsalzlosung.

6) Trocknen zwischen Fliesspapier.

7) Uebertragen des Deckglases anf 2 Minuten in Jodjodkali-
lisung 1 : 2 : 300.

8) Trocknen zwischen Fliesspapier.

9) Entfirbenin hiinfizer zewechseltem Anilinél, bis das Priiparat
keine Farbe mehr abgiebt.

10) Entfernen des Anilindls mit Xylol: Kanadabalsam.

Pilzrasen blau, Kolben braunroth; die Gentianaviolettfiirbung ist

immer an zweiter Stelle anszufithren.
II. Fiir Schnitte.
1) Firben 24—48 Stunden in Anilinwassersaffranin.
2) Griindliches Auswaschen in Wasser.
ﬂiﬂ
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3) Firben '/;—1 Minute in Himatoxylin.

4) Griindliches Answaschen in Wasser.

5) Firben ';—3 Stunden in gesiittigter Anilinwassergentiana-
vmlcttlw.ung

6) Abspiilen in 0.6-proc. Kochsalzlisung.

7) Uebertragen auf 2—5 Minuten in Jodjodkalilisung 1 : 2 : 300,

8) Trocknen auf dem Spatel mit Fliesspapier.

9) Entfirben in Anilinil, bis der Schnitt keine Farbe mehr
abgiebt.

10) Firben in Anilinéleosin '/, Stunde.

11) Entfernen des Anilinols in Xylol; Kanadabalsam.

Pilzrasen dunkelblan, Kolben braunroth, Zellkerne violett, Proto-
plasma rosaroth.

Die Gram'sche Methode, mit 24-stiindiger Fiirbung, giebt
ebenfalls gute Resultate, hat aber den Nachtheil gegeniiber derW EiGERT-
schen, dass in dem absoluten Alkohol das Celloidin gelist wird, und
dann oft die Drusen zum Theil ausfallen.

Bosrtroem empfiehlt statt der WemcErT'schen und Gram’schen
Firbung folgendes Verfahren:

1} I*Mbung in Anilinwassergentianaviolett.

2) Directe Uebertragung, ohne vor heriges Abwaschen, in Wer-
cERT'sches Pikrokarmin.

3) Griindliches Abspillen in Wasser.

4) Uebertragen in Alkohol; Ausziehen des Gentianavioletts,

~ bis die Schnitte rothgelb sind.

Der fidige Theil des Aktionomyceskernes erscheint blass, die Keulen
roth, das umliegende Gewebe rothgelb.

Durchschnitte durch einzelne Aktinomyceskirner gelingen gut, wenn
man sie sorgfiltiz in Celloidin einbettet.

WeiceErRT hat noch eine Firbung mit Orseille angegeben :

1} Iéirbung eine Stunde lang in einer dunkelrothen Lisung
von Orseille in
Alkohol absolut. 20,0
Acid. acetie. 5,0
Aqua destillat. 40,0
2) Abspiillen in Alkohol.
3) Firbung in 1-proe. wiisseriger Gentianaviolettlisung.
4) Auswaschen in Alkohol.
5) Kanadabalsam.

Die Kerne der Zellen werden dabei blauviolett, das Bindegewebe
orange, die inneren Partieen des Strahlenpilzes verwaschen blau, die
Aussenpartien rubinroth.

Die kiufliche Orseille muss man vor der Lisung einige Tage an
der Luft stehen lassen, damit das Ammoniak verdampft.

Nach Iseraen kann man durch ein mehrstimdiges Firben der Schnitte
in einer concentrirten Lisung von Orcein in durch Essigsiiure ange-
siinertem Wasser eine burgunderrothe Firbung der Aktinomyceskolben
erzielen.

Firbung von BARANSKI:

1) Firben der Deckglischen oder Schnitte 2—3 Minuten lang
in Pikrokarmin.
2) Kurzes Auswaschen in Wasser,
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3) Trocknen resp. in Alkohol entwiissern.
4) Kanadabalsam.
Das Gewebe erscheint roth, das Centrum des Strahlenpilzes gelb.
Die Fiirbung der Kolben ist keine intensive.
Frormaxy empfiehlt das folgende Firbungsverfahren, welches im
Wesentlichen der KiUnaxe'schen Modification der Gram'schen Methode

entspricht:
1) 5 Minuten langes Fiirben in:
concentrirte alkohol. Methylviolettlisung 1 Theil
Wasser 2 Theile
1-proe. wiisserige Lisung von kohlensanrem Am-
moniak e

2) 10 Minuten langes Auswaschen in reichlichem Wasser.
3) Uebertragen in eine Jodjodkalinmlésung (1:2:300) fiir 5 Min.
4} Griindliches Auswaschen in Wasser.

5) Ausziehen der Farbe 20 Minuten lang in einmal zn wech-

selndem Fluoresceinalkohol (1:50).

6) Aunswaschen des Fluoresceins in 95-proc. Alkohol.

7) Uebertragen in Anilindl fiir einige Minuten.

8) Lavendelil.

9) Xylol; Kanadabalsam.

Der Pilzrasen erscheint dunkelblanu und sehr schin differenzirt;
die Kolben zum Theil hellblan, zum Theil farblos.

Der Aktinomyces wiichst nur bei Sauerstoffabschluss und bei Brut-
temperatur. Auf Ager isolirte weisse Piinktchen, welche sich langsam
vergrissern und dann als kleine Kndtchen iiber die Oberfliche promi-
niren. Daneben kommen auch grissere weissliche Knoten vor.

Zw ilftes Capitel
Untersuchung von Schimmel- und Sprosspilzen.

Zur Untersuchung der beim Menschen vorkommenden Fadenpilze
werden die von den Pilzen durchwachsenen Gewebe in Wasser oder
0,6-proe. Kochsalzlisung zerzupft; meist gelingt es aunf diese Weise
schon, sich die einzelnen Bestandtheile der Pilze zur Anschauung zu
bringen. Sind die betreffenden Gewebe wenig durchsichtig, so kann
man sie durch Anwendung einer 1—3-proc. Kali- oder Natronlange
aufhellen. Glyzerin und Alkohol verursachen eine erhebliche Sehrumpfung
der Pilzfiden.

Ganz besonders empfiehlt sich nach (. Frapxgen Zerzupfen in
a0-proc. Alkohol, dem einige Tropfen Ammoniak zungesetzt sind. Man
iibertrigt dann das miglichst fein zerzupfte Material zur mikroskopi-
schen Untersnchung in Glyzerin, in welchem man die Pilze nach
Wachsumrandung und Umziehen mit Lack auch als Dauerpriiparate
conserviren kann. Zur Hirtung von Gewebstheilen, die mit Faden-
pilzen durchwachsen sind, benutzt man gewihnlich absoluten Alkohol,
um ein postmortales Auswaschen moglichst bald und sicher zn ver-
hindern. In MiLLer'scher Fliissigkeit ist dagegen die Schrumpfung
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geringer. Zur Firbung eignet sich am besten Vesuvin und Methy len-
bhut “doch verhalten sich die verschiedenen Species gegen die ein-
zelnen Anilinfarben verschieden.

Aspergillus firbt sich mit Fuchsin, Methylviolett und Vesuvin.

Die Dermatophyten untersncht man nach Banzer so, dass man
die mit denselben behafteten Haare, Schuppen ete. zuerst mit Alkohol
und Aether entfettet. Danach werden sie einige Secunden mit wiisse-
riger oder alkoholischer Lisung von Kosin oder in anderen Anilin-
farben gefirbt, und dann nach Entwiisserung in Alkohol in Kanada-
balsam eingelegt. Will man die Priparate nicht conserviren, so
untersneht man in 33-proe. Kalilange.

Die verschiedenen Hefearten, wie sie sich namentlich im Magen
finden, fiirbt man am besten mit dimner Bismarckbraunlisung, da sie
sich mit den iibrigen Anilinfarben sehr leicht iiberfiirben.

e ‘mlnmmvl]nlﬂ, werden in derselben Weise geziichtet wie
Bakterien. Sie bevorzugen im Allgemeinen saure Niahrbiiden und he-
diivfen reichlich Sauerstoff zmr Entwicklung. Ausser anderen
Niahrbiiden ist amch Brodbrei sehr geeignet.

Dreizehntes Capitel
Untersuchung der thierischen Parasiten.

Die Untersuchung der thierischen Parasiten bietet, sofern es sich
nicht wm eingehendere Untersnchung ilives Baneshandelt, keine Schwierig-
keiten. Viele, z. B. Acarus scabiei, Acarus folliculorum, Oxyuris vermi-

cularis, Trichocephalus dispar, Anchylostomum duodenale, Trichina spiralis,

Distoma hepaticum und lanceolatum, kimnen ohne weiteres in Wasser
untersucht werden. Hiufiz ist es dabei von Vortheil, durch einen
missigen, mit dem Stiel einer Priparitnadel ausgeiibten Drm:k auf das
Deckglischen das betreffende Thier platt zu driicken. Die Eier der
Nematoden, Trematoden, und Cestoden werden ebenfalls in Wasser
untersucht.

Muskeltrichinen kionnen in  Zerzupfungpriparaten untersucht
werden : ein sehr sehnell zu hewerkstellizendes Verfahren besteht darin,
dass man kleine Partikelchen Fleisch zwischen zwei Objecttriiger zu
einem durchsichtizen Brei zerquetscht und dann mit schwacher oder
mittlerer Vergrisserung untersncht.

Man withlt zur Untersuchung namentlich Stiicke vom Zwerchfell
mnd von der Kiefermusculatur, und zwar vorzngswelse Stiickchen auns
den der Sehne benachbarten Theilen des Muskels.

Auch Schnittpriparate kann man auf Trichinen untersuchen. Man
schmeidet entweder direct oder nach vorheriger Celloidineinbettung anf
dem Gefriermikrotom. Die Schnitte diivfen nicht zn dilnn gemacht
werden; dickere Schnitte kann man mit wiisserigen Lisungen von
'i‘.lr[eth:,'lgrim (1:30) firben. Die Trichinenkapseln treten dann besser
lervor.

Eingekapselte und verkalkte Trichinen kann man durch Siiure-
zusatz durehsichtiz machen,
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Protozoen werden wmit Vortheil mit fixirenden und firbenden
Reagentinen wie Osmiumsiure, Chromsiure, Jod, Anilinfarben ete. be-
handelt.

Darminhalt mit Protozoen bringt man zunichst ohne Zusatz oder
mit Kochsalzlisung vermischt unter das Mikroskop. Sehr empfehlens-
werth ist starke FEosinfirbung, eventuell mit vorhergehender Hima-
toxylinfiirbung.

Coceidien firben sich in gehiirteten Priiparaten gut mit Gentiana-
violett und Vesuvin. Empfehlenswerth ist ausserdem Doppelfirbung
mit Himatoxylin und Eosin, wobei man das Eosin in ziemlich starker
Lisung und mehrere Stunden einwirken lisst.

Malariaplasmodien. Das frische Blut untersucht Prenx in der
Art, dass er anf den Objecttriger sowohl. wie auf das Deckglas
einen Tropfen fliissizes Paraffin bringt. Der Blutstropfen wird divect anf
dem Paraffintropfen des Deckglischens anfrefangen und letzteres dann
auf den Objecttriiger so aufoesetzt, dass sich das Blot zwischen den
beiden Paraffinlagen befindet. Die Untersnchung geschieht anf heiz-
barem Objecttisch. Zur Firbung von Blutpriparaten dient am
besten Methylenblan in schwacher wiisseriger Lisung; besonders ge-
eignet ist eine ganz dimne Lisung des Farbstoffes in steriler Ascites-
fliissigkeit oder in Blutserum. Dieser Lisung kann man zn Doppel-
farbungen etwas Eosin zusetzen. Prenx empfiehlt zu diesem Zweck
H—6 Minuten langes Firben der in absolutem Alkohol fixirten Deckglas-
priiparate in einer Lbsung von:

Methylenblau, concentrirte wiisserice Lisung 60,0
Eosin, Y, -proc. Lisung in 75-proc. Spirvitus 20,0
Destillirtes Wasser 20,0
20-proc. Kalilange 12 Tropfen.

Zur Fixirung von Gewebsstiicken verfihrt man nach Biexamr in
folgender Weise:

1) Fixirung ', bis mehrere Stunden lang in einer Liosung von

Sublimat 1.0
(Chlornatrinm 0,75
Essigsiure  0,5—1.0
Wasser 100.0

2) Uebertragung in Alkohol, dem etwas Jodtinctur zugesetzt ist.

3) Absoluter Alkohol.

Zum Firben dient Magentaroth (v. Dr. Griibler, Leipzig), in ge-
siittigter wiisseriger Lisung oder in Carbolwasser gelist, und nach-
folgendes Auswaschen in absolutem Alkohol.

Zu Doppelfirbungen eignet sich eine Mischung von Magentaroth
und Aunrantia in gesiittigter alkoholischer Lisung.

Die Kiipfe der Bandwiirmer betrachtet man mit schwacher und
mittelstarker Vergriisserung in Wasser oder Kochsalzlisung oder Glyzerin.
Echinococeusseolices kann man mit einem Skalpell von der Wand der
Blasen abschaben und in Wasser oder verdiinntem Glyzerin untersuchen.
Die sporenfirmigen Hacken sind oft noch in Zerzupfungspriparaten von
abgestorbenen und verkalkten Echinokokken nachweisbar.

Den Seolex des Cysticercus cellulosae kann man sich durch Zer-
reissen der Blase frei machen. Danach wird er zur Untersuchung des
Hackenkranzes und der Sangniipfe unter dem Deckglase zerquetscht.
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Dureh Compression eines frischen reifen Bandwnrmgliedes zwischen zwei
Objecttriigern kann man sich anch die Verzweigung des mit Eiern ge-
fiillten Uterns zur Anschanung bringen.

Durehschnitte durch die Wand einer Echinococensblase, mit einem
Rasirmesser oder auch nur mit einer Scheere ausgefiihrt und in Wasser
untersucht, zeigen sehr deutlich die Schichtung der Cuticularmasse.

Zur Aufbewahrong und Hirtung wird gewihulich Spiritus benuntzt.
In MULLer'scher Flissigkeit werden die Blasen leicht spride.  Wenn die
emzelnen Theile bei Anlegung von Sehnitten anseinanderfallen, so wendet
man Celloidineinbettung an.  Zur Firbung benntzt man kernfiirbende
Farben allein oder zusammen mit Eosin oder Karmin.

Die mikroskopischen Priiparate kiinnen sowoll in Glyzerin wie in
Kanadabalsam aufgehoben werden. FErsteres ist namentlich bei unge-
fiarbten Priiparaten zu empfehlen.

Vierzehntes Capitel.

Uebersicht iiber die Behandlung der einzelnen Gewebe
und Organe zum Zwecke der mikroskopischen Unter-
suchung.

Untersuchung des Blutes.

e Untersuchung des Blutes kann vorgenommen werden

1) am frischen Priparat, mit oder ohne Zusatz von sog. Con-
servirungsfliissigkeiten;

2} am Deckglastrockenpriiparat, mit oder ohne Fixation der
Blutzellen in sog. Fixirungsflissigkeiten, und mit
nachheriger Anwendung der verschiedenen Fiarbungsmethoden.

3) an Schnittpriparaten des fixirten und gehirteten Blutes, eben-
falls mit Anwendung verschiedener Firbemethoden.

In der Regel bedarfes der combinirten Anwendung mehrerer dieser
Methoden, um zu einem sicheren Resultat zu kommen.

. Untersuchung des Blutes im frischen Priparat.

Zur frischen Untersuchung des Blutes bringt man am besten
ein ganz kleines Tripfchen zunichst anf die Mitte des Deckglases und
legt dieses dann vorsichtiz anf den gereinigten Objecttriger auf. KEs
ist immer davauf zu achten, dass man eine miglichst geringe Menge
von Blut auf den Objecttriger bringt, weil man die feineren Structuren
der Blutkorperchen nur an ganz dimnen Schichten studiren kann. Oft
ist es empfehlenswerth, die Entnahme des Blutes in der Art vorzu-
nehmen, dass man ein Deckglischen mit Wachs anf dem Objectiriiger
befestigt, den Blutstropfen in den so entstehenden Capillarraum ein-
fliessen liisst und diesen dann durch eine vollstindige Wachsumrandung
definitiv schliesst. In dieser Weise kann man auch Blut am Kranken-
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bett entnehmen und die Untersnchung dann spiter zn passender Zeit
anschliessen. Man kann anch nach der Methode von Presxs (s, p. 87)
das Blut zwischen zwei Paraffintropfen auffangen. Da sich die Blut-
kirperchen in destillirtem Wasser sowie in Siiuren sehr rasch veriindern
und namentlich ihr Himoglobin sehr rasch extrahirt wird, so muss man
sog. Conservirungs- oder indifferente Zusatzfliissigkeiten wiihlen.

Znr Hirtung und Conservirung des Blutes dienen fol-
gende Fliissickeiten :

1) Physiologische Kochsalzlosung. Sehr geeignet. Der
zwischen 0,6 und 0,75 Proe. schwankende Concentrationsgrad
muss nach Bizzozero fir jede einzelne Thierspecies ans-
probirt werden.

2) Blutsernm, Lymphe oder Amnioswasser von der-
selben Thierart. Diese Fliissigkeiten konnen noch mit Jod
versetzt werden, oder man kann anch vom Rande des Deck-
elischens her eine firbende Flissigkeit, z. B. Methylgriin in
0,6-proe. Kochsalzlisung, zufliessen lassen.

3) Weingelbe Jodjodkaliumlisung ist namentlich ge-
eignet, um die Schatten der rothen Blutkiérperchen sicht-
bar zn machen.

4) Gesiittigte wisserige Pikrinsiiurelisung hat die-
selbe Filhigkeit.

5) 05-proe. Argentum-nitricnmlisung.

6) Pacixi’sche Fliissigkeit:

Hydrargyr. bichlorat. 1,00

Chlornatrinm 2,00
Aqu. destillat. 200.,0
7) Havem’sche Flissigkeit.
Sublimat 0.5
Chlornatrinm 1.0
Schwefelsaures Natron 5.0
Aqu. destillat. 200.0.

Das Blut wird mit dieser Fliissigkeit im Verhiltniss 1: 100 gemischt.
Beim ruhigen Stehen sinken die geformten Elemente des Blutes zu
Boden. Nach 12—24 Standen decantirt man, und man kann dann die
g0 erhaltenen gehiirteten Elemente auswaschen und firben. Man kann
aber anch der Hirtungsfliissigkeit direct Kosin zusetzen.

Die Anwendung dieser Zusatzfliissigkeiten ist dadurch begrenzt,
dass sich Dauverpriparate mit ihnen nicht herstellen lassen und dass
sie Structurverinderungen des Zellkerns nicht sicher verhindern.

