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Vorwort zur 2. Auﬂage.

———

Das grolle Interesse, das in der letzten Zeit der
Protozoenkunde entgegengebracht wird, sowie die reich-
haltigen Ergebnisse der modernen Protistologie, mit
denen in gleicher Weise nicht unerhebliche Fortschritte
in der mikroskopischen Technik zu verzeichnen waren,
machten die Herausgabe einer zweiten Auflage des
vorliegenden Taschenbuches zu einer Notwendigkeit.
In erster Linie bringt die neue Auflage zahlreiche
Erginzungen zu der Methodik der Protozoenunter-
suchungen, gleichzeitig wurden einige bereits iiber-
wundene technische Anweisungen weggelassen. Die
Mehrzahl der angefiihrten Methoden wurde gepriift —
sie sind ohne Miihe durchfiithrbar, dagegen wurden
komplizierte Methoden, die selbst zu keinem er-
heblichen Ergebnisse fiihren, nicht angefiihrt. Da
das Biichlein praktischen Zwecken in erster Linie dienen
soll, wurde das alte bekannte Protozoensystem noch

beibehalten.
Hamburg, im Juli 1909.
Der Verfasser.
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Die mikroskopische Untersuchung
im allgemeinen.

Bei der Untersuchung der Protozoen kommt es
nicht go sehr auf eine Anwendung von komplizierten
Fiarbe- und Untersuchungsmethoden als auf eine zweck-
milige Ausnutzung der optischen Instrumente (Iris-
blende, Kondensor usw.) an. In erster Linie mul} man
stets sehr eingehend das lebende Objekt untersuchen.
Erst, wenn dieses nach allen Richtungen hin ge-
schehen ist, mdge man an die Betrachtung des toten,
gefirbten Objektes herantreten.

Fiir die Untersuchung empfiehlt sich die An-
schaffung eines Mikroskopes (groBes Stativ) von Zeifd
mit den Apochromaten 2 mm (Apert. 1,30) homog.
Immersion, Apochromat 3 mm (Apert. 0,95), Apochro-
mat 8 mm (Apert. 0,65), Apochromat 16 mm (Apert.
0,30 und mit den Kompensationsokularen 4, 6, 8, 12, 18,

Als Objektive sind fiir die Betrachtung der Proto-
zoenpriparate zunidchst in der Mehrzahl der Fille das
schwache Objektiv Apochromat 8 mm, dann das Immer-
sionsobjektiv 2 mm (homog. Immersion) von besonderer
Wichtigkeit. Gute Dienste leistet aber auch das mit
einer Deckglaskorrektur versehene, starke Trocken-
system Apochromat 3 mm (Apert. 0,95). Kleine Ob-

jekte sucht man am bequemsten zuerst mit einem
schwachen Trockensystem und starken Okular (Komp.

ok. 8—12) auf.

Bei der Immersionslinse bringt man zwischen die
Frontlinse und das Deckglas einen kleinen Tropfen
Zederndl (Ol ligni Cedri ns = 1,515 bei 18° C ,,ho-
mogene Immersion*), wodurch eine Brechung der Strahlen
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an der unteren Linsenfliche vom Einfallslot vermieden
wird und die Lichtstrahlen, die sonst beim Ubergang
aus dem Deckglas in die Luft gebrochen und unaus-
geniitzt bleiben wiirden, in das Objektiv insgesamt ein-
zudringen vermogen. Im Gegensatz zu den Trocken-
systemen erreichen wir auf diese Weise einen Strahlen-
kegel mit einem griofleren Offnungswinkel. Bei der
Einstellung des Immersionssystems bringt man zu-
nichst durch Senken des Tubus die Linse mit der
Kuppe des Zedernoiltropfens in Kontakt und versucht
durch vorsichtige Handhabung des Triebrades ein eben
noch sichtbares, verschwommen angedeutetes Bild von
dem betreffenden Objekt zu erhalten. Die feinere
Einstellung wird durch die Mikrometerschraube besorgt.
Nach der Untersuchung entfernt man jedesmal sehr
vorsichtig mit einem, mit Benzin oder Xylol getriankten,
weichen Lappen (am besten altes, gewaschenes Battist-
tuch) den Oltropfen vom Objektiv. Vom Deckglas wird
das Ol durch leichtes Streichen mit einem in Benzin oder
Xylol getauchten Pinsel beseitigt. Diese Prozedur mull
mit einiger Vorsicht geschehen, da sonst der durch
eingedicktes Zederndl befestigte Deckglasausstrich ver-
schoben wird und sodann eventuelle Kreuztischnotizen
unbrauchbar werden. Es empfiehlt sich jedoch, trocken
fixierte Ausstrichpriparate, die nach Giemsa oder
Loffler gefirbt wurden, gar nicht mit einem Deckglas
zu bedecken, sondern das Immersionsél durch Uber-
gieflen mit Xylol zu entfernen.

Von besonderer Wichtigkeit ist der Beleuch-
tungsapparat nach Abbé, der aus einem Spiegel,
einer Irisblende und einem aus einem Linsensystem
gebildeten Kondensor besteht. Als Spiegel dient ein
Plan- oder Hohlspiegel. Da die meisten Strahlen
im Objekt zur Vereinigung kommen, sofern sie die
Kondensorlinse parallel treffen, so ist besonders bei
den Immersionssystemen ein Planspiegel anzu-









Die mikroskopische Untersuchung im allgemeinen, 9

wenden. Der Hohlspiegel liefert viele konvergente
Strahlen, er tritt nur bei groflerer Niahe der Licht-
quelle in Dienst. Wenn man bei Tageslicht mikro-
skopiert, ist es zweckmiillig, das Licht von einer weillen
Wolke oder von einer entsprechend montierten Matt-
scheibe aufzufangen. Um das andere Auge (falls es an-
gingig ist, soll man mit dem linken Auge mikro-
skopieren) moglichst zu schonen, ist eine Abblendung des
iibrigen Lichtes durch eine grolle, passend angebrachte,
schwarze Papptafel anzuraten. Auch kann man durch
Einklemmen einer monokelartigen, schwarzen Kork-
scheibe 0. e. A4. in das andere Auge denselben Zweck
erreichen. Gute Dienste leistet die plastische Licht-
schutzkappe nach Mayer (Firma Lautenschliger).