Diesen Nachtheilen begegnet man durch die Anwendung fixirender
Mittel, duarch welche allerdings die fiussere Form der Zellen meist ver-
indert wird.

Es sind hier zn nennen:

1) Essigsiure, am besten 1-proe.

2) Osmiumsiure, 1—2-proc.

3) Fremyneg'sche Lisung, von manchen Auntoren in der
Weise modificirt, dass eine Chromsiiurelosung von niedrige-
rem Procentsatze gewihlt wird.

Die Farbung geschieht entweder durch Zusatz zu der Fixirungs-
fliissigkeit (z. B. Methylgriin, Methylviolett, Saffranin ete.) oder durch
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nachherige Tinction, nachdem von dem Blute Schnittpriiparate (s. unten)
angefertiot sind.

II. Deckglastrockenpriparate.

Bei der Fiarbung von Deckglastrockenpriiparaten muss man darauf
Riicksicht nehmen, dass das Hiamoglobin durch die wiisserigen Farb-
lisungen extrahirt wird.

Als einen Farbstoft, welcher das Himoglobin nicht lost, bezeichnet
Havexm die Jodjodkalinmlisung. Bringt man eine derartige Lisung von
ziemlich intensiv brauner Farbe auf das getrocknete Blutpriiparat, so
nehmen alle himoglobinhaltigen Theile sofort eine braune bis violette
Farbe an. Ks ist daher die Methode die einfachste, nm bei Singe-
thieren auf das Vorhandensein von kernhaltigen rothen Blutkirperchen
zul untersnchen.

Man kann aber, wie Enrvren gezeigt hat, das Himoglobin seiner
Lislichkeit nnd Quellungsfihigkeit berauben, wenn man das anf einem
Deckelischen ausgestrichene Priparat, nachdem es lufttrocken geworden
1st, eme oder mehrere Stunden aut einem Kupferblech auf 120—150°
erhitzt hilt. Nach Nmirororr erreicht man denselben Zweck noch
bequemer, wenn man die lufttrocken gewordenen Deckglaspriparate 2
Stunden lang in eine Mischung von Alkohol und Aether zu gleichen
Theilen bringt, dann abtrocknet und nun firbt.

Hayvex empfiehlt zu demselben Zwecke die Einwirkung von Osminm-
diimpfen auf das getrocknete Priiparat.

Zur Entnahme des Blutes verfillrt man so, dass man einen mig-
lichst kleinen Bluttropfen direct anf ein Deckglischen bringt, mit einem
zweiten Deckelischen iiberdeckt und dann dieselben nach erfolgter Auns-
breitung des Tropfens vorsichtig auseinanderzieht. Dabei ist es nithig,
dass man die Deckgliischen nicht mit den Fingern, sondern mit Pincetten
fasst, weil, wie Eanrice angiebt, schon der Dunstkreis des manipu-
lirenden Fingers geniigt, um Blutkirperchen in erheblicher Weise zn
modificiren.

Zur Untersnchung des Blutes ist es zunichst wichtig, die ver-
schiedenen Arten der weissen Blutzellen zu kennen, die im Blute vor-
kommen; es finden sich darin nach Enrnich:

1) Kleine Lymphoeyten Sie sind nur wenig kleiner als die
rothen Blutkorperchen und besitzen einen grossen, intensiv firbbaren
Kern. der die Hauptmasse der Zelle ausmacht, so dass nur ein ganz
schmaler Protoplasmasaum um den Kern herum vorhanden ist.

2) Grosse Lymphoeyten Dieselben stellen ein weiteres Ent-
wicklungsstadium der kleinen Lymphocyten dar, sie sind 2—3mal so
oross als rothe Blutkirperchen und besitzen ebenfalls einen grossen
Kern, der aber, im Gegensatz zu den kleinen Lymplocyten, von einem
dentlichen breiteren Protoplasmasaum umgeben ist. Der Kern ist etwas
schwiicher tingirbar als der der kleinen Lymphocyten. Die kleinen
und grossen Lymphoeyten machen im normalen Blut 25 Proc. aller
weissen Blutzellen ans.

3) Die mononucleiiren Elemente oder Uebergangsformen
unterscheiden sich von den grossen Lymphocyten dadurch, dass ihr Kern
nicht gleichmiissig rund ist, sondern in der Mifte eine Einbuchtung
zeigt.
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4) Die polynuelediren Leukocyten. Dieselben sind kleiner
als die mononueleiiven Uebergangsformen, aber grisser als rothe Blut-
kirperchen. Sie besitzen entweder einen mehrfach gelappten Kern oder
mehrere, intensiv fiirbbare Kerne. Sie machen etwa 70 Proc. aller
weissen Blutzellen des normalen Blutes aus und besitzen die Fihigkeit
der Emigration.

5) Eosinophile Zellen. Der Kern firbt sich weniger dunkel
als der der polynucleiiren Leukocyten. Die Kdrnungen, die im Proto-
plasma vorhanden sind (s. unten), firben sich mit Kosin intensiv roth.

JHRLICH hat nun des Weiteren nachgewiesen, dass die weissen
Blutkiirperchen m ihrem Protoplasma. ansserhalb des herns, Kirnungen
oder Granulationen enthalten, die ein ganz verschiedenes Verhalten
gegeniiber bestimmten Gruppen von Anilinfarben zeigen, und dass man
nach diesem Verhalten verschiedene Arten von Granulationen unter-
scheiden kann, die er als «-, -, y-, d-, e-Granulationen bezeichnet.
Dass es sich lner iibrigens um wirkliche chemische Verschiedenheiten
handelt, geht darans hervor, dass die verschiedenen Koérnungen anch
andere constante Differenzen erkennen lassen:

1) in ihrem Verhalten gegen Lisungsmittel: Wasser, Siuren.

Alkohol, Glyzerin;

2) in ihrer Grisse, Form und Lichthrechung;

3) in ilrem Verhalten gegen hihere Temperaturen;

4) in der Vertheilung der Kirnung im Zellleib.

A) Wichtig sind zuniichst die eosinophilen Zellen, d. h. solche,
die durch saure Anilinfarben, vor allem durch Eosin, eine intensive
Féarbung ihrer Granulationen erkemnen lassen, = e-Kirnung oder
e-Grannlationen. Zur Firbung der eosinophilen Zellen ver-
fihrt man in folgender Weise: .

1) Deckglaspriparat, mehrere Stunden aunf 1209 erhitzt.

2) Mehrere Stunden Firbung in der Enrvuicin’schen sauren Himato-

xylin-Eosinlosung (s. p. 35).
8) Abwaschen in Wasser, Trocknen, Kanadabalsam.
~ Die Kerne der weissen Blutkorperchen, sowohl der Lymphocyten
wie der polynucleiiven, sind dann ganz dunkel gefiirbt, die Kerne der
mononnelediren bliulich-gran, die rothen Blutkérperchen sind kupfer-
roth gefiirbt, die eosinophilen Granulationen sind roth.

Man kann auch eine Farbung der nach obiger Methode behandelten

Deckgliiser vornehmen in:

Aurantia l

Indulin ana 20
Eosin

Glyzerin 50,0

Auswaschen in Wasser. Trocknen. Kanadabalsam.

Die Zellkerne sind blau, die eosinophilen Zellen roth oder roth-
schwarz, die vothen Blutkiérperchen kupferroth.

Will man die eosinophilen Zellen allein, unter Verzicht aunf Kern-
farbung darstellen, so firbt man mit einer einfachen Eosinlsung. Am
besten eignet sich stark rothe Eosinglyzerinlisung ; nachheriges Abspiilen
in Wasser. Die Darstellung dieser eosinophilen Zellen ist von ganz
besonderer Wichtigkeit, weil Enrricn gezeigt hat, dass dieselben bei

ewiihmlichen acuten Leukocytosen nicht vermehrt, dass sie dagegen
el der Leukémie erheblich vermelrt sind. Tm normalen Blut sind

>
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sie selten. Nach Enruicn geniigt fiir die sichere Diagnose auf eosino-
phile Zellen nicht die Firbbarkeit der Korner in einem der sauren
Farbstoffe, sondern es ist der Nachweis der Chromophilie zu siimmi-
lichen sauren Farben erforderlich. Es ist aber die Diagnose gesichert
bei der Anwendung folgender Firbefliissigkeiten:

a) stark rothes Kosin-Glyzerin,

b) gesiittigtes Indulin-Glyzerin,

¢) gesiittigte wisserige Orangelosung,

d) Eosin-Indulin-Glyzerin.

B) Basophile Granulationen, die sich mit den gewthnlichen
basigechen Anilinfarben (bakterienfiirbende: Methylenblau, Gentianaviolett,
Fuehsin, Bismarckbraun ete.) fiivben. Es gehiren nnter diese Gruppe die
y-Granulationen und die d-Granulationen. Die p-Granulationen werden
auch als Mastzellenkiirnung bezeichnet. Sie kommen im normalen mensch-
lichen Blute nicht vor, wohl aber sehr zahlreich im lenkimischen. Die
d-Granulationen, die ebenfalls mit basischen Anilinfarben tingirbar sind,
finden sich in den mononuelediren Uebergangsformen des menschlichen
Blutes.

Die basophilen p-Granulationen sind grobkirnig, die d-Granulationen
feiner.

Ennvica empfiehlt zur Darstellung der p-Granulationen folgende
Lisung :

Alkohol absolut. 50,0
Aqu. 100,0
Acid. acetic. glacial. 12,5
Dahlia, bis zur fast vollstindigen Siittigung.

Fiirbung mehrere Stunden, Abspiilen, langes Ausziehen in Alkohol.

Zum Nachweis in Organen ist Alkoholhiirtung nothwendig, Férben
12 Stunden lang, Aunsziehen in Alkohol.

Westenan bedient sich zur gleichzeitizen Kernfirbung folgender
Libsung :

GreExAcHER'S Karmin (Karmin pur. 2,0 — Aqu. destillat.
200,0 — Alumin. 5,0 gekocht, filtrirt und Aecid. car-

~ bolie. 1,0 zugesetzt) 100 eem
(lyzerin 100
Stark Dahliahaltiger Alkohol absolut. MKy
Acid. acetic. glacial. S

Abspiilen des gefiirbten Deckglases, Lufttrocken werden lassen,
Kinschluss in Kanadabalsam.

Die Mastzellen erscheinen als rothviolette Kirnerhaufen, deren
jeder in seiner Mitte einen Zellenkernfleck triigt. Siimmtliche iibrigen
Kerngebilde sind violett oder blan.

Nach demselben Antor firbt unreines Methylengriin sehr distinet
die y-Kiorner blau-violett, die Kerne griin.

Die d-Granulationen firbt man 10 Minuten lang in concen-
trirter wiisseriger Methylenblaulosung, Abspiilen in Wasser, Trocknen,
Kanadabalsam.

() Darstellung der mneuntrophilen Granulationen
== g-(Giranulationen,

Dieselben firben sich mit nentralen Anilinfarben, d. h. solchen,
die durch Vermischung einer basischen mit einer sauren Anilinfarbe
entstanden sind. Sie sind dichtgedriingt in den polynucleiren Leuko-
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cyten vorhanden. Ausserdem finden sie sich in simmtlichen mononu-
cleiiren Leukocyten des myelimischen Blutes.
Darstellung.
1) Herstellung eines Deckglastrockenpriparates nach der Methode
von EHRLICH.
2) Firbung mehrere Minuten in einer Mischung von:

Gesiittigte wiisserige Orangelisung 125
Concentrirte wisserige Sidurefuchsin-
lisung mit 20 Proe. Alkoholgehalt 125

werden gemischt, dann noch zngesetzt
Alkohol absolut. 5!
Gesiittigte wiisserige Methylgriinlosung 125,

Die Lisung ist erst nach lingerem Stehen verwendbar. Da durch
das Filtriren Veriinderungen in der Zusammensetzung und ausserdem
Bildung eines Niederschlags bewirkt werden wiirde, so verfihrt man
zur Firbung so, dass man mit einer Pipette ans der Mitte der Flissig-
keit etwas entnimmt und auf das Deckglas bringt.

3) Abwaschen in Wasser. Kanadabalsam.

Es erscheint dann das Himoglobin orangegelb, die Kerne griinlich,
die eosinophile Kirmung tief dunkelgrau, die neuntrophile Kir-
nung intensiv viclett.

Sehr scharfe Bilder giebt anch folgende Methode:

1) Firben 5 Minuten lang in einer Lisung von:
Gesiittigte wiisserige Siurefuchsinlosung 5 Vol
unter Umschiitteln allmihlich zugesetzt:
Concentrirte wiisserige Methylenblaulisung 1
Aqu. destillat. L
2) Oberflichliches Abspiilen in Wasser, Absaugen des Wassers
mit Fliesspapier, Lufttrocknen, Kanadabalsam.

Die Erythrocyten sind roth, die e-Kirnung violett.

Sehr gute Resnltate giebt auch das Awrowsox-Pamiersche Ge-
misch:

Orange &
Siurernbin extra } gesiittigte wiisserige Lisungen.
Kryst. Methylgriin

Von den durch Sedimentiren geklirten Lisungen mischt man:

Orange (5. Hd ecm
Saurernbin 3] S
Aqu. destillat 100
Alkohol IR
Methylgriin Bb -
Aqu. destillat. ] S
Alkohol 12

Die Liisung muss mehrere Wochen stehen. Fiirben mehrere
Stunden lang. Abspiilen in Wasser, Lufttrocknen, Kanadabalsam. Die
Kerne sind griin, Himoglobin orange, e-Kirnung violettroth, e-Kornung
gelbroth.

Von besonderer Wichtigkeit ist, dass diese neutrophile Kirnung
= &Kornung den sogen. polynucleiiren Leukocyten angehirt, also den-
jenigen Formen, welche bei der Entziindung emigriren. Dieselben
machen den Hanptbestandtheil der weissen Blutkirperchen im nor-
malen Blut aus; der Eiter besteht der Hauptsache nach aus diesen
Leukocyten mit neutrophilen Granulationen.
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Eine neuerdings von Eurricn empfohlene Farbmischung hat fol-
gende Zusammensetzung: Orange 5, gesittigte wiisserige Lisung —
‘J‘ﬂ[} g, — Siurefuchsin, gesittigie wisserige Lisung = 800 g. —
Methylgriin, ;.-;e&tmgtﬂ wisserige Lisung — lﬂﬂﬂ g, — Aqu. destillat.
= 300 o absolut 180,0 g. — Glyzerin 50,0. Nicht umzn-
mhutteln‘ s firben sich die a-e- und F-Granulationen.

III. Untersuchung des Blutes in Schnitten nach Bioxpi.

Zur Untersuchung des vorher fixirt en Blutes in einer Art von
Schnittpriiparaten hat Broxpi eine Methode angegeben, die sich anch
fiir andere fliissige Gewebsbestandtheile eignet.

Einige Tropfen Blut werden in 5 cem einer 2-proe. Osminmsiinre-
losung gebracht und in derselben dureh Umschiitteln vertheilt. Spiiter
qenhen sich die zellizen Elemente zu Boden. Nach 24 Stunden (nicht
linger!) entnimmt man mit der Pipette 1—2 Tropfen der Osminmsiure-
]uqunn' und iibertrigt sie in 5 cem Agar-Agar (Agar nach Broxpr, zu
beziehen von Herrn Kinig, Berlin, Dorotheenstrasse 29), welches bei
33 —37 ¢ verfliissigt wird. In demselben wird das Blutosminmsiure-
cemisch wieder durch Schiitteln ver theilt, dann wird das Agar in Papier-
kiistchen ausgegossen, wo es rasch erstarrt. Non wird der Agarblock
in 85-proc., mehrmals zu wechselndem Spivitus gehiivtet und geschnitten,
eventuell zwischen Hollondermark. Fiarbungen lassen sich sehr gut
anwenden, daselbst intensive Anilinfiirbungen von dem Agar in Alkohol
wieder abgegeben werden. Zum Aufhellen der Schnitte ist Xylol zu
vermeiden. Dieditherischen Oele sowie Kreosot sind dagegen anwendbar.

Noch feinere Schnitte erhiilt man nach Broxpr dugeh eine Com-
bination der Agarcinbettung mit Paraffindurchtrinkung. Der das Blut
enthaltende Agarblock wird fiir einen Tag in Bergamoftil gebracht,
kommt aus diesem direct fir 1—2 Stunden in Pavaffin von 45° dann
lisst man ihn in Papierkistchen in Wasser erstarren. Vor der Firbung
Entfernung des Paraffine. Aehnliche Resultate erreicht man mit den
Methoden von Rmsprrnerscn und H. F. Minner.

Nach Rixprreisce wird das in irgend eimer Weise fixirte Blut
ausgewaschen, mit einer ganz geringen Menge Glyzerin vermischt und
dann aunf Lrlas:plattuu an staubfreiem Orte dem Trocknen iiberlassen,
soweit dies der Glyzerinzusatz gestattet. Dann wird dasselbe mit einer
ganz diinmen Lage von Celloidin iibergossen, die sich nach dem Ver-
dunsten als feines Hiutchen anziehen lasst. Das Hiutchen wird
refirbt ete.

H. F. Mitrner stellt von Blut, dann aber auch von anderen Sub-
stanzen, die nicht fest am Deckglas haften, Deckglastrockenpriparate
her, bringt die Deckgliischen fiir einen Moment auf eine ganz diinne
Celloidinlésung, lisst abtropfen und Infttrocknen. Darauf kann in der
gewihnlichen Weise nach Enriicn gefirbt werden.

Untersuchung der Blutplittchen.

Die Blutplittchen sind flache, ovale Scheiben, die in ihrer Grisse
schwanken und ein Drittel der Grisse eines rothen Blutkirperchens
erreichen kinnen.

Bei ihrer Darstellung muss man berviicksichtigen, dass sie auf den
geringsten Reiz, aunch den der Luft, sehr erhebliche Gestalts- und

Formverinderungen eingehen.

N
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Man vertihrt deshalb so, dass man auf die eigene Haut oder anf
die Haut des rasirten W armbliiters einen grossen Tropfen 1-proc.
Osmiumsiure bringt und durch diesen hindurch die Haut ansticht.
In dem Blut, welches sich dann ohme mit der Luft in Beriihrung zu
kommen, in ‘der Osmiumsiure vertheilt, kanm man die Blutpla,ttﬂlen
gut untersuchen.

Statt der, namentlich von Eperri und Scrimmyernsvscn empfohlenen
Osminmsdure I-mnn man sich auch einer Lisung bedienen von

Methylviolett 0,01
0,6-proe. Kochsalzlisung 50,0

Ein weiteres Mittel zur ‘iemuschaulmhunfr der Blutplittchen be-
steht in der sehr schnell vorgenommenen El'hit:-:mlg eines Trocken-
priparates nach Emruicu (s. p. 90).