Bei Anwendung von kiinstlichem Licht pflegt man
zwischen Mikroskop und Lampe eine mit Wasser oder
noch zweckmilliger mit blauer, ammoniakalischer Kupfer-
sulfatlosung gefiillte Schusterkugel anzubringen, die
das Licht konzentriert. Dem Tageslicht nahe kommt
in bezug auf die Lichtstirke die Koch-Wolzsche
Mikroskopierlampe mit Zirkonleuchtkirper
(nach Schiefferdecker). Auch eine Auerlampe ist
zu empfehlen, In letzter Zeit hat sich besonders das
sogen. hingende Gasgliihlicht nach Zeill bewihrt.
Blendendweilles Licht wird durch Einlegen von Matt-
scheiben oder blauen Glasscheiben gedimpft.

Der Kondensor selbst wird durch ein Linsensystem
gebildet, dessen Brennpunkt fiir parallele Strahlen (Plan-
spiegel) nahe der Objektebene liegt, so daBl zu dem
Objektiv ein Strahlenkegel mit einem grofen Offnungs-
winkel kommt. Aus dem hier angedeuteten Grunde
ist wegen der verschiedenen Entfernungen der kiinst-
lichen Lichtquellen der Beleuchtungsapparat in der
Richtung der optischen Achse nach unten oder oben
durch Triebschrauben verschiebbar eingerichtet.

Durch Verschiedenheiten im Lichtbrechungsver-
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mogen der einzelnen Teile des Protoplasmas im weitesten
Sinne des Wortes entsteht durch Diffraktion der durch-
gehenden Strahlen das sogen. Strukturbild des mi-
kroskopischen Priparates, das gewissermallen nur aus
Linien und verschieden abgestuften Schatten besteht
und fiir dessen Zustandekommen die maximale Beleuch-
tung iiberfliissig ist. In diesem Falle pflegt man den
Kondensor auszuschalten und bedient sich der Blenden
allein. Anders verhilt sich dies bei dem Farbenbild,
das durch Absorption der durchgehenden Strahlen im
Praparat entsteht, und fir das eine maximale Be-
leuchtung notig ist; — es mull ein moglichst weiter
Beleuchtungskegel erzielt werden, daher wird der Be-
leuchtungsapparat eingeschaltet.

Fir das Studium der Protozoen ist eine richtige
Ausnutzung des Kondensors, der Blenden sowie der
Mikrometerschraube eine unerldfiliche Vorbedingung.
Hierfiir gibt es aber keine besonderen Vorschriften,
sondern man mull sich diese Fertigkeit durch eine
lingere Ubung aneignen. Zur Sichtbarmachung von
sultramikroskopischen® Teilchen sowie zur Schnell-
diagnose von Treponema pallidum dient nach Zsig-
mondy und Siedentopf der Dunkelfeldbeleuchtungs-
apparat. Zur Beleuchtung kleinster Teilchen, fil-
trierbarer Erreger usw., konstruicrte Reichert (Minch-
ner med. Wochenschrift 1906) einen Spiegelkonden-
sor, der das Objekt durch Strahlen von grillerer Aper-
tur beleuchtet und durch Strahlen geringerer Aper-
tur abbildet. Mit diesem Spiegelkondensor kann mit
jedem Trockenobjektiv ohne besondere Zurichtung mi-
kroskopiert werden. Im Priparat werden durch den
Kondensor, dessen Blende alle Strahlen, deren Aper-
tur geringer als 1,06 ist, ausschaltet, nur durch
Beugung abgelenkte Strahlen wahrgenommen. Der
Reichertsche Spiegelkondensor (zweite Konstruktion)
kann an Stelle des gewohnlichen Abbéschen Be-
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Die mikroskopische Untersuchung im allgemeinen. 11

leuchtungsapparates in das Diaphragma des Mikro-
skops eingesetzt werden, Eine einfache Dunkelfelds-
belenchtung wird erzielt, indem man in den Diaphragma-
triger des Abbéschen Beleuchtungsapparates eine
Zentralblende von 24 mm Durchmesser einschaltet
(kduflich). Das diinne, mit nicht viel korpuskuldren
Elementen erfiillte Priiparat wird auf den nach oben
geschraubten Kondensor mit Zedernholzil aufge-
kittet: mikroskopiert wird mit Apochromat 3,0—0,95
oder Objektiv 7 von Seitz. Besonders zu empfehlen
ist als der beste Dunkelfeldapparat ferner der Spiegel-
kondensor mit Paraboloidfliche von Siedentopf (Zeit-
schrift f. wissenschaftl. Mikroskopie 1907). Mikrosko-
pieren mit Objektiv DD v. Zeiss, Okular 12, 18. Durch
alle diese Apparate wird ein mehr oder weniger voll-
stindiges Dunkelfeld erreicht, in dem die suspendierten
Teilchen, vor allem die Syphilisspirochéten,
im Gegensatz zu den DBakterien vollkommen auf-
leuchten, indem an ihnen die in das Auge kommen-
den Strahlen gebeugt werden; durch Diffraktionser-
scheinungen werden die Konturen der Spirochiten ver-
doppelt, die dann gréQBer erscheinen. (Landstei-
ner-Mucha, Wiener klin. Wochenschr, 1906, Beer,
Miinch. med. Wochenschrift 1907 usw.)

Zum Zeichnen der mikroskopischen Praparate ist
der sogenannte Zeichenapparat zu empfehlen, bei
dem durch Brechung und Reflexion durch Spiegel und
Prismen gleic hzeitig das Bild des Zeichenpapiers,
das auf einem Zeichentisch oder Zeichenkasten
in der Hohe des Objekttisches des Mikroskopes an-
gebracht ist, und des Objektes sichtbar gemacht
wird, Man braucht dann blof bei entsprechender Ab-
blendung mit einem harten, scharf gespitztem Bleistift
die Konturen des sichtbaren Objektes nachzuzeichnen,
Zu empfehlen ist der Abbésche Zeichenapparat.

Fiir die Durchmusterung einer griéferen Anzahl
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von Priparaten (Malaria) ist ein beweglicher Objekt-
tisch nétig. Durch zwei bewegliche, zueinander genk-
recht stehende Schlitten, die lings einer Noniusskala
laufen, kann das Pridparat genau durchgesehen, jede
einzelne Stelle scharf eingestellt und durch die No-
nienindices bezeichnet werden. Zum Markieren der
Blutausstriche ist der Markierapparat von Winckel
(Géttingen) von grofem Nutzen.

Von weiteren Hilfsapparaten ist fiir das Priparieren
feiner Objekte, wie Insekten (Miicken, Fliegen usw.),
Arachnoideen (Zecken), eine binokuldre Lupe von
Zeill empfehlenswert. Gute Dienste leistet ein heiz-
barer Objekttisch fiir Untersuchungen der lebenden
Malariaplasmodien und Dysenterieamében.

Ein Polarisationsapparat ist notig fir die Un-
tersuchung der doppeltbrechenden Eigenschaften desMa-
lariaplasmodienpigmentes, verschiedener Einschliisse und
apoplasmatischer Strukturen des Protistenzelleibes. Zum
Messen der Objekte wird ein Okularmikrometer benutzt.

Bei der Untersuchung lebender Objekte leistet die
Methode des hingenden Tropfens gute Dienste. Die
fraglichen Lebewesen werden mittels einer Kapillarrohre
in einem kleinen Tropfen auf die Mitte eines reinen, ent-
fetteten Deckglases gebracht und das derart beschickte
Priparat mittels einer Ehrlichschen Pinzette umgekehrt
iiber die eingeschliffene Mulde eines hohlen Objekt-
trigers mit einem luftabschliefenden Medium wie Va-
seline festgekittet. Der Abschlull dieser feuchten
Kammer muld moglichst dicht und genau sein. Bei der
Untersuchung benutzt man eine enge Blende und ist
bemiiht, ein Strukturbild zu gewinnen. Nach dem oben
angedeuteten Prinzip ist Schulzes feuchte Kammer
gebaut, nur dafl die Mulde des Objekttriigers noch
von einem eingeschnittenen rinnenformigen Ring um-
geben ist, der zur Aufnahme von Wasser dient. In
manchen Fillen kann man in dieses Wasser noch kleine
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Sogenannte Vitalfarbstoffe. 13

Griinalgen, wie Spirogyra oder Desmidiaceen, hineinbrin-
gen, die dann im Lichte O abspalten und so die Sauer-
stoffspannung in der feuchten Kammer regulieren.

Die Dicke der in Verwendung stehenden Deck-
glischen darf im allgemeinen nicht 0,16 mm iiber-
schreiten. Die Grenzen betragen 0,1 und 0,2 mm. Fiir
Blutausstriche verwendet man die diinnen Blutdeck-
glischen,

Die tingierten Deckglaspriparate werden meist
mit Canadabalsam, die nach Giemsa-Romanowsky ge-
farbten Deckglaspriparate mit eingedicktem sidurefreien
Zedernol (nach Koch und Schaudinn) an die gut
gereinigten Objekttriger festgekittet.

Von anderen Instrumenten stehen im Gebrauch:
Pripariernadeln und -lanzetten, Scheren, Skalpelle,
Ehrlich- und Cornetsche Pinzetten mit recht-
winklig gebogenen Griffen, die selbsttitig die Deck-
glischen festhalten (fiir die Lofflersche Geillelfarbung
zu empfehlen) u. a. m. Die Objekttriger werden am
zweckmalligsten mittels eines Schreibdiamanten signiert.

Zum Zeichnen der Praparate bedient man sich
des Bristolzeichenpapiers, japanischer Pinsel und ver-
schieden harter, scharf gespitzter Bleistifte.

Sogenannte Vitalfarbstoffe.

Bei der Untersuchung der lebenden Objekte leisten
die sogen. Vitalfarbstoffe in verschiedenen hohen Ver-
dinnungen (meist in physiologischer Kochsalzlsung
oder Leitungswasser, das allerdings meist alkalisch
reagiert) haufig sehr gute Dienste. Unter der grofen
Menge der bis jetzt erprobten Vitalfarbstoffe wiren
folgende zu empfehlen:

I. Bismarckbraun (Brandt, Arch. £ Anat. und
Phys. Phys. Abt. 1878, S. 563). Brandt beniitzt eine
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Losung von 1:3000 (Biolog. Zentralbl. Bd. 1, 1881,
S. 202). TFir Nahrungsvacuolen 1 :20,000—30,000.
Es {firbt oft das Protoplasma gelblich, vor allem
aber verschiedene Granulationen rotbraun.