Die Blutkéirperchen fiirben sich in Trockenpriiparaten in concen-
trirten wiisserigen Lisungen von Methylviolett, Anilingriin, Fuchsin
diffus. Haben sie sich aber schon, was meistens geschieht, in einen
centralen kiornigen Theil und eine homogene periphere Partie differen-
zirt, o firbt sich das Centrum etwas intensiver.

Untersuchung und Nachweis von Fibrin.

Zur Untersuchung des Fibrins geniigt sehr oft eine Doppelfirbung
mit Himatoxylin und Eosin an miglichst diinnen Schnitten.  Auf diese
Weise gelingt es z. B. ganz gut, das Fibrimnetz bei der fibrinisen
Pnenmonie und innerhalb der diphtherisch entziindeten Schleimhiute
sichthar zn machen.

dine vorziigliche Methode zar Untersuchung und Firbung des Fi-
brins ist die von WricErT angegebene, die sich von der Bakterien-
firbung desselben Autors (s. p. 63) nur in der Wahl der Entfirbungs-
fliissigkeit unterscheidet.

Weleert'sche Fibrinfarbungsmethode.

1) Alkoholhiirtung.
> 5—15 Minuten lang in concentrirter Anilinwassergen-

tianaviolettlisung.

3) Abspiilen in Uh Proc. NaCl-Lisung.

4) Abtrocknen anf dem Spatel oder Objecttriger mit Fliesspapier.

d) 2—3 Minuten auf dem Objecttriiger oder Spatel in Jodjodkali-

losung 1:2:100.
6) Abtrocknen mit Fliesspapier.
7) Entfirben in
Anilinil 2 Thi.
Xylol 1
H) Entfernen des Anilin- \‘I.}ﬂlh durch Xylol
4) Kanadabalsan.

Auf diese Weise wird das Fibrin schim blan gefirbt, wihrend
alles Andere ausgenommen Bakterien, entfiirbt wird. Nicht gefiirbt
werden namentlich anch Blutkirperchenreste, kiisize Massen und 'I."m,o_'n-
lationsnekrosen.

Eine schone Doppelfirbung lisst sich erzielen, wenn man die Prii-
parate mit Lithionkarmin (s. p. 36) vorfirbt.

Man kann nach Léwrr die Fibrinfirbung auch am frischen Blut-
priiparat vornehmen. Man wartet den Eintritt der Gerinnung unter
dem Deckglas ab und zieht dann zuniichst vom Rande des Deckglases
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her eine 0.6-proc. Kochsalzlisung durch, bis die rothen Bluthur]mmhpn
ansgeschwemmt sind. Die Leukoeyten und Blutplittchen bleiben meist
zuriick.  Dann folgen Alkoholdurchspiilung und die einzelnen Proeeduren
der Weicert'schen Methode, die simmtlich unter dem Deckglas vor-
genommen werden.

Zexker empfiehlt die Anilinwassergentianaviolettlisung nicht durch
Zugiessen alkoholischer Farblosung, sondern durch directes Aunflisen der
Farbe in Anilinwasser herzustellen, weil dann die Farbe weniger
leicht ansgezogen werden soll. Aucl verlingert er die Eut.fiirbungs-—
zeit dadurch, dass er 1 Theil Anilinél mit 2 Theilen Xylol mischt.

Modification der Fibrinfidrbung nach BENekE.

Wenn man die entfirbende Fiahigkeit des Anilindlxylols durch stiir-
keren Zusatz von Xylol herabsetzt, so kann man anch eine Reihe anderer
Gebilde mit der Fibrinfirbungsmethode darstellen. Bexexke empfiehlt zu
diesem Zweck 2 Theile Anilinil mit 3 Theilen Xylol zu mischen. Man kann
auf diese Weise darstellen: 1) Ker ntllmlunf.,r*-_-.ﬁﬂ'urml. 2} Bindegewebs-
fasern, blauviolett bis rithlichviolett, 3) Elastisches Gew ebe, leuchtend
roth, und dadurch von den dunkelblanen Bindegew ebsfibrillen scharf ab-
geh{}ben. 4) Fibrillen des Knochengewebes und Sxarrey’sche Fasern,
5) Quergestreifte Musculatur mit deutlicher Abhebung der dunkel-
blanen Querscheiben, 6) Neuroglia. Ausser dieser firben sich im
Centralnervensystem nur noch die Kerne der Ganglienzellen, 7) die
Epithelfibrillen des Plattenepithels.

Der Grad der nithigen Entfirbung ist fiir die einzelnen aufge-
zihlten Gewebe ein verschiedener und muss eventuell dadureh con-
trollirt werden, dass man den Sechnitt probeweise in reines Xylol
bringt und unter dem Mikroskop untersucht.

Fremde Bestandtheile im Blut.

Zur Untersuchung des Blutes anf Pigment geniigt eine einfache
Vertheilung feinster Bluttripfehen in einem Tropfen 0,6-proe. Kochsalz-
lisung.

Eussm‘dmn kann man Trockenpriiparate ungefiirbt oder mit Anilin-
farben gefirbt herstellen.

Von Schizomyceten kommen im Blute des lebenden Menschen
hanptsiichlich Milzbrandbacillen und Reenrrensspirillen vor. Aunf Milz-
brandbacillen untersucht man Deckglastrockenpriiparate, die nach Gran
gefiirbt sind, oder Blutstropfen frisch. Bei Thieren, die mit Milzbrand
inficirt sind, kann man das Blut auch sehr gut im hiingenden Tropfen
untersuchen.

Will man auf andere Mikroorganismen, speciell auf Kokken, unter-
stuchen, so muss man sich vor allem vor einer Verwechslung mit den
basophilen y- und d-Granulationen (s. p. 92) hiiten, die sich ebenso wie
die Bakterien mit den basischen Anilinfarben tingiren. Die d-Granu-
lationen sind so fein, dass sie mit den bekannten “Kokkenformen nicht
verwechselt werden kimnen. Die Kdrner der Mastzellengranulationen
kimnen dagegen den Kokken sehr dhnlich sein, sind aber gewihnlich
nicht so gleichmissig gross wie die letzteren.

Man kann sich die Bakterienfirbung von Bluttrockenpriaparaten sehr
erleichtern, wenn man dieselben 10 “Secunden lang mit 1-proc. bis
B-proc. Essigsinre behandelt, danach griindlich auswiischt und nun firbt.
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Auf diese Weise wird das Himoglobin auns den rothen Blutkorper-
chen aunsgezogen, und die Bakterien werden fast isolirt gefirbt.

Recurrensspirillen kémnen wiihrend des Fieberanfalls im frischen
Blut untersucht werden. Sie sind an ihrer lebhaften Kigenbewegung
zn erkennen. Im Trockenpriparaten Firbung mit Bismarckbraun in
wiisseriger oder in Glyzerinlosung oder mit Lorrrer’s Methylenblau.
S. ausserdem p. 82.

Zihlung der Blutkirperchen.

Zur Zihlung der Blutkirperchen bedarf es einer vorherigen Ver-
diimnung des Blutes. Man bedient sich dazu einer Pipette, welche in
ihrer Mitte eine ampullenartize Erweiterung trigt. Diese Ampulle hat
genan den 100fachen Cubikinhalt von demjenigen Theil der Pipette, der
unterhalb der Ampulle gelegen ist. Man verfiihrt nun so, dass man
zuniichst die Pipette bis an die Grenze der Ampulle mit Blut fiillt und
danm so viel von der Verdiinnungsfliissigkeit nachzieht, dass die Am-
pulle gerade gefiillt wird. Auf diese Weise erreicht man eine 100fache
Verdiimnung.

Es sind verschiedene Verdiinmungsfliissigkeiten angegeben worden.
Am leichtesten gelingt die Untersuchung mit der

Verdiinnungsflissigkeit von Tomson:

Methylviolett 0,025
Neutr. Glyzerin 30 cem
Aqu. destillat. 80,0,
Dazu kommt eine Lilsung von
Chlornatrinm ,
Schwefelsanres Natr. 8.0
Aqu. destill. 80.0.

Dann wird filtrirt.

Nach 5—10 Minuten sind die weissen Blutkdrperchen violett tingirt
und unterscheiden sich alle gut von den griinlich gefirbten rothen Blut-
kirperchen.

Mit dem durch diese Fliissigkeit auf das 100fache verdiinnten Blute
filllt man nun den TrHoMa-ZEeiss'schen Zihlapparat (zu beziehen von
K. Zeiss, Jena). Derselbe besteht ans einer 0,1 mm tiefen feuchten
Kammer, deren Boden in 400 Quadrate eingetheilt ist, so dass die
Fliissigkeitsschicht, die sich iiber einem solchen Quadrate befindet,
= sl cem betrigt.

Es werden dann in miglichst vielen Quadraten die Blutkirperchen
geziihlt, und zwar nicht nur diejenigen, die sich im Quadratraum selbst
befinden, sondern auch diejenigen, welche auf den Linien des Quadrats
liegen. Zur Berechnung multiplicirt man den Cubikinhalt 4000 mit
der Zahl der Verdinnung und mit der Zahl der geziihlten Blut-
kirperchen und dividirt durch die Anzahl der gezihlten Felder, Die
Zahl, die man erhilt, ergiebt die Zahl der Blutkorperchen in einem
Cubikmillimeter. In einer Formel ausgedriickt, ist die Berechnung
folgende:

4000 . v. 2
r=——————
i

x = Zahl der Blntkirperchen in einem Cubikmillimeter unverdiinnten

Bluts, » = Verdiinnung, in den meisten Fillen also = 100, z die
von Kahlden, Technik der histologischen Untersuchung. 4 Aufl, T
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Zahl der Blutkirperchen in den Quadraten. » = Anzahl der geziihlten
Felder.

Will man bloss die weissen Blutkorperchen zihlen, so kann man
nach dem Vorgang von Twoma das Blut im Verhiltniss 1:10 mit Wasser
verdiinnen, welches 03 Proc. Essigsiureanhydrid enthilt. Die rothen
Blutkirperchen werden dann gelist, und dadurch das Ziihlen der weissen
sehr erleichtert.

Untersuchung des Herzens und der Gefiisse,

Der Zustand des Herzmuskels lisst sich sehr gut an frischen
Zupfpriparaten untersuchen, bei denen die Zerzupfung nur hin-
reichend fein ausgefithrt werden muss. Zur Unterscheidung der triiben
Schwellung von der Verfettung bedient man sich der in Cap. 1 (p. 8
und 9) angegebenen Reagentien, Essigsidure einerseits und andererseits
1-proe. Osmiumsiinre (8. auch p. 48).

Pigmentdegeneration des Herzmuskels erkennt man ebenfalls gut
an Zuptpriparaten.

Die Hirtung geschieht vorzugsweise in Mirner'scher Fliissigkeit,
dann auch in Alkohol.

Schnittpriiparate bettet man zweckmiissig in Celloidin ein und firbt
mit Kernfirbemitteln. Die Karmintéirbungen, Lithionkarmin und Borax-
karmin, verdienen namentlich dann den Vorzng, wenn es sich um Pig-
ment handelt. Pikrokarmin liisst die quergestreiften Muskelfasern sehr
deutlich hervortreten. J

Endocarditische Efflorescenzen und Klappenvegetationen kann man
frisch anf Bakterien an Deckglastrockenpriiparaten untersnchen, die man
so herstellt, dass man die Auflagerungsmassen direct auf Deckgliisern
abreibt, oder auch so, dass man sie in etwas sterilisirtem Wasser ver-
mittels eines ausgegliihten Glasstabes verreibt und von der Flissigkeit
anf Deckgliser aufstreicht.

Schnittpriiparate sind in Celloidin einzubetten. Auch Paraffinein-
bettung kann angewandt werden.

Zur Firbung dient entweder die einfache Tinction mit Gentiana-
violett und Auswaschen in Alkohol (ef. p. 62) oder die Grawm'sche
Methode, nach der sich die meisten in den endocarditischen Auflage-
rungen vorkommenden Bakterien, so namentlich der Streptococeus und
Staphylococeus  pyogenes, sowie der Frizkern-WeicHseELpavnm'sche
Pnenmococens firben.

Zur histologischen Untersuchung der endocarditischen Efflorescenzen
farbt man mit Alaunkarmin oder mit Himatoxylin und Karmin resp.
Josin: oft ist auch die Wemsert'sche Fibrinfiirbung (p. 95) am Platz,

Die grossen (efisse hiirtet man ebenfalls am zweckmiissigsten in
Miurnner'scher Flissigheit. Zur Darstellung der elastischen Fasern
dienen die p. 99 angegebenen Methoden.

Milz, Knochenmark und Lymphdriisen.

Als Hiirtungsmittel sind zu empfehlen in erster Linie MiLLER'sche
Fliissigkeit, dann anch Sublimat. Mit Vortheil kann man sich nach dem
Vorgang von Foi auch einer Lisung von 2 g Sublimat in 100 g fast
zum Sieden erhitzter MiLoer'scher Fiissigkeit bedienen. Ebenso ist
die Zexker'sche Hirtungsfliisssigkeit (s. p. 11) empfehlenswerth. Mit-
unter ist auch die Anwendung von Formalin (s. p. 12) am Platze. Zur
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Fiirbung dienen die Kernfiirbemittel, daneben kommen aber auch die
von Enrvicn fiir die Blutuntersuchung angegebenen Féirbungen (s. p.91)
in Betracht.

Knochenmark gewinnt man derart, dass man einen langen Rihren-
knochen anfmeisselt oder mit einer Knochenscheere eriffnet nnd mit
dem Skalpell einen Wiirfel entnimmt. Hiirtung in den oben empfohlenen
Fixirnngsfliissickeiten.  Férbung mit den fiir das Blut angegebenen
Methoden.

Man kann aber auch die Knochenmarksfliissigkeit nach der Deck-
glastrockenmethode untersuchen (s. Blut), indem man einen markhaltigen,
namentlich spongitsen Knochen auf dem Schraubstock aunspresst.

Schliesslich kann man auch die Markhihle anbohren, ein feines
Capillarrihrchen einstossen und den in dem Rihrchen aufsteigenden
Marksaft auf das Deckglas bringen.

Um Milzpulpa ganz frisch zu untersuchen, empfiehlt Enrvicn, so-
fort nach dem Tode mit einem dicken Troicart durch die Haut durch
in die Milz einzustechen und den so erhaltenen Saft auf dem Deckglas
anszustreichen.

Serose Hiinte,

Fiir dieselben kommen die Hiirtungen in MiUnLer'scher Flissigkeit
oder Alkohol und als Firbung die gewihnlichen Kernfirbemittel zur
Anwendung.

Serdse Trans- und Exsudate kann man, wenn sie zellreich sind,
direct im frischen Priiparat mit Zusatz von etwas Kochsalzlisung unter-
suchen. Sind sie dagegen zellarm, so ldsst man sie sedimentiren, was
sich namentlich auch dann empfiehlt, wenn man auf Tuberkelbacillen
oder andere Bakterien untersuchen will, oder man wendet das Centri-
fugirnngsverfahren an.

Haut.

Die Haut wird in MtrLer'scher Flissigkeit oder in Alkohol ge-
hiirtet und passend in Celloidin eingebettet. Zur Firbung dient Alaun-
karmin oder eine andere Kernfiirbung.

Fiir die Darstellung der elastischen Fasern in der Haut hat
Isxa folgende Vorschrift gegeben:

1) Hirtung in absolutem Alkohol oder in Frnemwixe’scher Lisung

mit Nachhiirtung in absolutem Alkohol.

2) Vorfirbung (eventuell) in Vesuvin.

3) Auswaschen.

4) Fiarbung 24 Stunden lang in:

Fuehsin 0.5
Aqu. destillat. -
Alkohol } Ly =D,

Acid. nitrie. (25-proe.) 10,0.

5) 2—3 Secunden in 25-proc. Salpetersiinre.

6) Entfiirben in schwachem KEssigwasser.

7) hRalseha Entwiisserung in absolutem Alkohol, Cedernil, Kanada-

alsam.
Herxuemer hat zur Darstellung der elastischen Fasern in der
Haut folgendes Verfahren angegeben:
T®
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1) Hirtung in Morrner'scher Flissigkeit.
2) Farbung 3—5 Minuten lang in:

Himatoxylin 1,0
Alkohol abs. 20,0
Wasser 20,0

Kalt gesittigte Lithion carbonicnm-Lisung 1,0.

3) Eﬁtr@ri.timl H—20 Secunden lang in officineller Losung von Eisen-
ehlorid.

4) Abspiilen in Wasser.

o) Alkohol, Oel, Kanadabalsam.

Die elastischen Fasern werden blanschwarz bis tiefschwarz: das
umgebende Gewebe hellblan bis bliunlich. Die Kerne des Bindegewebes
und Rundzellen erscheinen ebenfalls noch gefirbt. Nachfiirbung mit
Bismarckbraun ist moglich.

Die Methode gelingt nur bei Firbung einzelner Schnitte, nicht
ganzer Stiickchen. Hirtung in absolutem Alkohol, in Pikrinsiure und
in Freanxa’schem Gemisch ist ebenfalls zulissig, Minnner'sche Fliissig-
keit ist aber vorzuziehen, weil sich namentlich die Entfirbung leichter
vollzieht.

MaxcHor hat zur Darstellung der elastischen Fasern folgendes
Verfahren empfohlen :

1) Hirtung in MénLer'scher Fiissigkeit oder in Alkohol.

2) Firben der Schnitte ', Minute lang in concentrirter wiisseriger

Fuchsinlisung.

3) Abspiilen des fiberschiissigen Farbstoffs in Wasser.

4) Entfirben 1—12 Stunden lang in wisseriger Zuckerlisung von
der Consistenz und dem Fliissigkeitsgrade des Glyzerins, welcher
anf je 10 cem 3—4 Tropfen gewihnlicher Schwefelsinre zuge-
setzt sind.

5) Einschluss der Schnitte in nicht angesiunerter Zuckerliisung.

Celloidin muss vor der IFiarbung aus den Schnitten entfernt werden.

Sehr brauchbar ist das Verfahren von Uxxa-TAExzER:

1) Hiirtung am besten in Alkohol, doch gelingt die Methode auch
bei Hirtung in Minier'scher Flissighkeit.

2) Fiarben 6—12—24 Stunden lang in einer Losung von:

Orcein b
Alkohol absol. 40,0
Aqu. destillat. 20,0

Acid. hydrochlor. gutt. 20.

3) Entfiirben in einer Losung von:

Acid. hydrochlor. cone. 0,1
95-proc. Spiritus 20,0
Aqu. destillat. 5.0,

Elastische Substanz braunroth, Hornsnbstanz braunroth, alle iibrigen
Theile der Haut nur schwach, aber deutlich tingirt. Man kann Vor-
firbung mit Boraxkarmin vornehmen.