IT. Methylenblau rectific. (Methylenblau B. X,
wird weniger gut vertragen.) Ist nach Overton
besonders in Cholesterin, Lecithin usw. loslich, farbt
jedoch nicht in allen Fillen das Protoplasma, das in
letzter Linie eine Lipoidemulsion von Proteinen ist.
Farbt postmortal besonders in alkalischen Medien: Zu-
satz von org. Sduren verhindert die Farbung. Dasselbe
gilt von Azur I. ,,Vitalfirbungen® bei Spirochiten;
Trep. pallidum. Lifflers Methylenblau und Spur von NaOH.

ITI. Das von Ehrlich, Ascoli und Levaditi
(Journal de Physiologie et de Pathologie générale No. 3,
1901) eingefiihrte Oxazin Brillantkresylblau. Es
farbt manche Granulationen metachromatisch (violett
und blau). In manchen Fillen nimmt in der absterbenden
Zelle das Karyosom sehr deutlich den Farbstoff an,
weshalb es besonders bei Trypanosomenuntersuchungen
zu empfehlen ist.

IV. Fiir die vitale Farbung ist ein sehr geeigneter
Farbstoff das zur Gruppe der Eurhodine gehorige
Neutralrot, das Ehrlich zuerst in die histologische
Technik einfiihrte. Seine Eigenschaften sind in der
Folgezeit mehrfach studiert worden (Mayer, Sitzungs-
ber. d. naturw. med. Vereines Lotos 1896; Prowazek,
Zeitschrift f. wiss. Zool. Bd. 83, 1897: Fischel, Unter-
such. ii. d. vitale Farbung, Anatom. Hefte Heft 52/53,
1901; Plato, Berl. klinische Wochenschrift 1899 usw.
und Arch. f. mikroskop. Anatomie Bd. 56, Heft 4).

Es ist ein von Witt entdeckter, sogenannter kiipen-
bildender Farbstoff, der in die Zelle aufgenommen und
am Orte seiner elektiven Speicherung in eine gefirbte
Oxyform iibergefiihrt wird, die je nach dem Farbenton
sogar die Alkali- und Sdureverteilung im Protoplasma
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Sogenannte Vitalfarbstoffe. 15

bis zu einem gewissen Grade anzeigt (gelbrot = alka-
liseh, kirschrot = sauer). Durch Oxydation mit Wasser-
stoffsuperoxyd oder Spuren von Eisenchlorid kann das
Leukoprodukt des Farbstoffes in der Zelle nachge-
wiesen werden.

Unter dem Einflul der intramortalen Reduktionen
entfirben sich die tingierten Einschliisse. Es kann jedoch
spater wieder eine Firbung (Paramaecium) eintreten.

Mit dem Farbstoff firben sich in vielen Protisten-
zellen die Kerne besonders in schwach alkalischen
Medien (Bicalciumphosphat) und konnen im gefirb-
ten Zustande sogar den ganzen Teilungsprozell durch-
laufen (dieses wurde fiir Pflanzen von Douglas Camp-
bell, fiir Metazoen [Amphibienlarven] von mir, fiir
Opalina ranarum und Nyctotherus cordiformis von
Przesmycki nachgewiesen). Nach Przesmycki
(Si:zungsberichte der Gesellschaft fiir Morphologie und
Physiologie in Miinchen 1899, Heft I) firben sich
die verschiedenen Bestandteile des lebenden Kernes
(Chromatin und Achromatin) verschieden. Besonders
gut nehmen die Kerne der parasitischen, auf eine
geringe O-Spannung abgestimmten Infusorien den Farh-
stoff an. Bei parasitischen Flagellaten tingieren sich
auf verschiedenen Entwicklungsstadien die Innenkérper
der Kerne (Karyosome beiTrichomastix und Trichomonas).

Aullerdem firben sich verschiedene Granula-
tionen, die zu der Verdauung und Assimilation in
naher Beziehung stehen und zum Teile Fermenttriger
sind. In dieser Hinsicht sei besonders auf die auch
technisch interessante Arbeit von Nirenstein hin-
gewiesen (Zeitschrift fiir allgemeine Physiologie, heraus-
gegeben von Verworn 1905).

Ferner kann man mit dem Farbstoff apoplasmatische
Strukturen, die mit Myelinen und Paramyelinen ver-
wandt sind (Kolsch), zur Darstellung bringen. Bei
gewissen Erdamoben firbt sich die #uBlere lipoid-
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haltige Niederschlagsmembran. Bei manchen In-
fusorien fiarbt sich regiondr das zuweilen lokomotorisch
stark beanspruchte Protoplasma.

Mit dem Farbstoff kann man ferner alle Etappen
der Verdauung in den sogenannten Nahrungsvakuolen
der Ciliaten (Prowazek, Nirenstein) verfolgen. Wendet
man den Farbstoff in hoherer Konzentration an, so
ist man in der Lage, den Nachweis zu erbringen, dal3
die kontraktilen Vakuolen (Paramaecium) auf gewissen
Stadien alkalisch (gelbrot) reagieren.

Trotzdem ist das Neutralrot fiir die Protistenzellen
kein absolut indifferenter Korper. Nach Heinz (Hand-
buch der experimentellen Pathologie und Pharmakologie)
ist es in Verdiinnungen von 1 :800 oder 1 :1000 fiir
Paramicien giftig. — Man setzt am besten mit einer
engen (se einen kleinen Tropfen der sehr verdiinnten,
nicht zu alten Neutralrotlosung zu dem Deckglaspraparat
hinzu oder li[3t einen gleichen Tropfen auf dem Objekt-
triger eintrocknen und setzt spiater auf die angetrock-
nete Farbschichte den Tropfen mit den Infusorien dazu.

V. Dem Neutralrot #hnlich ist das Neutral-
violett, nur dall es in stirkeren Losungen noch gif-
tiger als Neutralrot ist. Metachromasie.

VI. Rasch firbt das Nilblausulfat und Nilblau-
chlorhydrat. Kristallisiert leicht aus.

VII. Fiir vitale Kernfirbungen empfiehlt schlieli-
lich Przesmycki Auramin (1 : 2000).

VIII. Kongorot (Sdurennachweis in Vakuolen).

IX. Dimethylamidoazobenzol (einige Tropfen
der alkal. Losung zu Wasser; hellgelb; Plasma gelb,
manche Nahrungsvakuolen fuchsinrot.

X. Methylorange (Siure rot, Alkali gelb).

XI. Tropaeolin 00 (gelbe Liosung durch Siduren
gelbrotrot, Alkali gelb).

Von anderen Vitalfarbstoffen sei hier noch Dahlia
(Certes), verdiinnte wisserige Himatoxylinlésung
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(Brandt), Bleu de gquinoléine und Cyanin (Cer-
tes, Zool. Anz. IV, 1881, No. 81 u. 81) genannt.
Der letztgenannte Autor lost die Farbstoffe (Chinolin-
blau 1 :500000) in Infusorienwasser und wendet sie
ganz schwach an. Doppelfirbungen mit Neutralrot
und Methylenblau fiihrte zuerst Pausinger, dann Ru-
ZiCka (Zeit. f. wiss. Mikroskopie XXII. Bd. 1905) aus;
letzterer zeigte, dall Methylenblau dabei chemisch
postmortal firbt, wihrend seine eventuelle Fiarbung der
lebenden Zelle auf physikalischerGrundlage beruht, da-
gegen firbt Neutralrot vital im chemischen Sinne.

Beziiglich der Vitalfirbung seien hier noch einige
Bemerkungen aus der Arbeit von Fischel (Anatom.
Hefte 1901) zitiert: ,,Das lebende Gewebe nimmt nur
basische Farbstoffe auf, saure dagegen nicht, und zwar
solche basische Farbstoffe, welche entweder den ein-
fachen Ammoniakrest NH» enthalten oder einen solchen,
in welchem der Wasserstoff durch ein der fetten Reihe
angehiriges Alkoholradikal (Methyl, CHjs, oder Athyl,
CeH;) vertreten ist.” ,,Die Ursache der Giftigkeit
lallt sich aus der chemischen Konstitution nicht er-
mitteln.“ ,,Die Reaktion der Zellen spricht entschieden
dafiir, daf} hier eine Firbung eines lebendigen Bestand-
teiles des Zellkirpers vorliegt”, dagegen weiter: ,,Nicht
alles, was sich in der lebenden Zelle firben 140t,
braucht iibrigens, wie schon die Tinktion der Pigment-
kornchen zeigt, lebendem Protoplasma anzugehéren.” —

In manchen Féllen werden die lebenden beweglichen
Protisten in farbigen Medien beobachtet. Fiir das
Studium der Gregarinenbewegung (Schewiakoff) ist
die Anwendung von verschiedenen Tuschelésungen zu
empfehlen. Certes (Bull. coc. Zool. France 13, Vol. 1888,
p. 230) wendet eine Losung von Anilinschwarz, Fabre-
Domergue eine konzentrierte Lisung vonDiphenylamin-
blau an (Anm. Microgr. Paris Tome 2, 1889, p. 545).

Stark bewegliche Objekte werden durch zihfliissige
Prowazek, Protistenuntersuchung. 2
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Medien (Gummi, Gelatine) in ihrer Beweglichkeit be-
hindert und einer bequemeren Beobachtung zuginglich
gemacht. Bei Infusorien mit pulsierenden Vakuolen
kann man auf diese Weise die Entleerung der Va-
kuole studieren und den entleerten Fliissigkeitstropfen
sogar neben dem Organismus eine Zeitlang beobachten
(Romer).

Darstellung der Kernsuhstanzen.

Von besonderer Wichtigkeit fiir das Studium der
Protistenzelle ist die Darstellung der Kernsub-
stanzen, in erster Linie der sogenannten Chroma-
tine, die bei diesen Zellen oft nicht einmal an
einen morphologisch definierbaren Kern gebunden sind,
sondern in Form von sogenannten Chromidien in
der Zelle selbst zerstreut vorkommen (Hertwig,
Schaudinn). Da das Wesen der histologisch-zyto-
logischen Fiarbung derzeit noch ziemlich unbekannt
ist und wir in diesem Sinne kein ausschliellliches
Kriterium fir den Nachweis der Kernsubstanzen
besitzen, sind wir in erster Linie darauf ange-
wiesen, den entwicklungsgeschichtlich-morpho-
logischen Weg zu beschreiten und entweder auf
diese Weise das Entstehen jener Substanzen aus
einem wohl charakterisierten Kern darzulegen oder
die Ausbildung eines richtigen Kernes aus den oben
erwihnten Chromidialmassen nachzuweisen. Neben-
bei kann man sich zum Nachweis der Chromatine
folgender Methoden bedienen (vgl. Carnoy, Biol
Cellulaire p. 208):