BesEKE empfiellt seine modificirte Fibrinfirbungsmethode (s. p. 96)
fiir Darstellung der elastischen Fasern. Dieselben heben sich durch
ihre lenchtend rothe Farbe von dem violetten Bindegewebe ab.

Fiirbung des kollagenen Gewebes nach Usya.
1) Alkoholhirtung. Firbung 5—10 Minuten lang in 2-proc.
wiisseriger Siurefuchsinlosung.
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2) Abspiillen in Wasser.

3) Uebertragen fiir 1—2 Minuten in gesiittigte wiisserige Pikrin-
siurelosung, Entwiissern in pikrinsinrehaltigem ahbsolutem
Alkohol, Abspiilen in absolutem Alkohol, Oel, Kanadabalsam.

Eine zweite Methode desselben Autors ist folgende:

1) Firben 20 Sekunden lang in 1-proc. wiisseriger Lisung von
Wasserblan.

2) Abspiilen in Wasser. ) )

3) Fiirhen 5 Minuten lang in neutraler wiisseriger Saffranin-
losung.

4) Abspiilen in Wasser. Alkohol absolut. Bergamottil. Kanada-
balsam.

Kollagene Substanz himmelblan, Kerne roth, protoplasmatische Theile

violett, Hornschicht dunkelroth.

Auch die von Bexexe angegebene Modifikation der Fibrin-
firbungsmethode ist nach Usxa sehr gut geeignet.

Darstellung der Plasma- und Mastzellen nach Usxa.

1) Alkoholhéirtung. Firben, eventuell in erwiirmter Lisung von:

Methylenblan 1,0
Kali canst. 0,05
Aqu. 100,0

2) Entfirbung in Creosol.

3) Trocknen zwischen Fliesspapier oder rasche Entwiisserung
in absolutem Alkohol.

Wenn man in absolutem Alkohol entwiissern will, so muss man
die Schnitte etwas stiivker fiirben und sie aus dem Alkohol entfernen,
wenn die Oberhaut sich als dunkler Streifen von der Cutis abhebt,

Eine weitere, selir gute Methode von Usxa ist folgende:

Die Schnitte der in Alkohol gehiirteten Priparate werden in
altem basischem Methylenblan, welches methylenviolett- und methylen-
rothhaltig ist, iiberfirbt, !/,—12 Stunden lang. Dann Abspiilen in
‘Wasser und Differenziren in Usxa'scher Glyzerin-Aetherlosung (von
Dr. Griibler, Leipzig, zu beziehen), gewilnlich !/, Minute lang, sorg-
filtiges Abspiillen in Wasser, Alkohol, Bergamottil, Kanadabalsam.

Die Darstellung der epiphytischen Bakterien, die sich auf
der Haut befinden, erfordert eine besondere Technik, weil die Horn-
snbstanzen eine dhnliche Affinitit zu den basischen Anilinfarben be-
sitzen, wie die Bakterien, und daher leicht zu stark mitgefiirbt, resp.
zn wenig entfirbt werden, oder gleichzeitig eine zu starke Entfirbung
der Bakterien eintritt.

Vor der Firbung miissen die Hautschuppen entfettet werden.
Man kann dabei in verschiedener Weise verfahren.

1) Man wiischt die Hautschuppen in Aether und Alkohol aus, firbt
sie dann in alkoholischer Eosinlisung und untersucht sie (eventunell anch
ohne vorherige Firbung) in 33-proc. Kalilauge.

2) Man entfettet die Schiippchen oder die Haut in Alkohol und
Aether, firbt sie in Anilinwasserfuchsin, wischt sie in salzsaurem Alkohol
auns, entwiissert in Alkohol und untersucht in Kanadabalsam. Man kann
auch eine Doppelfirbung mit Genitianaviolett anfiigen.

3) Man tupft nach Bizzozero Deckgliser anf die zu untersuchende
Stelle der Oberhaut, zieht dann die Deckgliser dreimal durch die
Flamme und entfettet nun in Alkohol und Aether.
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Alsdann wird mit einer Anilinfarbe gefiirbt.

Nach vorheriger Entfettung untersucht man dann die Schuppen
in folgender Weise:

a) Man bringt sie ans dem Alkohol in einen Tropfen 50-proc. Essig-
siiure oder 10-proe. Kalilauge; nachdem die Schiippchen anfrequollen
sind, legt man ein Deckglas auf und untersucht; noch empfehlenswerther
ist es oft, die Schiippchen anf dem DPeckglas in Essigsiiure anfquellen
zu lassen, die Essigsiure zu verdampfen und nun das Priiparat wie ein
Deckglastrockenpriiparat zn behandeln und mit Lo¥rrer schem Methylen-
blau zu firben.

h) Man kann die Schiippchen auch in Glyzerin untersuchen, welches
%}H'[ﬁll Methylenblan gefiirbt ist. Die¢ Bakterien nehmen eine blaue

arbe an.

Borck hat zunm Nachweis von Schimmelpilzen in Epidermisschiipp-
chen folgendes Verfahren angegeben :

1) Kntfettung der Schiippehen in Alkohol und Aether.

2) Firbung '/, bis einige Minuten lang in

Saunt’s Methylenblaulosung =

H-proe. wiisserige Boraxlisung 16 Theile
concentrirte wiisserige Methylenblaulisung 20
Wasser 24

3) Uebertragen fiir !/;—1 Minute in schwache, 1.1'iiss.erigfe Resorein-

lisung (einige Kirnchen Resorcin in einer Uhrschale mit Wasser).

4) Uebertragen in Alkohol einige Minuten bis 1 Stunde.

5) Entfirbung in sehwacher Lisung von Wasserstoffsuperoxyd.

(Diese Entfirbung ist nicht immer, aber oft niithig.)

6) Alkohol. Xylol. Kanadabalsam.

Uxxa (Monatshefte f. praktische Dermatol. XIII No. 6 u. 7) em-
pfiehlt folgendes Verfahren zum Nachweis von Bakterien: Man zerreibt
die mit einem Tropfen Eisessig angefeuchteten Hautschuppen zwischen
zwei Objecttrigern zu einem Brei, trocknet die von einander gehobenen
Objecttriiger rasch fiber der Flamme und giesst dann anf die schrig
gehaltenen Objecttriiger Alkohol-Aether zur Entfernung des Fettes.
Fiirben mit Borax-Methylenblau, Abspiillen mit Wasser. Will man
stirker entfarben, so wendet man eines der von Usxa a. a. O. em-
pfohlenen Reagentien an.

Schleimhbiiute.

Hartung in MUnuer'scher Flilssigkeit; wenn es anf die Unter-
sunchung des Epithels ankommt, so muss man das Material miglichst
frisch 1 die Hirtungsfliissickeit bringen und vor dem Sechneiden in
Celloidin einbetten. Celloidineinbettung ist anch nithig, wenn man Anf-
lagerungen, mit denen die Schleimhaut bedeckt ist, untersuchen will.

[*irbung mit den gewihnlichen Kernfiirbungsmitteln, Doppelfirbung
mit Himatoxylin und Eosin.

Darm.

Zur Hirtung dient hauptsiichlich MiUrner'sche Fliissigkeit, dann
anch Sublimat und nach der Empfehlung von Hemesmain Pikrinsiure,
Auch bei der Magen- und Darmschleimhaut kommt es fiir feine Unter-
suchungen darauf an, dass man die zu untersuchenden Stiicke miglichst
bald in die Conservirungsfliissigkeit bringt. Beim Magen kann man
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dieser Forderung dadurch gerecht werden, dass man denselben bald
nach dem Tode In der Leiche durch ein Gummirohr mit MUrner'scher
Fliissigkeit fiillt.

Zur Anferticung von Schnittpriparaten ist immer Celloidinein-
bettung zu empfehlen.

Als Firbemittel dienen die gewdhnlichen Kernfirbungen, auch
Doppelfirbung mit Himatoxylin und Eosin. Filr manche Verhiiltnisse
eignet sich sehr gut die von Hemexmaix empfohlene Fiirbung mit der
Bioxpi-Hemevaams'schen Flissigkeit (s. p. 39).

Zur frischen Untersuchung des Magen- und Darminhalts ist es
meist geboten, denselben in hinreichender Verdiimnung unter das Mikro-
skop zu bringen. Man verfihrt so, dass man mit einer feinen Platindse
eine minimale Menge von Darminhalt in einem Tropfen Wasser oder
Kochsalzlisung auf dem Objecttriger vertheilt. Zur Trennung der
verschiedenen Bestandtheile der Faeces bedient man sich passend der
Centrifuge.

Wenn der Magen- oder Darminhalt Blut beigemengt enthilt, so sind
oft in der schwarzen Masse wenigstens noch einzelne rothe Blutkirper-
chen zu erkennen, welche die Diagnose sichern. Andernfalls muss man
die Hiiminprobe anstellen (s. p. 126).

Zum Nachweis sonstiger zelliger Bestandtheile, Speisereste ete.
bedarf es keiner besonderen Kunstgriffe. Amylumkidrner werden durch
die Jodreaction nachgewiesen (ef. p. 50). Zur Untersuchung anf Bak-
terien stellt man Deckglastrockenpriparate her. Als Firbemittel eignen
sich filr den Mageninhalt Vesuvin, welches die Sarcine und die ver-
schiedenen Hefearten am deutlichsten firbt, fiir den Darminhalt die ge-
briuchlichen Lisungen von Anilinfarben. Auch bei der Untersuchung
anf Bakterien muss der Darminhalt stark mit sterilisirtem Wasser ver-
diltnnt werden.

Zu bemerken ist, dass im Darminhalt eine Reihe von Bakterien
vorkommen, die sich mit Jodjodkalinmlosung blan firben.

Will man den Darminhalt anf Cholerabakterien untersuchem, so
kann man direct Deckglastrockenpriiparate fiirben. Besser aber ist das
von Scuorrevivs empfohlene Verfahren, den Darminhalt mit der
eleichen Menge alkalischer Bouillon zn verdiinnen und offen stehen zun
lagsen. Die Cholerabacillen entwickeln sich hauptsiichlich an der Ober-
fliche, so dass Priparate, die von da entnommen sind, immer reichlich
Kommabacillen enthalten.

Leber und Pankreas.

Leber und Pankreas werden am besten in MinLer'scher Flissigkeit
gehiirtet.  Zum Nachweis degenerativer Veriinderungen untersucht man
die Leberzellen frisch in Abstrichpriiparaten und setzt Essigsiiure oder
Osminmsiure zu. 1§
~ Zur Hirtung wihlt man, wenn es auf die Untersuchung degenera-
tiver Verinderungen ankommt, Fresnxe'sche Lisung (ef. p. 43 u. 48)
oder die Marcarsche Mischung (s. p. 107).

In MiULnner'scher Fliissigkeit gehiirtete Priparate werden wmit
Alaunkarmin oder Himatoxylin gefirbt; eventuell Doppelfirbungen mit
Himatoxylin und Kosin.

Zur Conservirung des Gallenfarbstoffes bewiilrt sich besonders
gut Sublimathirtung. Aueh Formalin kann angewandt werden,
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Tumoren bettet man am besten in Celloidin ein, da ihr Gewebe
oft sehr leicht im Schuittpriparat ausfillt.

Darstellung der Gallencapillaren nach Bom,

1) Hiirtung hochstens 1 eem grosser Leberstiickchen, 72 Stunden
lang, in einer Mischung von
d-proc. Kali bichromicum-Lisung 4 Volum.
1-proe. Ueberosmiumsinre e
2) Uebertragen fiir 24—48 Stunden in 0,75-proe. Argentum nitri-
cnm-Lidsung.
3) Auswaschen in destillirtem Wasser,
4) Nachhiirten. Schneiden.
y ]i]ie (zallencapillaren erscheinen schwiirzlich auf gelblichem Grunde
gefirbt.

Darstellung des Faserwerks der Leber nach Bim.

1) Hirtung 1 cem grosser Leberstiickchen in f,-proe. Chrom-
siurelosung 48 Stunden lang.

2) }Tehertragen in 0,75-proc. Argentum nitricum-Lisung, 72 Stunden
ang.

3) Einige Stunden lang in destillirtes Wasser.

4) Nachhiirtung in Alkohol. Schneiden.

Die Fasern erscheinen schwarz.

Dieses Faserwerk lisst sich auch noch an in Alkohol gehiirteten

Priparaten darstellen nach der

Methode von OrreL

1) Uebertragen der Stiickchen aus dem Alkohol in eine wiisserige
10-proc. Lisung von Kalinm chromicum flavam, 24 Stunden
lang.

2) Uebertragen in eine 0,75-proc. Argentum nitricum-Lisung. An
Volum muss die Flissigkeit das 20—30-fache des zn behan-
delnden Stiicks betragen,

3) Wechseln der Argentum nitricum-Lisung nach 1 Stunde zum
ersten, und nach 2—3 Stunden zum zweiten Male.

4) Nach 24 Stunden Abspiilen in destillivtem Wasser.

h) Uebertragen in Alkohol. Schneiden.

Paraffineinbettung ist nicht zu empfehlen, da sie die so behan-

delten Stiicke briichig macht.

Harnapparat.

Hiirtung wie bei Leber und Pankreas ; anch Sublimat giebt manehmal
gnte Hirtung. Wenn man eiweisshaltige Fliissigkeit innerhalb der
Glomeruluskapseln und Harnkanilehen fixiren will, g0 wendet man die
Kochmethode an, indem man nicht zn grosse Stiickchen filr 1—2
Minuten in kochendes Wasser wirft und in starkem Spiritus nach-
hirtet. Denselben Zweck erreicht man durch Hirtung in absolutem
Alkohol und Celloidineinbettung. Zur Untersuchung auf degenerative
Veriindernungen kommen dieselben Methoden in Anwendung wie bei
Leber und Pankreas; fiir alle feineren Untersuchungen ist Einbettung
in Celloidin unerlisslich, weil somst immer ein Theil des functiom-
renden Parenchyms, namentlich in pathologisch verdinderten Nieren,
ansfillt, Fiarbung mit den kernfirbenden Mitteln.
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"Die mikroskopische Untersuchung des Harnes nimmt
man in der Weise vor, dass man denselben sedimentiren lisst und das
Sediment, welches mit der Pipette entnommen wird, frisch auf dem
Objecttriiger oder als Deckglastrockenpriiparat untersucht. Letzteres
namentlich dann, wenn die Untersuchung auf die Gegenwart von Bak-
terien gerichtet ist.

Tuberkelbacillen sind bei Tuberculose des Harnapparates
meist nur spiirlich im Harn vorhanden. Man ldsst deshalb am besten
miglichst vollstiindig, 24 Stunden lang, sedimentiren und firbt gleich
von vornherein eine grossere Anzahl von Deckglastrockenpriiparaten,
etwa 6—10 und mehr, nach den bekannten Methoden. Ebenso kann
anch das Centrifugirungsverfahren (s. p. 7) mit Nutzen in Anwendung
gezogen werden. Auch hier ist die Methode von Gasnrr (cf. p. 80)
wegen ihrer Einfachheit und Sicherheit in erster Linie zu empfehlen.
Daneben kann aber in zweifelhaften und wichtigen Fiillen 24-stiindiges
Fiirben in Anilinwasserfuchsin bei Brittofentemperatur ete. von Nutzen sein.

Zur Untersnchung des Harns auf zellige Bestandtheile ist
es oft rathsam, das Sediment mit Wasser oder Kochsalzlisung zn ver-
diinnen; Essigsiiurezusatz lisst die Zellen schiirfer hervortreten; ebenso
kann man sich dieselben deutlicher zur Anschaunng bringen, wenn
man vom Rande des Deckglases einige Tropfen Lirrner’scher Me-
thylenblanlisung zufliessen lisst.

Will man Priparate conserviren, o stellt man sie als Deckglas-
trockenpriparate her und firbt ebenfalls mit Lirrrner'schem Methylen-
blan oder mit Bismarckbraun.

Die Untersuchung auf Harneylinder wird sehr erleichtert,
wenn man das Sediment in ganz diinner Jodjodkalinmlésung, die eine
weingelbe Farbe hat, suspendirt.

Blut im Harn lidsst sich meist mikroskopisch direct nachweisen,
weil einzelne Blutkorperchen wenigstens so weit erhalten sind, dass
sie eine Diagnose gestatten; ausserdem kann man in zweifelhaften
Fillen dann noch die Haminprobe (ef. p. 126) anstellen.

Auf krystallinische Beimengungen untersucht man das Sediment
im frischen Priparat.

Das saure harnsaure Natron, welches in grisserer Menge
das sog. Ziegelsediment bildet, ist amorph.

Reine Harnséure erscheint hauptsichlich in Wetzsteinform
oder in rhombischen Tafeln oder in langen spitzen Formen.

Harnsaures Ammoniak kommt bei Zersetzung des Harnes
vor und bildet stechapfelfirmige Krystalle.

Phosphorsaure Ammoniakmagnesia = Tripelphosphat
erscheint in Sargdeckelform.

Oxalsanrer Kalk bildet briefcouvertfirmige Krystalle.
Kohlensaurer Kalk bildet Kugel- und Bisquitformen.

Bilirubin kommt amorph oder in gelblichen rhombischen Tiifel-
chen vor.

Cystin bildet regelmiissige sechseckige Tafeln, Tyrosin bildet
Nadeln in Biischelform, Leucin kommt in Form von Kugeln vor.
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Untersuchung des Respirationsapparates und des Sputums.

Hértung in Minner'scher Flissigkeit ist vorzuziehen. Alkohol-
hiirtung dann, wenn man auf Fibrin oder anf Bakterien untersuchen
will.  Zor Schnellhiirtung eignet sich Gummiglyzerin (p. 13). Zur
Fixirung von entziindlicher Oedemfliissigkeit Kochen (p. 13) und nach-
folgende Hirtung in starkem Spiritus. In allen Fillen, wo es sich um
einen abnormen Inhalt in den Lungenalveolen handelt, ist die Celloidin-
einbettung angezeigt.

Firbung mit den gewihnlichen kernfirbenden Mitteln: ansserdem
kommen die specifischen DBakterienfirbungen und die WeiceErt'sche
Fibrinfirbung (s p. 95) in Betracht.

Das Sputum kann man unverdiinnt oder mit Kochsalzlisung ver-
diinnt frisch untersuchen; meist ist jedoch eine Verdiinnung nicht noth-
wendig. Bei der Untersuchung des Sputums muss man vor allen
Dingen beriicksichtigen, dass dasselbe zellige Beimengungen aus der
Mund- und Rachenhéhle enthiilt und dass ihm namentlich auch Speise-
reste beigemisceht sein kinnen.

Man kann die Sputumzellen aber auch in Alkohol, Fremmixg'scher
Lisung oder Sublimat hiirten und im Schnitt untersuchen. Bei dieser
Methode werden die Zellen besser erhalten.