Das Chromatin lost sich in konzentrierten Mineral-
sduren, in verdiinnten Alkalien, in Kaliumkarbonat und
Natriumphosphat. In 10Oproz. Kochsalzlosung wird es
gallertig und lost sich manchmal auf. Fiir die Losung
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der erwihnten Substanzen, sofern man nur frische
Zellen zur Verfiigung hat, eignet sich lproz. Kalilauge,
Kaliumkarbonat (40—350 Proz) und rauchende Salz-
siure. Gar nicht oder nur teilweise anverdaut werden
die Chromatine durch Pepsinsalzsiure und Trypsin
(teilweise). (Zur Darstellung des Periplasts der Trypa-
nosomen zu empfehlen.) Nach Beale lost man zu diesem
Zwecke den getrockneten pulverisierten Saft aus den
Magendriisen des Schweines in destilliertem Wasser, fil-
triert und behandelt damit die Objekte unter dem
Deckglischen bei 37" C bis zu mehreren Stunden. Kus-
kow (Arch. f. mikr. Anat. 30, Bd. 1887, S. 32) lost
1 Teil Pepsin in 200 Teilen einer 3prozentigen Oxal-
sdurelosung und behandelt damit die Zellen.

Das Chromatin wird ferner nicht in Saponin und
Sapotoxin geldost, dagegen ziemlich wverindert in
taurocholsaurem Natrium (1 :20 in physiolog. Koch-
salzlosung in braunen Flaschen), das das Proto-
plasma der Protozoen: Flagellaten, Spirochiiten,
im Gegensatz zu den Bakterien und Pilzen, mit Ausnahme
der Pneumokokken, 16st.

Uber weitere diesbeziigliche Fragen sei auf das
Buch von Zimmermann, Morphologie und Physio-
logie des pflanzlichen Zellkernes, Jena, 1896, verwiesen.

Als Reagens auf Chromatin wird Methylgriinessig-
sdure (wasserige starke Lisung mit Zusatz von 1proz.
Essigsdure) empfohlen, doch fillt oft die Farbung
schwach aus, und manchmal bleibt die Reaktion dieses
basischen Farbstoffes, der ,,mit einem Scheine von Be-
rechtigung” ein Kernfarbstoff ist (Fischer, Fixierung
und Fiarbung des Protoplasmas, Jena, S. 192), ganz aus.
Gegen diese Reaktion sprachen sich auch bereits Ga-
leotti und Neeresheimer aus.

Das Plastin (Nukleolensubstanzen, Karyosome) ist
meistens stirker lichtbrechend, firbt sich mit.
Heidenhains Eisenhdmatoxylin tief schwarz, nach der

211
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Giemsa-Romanowsky-Methode, sofern es rein auftritt,
wie in den Metazoennukleolen oder auf manchen Sta-
dien der Karyosomentwicklung bei den Trypanosomen
(geprefte @-Formen, Stadien aus den Kulturen), blau,
wird aber in den meisten Fillen von dem roten Chro-
matin derart maskiert, dall sich die fraglichen Ge-
bilde zumeist rotviolett farben. Mit Methylgriin-
essigsdure nimmt es keine Firbung an. Nach
Schwarz ist es mit den Albuminen verwandt; nach
Ruzic¢ka (Archiv f. Zellforschung 1. Bd. 1908) ist
es ein Albuminoid und unloslich in Wasser 20 Proz.
NaCl, Kalilauge, Essigsdaure, 1—3 Proz. Salzsiure, Pepsin
und Trypsin. Manche Plastine (Infusorien) sind in
1 Proz. Kalilauge jedoch loslich.

List (Mitt. Zool. Neapel, 12. Bd., 1896) stellt die
Kernkorper mit Berlinerblau dar; zu dem mit Sublimat
fixierten Material (meist Schnitte) setzt man zwei
Tropfen von 1'/sproz. gelben Blutlaugensalz, nach fiinf
Minuten giellt man ab und setzt ein bis zwel Tropfen
lproz. Salzsdure zu — es bildet sich Berlinerblau, das
in den von List untersuchten Zellen den Nebennucleolus
farbte. Zuweilen ist es angezeigt, dem Objekt Eisen
einzuverleiben, indem es auf eine halbe Stunde in
Eisenchlorid (10 Tropfen einer Lésung von /> g
Eisenchlorid auf 100 g Wasser gemischt mit 5—15
Tropfen 1proz. Salzsdure und 50 g Wasser) gebracht wird.

I. Stamm. Cytomorpha.

I. Klasse. Rhizopoda.
I. Ordnung. Amdibina.
Amoben untersucht man zumeist frisch im Deck-

glaspriparat, das mit Wachsfiilchen versehen und gegen
das Verdunsten der Untersuchungsfliissigkeit mit einem
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Wachs- oder Vaselinerand umrandet worden ist. Den
Wachsrand stellt man sich am besten in der Weise
her, dad man mit einem kurz vorher angebrannten,
mit einem kurzen Docht versehenen Wachsstock rasch
den Rand des Deckglaspriparates entlang fihrt. Die
amoboiden Bewegungen kann man mechanisch durch
einen Zusatz von Kirschgummilgsung verlangsamen (Eis-
mond, Zool. Anz., 13. Jahrg., 1890).

Reinkulturen von Amdében im Sinne der Bakterio-
logen sind bis jetzt nicht gelungen. Man kann sie
hiochstens in Gemeinschaft von Bakterien ,,ziichten;
dieses ist in verdiinnter Bouillon und in diinnen Stroh-
und Heuinfusen mdéglich. Frosch (1897) und Nagler
(Arch. f. Protistenkunde 15. Bd. 1909) ziichteten mit
Erfolg Amében auf: 90 Proz. Leitungswasser,
10 Proz. Nahrbouillon und 0,5 Proz. Agar- Agar.
Celli und Fiocca ,zichteten® Amodben in einer
oproz. genau alkalisierten Losung wvon Fucus cris-
pus in Wasser oder Bouillon. (10 cem Nihrboden, 1 eem
1/io Normal-Kalilauge.) Auf diese Weise kann man
meist Myxamoben und Strohinfusamében halten. Schar-
dinger ziichtete Amdében in einem wisserigen Heu-
aufgull, dem 1—1'/sproz. Agar hinzugefiict worden war.

Besonders zu empfehlen ist fo!gender Nihrboden:
30—40 g Heu werden in 1 Liter Wasser !/; Stunde
aufgekocht, sodann filtriert und dem Filtrat 1—11/sproz.
Agar zugesetzt, dieses durch Kochen aufgelost. Dann
alkalisiert man durch kohlensaures Natrium und fiillt
ohne Filtration in Probierglischen ab. Es bildet sich
ein Niederschlag, den man jedoch leicht zum Absinken
bringen kann. Ausgedehnte Ziichtungsversuche hat
Vahlkampf angestellt. Auf festen Nihrboden wie
Kartoffeln ziichtete Gorini Amében.

»Die Zahl der zur Ziichtung geeigneten Kultur-
boden ist ziemlich groB, und man kann sagen, daf
bis auf wenige Ausnahmen fast alle zur Verwendung
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gelangten Substrate tauglich waren. Im allgemeinen
i1st ein neutrales bis schwach alkalisches Medium
das geeignetste. Reinkulturen (ohne Bakterien) sind
nicht ausfilhrbar. Zur Anfangskultur wihlt man am
besten Amibencystenmaterial, das man ca. T2
Stunden mit 20proz. Lésung wasserfreier Soda be-
handelt. Unter diesen Bedingungen sterben die Bak-
terien ab. Den Kulturen muBl man dann die spez
Nahrungsbakterien zusetzen. Besonders sind feste
Nahrboden zu empfehlen, und zwar: 1. Nahrstoff
Heyden 1—2,0, Agar 1,5 und Leitungswasser 100,0.
2. Nutrose 1—2,0, Agar 1,5, Leitungswasser 100,0.
3. Somatose 1—2,0 Agar 1,5, Leitungswasser 100,0.
4. Pepton Witte 1—2,0, Agar 1,5, Leitungswasser 100,0.
0. Agar 1,5, Leitungswasser 100,0. 6. Dieselben Nahr-
boden mit Strohdekokt, welcher bis zur Weillweinfarbe
verdiinnt war, an Stelle des Leitungswassers. 7. Fucus
crispus 5,0 und Leitungswasser 100,0. &. Stirke-
kleister von der Konsistenz des Agars. Die Ndhrbdden
miissen einen hohen Wassergehalt besitzen. Am ge-
eignetsten ist nach Vahlkampf fir die Ziichtung
der Amoeba limax Fucus crispus und Heyden-Agar.
Vielfach wurden jedoch statt der echten Amioben
nur Myxamében geziichtet (nicht ausschlaggebende
Kriterien dieser: leichte Cystenbildung, hdufige Flagel-
latenzustinde, Plasmodienbildung, Aufwiartskriechen der
Améoben an dem Substrat). Beyrinck kultivierte die
Amoeba nitrophila auf gereinigtem Agar, dem
0,2proz. NH4NaHPO; -+ 4Hs0 und 0,5proz. Chlor-
kalium zugesetzt wurden. Reaktion neutral oder
schwach alkalisch.

Alles nihere vgl. Frosch, Zur Frage der Rein-
ziichtung der Amoben, Zentralbl. f. Bakt. Bd. 21,
1897, S. 927, sowie Casagrandi und Barbagallo,
Uber die Kultur von Amoben, Zentralbl. f. Bakteriologie
Bd. 21, 1897, S. 579—>589; Beyrinck, Zentralbl
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bis drei Tropfen 5proz. Essigsiure oder zwei Troplen
10proz. Platinchloridlésung hinzu und liel dann etwas
davon unter das Deckglas hinzutreten.

Zu empfehlen sind auch Pikrinsiuregemische, die
die Manipulation insofern vereinfachen, als man gleich
im TOproz. Alkohol ohne Intermedien auswaschen kann.
Aus eben demselben Grunde sind aber hernach Farben
in alkoholischen Fliissigkeiten (Parakarmin, Borax-
karmin) oder Himalaun und Karmalaun anzuwenden. Gute
Resultate erhdlt man mit Pikrinessigsiure (3 Teile
einer konzentrierten Loésung von Pikrinsiure und 1
Teil Eisessig). Auswaschen in 7Oproz. Alkohol.

In den meisten Fillen leisten gute Dienste
Sublimatgemische (%/3 wiisserige konzent. Sublimat-
losung, /s Alkohol 90proz.) und das Flemmingsche
Gemisch (25 Teile von lproz. Chromsiure, 10 Teile
lproz. Essigsidure, 10 Teile lproz. Osmiumsdure und
55 Teile Wasser), nur dal man im letzteren Falle nicht

“mit allen Farben firben kann. Vielfach wird in

diesem Falle Safranin oder Gentianaviolett, Orange-G.
empfohlen.

Firben kann man ferner die Amoében mit Alaun-
karmin, Boraxkarmin, Pikrokarmin und verdiinntem Gre-
nacher’s Himatoxylin (fertig von Griibler zu beziehen,
verdirbt leicht, lingere Zeit in sehr diinnen Losungen
firben, eventuell in 40proz. schwach angesiuerten Al-
kohol differenzieren. Kontrolle unter dem Mikroskop,
kurzes Auswaschen in Brunnenwasser. Alkoholreihe,
Nelkendl, Canadabalsam).