Ausser Speichelkirperchen, Plattenepithelien der
Mundhithle, Rundzellen und Schleimzellen finden sich im
Sputum oft anch grosse Zellen, die Epithelien dhnlich sind, aber
eine mehr runde Form besitzen als diese. Sie haben einen grossen
blischenfirmigen Kern und sind woll nieht in allen Fillen als desqua-
mirte Alveolarepithelien aufzufassen. Sie enthalten oft Pigment. Sie
kommen auch bei einfacher Bronchitis vor.

Pigment resp. Pigmentkornchenzellen im Sputum kinnen
von Himorrhagien herrithren, namentlich bei Stanungen im kleinen
Kreislauf, die durch Insufficienz der Mitralis bedingt sind; es finden
sich dann neben dem Pigment oft noch rothe Blutkirperchen vor.

In den bei weitem meisten Fiillen handelt es sich aber um Pigment-
arten, welche mit der Athmungsluft in die Lungen eingedrungen sind.

Diese letzteren Pigmentarten geben — vorausgesetzt, dass es sich
nicht wm Siderosis handelt — keine Eisenreaction mit Ferrocyankalinm
und Salzsiiure (p. 52). Ausserdem sind sie meist mehr schwarz gefiirbt,
withrend das Blutpigment einen braunrothen Farbenton zeigt. Doch ist
der Farbenunterschied allein nicht maassgebend.

Fibrinansgiisse der Bronchien sind schon makroskopisch an
ihrer eigenthiimlichen Form zu erkennen.

Die sog. Asthmakrystalle stellen lange, sehr spitzige Octa-
eder dar.

Die Curscumaxx’schen Spiralen sind bandfirmige, spiralig
gewnundene (Gebilde, die in ihrem Centrum einen helleren Faden zeigen.
Fettsiure-Krystalle finden sich bei putrider Bromehitis, bei
Lungengangrin, Lungenabscess, auch bei Cavernenbildung.

In jedem Sputum finden sich Mikroorganismen der verschie-
densten Art.

Sowohl die Tuberkelbacillen wie die elastischen Fasern
finden sich vorzugsweise in kleinen, pfropfenartigen Brickeln des Sputums,
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auf die man daher bei der Untersuchung vorzugsweise sein Augenmerk
zu richten hat, wenn es sich um den Nachweis von Tuberkelbacillen
oder von elastischen Fasern handelt (Sedimentirung des Sputums s. p. 79).
Zur Untersuchung auf Bakterien kommt die Deckglastrockenmethode
zur Anwendung. Auf elastische Fasern untersucht man entweder in
der Weise, dass man zu dem frischen Sputumpriiparat 1-proe. Kalilange
zutreten lisst, oder so, dass man das Sputum mit 10-proc. Kalilauge
kocht, dann sedimentiren lisst und nach 12—24 Stunden das Sediment
untersucht.

Untersuchung des Centralnervensystems.

Fiir die Conservirung und Héartung von Stiicken ans dem Central-
nervensystem kommt fast ansschliesslich MoUrner'sche Fliissigkeit in
Betracht. Beim Riickenmark dauert die Hirtung, wenn sie eine voll-
kommene sein soll, 3—4 Monate, beim Gehirn 4 Monate bis 1 Jahr.
Man kann durch Einstellen in den Briitschrank die Hirtungszeit er-
heblich abkiirzen. Die Aufbewalrung in Mitnner'scher Flissigkeit kann
auf mehrere Jahre ausgedelint wer :1:*11 namentlich wenn dieselbe, nach-
dem die Hiirtung vollendet ist, mit Wasser auf die Hilfte Venlmmt
_wird. Nachher kinnen die Stiicke auch noch eine Zeit lang in Spiritus
anfbewahrt werden. Die Stiicke sollen miglichst frisch in die Con-
servirungsfliissigkeit kommen.

Manchmal empfiehlt es sich, die Hiirtung im Anfang nicht in der
MitLLer'schen Fliissigkeit von wenu]mhrlmr Coneentration, sondern in
einer Lisung, die nur 1 Proc. ilum}iahchmuh Kali enthiilt, vorzunehmen,

Bei experimentellm Untersuchungen kann man, nmm diesen Zweck
zu erreichen, dem entbluteten Thiere Mitnner'sche Fliissigkeit in die
Carotis interna vorsichtig injiciren.

Die Hirtung in der Fremanxc'schen Lidsung (p. 43 u 48) ist
sehr em]hfehlens“ erth, wenn es sich um die Untersuchung degenerativer
Verindernngen im Nerv engewebe handelt.

Besonders bewiilirt hat sich zum Nachweis selbst geringfiigiger
degenerativer Veriinderungen auch die

Methode von Marcur.
1) Miglichst kleine Stiickchen werden 8 Tag lang (oder anch
helwhlg linger) in MiLLer'scher l'lusslgkmt conservirt.
2) Uebertragung fiir 6—8 Tage lang in eine Mischung von:
MiLLEr'sche Fliissigkeit 2 Theile
L-proec. Osminmsiure 1 Theil.
3} Sorgfiltizes Auswaschen in Wasser.
4) Nachhiirten in Alkohol von steigender Concentration.
5} Einbetten in Celloidin.

Zerrungen sind bei der Herausnahme der Objecte aus der Leiche
miglichst zn vermeiden.

Die degenerirten Partien erscheinen schwarz, alles Andere hellgran.
Nachfirbung in Karmin ist miglich. Am besten eignet sieh Lithion-
karmin (5-proe.) Die Firbung danert mehrere Stunden. Auch Wei-
GerT'sche Firbung gelingt meist sofort, ohne dass man die Priparate
in MLLer'sche Flissigkeit zurutkhnngt

Zerzupfungspriparate von der Leiche frisch entnommenen
Stiicken des Centralnervensystems lassen sich nur schwer und unvoll-
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kommen herstellen. Nach 3—8-tigigem Verweilen in Minrer'scher
Fliissigkeit gelingt die Zerzupfung leichter.

Iir das Centralnervensystem stehen uns eine ganze Reilie von
Firbungsverfahren zur Verfiigung, die entweder einfache Kernfirbungen
oder Fiirbungen der Achsencylinderoder Fiirbungen der Markscheidensind.

I. In vielen Fillen geniigen die einfachen Kernfirbungsmittel;
namentlich sind dieselben geeignet znr Aufsuchung von Entziimdungs-
herden.

IL. Fiarbung der Ganglienzellen nach Nissr.

Es sind von dem Autor zwei Methoden angegeben worden, die
heide gute Resultate geben.

Methode a.

1) Hiirtung in Alkehol von allmiihlich steigender Concentration.
Die Stiickehen sollen etwa ', em dick sein.

2) Firbung der Schnitte in concentrirter wiisseriger Fuchsin-
lisung, die so lange erwiirmt wird, bis Dampfwolken auf-
steigen.

3) Auswaschen 1—2 Minuten lang in absolutem Alkohol.

4) Aufhellong in Nelkendl, bis keine Farbwolken mehr abgegeben
werden.

5) Kanadabalsam.

Methode b.

1) Hiirtung wie bei a.

2) Fiirben in einer 0,5-proc. Methylenblaulisung, welche so lange
erwiirmt wird, bis Blasen aufsteigen und unter hirbarem Ge-
riiusch platzen.

3) Auswaschen, nachdem die Farblisung abgekiihlt ist, in einer
Mischung von

Anilindl 20,0

90-proc. Spiritns 200,0
his keine Farbwolken mehr abgehen, und eine deutliche
Differenzirung zwischen weisser und grauer Substanz eintritt.

4) Uebertragen des Schnitts anf den Objecttriger, Abtrocknen
mit Fliesspapier und Bedecken mit einem Tropfen Origanumil,
den man bald wieder abfliessen lisst. :

5) Abtrocknen mit Fliesspapier, darauf Entfernen des noch im
Schnitt vorhandenen Origanumils mit Benzin.

6) Bedecken des Sechnitts mit einer bis zur Consistenz dinn-
flissigcen Kanadabalsams abgedampftem Losung von Colo-
phoninm in Benzin. i

7) Durch die Flamme ziehen, wodurch sich das Benzincolophoninm
entziindet. ;

8) Bedecken mit einem Deckglas und leichtes Erwiirmen, bis
das Benzincolophonium den Raum zwischen Deckglas und
Objecttriiger ganz aunsfiillt.

ITII. Firbung der Achsencylinder nach MALLogY.

Diese Methode ist ausserordentlich bequem und sicher, und ldsst
zugleich die Gliafasern sehr deutlich hervortreten. i

Nach persiinlicher Mittheilung des Autors verfihrt man in fol-
gender Weise: :
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1) Firbung der Schnitte 20 Minuten bis 1 Stunde lang in einer
einige Wochen lang dem Sonmenlichte aunsgesetzten und vor
dem Gebrauch filtrirten Losung von

Phosphor-Molybdiinsiure 10%, 10 Theile
Hiimatoxylin 1,75 Theile
Wasser 200 Theile
Carbolsiiure, krystallisirt 5 Theile

2) Auswaschen in 2—3 Mal gewechseltem 50%, Alkohol 5—20
Minuten lang.
3) Entwiisserung ete.

Die gefirbten Schnitte diirfen nicht zun lange in Alkohol absolut.
verweilen. Achsencylinder und Glia erscheinen tiefblan. Die Férbe-
kraft der Fliissigkeit nimmt mit der Zeit noch merklich zu, sodass ich
sie spiter mit 3 Theilen destillirtem Wasser verdiinnt habe.

IV. Eine bequeme und sichere Methode zur Darstelluug der
Achsencylinder ist die vax Gieson'sche (p. 41). Die Achsencylinder
erscheinen braunroth, die Markscheide gelb, die Kerne blauroth, die Glia
roth, die Ganglienzellen mit ihren Ausliufern roth, alles sklerotische
Gewebe leuchtend roth. Die Methode darf daher als eine Universal-
firbungsmethode um so mehr bezeichnet werden, als sie besser differen-
zirt und viel sicherer wirkt, wie die in den letzten Jahren recht un-
zuverlissiz gewordenen Karminpriiparate.

Die Firbung gelingt zwar auch an Alkoholpriparaten, doch ist
Minrer'sche Flissigkeit bei weitem vorzuziehen, da die Differenzirung
viel stiirker ist und die Gelbfiirbung der Markscheiden besser her-
vortritt.

Y. Die Fiarbung der Achsencylinder mit neutralem
Karmin (s. p. 40) giebt oft gute Resultate. Am besten gelingen die
Schnitte, wenn man sie in einer diinmen Liésung recht lange, bis
24 Stunden, liegen lisst und dann griindlich auswiischt. Das neutrale
Karmin firbt die Achsencylinder, die Ganglienzellen und das Zwischen-
gewebe. Degenerirte Partien erscheinen intensiver roth gefirbt.

Die Zeit, die zum Gelingen der Firbung nothwendig ist, ist sehr
verschieden, je nach dem Alter der Priiparate, der Hirtung etc. Man
kann die Firbung beschleunigen und auch intensiver machen, wenn man
die Schnitte in eine Chlorpalladiumlisung (0,01:50) 10 Minuten lang
legt und dann direet in die Karminlosung bringt. Aunch Erwirmen
beschleunigt die Firbung: in allen Fillen, wo es die Zeit zuliisst, ist
aber eine lange Firbung in diinner Lisung am meisten zu empfehlen.

Auch die Ganglienzellen firben sich mit neutralem Karmin, und
zwar am besten, wenn man die Schnitte 24 Stunden lang in einer
hellrosa gefiirbten Lisung liegen lisst.

VI. Gute Resultate giebt die Firbung mit Boraxkarmin und
nachfolgender Behandlung in salzsaurem Spiritus (s. p. 37). Man lisst
aber die Schnitte linger — bestimmte Zeitangaben lassen sich nicht
machen — in der Farblisung, von !/, Stunde bis mehrere Stunden.
Dann fiirben sich die Achsencylinder, das Zwischengewebe, die Kerne
der Ganglienzellen und sonstige kernhaltige Gebilde.

Aehnliche Resultate erzielt man mit Lithionkarmin, welches in der-
selben Weise angewendet wird.
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VIL. Cochenillealaunfirbung der Achsencylinder nach
CzoKOR :

Cochenille 1,0
Alaun 1,0
Aqua 100,0

erwiirmt und bis anf die Hiilfte des Volums eingekocht.

Firbung 24 Stunden lang. Auswaschen in Wasser.

Die Kerne haben einen violetten, die Achsencylinder einen mehr
rothen Farbenton.

VIIL Karminfiarbung der Achsencylinder nach Scemyavs,
1) Hirtung in Mirnner'scher Flissigkeit (nicht auswaschen!)
2) Nachhirtung im absolutem Alkohol, im Dunklen.
3) Farben in einer durch halbstiindiges Kochen hergestellten
und nach dem Frkalten filtrivten Lisung von
Karminsaurem Natron 1.0
Uranum nitrienm 0.5
verrieben und gelist in Wasser  100,0
4) Auswaschen in Wasser ete.
Derselbe Antor empfiehlt anch eine Achsencylinderfirbung in
Blackblenlosung (0,25:100,0 Alkohol [50-proc.]), der etwas Pikrinsiiure
zugesetzt ist. Firben 1 Stunde lang. Auswaschen in Wasser.

IX. Anilinblaufirbung der Achsencylinder mnach
STROEBE,

Zur gleichzeitigen Firbung der Achsencylinder und Markscheiden
hat Cracraxskr Vorfiirhung in Safiranin, Auswaschen in Wasser, Firben
in Anilinblanlosung, Auswaschen in Wasser empfohlen. Strozpr hat
die Methode dadurch wesentlich verbessert, dass er nach der Anilin-
blanfiirbung nicht in Wasser, sondern in Alkalispiritus auswiischt,

Man verfilrt nach Stroepr in folgender Weise:

1) Hirtung in MinLer'scher Flissigkeit.

2) Firben !/,—1 Stunde in gesiittigter wisseriger Anilinblanlisung.

3) Abspiilen der schwarzblanen Schnitte in Wasser.

4) Uebertragen in eine Schale mit Alkohol, dem 20—30 Tropfen
1-proc. Aetzkalialkohol zugesetzt sind (Kali causticum 1:100
Alkohol, 24 Stunden stehen lassen, filtriren), bis der Schnitt
hellbraunroth und durchscheinend geworden ist. Im Allge-
meinen sind 1 bis mehrere Minuten nithig.

5) Uebertragen in destillirtes Wasser 5 Minuten lang. Die
Schnitte werden wieder hellblan.

6) Gegenfirbung in zur Hilfte mit Wasser verdimnter ges.
Saffraninlosung Y/,—', Stunde lang.

7) Auswaschen und Entwiissern in Alkohol. absolut. Xylol
Kanadabalsam.

X. Féarbung von SAHLL
1) Sorgfiltige Hirtung in Minner'scher Fliissigkeit.
23 Firben der Schnitte, 10 Minuten bis mehrere Stunden lang,
in einer Mischung von:
Gesiittigte wiisserige Methylenblaulisung 24,0
Destillirtes Wasser 40,0
b-proc. Boraxlisung - \ 16,0
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3) Auswaschen in Wasser oder Alkohol, bis sich die grane Sub-
stanz hell von der tiefblau geialhten Marksubstanz abhebt.
4) Aunfhellen in Cedernholzil. Kanadabalsam.

Die Markscheiden werden tiefblan, die Gﬂngh&nxellen blass-griinlich,
die Gliakerne blan. Die Methode ist namentlich geeignet zum Nach-
weis gleichzeitig vorhandener Bakterien. Die Priiparate besitzen keine
unbegrenzte Haltbarkeit.

XI. Eine isolirte Féarbung der Achsencylinder erreicht man durch
die Frevn'sche Fliissigkeit.
1) Hirtung in MUnier'scher Flilssigkeit.
2) Firbung 3—5 Stunden lang in einer Lisung von
ég};':_gp Gﬂiﬁ?ﬁm‘lﬁmng } zu gleichen Theilen.
3) Abwaschen in Wasser.
4) 2—3 Minuten in
Natronlauge 1,0
Aqu. destillata 6,0
Abwaschen in Wasser.
ﬁ 5—15 Minuten in 10-proe. Jodkalinmlisung.
7) Abwaschen, Alkohol, Kanadabalsam.

Die Frevn'sche Goldfirbung gelingt nicht immer gut. Die Nerven-
fasern erscheinen dunkelblan bis dunkelroth. Oft firbt sich anch ein
Theil der Markscheiden mit. Die Manipulationen miissen mit (zlasnadeln
vorgenommen werden.

Es giebt eine grosse Reihe von Modificationen der Goldmethode.
Conxueim, der die Methode zuerst bei Darstellung der Nerven der
Hornhaut anwendete, brachte die Schnitte in eine 0,5-proe. Goldehlorid-
lisung und dann fiir einige Tage in mit Essigsiinre angesiunertes Wasser.
Die spiter empfohlenen zahlreichen Modificationen bestehen darin:

a) dass man viel stirker verdiinnte Losungen anwendet und in

diesen dann die Schnitte entsprechend linger belisst

b) dass man statt des Goldehlorids Goldehloridkalium oder Gold-

chloridnatrium anwendet ;

¢) dass man die Goldchloridlisung erneuert;

d) dass man zur Herbeifithrung der Reduction an Stelle der Essig-

siure, Salzsiure, Ameisensiiure oder Weinsidure wiihlt.

Am besten gelingt die Goldmethode an frischem, noch nicht ge-
hiirtetem Material.

Hervorzuheben ist noch

XII. die Goldfdrbung der Achsenceylinder nach Ursox,

1) Hirtung 4—6 Monate lang, anfangs in 1-proc., spiter in
2—1:-10::, ifter zun erneuernder thung von Kali bichromicum
m dest. Wasser. Am besten in einem dunklen Zimmer.

2) Miglichst rasches Abspiilen der gehiirteten Stiicke in destil-
lirtem Wasser.

Uebertragen fiir 2—3 Tage in fter zu ernenernden 50-proc.
Alkohol, der durch Verdimnen von absolutem Alkohol herge-
stellt ist.

3) Uebertragen in ebenfalls ans absolutem Alkohol herzustellenden
Yb-proc. Spiritug, bis die Schnitte eine deutlich grime Farbe
zeigen; gewdhnlich ist dies nach 2—4 Wochen erreicht.
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4) Eventuell Celloidineinbettung. Schneiden.
5) Firben der Schnitte, 2 Stunden lang, in einer Lisung von

(Groldehlorid 1,0
Aqu. destillat. 1000
Salzsiiure 2,0.

i) Abspiillen der Schnitte in destillirtem Wasser.
7) Uebertragen fiir ', Minute lang in 10-proc. Kalilosung.
8) Auswaschen m Wasser.
9) Reduction in einer, fiir jeden Schuitt frisch herzustellenden
Lisung von
Agid. sulphurie. H cem
d-proe. Jodtinetur 10—15 Tropfen.
Mischen und Hinzufiigen von
Liquor ferri chloriei 1 Tropfen.
10} Auswaschenin Wasser, sobald der Schnitt rosaroth geworden ist.
11) Alkohol. Nelkenil. Kanadabalsam.
Die Schnitte sind im Dunklen aufzubewahren. Sidmmtliche Mani-
pulationen miissen mit Platin- oder Glasnadeln vorgenommen werden.
Beriihrung mit Metallgegenstinden zu vermeiden.

XIII. Nigrosinfirbung der Achsencylinder.
1) Fiarben der Schnitte 5—10 Minuten lang in einer cone. wiisse-
rigen Nigrosinlosung.
2) Entfirben erst in verdiimntem, dann in absolutem Alkohol.
3} Origanumil, Kanadabalsam.
Die Nigrosinfirbung ist bequem wegen ihver Einfachheit und giebt
gute Uebersichtsbilder, namentlich bei Degenerationsherden. :
Unter den Firbungen, die eine Tinction der Markscheiden be-
wirken, steht obenan:

XIV. die Wriserr'sche Himatoxylinfarbung der Mark-
scheiden.

1) Hirtung in Minuer'scher Flissigkeit.

2) Nachhirtung in Alkohol, ohne vorhergehendes Auswaschen
in Wasser.

3) Celloidineinbettung.

4) Der Celloidinblock mit dem Priparat 24—48 Stunden lang
in eine zur Hilfte mit Wasser versetzte gesiittigte Lisung
von Cuprum aceticum.

5) 24 Stunden in 70-proc. Alkohol.

6) Schneiden. '

7) Firben 15—20 Minuten — 24 Stunden in einer Lisung von

Himatoxylin 1,0
Alkohol absolut, 10,0
Sol. Lith. carbonie. gesiittizt 1 cem
Aqu. destillata 60,0

#) Abspiilen in reichlichen Mengen von Wasser.
9) Theilweise Entfiirbung in einer Lisung von

Nafr. biborac. 4.0
Rothes Blutlaugensalz 5.0
Aqu. destillat. 200,0

Die Zeit der Entfirbung unbestimmt, bis die graune Substanz deut-
lich gelb erscheint.
10) Abspiilen in Wasser.
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11) Entwiissern in absolutem Alkohol.
12) Aufhellen in Carbolxylol (s. p. 29).
13) Einlegen in Xylolkanadabalsam.

Die in MiLLer'scher Flissigkeit gehiirteten Stiicke miissen noch
braun sein, sie diirfen nicht schon im Alkohol grin geworden sein.
Sonst iibertrigt man sie fiir einige Minnten oder anch fiir lingere Zeit
in eine !,-proc. Chromsiurelisung, spiilt sie dann nur ganz ober-
fliichlich ab und bringt sie sofort in die Farbe. Man kann anch die
Stiicke oder die Schnitte fiir einige Zeit in Minner'sche Flissigkeit
znriickbringen.

Die Weicert'sche Methode giebt sehr klare Bilder, die Mark-
scheiden erscheinen tief blauschwarz gefiirbt; degenerirte Partieen er-
scheinen hell, und zwar um so mehr, je mehr Nervenfasern unterge-
gangen sind. Reste von Marksubstanz, die von zerstirten Nervenfasern
iibrig geblieben sind, nehmen die Firbung oft anch noch an.

Die Dauner der Firbung in Himatoxylin ist eine sehr schwankende.
Riickenmarkschnitte fiirben sich oft schon in 15—30 Minuten. Schnitte
der Hirnrinde gebrauchen bis zu 24 Stunden, wobei es oft auch ge-
rathen ist, die Fiirbefliissigkeit wenigstens einen Theil der Zeit im
Briitofen zu belassen. Wenn man die Schnitte zu frilh aus der Farb-
lisung nimmt, so firbt sich nur ein Theil der Fasern, und es kinnen
dadurch schwere Tiuschungen entstehen.

Manchmal ist es von Nutzen, die Entfirbung langsamer vorzu-
nehmen, indem man die Blutlangensalzlisung bis auf ', oder sogar Y/
verdiinnt. Wenn man die Priparate in Origanumdl aufhellt, so dar}'
man sie darin nicht linger, als unumgiinglich nithig lassen, weil sonst
eine Entfirbung eintritt.

Will man ein Stiick auch noch nach anderen Methoden firben, so
schuneidet man einen Theil, bevor man den Celloidinblock in die Kupfer-
lisung bringt; man kann aber auch statt des ganzen Sticks
erst die einzelnen Schnitte mit der Kupferlosung be-
handeln.

XV. Firbung der Markscheiden nach WxicerT, ohne
Differenzirung.
Diese, von WeiceErT angegebene Modification wird in folgender
Weise ausgefithrt:
1) Hirtung ete. wie bei XIV.
2) Uebertragen in eine Mischung von
Essigsaure Kupferlisung, gesiittigt,
10-proe. Seignettesalzlisung, ana
24 Stunden im Briitofen.
3) Uebertragung in eine Mischung von
Essigsanre Kupferlisung, gesittigt,
Wasser, ana
24 Stunden im Briitofen.
4) Firben in einer Liisung von
Himatoxylin 1,0
Alkohol absolut. 10,0
Gesiittigte Lithion carbonicum-Lisung 7 cem
Aqu. destillat. 90,0
(immer durch Zugiessen zu der alkoholischen Himatoxylinlisung
zu bereiten).
von Hahlden, Technik der histologischen Untorsochung. 4. Aufl, =5
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o) Auswaschen in Wasser,

6) Aufhellen in einer Mischung von
Amlinidl 2 Theile
Xylol 1 Theil.

In diese Mischung kimnen die Schnitte schon aus 90-proe. Spiritus
ilbertragen werden.

7) Einbetten in Xylol-Kanadabalsam.

Wenn das Cellodin zu stark gefiirbt ist, so bringt man die Schnitte
nach der Firbung in ,-proc. Essigsiure. Wenn die Schnitte selbst
iiberfiirbt sind, so kann man auch die oben angegebene Entfirbungs-
fliissigkeit aus rothem Blutlaugensalz ete. anwenden.

Eine weitere brauchbare Modifikation der Wricert’schen Fiirbungs-
methode ist

XVI. die Fiarbung von Pan

1) Hiirtung in MiLier'scher Flissigkeit ete.

2) Fiirben in der WeicErT'schen Himatoxylinlosung, 24 —48 Stun-

den lang, eventuell 1 Stunde bei Briitofentemperatur.
3) Auswaschen in Wasser, dem 1—2 Proe. Lithion carbonicum-
Liosung zugesetzt ist; die Schnitte miissen tief blan gefirbt sein.

4) Uebertragen der Schnitte in eine 0,25-proc. Liisung von iiber-
mangansanrem Kali 20—30 Secunden lang, bis die graue Sub-
stanz gelb aussieht.

5) Uebertragen in eine Lisung von

reiner Oxalsiure 1.0

Kalinm sulphurosum 1.0

destillirtes Wasser  200,0
filr wenige Secunden.

) Griindliches Auswaschen in Wasser.

7) Alkohol, Xylol, Kanadabalsam.

Die Methode hat den Vortheil, dass die einzelnen Proceduren viel
sclmeller vorgenommen werden kimnen; sie giebt sehr scharfe Bilder
und eignet sich, weil alles zwischen den Nervenfasern liegende Gewebe
vollstindig entfirbt wird, gut zu Doppelfirbungen.

Man fiirbt am besten mit Pikrokarmin oder Boraxkarmin nach.

XVII. Modificajtion der Wricerr'schen Firbung von
VASSALE.
1) Hirtung in MiiLuer'scher Flissigkeit; Nachhiirtung in Alkohol.
2) Fiarben 3—5 Minuten lang in
Himatoxylin 1.0
Wasser (in der Wirme gelist) 100,0
3) Uebertragen 3—5 Minuten lang in gesittigte, filtrirte Lisung
von essigsaurem Kupfer.
4) Schnelles Auswaschen in Wasser.
5) Uebertragen und Umriihren in einer Lisung von

Borax 2.0
Rothes Blutlangensalz 2,5
Wasser 300,0

6) Griindliches Auswaschen in Wasser.

7) Alkohol, Carbolxylol (1:3). Kanadabalsam.

Anscheinend muss die Himatoxylinlosung frisch sein, wenn die
Methode gelingen soll.
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XVIII. Fiéirbung der Markscheiden nach Kuiscmrrzgy,

1) Hiirtung in Minrer'scher oder besser nmoch in Ernickr'scher

Fliissigkeit (in letzterer 1—2 Monate, Nachhirtung in Alkohol).

2) Firbung, 18—24 Stunden, in einer vor dem jedesmaligen Ge-

braunch durch Essigsinre ganz leicht angesinerten Lisung von
Himatoxylin (mit Alkohol absolut. q. s gelost) 1,0
Gesittigte Borsiurelisung ED,U
Destillirtes Wasser 20,0

3) Auswaschen in Alkohol.

Die Farblisung von Kuvrscurrzky ist anfangs gelb gefiirbt, nach
2—3 Wochen wird sie gesittigt roth und ist dann brauchbar. Vor der
jedesmaligen Amvendnng setzt man zu einer Ulrschale voll der Lilsung
einige Tropfen Essigsiure.

Es werden ausschliesslich die markhaltigen Nervenfasern intensiv
blan gefirbt, alles Uebrige bleibt farblos oder bekommt eine schwach

elbliche Farbe. Die Firbung wird besonders hiibsch, wenn man die
schnitte 24 Stunden in einer gesiittigten Natron- oder Lithion carboni-
cum-Losung verweilen lisst.

Eine nenere, von Kvnscurrzey angegebene ‘L[ndiﬁnati{m ist folgende :

1) Falhung 1—3 (selten 24) Stunden lang in

Himatoxylin, gelost in absolutem Alkohol 1,0

2-proc. Essigsiure _ 100,0
2} Entfarbung {gtm-'ii]mlich 2—3 Stonden lang) in

Lithion carbonicum, gesittigte Lisung 100 ecm

1-proe. Lisung von rothem Blutlangensalz 1[4 15

3) Griindliches Aunswaschen in Wasser.

Eine ganz ihnliche Firbung lidsst sich erzielen, wenn man 2 g
Karmin (pder mehr) in 100 g 10-proc. Essigsiiure e 1—4 Stunden kocht,
In dieser Lisung verbleiben die Schnitte 2—4 Stunden und kommen
dann direct in die vorstehend angegebene Entfirbungsfliisssigkeit.

XIX. Methode von Exser zur Darstellung markhal-
tiger Nervenfasern.

Die Stiickehen miissen miglichst friseh der Leiche entnommen sein,
doch gelingt die Methode aneh noch nach 12 Stunden. Es werden ans
dem Gehirn oder Riickenmark Stiickchen, die nicht iber '/, em dick
sein dirfen, ansgeschnitten und sofort in em:ﬂ- 1-proc. Osminmsinreldsung
iibertragen, welche mindestens an Volum das 10fache von dem zn f:-ur
benden Stiickchen betragen muss. Nach 2 Tagen wird die Osmium-
siinre erneuert. Am 5. oder 6. Tage werden die Stilckchen in Wasser
abgewaschen und entweder direct, nachdem sie anf Kork geklebt sind,
oder nach vorheriger Einbettung geschnitten. Die einzelnen Schuitte
kommen sofort in hh zerin: anf dem Objecttriiger wird dem Glyzerin
1 Tropfen Ammoniakwasser (Liquor Ammon. caust. 1 :50 Aqua) zu-
gesetzt.

IDie markhaltigen Nervenfasern erscheinen nach der Methode von
Exxer grau bis schwarz, die Priparate sind aber nicht haltbar.

XX. Methode von ADAMKIEWICE.

Avamrrewioz hat auf die Eigenschaft des Saftranins aufmerksam
gemacht, die Markscheiden der Nervenfasern roth, die Kerne der Nerven-
und Gliazellen sowie die der Gefiisszellen dagegen viclett zu firben.
Die Markscheide der Nervenfasern nimmt aber diese Firbung nicht

g+
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~mehr an, sobald die Nervenfaser erkrankt ist, anch schon nicht mehr
im allerersten Stadium der Erkrankung. Die Methode ist folgende:

1) Hirtung in Chromsalzlisungen. :

2) Die Schnitte werden fiir kurze Zeit in Wasser iibertragen, wel-
ches durch Zusatz einiger Tropfén Salpetersiure eine schwach
saure Reaction angenommen hat.

3) l"iu*bung in wisseriger tief-burgunderrother Lisung von Saffranin

No. 0. Es tritt nicht leicht Ueberfirbung ein.

4) Abwaschen in gewihnlichem Alkohol.

H) Uebertragen in durch Salpetersinre schwach angesiinerten ab-
soluten Alkohol.

6) Aufhellen in Nelkenidl so lange, bis kein riithlicher Farbstoff
mehr abgeht.

7) Einschluss in Kanadabalsam.

Dem oben Gesagten zu Folge farbt sich das Nervenmark gelbroth

oder roth, die Bindegewebskerne werden blanviolett.

Die Resultate der Firbung sind aber durchauns keine so constanten
und guten, wie A, angiebt: eine Verbesserung und Modification bietet
das Verfahren von NIKIFOROFF:

1) H;a;rtung in Chromsalzen.

2) Directe Nachhiirtung in Spiritus, ohne vorheriges Auswaschen

in Wasser.

3) Die einzelnen Schnitte kommen direet in aLlImhnl

4) Fiarbung, 24 Stunden lang, in concentrirter wiisseriger Saffranin-
losung oder in Anilinwassersaffranin oder Carbolwasser (5-proc.)-
Saffranin.

h) Vorsichtiges Auswaschen in Alkohol durch Hin- und Herbewegen,
bis die graue Substanz beginnt sich durch ihre hellere Firbung
von der Marksubstanz abzuheben.

6) Uebertragen in Chlorgoldlosung 1:500 so lange, bis die graue
Substanz einen Stich ins Vicolette bekommt.

7) Sorgfiltizes Auswaschen in Wasser.

8) Uebertragen in Alkohol absol. so lange, bis die graue Substanz
durch ihre reinviolette Farbe sich von der rothen Marksubstanz
deuntlich abhebt.

9) Kurze Zeit in Nelkenol.

10} Xylol

11) Kanadabalsam.

XXI. Silbermethode zur Darstellung der Ganglien-
zellen und ihrer Ausldunfer nach Gover

Die in Minner'scher Fliissigkeit gehiirteten Stiicke, welche nur
klein sein diirfen, kommen direct ans der Hilrtuugsﬂiissigkeit in eine
0,75-proe. Argentum nitricum-Lisung, welche nach '/, Stunde ge-
wechselt wird. In der erneuerten Lisung kann das Stiick beliebig lange
bleiben. Nach 5—6 Tagen kann es, nachdem es oberflichlich ahge-
trocknet iat, erst in verdiinnten, dann in absoluten Alkohol gebracht
und dann geschnitten werden.

Alkohol — Nelkenil — Kanadabalsam.

Die Ganglienzellen und ihre Auslinfer erscheinen schwarz im-
priignirt; ebenso die Bindegewebszellen. Die Methode ist sehr unsicher,
sie firbt fast nie alle Ganglienzellen. Eine Verbesserung stellt die
Sublimatmethode desselben Antors dar.
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XXII Sublimatmethode zur Darstellung der Ganglien-
zellen nnd ihrer Auslinfer nach GoneL

Die in Minner'scher Flissigkeit gehiirteten Stiickehen, welche nicht
dicker als 0,5 em sein sollen, kommen in eine 0,25-proe. wiisserige
Sublimatlisung, die so oft erneuert wird, als sie sich noch gelb firbt.
Nach 8—10 Tagen sind kleine Stiickehen schon branchbar und kinnen
geschnitten werden; doch tritt die Reaction um so besser ein, je linger
man die Schnitte in der Lisung belisst.

Die Schnitte miissen sehr gut ansgewaschen werden.

Dann: Alkohol — Oel — Kanadabalsam.

Auch hier sehen die Ganglienzellen und ihre Ausliufer schwarz
aus. Die Methode ist ebenfalls unsicher.

Eine Verbesserung von Parn besteht darin, dass man die Schunitte
‘mit einer Lisung von Natrumsulphid (Na,S) einige Minuten lang nach-
behandelt.

Auch die nach der Sublimatmethode hergestellten Schuitte sind
noeh sehr empfindlich und kimnen, ebenso wie die Silberschnitte, nicht
unter einem Deckglas aufgehoben werden.

Eine Conservirung unter dem Deckglas, sowie eine nachtrigliche
Fiirbung soll ermiglichen

XXIII die Methode von OBREGIA.

1) Die nach Gorcr behandelten Sublimat- oder Silberpriiparate
diirfen nur mit Spiritus in Beriihrung kommen, der nicht
schwiicher ist, als 95-proc. Aus diesem gelangen sie in eine
frisch bereitete und !/, Stunde lang dem diffusen Licht
ansgesetzte Lisung von

1-proc. Eisenchloridlisung 8—10 Tropfen. (Keine Metall-
nadeln!)
Absoluter Alkohol 10 cem.
In dieser Flissigkeit verweilen die Schnitte 15—30 Minuten lang
im Dunkeln.

2) Rasches Abspiillen in 25-proe. Alkohol, dann in destillirtem
Wasser.

3) Uebertragen fiir 5—10 Minuten (nicht linger!) in 10-proc.
Natriumsulphidlisung.

4) Mehrmaliges Auswaschen in destillirtem Wasser.

5] Eventuelle Fiarbung mit Karmin, Himatoxylin, nach Weicegr,
’at. ete.  Einschluss in Kanadabalsam, Bedecken mit einem
Deckglas.

Die zweckmiissigste Modification des Gouar'schen Verfahrens ist

die von Konviker noch etwas umgeinderte

XNXIV. Methode von Ravmow v CaJarL,

1) Die StiicKchen gelangen frisch, im Dunkeln, fiir 24—36—48
Stunden, in eine Lisung von

Kalinm bichromicum 3 Theile
1-proc. Osmiumsiiurelosung 25
Aqu. destillat. 100

Die erste Fliissigkeit ist nach einigen Stunden zn erneuern, sie
kann aber nochmals als Anfangslisung fiir weitere Stiicke verwandt
werden.
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2) Abspiilen ' ,—*, Stunde lang in 0.25-proc. Hollensteinlisung.
3) Uebertragen fiir 36—48 Stunden in eine 0,75-proe. Hillenstein-
lisung.

4} Auswaschen in 40-proe. Alkohol.

5} Kurzes Entwiissern in absolutem Alkohol.

6) Schneiden zwischen Hollundermark, mit der Hand ete.

Paraffin- und Celloidineinbettung ist zu vermeiden, Deckgliser
diirfen nicht aufgelegt werden.

Die iibrigens sehr werthvolle Methode gelingt nicht immer. Aunsser-
dem firbt sie niemals an ein und demselben Priparate alle Theile
gleich schnell und gleich gut.

Die Nervenzellen mit ihren Auslinfern und alle nicht mit einer
Markscheide umgebenen Nervenfasern firben sich tiefschwarz, die Neuro-
gliazellen mt ihren Ausliufern rithlich-schwarz.

XXV. Modification der Gonsi’schen Sublimatmethode
von FLECHSIG:

Um den Zusammenhang der Ganglienzellenauslinfer mit dem in
der granen Substanz vorhandenen Faserfilz, namentlich anch mit dessen
markhaltigen Elementen darzustellen, hat Freconsic die folgende Me-
thode angegeben. Zu bemerken ist dabei, dass das nach dieser Methode
zuerst untersuchte Gehirn nach der Hirtung in MinLer'scher Fliissig-
keit 1 Jahr lang in 1-proc. Sublimatlosung gelegen hatte.

1) Hiirtung in 2-proe. wiisseriger Lisung von chromsaurem Kali.

2) Impriignation mit Sublimat.

3) Schneiden. Die einzelnen Sehnitte werden in 96-proe. Alkohol

iibertragen. .

4) Firben 3—8 Tage lang, bei 35° C, in einer Lisung von:
reinem Extract von japan. Rothholz lg
absoluter Alkohol 10 ,,
destillirtes Wasser 900
oesiittigte Lisung von Glanbersalz 5

sesiittigte Lisung von Weinsteinsiiure 5
5) Uebertragung jedes einzelnen Schnittes in 3 cem einer '/, bis
Y -proe. Lisung von Kalium hypermanganicum, so lange, bis
die Lisung den bliulichen Farbenton verloren hat.

6) Entfirben in einer Lisung von

Acid. oxalic. 1.0
Kal. sulphuros. 1.0
Aqu. destillat.  200,0.

Wenn die Entfiirbung nicht vollkommen ist, von neuem Kali hyper-
manganic. und Entfirbung, bis jeder gelbe Farbenton aus dem Sehnitt
geschwunden ist. -

7) Uebertragen der Schnitte in eine Mischung von

1-proe. Goldchloridkalinmlisung 5 Tropfen

Alkohol absolut. 20 cem,
bis die Sublimatniederschlige, die im Schnitt bei auffallendem
Licht weisslich aussehen, tief-schwarz geworden sind, und die
rothen Nervenfaserbiindel einen bliulichen Ton angenommen
haben.

ME———
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8) Ganz kurzes Auswaschen in
b-proc. Cyankalilisung 1 Tropfen
Aqua destillat. 20 g.
Der Schnitt muss auf der Lisung schwimmen.
9) Entwiissern in absolutem Alkohol.
10y Anfhellen in reinem Lavendelil.
11) Kanadabalsam.
Siimmtliche Nervenfasern sind nun karminroth, die Ganglienzellen
mit ihren Ausliufern aber tief-schwarz gefiirbt.

XXVIL Fiirbung der Achsencylinder nach WorTers.

1) Hﬂ:*}tuugi_{iu der DuPI{ll-:e}}:eit] 5;314 ?tunden lang in einer Lisung von
schwefelsaurem Kupferoxy . 3
Kaliumbichromat . f in beliebiger Menge
H0-proe. Spiritus, dem auf je 100 cem 6 Tropfen FEisessig

zugesetzt sind.

2) Uebertragung fiir 24 Stunden in absoluten Alkohol. Einbettung

in Celloidin. Schneiden.

3) Uebertragung der Schnitte fiir 24 Stunden in eine Beize von
Vanadinm chloratum, 10-proe. 2 Theile
Ammonium aceticnm liguidum, 8-proec. 8

4) 10 Minuten langes Auswaschen in Wasser.

5) Firben 24 Stunden lang, auf dem Paraffinofen, in

Himatoxylin 2,0
Alkohol absolut. q. s ad. solut.
3-proc. Kssigsiure 100.0

6) Auswaschen in BO0-proc., salzsiiurehaltigem Spiritus, bis die
Priiparate einen hellblaurothen Ton haben.
7) Entfernung der Salzsiiure in schwachem Alkohol, Entwiisserung
in absolutem Alkohol, Origanumil, Kanadabalsam.
Ansser den Achsencylindern fiirben sich auch die Ganglienzellen
und Gliaelemente,

XXVIL Darstellung der Gliafasern.

Die Gliafasern treten zum Theil bei der Nigrosinfirbung und bei
der von Giesox'schen Methode deuntlicher hervor. Sehr gut werden
sie nach der Methode von Marvnokry (p. 108) gefirbt, die sich daher
auch fiir Gliome, empfiehlt. Besonderer Erwihnung verdient dann
namentlich auch die Modification der WeisErt'schen Fibrinfirbung von
BexeEkE (5. p. 96).

Korrscurrzey hat folgende Methode angegeben :

I. Hirtung, 2—3 Monate lang, im Dunkeln in einer gesiittigten
Lisung vax Kupfersulphat und doppelt chromsaurem Kali in 50-proc.
Alkohol, dem '/,-proc. Essigsiiure zugesetzt ist, dann Uebertragen in
96-proc. Spiritus, ebenfalls im Dunkeln.

II. Firben ', Stunde lang oder linger in

Rubin, patentsaures 0,25 Theile
Essigsiiure 2-proc. l
Pikrinsiurelisung, gesiittigte ¢ je 100 Theile.
Alkohol 96-proc. I

ITI. Auswaschen in 96-proc. Spiritus, absoluter Alkohol, Aufhellen,
Kanadabalsam.,
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Die Neuroglia erscheint rothvielett, Ganglienzellen und Achsen-
cylinder gelbroth.

Periphere Nerven und Ganglien.

werden im Allgemeinen gleich behandelt wie das centrale
Nervensystem. Zupfpriparate geben oft gute Bilder.

Zur Darstellung von marklosen Nervenfasern und von Nerven-
uripriingen in Muskelstiickchen hat Mays folgendes Verfahren ange-
Senen:

1) e betreffenden Organstiickehen ldsst man in H-proe. Arsen-

siinre vollkommen aunfguellen.

2) Uebertragen 20 Minuten lang in eine Mischung von

i -proc. L::111I{:hlurldkahumlmunw 4,0
2-proc. Osmiumsiure I_U
0,5-proc. Arsensiiure 20,0.

3) Abspiilen mit Wasser.

4) Uebertragung in eine 1-proc. Arsensiiurelisung, und in dieser

bei 45° auf dem Wasserbad bis 3 Stunden lang der Sonne

exponirt.
5) Aufhellen in einer Mischung von
Glyzerin 40.0
Wasser 20,0
2h-proe. Salzsiure 1,0

_Vielfache Anwendung hat in neunerer Zeit zur Darstellung der
peripheren Elemente gefunden die zuerst von Enrvice benutzte und
spiitter von den verschiedensten Untersuchern modificirte:

Methode der Methylenblaninjection.

1) In die Blutgefisse derjenigen Organe, in welchen man die Nerven-
elemente firben will, injicirt man sofort oder wenigstens bald nach
dem Tode eine vorher filtrirte 4-proc. Lisung von Methylenblan (am
besten ,rectificirtes Methylenblan zur vitalen [uj!-mtiﬂll“ von Dr. Griibler,
LE]}]?]“‘}

Dann setzt man das betreffende Organ dem Einfluss der Luft aus
und wartet ab, bis eine blane Tinetion sichtbar geworden ist, woriiber
man sich eventuell durch Anferticung frischer Zupfpriiparate Gewissheit
verschaftt.

2) Sobald iiberhaupt eine Fiarbung eingetreten ist, bringt man das
Object zur Fixirang der Farbe in eine vor dem Gebranch filtrirte, kalt
cesittigte, wiisserige Lisung von pikrinsanrem Ammoniak, oder wenn
man Schnitte anfertigen will, in eine kalt gesiittigte spiritnise Lisung
von pikrinsaurem Ammoniak, fiir 20 Minuten bis 12 Stunden, je nach
der Dicke des Stiickes. Manchmal ist zur Fixirung noch geeigneter ein
(Gemisch von

pikrinsaures Ammoniak, gesiittigte wiisserige Lisung, 1{]{) Gem

1-proc. Osmiumsiure

3) Die Schnitte werden entweder zwischen Amyloidleber, Hollunder-
mark ete. (ef. p. 21) oder mit dem Gefriermikrotom angeferﬂgt

Die Schnitte oder Zupfpriaparate werden eingelegt in eine Mischung
von gleichen Theilen Glyzerin und Wasser, dem eine Spur von pikrin-
saurem Awmmoniak zugesetzt ist.

Wenn nun bei dieser Methode oft anch andere Gewebshestandtheile

i
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(Kittsubstanz, Nervenzellen, Blutkirperchen, Zellgewebe) mitgefirbt
werden, so treten doch die Elemente des Nervensystems so dentlich
hervor, ‘dass eine V erwechslung unmiglich ist.

]Jeu'enemh'w Vorgiinge am per iphmen Nervensystem weist man
durch H:lrtung' in Fresonwe'scher oder Marcur'scher Lisung nach, durch
welche die degenerirten Theile der Marksubstanz schwarz rrvhuht werden.

Zum Nachweis degenerativer Veriinderungen am A{:]]ﬂen{-},hndm
empfiehlt OpErsTEINER In neuester Zeit wieder “das von PLATNER ange-
gebene Eisenchlorid-Dinitroresorcinverfahren. Dasselbe
besteht in Folgendem:

1) Hirtung der Nervenstimmchen 1 bis mehrere Tage lang in
einer Lisung von

Ligquor ferri sesquichlorat. 1.0
Aqu. destillat. 4.0

2) Auswaschen in Wasser, bis dieses keine Reaction mit Rhodan-
kalinm mehr giebt.

3) Uebertragen der Stiickchen in eine Lisung von Dinitroresorcin
in 75-proc. Spivitus im Ueberschuss, bis melrere Wochen lang
je nach der Grisse des Stiickes.

4) Entwiissern, Einbettung, Schneiden.

Durch die Verbindung des Eisens mit dem Dinitroresorcin nimmt
der Achsencylinder eine kmﬂrdgclgr iine Farbe an. Es treten daher
Verdndernngen an ihm sehr deuthich hervor.

Die Firbung gelingt auch an Priiparaten, die in Freanxe’schem
Gemisch oder in MUrner'scher Flissigkeit gehiirtet sind.

Sehorgan.

Fiir simmtliche Abschnitte des Auges kommt als Hirtungsfliissig-
keit nur Minner'sche Flissigkeit und Fresmanxe’s Chromosmiumessig-
siuregemischin Betracht. — Die Aufbewahrung in MiLLEr'scher Fliissig-
keit ist sehr lange miglich. Sollen Theile des Bulbus genaner untersucht
und dabei die gegenseitigen Lagerungsverhiltnisse der einzelnen Theile
maglichst erhalten werden, so st lemuung in Celloidin nothwendig.
Unter Umstinden kanm hier eine vorherige Firbung des Stiicks mit
Bismarckbraun (p. 38) oder BeaLr'schem Karmin (p. SH] rathsam sein,
damit die einzelnen Schnitte miglichst wenig mechanischen Insultul
welche den Zusammenhang lockern kimnen, :]'llbgLSEf.ﬁt sind. Man kaun
anch Paraffineinbettung anwenden.

Zur Kernfirbung dienen Himatoxylin nnd Alaunkarmin. Die Re-
tina und der N. opticus werden mit den Methoden, die fiir das Central-
nervensystem angegeben sind (p. 107), behandelt. In manchen Fillen
sind Doppelfirbungen sehr zn empfehlen.

Fiir die Untersuchung der Cornea kann man die Goldmethode von
Conxuerm anwenden. Die dem eben getidteten Thiere entnommene
Cornea wird filr 5 Minuten in frisch ansgepressten und Afiltrirten Zi-
tronensaft, dann aunf 20 Minuten in 1-proc. Goldlisung iibertragen und
schliesglich unter dem Einfluss des Lichts 3—4 Tage lang in Wasser,
welches durch Essigsiiure ganz leicht angesiinert ist, gehalten. Ge-
schnitten wird in Alkohol.

Gehirorgan.,

_ Die Gewebe des Mittelohrs und des inneren Ohrs werden mit
Minrer'scher Flissigkeit gehértet; beim fdusseren Ohr kann auch Al-
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kohol benuntzt werden. Ist zmn Schneiden der zn untersuchenden Stellen
eine Entkalkung des angrenzenden Knochengewebes nithig, so 131; die-
selbe erst nach erfolgter Hirtung vorzunelmen.

Knochensystem.

Knochen und Gelenke werden in MUrLer'scher Fliissigkeit ge-
hiirtet: die Hirtung in Alkohol liefert nicht so schime Pr dparate. Ist
eine Entkalkung nithig, so darf dieselbe erst nach vollendeter Hirtung
vorgenommen werden. Die in MifLLer'scher ]"Ilm:.lgl-.mt gehir tEtEII
I’mpamtp werden zuniichst griindlich ansgewiissert, einige Tage in
Alkohol gelegt und dann erst entkalkt. Die F11tkaikuugslnetlmfien
siche p. 14

Zur Einbettung empfiehlt sich vor Allem Celloidin, da die bei
Paratfineinbettung nithige Erwirmung gerade fiir den Knochen manche
Nachtheile mit sich bringt.

Firbung mit Himatoxylin; in vielen Fillen ist die Doppelfirbung
mit Himatoxylin und nentralem Karmin zu empfehlen: dieselbe giebt
sehr schine Priparate und iibersichtliche Bilder, weil das neutrale
Karmin den entkalkten Knochen, sowie osteoides, noch nicht verkalktes
Gewebe roth firbt. Es ist aber, wenn diese Reaction eintreten soll,
ganz besonders darauf zu achten, dass die in Himatoxylin gefirbten
Sehnitte, nachdem sie ansgewaschen sind, noch 12 bis 24 Stunden in
Wasser liegen bleiben, bevor sie in die l'uiiIilullt:»;illlg‘:~ kommen.

Die Grundsubstanz des verkalkten Knorpels, dessen Kalksalze aus-
gezogen sind, fiirbt sich mit Himatoxylin meist intensiv blauviolett.

Unverkalkter Knorpel ist in seinem Verhalten gegen neuntrales
Karmin und Himatoxylin incostant, doch kann man sagen, dass
ruhender Knorpel sich im Allgemeinen besser mit Karmin, wochernder
und hypertrophischer Knorpel dagegen intensiver mit Himatoxylin firbt.

Die Zellen des Knochenmarks treten namentlich bei Doppelfirbung
mit Himatoxylin und Eosin sehr scharf hervor.

Zum Studinm der Ablagerungsverhiltnisse der Knochensalze und
zum Nachweise kalkloser Knochenpartieen hat dann auch Pommer eine
Methode angegeben, welche sich anf die Eigenthiimlichkeit der MirLueg-
schen Flilssigkeit stiitzt, dass sie nicht nur bei linger danernder Ein-
wirkung auf die Knochen — durch ihre nur unvellstindig entkalkenden
sanren Salze — diese gut schmeidbar macht, sondern hierbei anch den
Unterschied zwischen den kalkhaltigen und kalklosen Knochenpartieen
ausgeprigt und dentlich erhiilt, was bei in Sduren entkalkten Knochen
nicht der Fall ist. Das Verfahren ist folgendes:

Die Knochen bleiben so lange in Mivrner'scher Flissigkeit, bis
sie mit einem scharfen Rasirmesser eben gut schneidbar geworden sind.

KEs hebt sich dann in den angefertigten Schniften die verkalkte
Knochensubstanz durch ihr homogenes Aunssehen scharf von den kalk-
losen Knochenpartieen ab, welch letztere auf das deutlichste ihre fibrilliire
Struetur hervortreten lassen.

Durch Karmintinetion wird dann das Auffinden kleiner kalkloser
Knochentheile sehr erleichtert, und die Schnitte gewinnen iiberhanpt
an Uebersichtlichkeit.

Zur Firbung von Knochen, die in Siuren, z. B. in der v. EBxER-
schen Flissigkeit, entkalkt sind, empfiehlt PoMMEeR:
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1) Dahlia in einer Lisung von 0,04 %, oder

2} Saffranin 0,10—0,16°,, oder

3) Methylgriin 0,30°%,, und mehr,

In 12—18 Stunden firben sich diejenigen Partieen, die vor der
Entkalkung kalkhaltiz waren, ziemlich intensiv in einer der genannten
Lisungen, und zwar mit Safiranin oder Dahlia mehr als mit Methylgriin.

Die schon vor der Entkalkung kalklos gewesenen Partieen bleiben
dagegen vollstindig farblos und contrastiren so anf das dentlichste
gegeniiber den frither kalkhaltigen Theilen.

Eine Firbung des Knochengewebes mit Saffranin ist dann auch
von ScHEFFER in der folgenden Weise empfohlen worden:

1) ]Entkﬂ]knng in Salpetersiure oder salzsiurehaltiger Kochsalz-

dsung.

2) Firbung in wiisseriger Saffraninlosung 1 : 2000, Y;—1 Stunde

lang.

3) Abspiilen in Wasser,

4) Uebertragen in 0,1-proc. Sublimatlisung.

f'.g Glyzerinuntersuchung.

Ein Contact der Priparate mit Alkohol ist moglichst zu vermeiden.
Will man deshalb die Schnitte als Danerpriiparate aunfheben, so zieht
man sie nach der Sublimatbehandlung nur fliichtig durch Alkohol und
entfernt dann das Wasser znm grissten Theil durch Aufdriicken von
Fliesspapier; der Rest wird durch langes Einlegen in Bergamottol ent-
fernt. Dann in Kanadabalsam.

Die Suarpey’'schen Fasern kann man an unentkalkten Schnitten
durch Behandlung mit 15-proc. Kochsalzlisung oder concentrirter Salz-
siilnre sichtbar machen.

Zur Firbung macht man nach Konniker die Schnitte znerst in
coneentrirter Essigsiiure durchsichtig, und firbt sofort '/,—1 Minute
lang in unverdimnter Lisung von Indigokarmin. Auswaschen in Wasser,
Einbettung in Glyzerin.

Auch nach der modificirten WercerT'schen Fibrinfirbungsmethode
von Bexexke lassen sich die Suarrey'schen Fasern darstellen.

Um die Hohlen und Kanédlchen des Knochens his inihre feinsten
Verzweigungen sichtbar zu machen, verfihrt man nach v. Reckuing-
HAUSEN folgendermaassen:

Die Knochenschnitte werden mit Alaunlisung behandelt, z B.
durch Farben in einer stark alaunhaltigen Lisung von Alaunkarmin,
und dann in Glyzerin oder Alaunglyzerin eingeschlossen. Anf diese
Weise fiillen sich die Kaniilchen mit Kohlensiiure, welche durch den
sinreartiz wirkenden Alaun, oder auch durch saures Glyzerin aus
dem kohlensauren Kalk des Knochens frei gemacht wird.

Man kann aber die Kanilchen auch dadurch sichtbar machen, dass
man sie mit einer Farbstofflisung fillt, z. B. nach der Methode
von ZmMeERMANY: Diinne Schliffe werden in Xylol entfettet und gut
getrocknet, in einer gesiittigten alkoholischen Farbstofflosung mehrere
Minuten lang gekocht und dann zum Trocknen 2—3 Tage lang auf
die beiden Schenkel einer Pincette derartiz aufeelegt, dass beide
Flichen noch mit Farbstofflosung bedeckt sind. Schliesslich wird der
iiberfliissige  Farbstoff vorsichtiz mit einem Skalpell abgeschabt, das
Priiparat noch einmal in Xylol geschliffen, abgepinselt und in Xylol-
kanadabalsam eingelegt,

In seltenen Fillen kann man sich zur Untersuchung pathologisch
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verdnderter Knochen auch der Schliffe bedienen. Man stellt die
Knochenschliffe in der Weise ') her, dass man die Stiicke zunichst in
concentrirter Sublimatlisung fixirt, in Wasser answiischt und in Alko-
hol nachhirtet.  Dann wird das Stiick durchgefiirbt (s. p. 42),
kleine Stiicke abgesiigt und diese fiir 24 Stunden in sehr dicke Gummi-
lisung und ebensolange in 96-proc. Alkohol gebracht. Das an der Luft
getrocknete Stiick wird dann zuniichst auf der einen Seite mit immer
feineren Feilen glatt geschliffen, mit der Schnittfliche auf eine Glas-
platte mittelst Gummilisung aufeeklebt und nun die andere Seite eben-
falls mit Feilen von zunehmender Feinheit geschliffen. bis der Schnitt
durchsichtig ist.

Muskeln und Sehnen. Sehnenscheiden.  Sehleimbeuntel.

Muskeln und Sehnen, sowie Sehnenscheiden und Schleimbentel
werden in Mitrner'scher Flissigkeit gehiirtet. Die Schnitte von Muskeln
lassen sich schlecht anfertigen, wenn man nicht in Celloidin einbettet.
Firbung der Muskeln namentlich mit Pikrokarmin (p. 37), welches das
Protoplasma gelb fiirbt. Ausserdem Himatoxylin, Alaunkarmin ; Doppel-
firbungen mit Himatoxylin und Karmin oder Eosin. Auch Pikrinsiinre
(s. p. 41) eignet sich zn Doppelfiirbungen.

Miinnlicher und weiblicher Geschlechtsapparat.

Hirtung vorzugsweise in MiiLLer'scher Fliissigkeit. Einbettung
in Celloidin, namentlich beil Ovarien und Placenta.

Die Untersuehung wvon Schleimhauntpartikeln aus
dem Uterns auf Carcinom nimmt man am besten in der Weise
vor, dass man die Stiickehen in Alkohol hiirtet und in Celloidin ein-
bettet. Ks ist dann rathsam, gleich mehrere Stiickehen aunf einen Kork
anfzukleben und zusammen zu schneiden. Man erreicht das sehr gut
mittels der durch Umhiilling des Korks mit Papier hergestellten
Schachteln (s. p. 18), und kann dann in einem Priiparat gleich mehrere
Schnitte von verschiedenen Stellen untersuchen.

Es erleichtert und beschleunigt das die Untersuchung sehr, weil
oft nicht gleich das erste Stiickchen, welehes man einzeln schneidet,
eine zur Untersuchung geeignete Stelle enthiilt, und weil man so viel
mehr Wahrscheinlichkeit hat, auch Schnitte zu treffen, in denen aunsser
der eigentlichen Schleimhaut nochdie oberflichliche Lage der Muscularis
mit enthalten ist. Die Firbung geschieht in diesen Fillen einfach mit
Hiimatoxylin.

In dihmlicher Weise untersucht man Decidunafetzen und Pla-
centareste.

Fiinfzehntes Capitel
Mikroskopische Untersuchungen zugerichtlichen Zwecken.

Untersuchung von Blutspuren.

Handelt es sich num die Frage, ob irgendwie zur Untersuchung
kommende Flecke auf Holz- und Metallgegenstinden, auf Kleider-

') Vergl. Scuarrer: Die Methodik der histologischen Untersuchung
des Knochengewebes, Zeitschr. f. w. Mikrosk. Bd. X, p. 167.
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stoffen ete. von Blut herrviithren, so hat man sein Angenmerk zu richten
entweder

I. auf den Nachweis der Blutkirperchen selbst mit
ihrer charakteristischen Form oder

II. anf den Nachweis des Blutfarbstoffs.

I. Will man in noch frischen Flecken Blutkdrperchen nachweisen,
so geniigt es, etwas von dem abgeschabten Fleck in 0,6-proe. Koch-
salzlosung — destillirtes Wasser ist zn vermeiden — aufzuweichen und
direct unter dem Mikroskop zu untersuchen.

Da die Blutkorperchen des Menschen und der Siugethiere rund
- und kernlos, die der iibrigen Thiere aber oval und kernhaltig sind, so
zestattet eine derartige Untersuchung auch die Beantwortung der Frage,
ob die betreffende Blutspur vom Menschen resp. Sdungethier oder von
einer anderen Thierart stammt.

Die menschlichen Blutkiorperchen sind grisser als die der Siuge-
thiere. Sie haben einen Durchmesser von 0,0077 mm; am niichsten
stehen ihnen in der Grisse die des Hundes, dann folgen Kaninchen,
Schwein, Rind, Pferd, Katze und schliesslich Schaf.

Messungen mit dem Mikrometer, die jedoch, nm ein sicheres Re-
sultat zu erhalten, an miglichst vielen Blutkorperchen vorgenommen
werden miissen, gestatten dann einen Wahrscheinlichkeitsschluss, ob
die gefundenen Blutkirperchen menschlichem Blut entstammen oder
nicht. Kine sichere Entscheidung ist nicht miglich, weil die Blut-
kirperchen sehr rasch Verinderungen in ihrer Grisse und Form ein-
gehen. Sind die Blutspuren dlter, so kann man ebenfalls oft noch
Blutkirperchen in ihmen nachweisen, die in ithrer charakteristischen
Form erhalten sind.

Es geniigt aber dann zum Nachweis gewihnlich nicht die einfache
Kochsalzlisung, sondern man muss andere Zusatzfliissigkeiten verwenden.
Unter diesen empfiehlt sich:

1) Die 30-proe. Kalilange, bei deren Anwendung man sich
vor einer Verdiinnung mit Wasser sorgfiltig zu hiiten hat.

2) Fliissigkeit von Roussi:

Glyzerin 3 Thl
conc., Schwefelsiure 1
3) Modificirte Pacisi’sche Flissigkeit:
Sublimat 1.0
Kochsalz 2,0
Glyzerin ~ 100,0
Wasser 300,0.

Man verfilrt bei der Anwendung dieser Fliissigkeiten ebenfalls so,
dass man von dem betreffenden Fleck etwas abschabt, oder wenn es sich
um Flecken auf Kleidern, Stoffen etc. handelt, etwas davon zerzupft, anf
den Objecttriiger bringt und dann die betreffende Zusatzflissigkeit zu-
setzt. Man beobachtet dann direct unter dem Mikroskop das Sicht-
barwerden der Blutkirperchen, weil dieselben nach und nach durch die
Einwelchungsfliissigkeiten verindert werden.

~ Auf Grossenunterschiede in den Blutkirpern lisst sich natiirlich
bei alten Blutspuren, wo die Blutkorperchen noch viel mehr ge-
schrumpft sind, viel weniger geben als bei der Untersuchung frischer
Blutflecken.

Zu hiiten hat man sich besonders vor der Verwechslung mit den



126 Untersuchung der Haare.

Sporen einiger Schimmelpilzarten. Diese letzteren sind aber sehr resistent
gegen Sianren und Alkalien.

1I. Viel sicherer ist der Nachweis des Blutfarbstoffs durch Dar-
stellung der Himinkrystalle.

Das Hiimin oder salzsaure Himatin ist ein Derivat des Himoglobins.
Nach ihrem ersten Entdecker bezeichnet man die Himinkrystalle anch
als Trercnmvaxx’sche Blutkrystalle.

Zu ihrer Darstelling aus eingetrocknetem Blut verfihrt man fol-
cendermaassen :

Befinden sich die Flecken anf harten Gegenstinden, z. B. Holz, so
werden sie sorgfiltig abgeschabt und die rothe Masse auf einem Oh-
jecttriiger oder in eimem flachen Uhrschiilchen gesammelt und in einer
geringen Menge destillirten Wassers anfgelist.

Von Flecken in Leinwand oder anderen Stoffen schneidet man
besser kleine Stiickehen aus, legt sie auf Objecttriiger und zieht mit
wenig destillirtem Wasser aus.

Nach Entfernung der ansgezogenen oder ausgepressten Gewebs-
stiicke sowie etwaiger Verunreinigungen lisst man {hﬂ mehr oder
weniger roth ;:Pf"nhtv Wasser eintrocknen, setzt dann ein stecknadel-
kopim‘nwe‘a Tripfechen 0.6-proc. Kochsalzltsung zu, breitet es fiber
die Oberfliche aus und lisst es wieder eintrocknen. Ist dies re-
schehen, so kratzt man die angetrocknete Masse mit einem Scalpell
etwas anf und trigt mit einem Glasstab reinen Eisessiz — bei ver-
diimnter Essigsinre gelingt die Probe nieht sicher — anf, deckt mit
einem Deckglischen zu und erwiirmt iiber einer Spiritusflamme, bis
ider Lﬁmqﬂ' Blasen bildet. Durch fortgesetztes gelindes Erwiirmen
wird danach der Eisessig verdampft, und es scheiden sich bei seiner
Verfliichtigung die braunen Himinkrystalle aus. .Je langsamer das
Verdampfen des Eisessigs vor sich geht, desto grisser werden die
Hiiminkrystalle. Es empfiehlt sich daher, das Verdampfen unter dem
Deckglase zn bewirken.

Die Hiaminkrystalle sind in Wasser mllr,t.dmll,uf unldslich, ebenso in
Aether und Alkohol. Sie sind schwer lislich in Ammoniak, 1.'e1du1111ter
Schwefelsiure und in Salpetersiure, leicht loslich in Kalilange. Sie
stellen kleine rhombische Tiéfelchen dar.

Die Beimengung fettiger Substanzen hindert oft die Entstehung der
Himinkrystalle; man thut dann gut, den Fleck vorher mit Aether zn
behandeln. ;

Aunch die Beimengung von . Host auof eisernen Instrumente kann
die Darstellung der Himinkrystalle verhindern.

Untersuchung der Haare.

Bei der gerichtsirztlichen Untersuchung von Haaren kann es sich
zuniichst nm die Frage handeln, ob die vorliegenden Haare
vom Menschen oder vom Thiere stammen.

Fiir die differentielle Diagnose ist mikroskopisch Folgendes maass-

ebend :
i 1) Die fiusserste Schicht des Haares, die Cuticula, besteht aus feinen
Epidermisschuppen, die []Eu:]lZlED'ELllt]g iibereinander liegen und mit
ihren Spitzen alle nach dem freien Ende des Haares sehen. Wenin man
diese Zellen nicht ohme weiteres deutlich sehen kann, so setzt man
verdiinnte Salpetersiiure zu. Bei den meisten TlllE’]'P'I'I ‘sllll‘] die Zellen der
Cuticula viel griosser als beim Menschen, so dass sie viel deutlicher
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hervortreten. Ausserdem stehen die Cuticulaschuppen bei vielen Thieren
viel mehr ab und geben daher dem Haare ein viel ausgesprochenes
gegilintes Anssehen als beim Menschen,

2) Die mittlere Schicht oder die Rindensubstanz besteht aus lang-
westreckten Hornzellen. Man kann dieselben durch Zusatz von ver-
diinnter Salpetersiure ebenfalls deutlicher hervortreten lassen.

Die Rindensubstanz priivalirt beim Menschen an Breite sehr gegen-
jiber der mnersten Schicht der Marksubstanz; beim Thier findet gerade
das umgekehrte Verhalten statt.

3) Die zellige Structur der Marksubstanz ist beim Menschen nur
sehr undentlich, beim Thiere dagegen sehr in die Augen fallend.

Beim Menschen fehlt die Marksubstanz hiiufig, namentlich auf ein-
zelne Strecken, beim Thiere nur sehr selten, und dann immer nur an
ganz vereinzelten Haaren. Selbstverstiindlich muss man das Haar in
seiner ganzen Liinge untersuchen.

Fiir die Entscheidung der Frage, ob Haare vom Menschen oder
Thiere stammen, empfiehlt es sich in jedem einzelnen Falle, zum Ver-
gleich sowohl menschliche Haare wie solche von den gewdhnlichen in
Betracht kommenden Thierarten zu untersuchen.

Beziiglich der Kirperstelle, von der zur Unter-
suchung kommende Haare stammen, ist zu bemerken, dass
Barthaare am dicksten zu sein pflegen, mit 0,14—0,15 mm im Durch-
messer, dann folgen der Reihe nach die weiblichen Schamhaare, die
Haare der Angenlider, die minnlichen Schamhaare, die minnlichen
Kopfhaare und schliesslich die weiblichen Kopfhaare mit etwa 0,06 mmn
Durchmesser. Dass hierbei sehr betrichtliche individuelle Unterschiede
vorkommen, darf bei der Untersuchung nie vergessen werden. Dazu
kommen die sehr erheblichen Altersunterschiede, da die Haare der
Neugeborenen bedentend diinner sind als die dlterer Kinder und nament-
lich von Erwachsenen.

Die Haare der Nengeborenen enden in einer Spitze. Ebenso simmt-
liche Haare, die in ihrem natiirlichen Wachsthum durch keine Insulte :
Schneiden, Druck der Kleidung, Maceration durch Schweiss ete. gestort
wurden. Verschnittene Haare zeigen im Anfang eine scharfe, quere,
spitter eine mehr abgerundete Trenmung.

Ausgerissene Haare zeigen eine in der Regel nach unten
offene, kolbige Wurzel, mit Resten des Haarbalgs; ausgefallene Haare
besitzen eine nach unten geschlossene, glatte, atrophische Wurzel.

Fiir die Frage, ob bestimmte Haare einem bestimm-
ten Individnum entstammen, kommen namentlich Vergleichs-
untersuchungen zur Anwendung, wobei auf die Dicke des ganzen Haars
sowie seiner einzelnen Schichten, auf die Farbe ete. zu achten ist.
Dabei kann es von Nutzen sein, die Form und Beschaffenheit der
Querschnitte der zu untersuchenden Haare mit einander zn ver-
rleichen. Solehe Querschnitte kann man zwar auch so anfertigen, dass
man auf einer festen Unterlage feine Schnitte mit dem Rasirmesser
macht; ;iiﬂ empfehlenswerther ist aber die Einbettung in Paraffin
(cf. p. 18).

Untersuchung von Samenflecken.

Wenn es sich um die Untersuchung von Flecken auf das Vorhanden-
sein von Spermatozoen handelt, so versucht man zuniichst, ob sich von
den auf ihrer Unterlage mehr oder weniger fest anhaftenden Flecken
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feine Schiippchen ablisen lassen. Derartige Schiippchen, die wegen
ihrer Briichigkeit vorsichtiz behandelt werden miissen, werden dann auf
dem Objecttriiger mit einem Tropfen destillirten Wassers aufgeweicht,
wobei man die Vertheilung dadurch beschleunigen kann, dass man die
Schiippchen mit zwei Nadeln auseinanderzupft. Die Untersuchung ge-
schicht mit starker Vergrisserung und enger Blendung.

Ist die Substanz aber in die Unterlage derartiz eingesogen, dass
eine Ablisung von einzelnen Schiippchen unméglich ist, so schneidet
man von der Unterlage ein kleines Stiickchen aus und weicht dasselbe
in einem Uhrschiilchen mit destillivtem Wasser '[,—2 Stunden lang
auf. Hierbei wird ein Aufquellen der Spermatozoen verhindert, wenn
man eine geringe Menge Salzsiiure (1 Tropfen auf 40 cem Wasser) zu-
setzt. Wenn man dann durch Aufdriicken eines Nadelstiels etc. das
Gewebe auspresst, so giebt dasselbe eine molkige Fliissigkeit ab, die
direkt untersucht werden kann.

In diesem letzteren Falle kann man die Untersuchung auch sofort
anf dem Objecttriger vornehmen, indem man von dem betreffenden Stoff
ein kleines Partikelchen in Wasser zerzupft; es ist aber auch bei dieser
Untersuchungsmethode eine vorherige Aufweichung des Fleckes dringend
zn empfehlen.

Wenn man Spermatozoen gefunden hat, so kann man in der be-
kannten Weise Deckglastrockenpriparate herstellen nnd mit nentralem
Karmin oder mit Fuchsin firben. Auch Doppelfirbung mit Himato-
xylin und Eosin giebt gute Bilder.

Uxcer empfiehlt ganz besonders Fiirbung (1 bis mehrere Stunden
lang) in folgender Firbungsfliissigkeit:

Methyleriin 0,15—0,3
Wasser 1000
Salzsiinre 3 Tropfen.

Diese Fliissigkeit kann einerseits als Erweichungstliissigkeit fiir den
zn priiffenden Stoff dienen; es wird dann direet unter dem Mikroskop
untersucht: sie kann andererseits aber anch noch zur Firbung der
Deckglastrockenpriiparate angewandt werden. Der hintere Theil des
Kopfes wird intensiv dunkelgriin, der vordere Theil hellgriin, das
Mittelstiick und der Schwanz heller als das hintere Kopfstiick.

Untersuchung von Deciduaresten.

Da die Decidua graviditatis durch ihre grossen, polygonalen
oder mehr rundlichen Zellen siclr von allen sonst in Betracht kommenden
Gewebsbestandtheilen in charakteristischer Weise unterscheidet, so kann
illrelljntersuchuug bei Verdacht auf stattgehabten Abort nothwendig
werden.

Man untersucht entweder frisch an Zupfpriparaten, oder besser
nach vorheriger Hiirtung in Alkohol an kleinen Schnitten. Diese lassen
sich aus freier Hand herstellen; auch kann man sie in einem Cylinder-
mikrotom mit Paraffin nmgiessen (cf. p. 25) und dann schneiden. Ebenso
kann man zwischen frischem Hollundermark oder gehiirteter Leber
(ef. p. 21) schneiden.

Zur Firbung dient am besten Himatoxylin.
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