Schaudinn (Anh. Abh. Akad., Berlin 1899, S.
9) fixiert Trichosphaerium mit Ilproz. Osmiumsdure
oder mit einem Gemisch von einem Teil wisserigem
Sublimat_und zwei Teilen absnlutemﬁéﬂs_glgﬂ die Kerne
werden mit einer 43prnz alkoholischen Alaunkarmin-
losung gefirbt. Das Firben und Auswaschen geschieht
bis zum Einbetten in Zentrifugierrohrchen. Vahlkampf
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fixierte Amoben mit Erfolg in der Zenkerschen Fliissig-
keit (Aqu. dest. 100,0, Sublimat 5,0, Natr. sulf. 1,0,
Kal. bichrom. 5,0, Eisessig 5,0). —

Bei allen Manipulationen, Firbungen usw. ist stets
streng darauf zu achten, dal die Objekte in einem
fliissigen Medium verbleiben, weil sie sonst bis
zur Unkenntlichkeit schrumpfen oder zerfliellen, so
dall vielfach nur der Kern iibrig bleibt. Daher ist
im allgemeinen die Methode des trockenen Deck-
glasausstriches nicht zu empfehlen.

Sind Amdben in grofler Menge vorhanden, so
konserviert man sie direkt mit Sublimatgemischen (vgl.
oben) oder mit dem Flemmingschen oder Zenkerschen
Gemisch in Zentrifugierrohrehen, zentrifugiert sie ab,
wischt im destillierten Wasser aus, farbt mit Alaun-
karmin, Boraxkarmin usw. vor und bringt die Objekte
nach jedesmaligem Abzentrifugieren in dem Rohrchen
bis ins Chloroform und Chloroformparafiin, iibertrigt
sie mit einer sauberen Pipette in eine kleine Mulde
von hartem Paraffin, das in einem peinlichst mit salz-
saurem Alkohol gereinigten Uhrschilechen zum Er-
starren gebracht wurde. Dann bringt man das Ganze
in den Thermostaten, lilit das Chloroform abdampfen
und zerlegt nach dem raschen Erstarren des Paraffins
die Amiben in diinne Schnitte.

Hernach kann man die Schnitte mit Heiden-
hains Eisenhimatoxylin firben. (Man la(3t die Schnitte
mindestens sechs Stunden lang in einer 2'/sproz. wisse-
rigen Bisenalaunlosung [violette Kristalle von schwe-
felsaurem Eisenoxyd-Ammoniak], wischt mit destillier-
tem Wasser aus und bringt sie auf 48 Stunden in eine
alte, oft gebrauchte Himatoxylinlosung [1 g Hima-
toxylin, 10 ccm 90proz. Alkohol, 90 cem Wasser,
fertig von Griibler zu beziehen], differenziert wenige
Minuten in der oben genannten Eisenalaunltsung
unter steter Kontrolle unter dem Mikroskop, bis das

i a—
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Plasma ganz hell ist und die Kerne ein schwarzes
Chromatingeriist zur Schau tragen, spiilt griindlich im
Brunnenwasser ab, Alkoholreihe, Xylol, Kanadahalsam.
Rosenbusch-Hartmann dnderten diese Methode um:
1. Beizen Eisenalaun 3'/s % !/;—1 Stunde. Wasser.
2. Stammlésung:
a) 1% Hamatoxylin in 96 % (70 %) Alkohol,
b) Lithionkarbonat gesittigte wisserige Losung.
Von a) 10 cem -+ von b) 5—6 Tropfen, Firbedauer
5—10 Minuten; unter Umstinden Moment differen-
zieren, Wasser, Alkoholreihe, Xylol, Kanadabalsam.

Dysenterieamoben

untersucht man zundchst im lebenden Zustande, in-
dem man mit einer Pinzette etwas von dem blutigen
Schleim unter das Deckgldschen bringt. Es empfiehlt
sich nicht mit physiologischer Kochsalzlosung zu ver-
diinnen. Man mull ferner physikalische (Druck)
und chemische Schéddlichkeiten vermeiden. In manchen
Fillen ist die Anwendung eines heizbaren Objekttisches
von Nutzen. Fiir vitale Firbungen ist Methylenblau
(1:20000 usw.), besonders Neutrairot (Entamoeba bue-
calis) anzuraten.

Fiir Dauerpriparate hat sich folgende Methode
als die zweckmilligste erwiesen:

Man streicht den Schleim moglichst diinn auf gut
gereinigte Deckgldschen aus und lafdt ihn rasch, 0&11__&
dall er eintrocknet, mittels einer Ehrlichschen Pin-
zette auf das folgende heifle, noch rauchende Gemisch
mit der bestrichenen Seite nach unten auffallen:

konzentrierte wisserige Sublimat!osung 100 cem,

absolut. Alkohol 50 cem,

Eisessig 5 Teile,
oder noch einfacher:

2/, konzentrierte Sublimatlésung -+ /s
90°, oder absolut. Alkohol.
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7 X

Nach héchstens 10 Minuten (besser ist es, gleich
aus dem heilen Gemisch die Objekte in dasselbe
kalte Sublimatgemisch zu iibertragen) bringt man die
Ausstriche in 60proz. Alkohol, wischt dann mit 60 proz.
Jodalkohol (leicht gelb) das Sublimat aus, bringt
die Prdparate in Aqua dest. und firbt je nach Be-
darf (Kern, Chromidien!) in einer verdiinnten Losung
(Rotweinfarbe) von Grenacher’s oder Delafield’s
Himatoxylin, wascht im Brunnenwasser, bis kein blauer
Farbenton von den Objekten ausgeht, aus, Alkohol-
reihe, Xylol, Kanadabalsam. Jirgens (Verdffentl. a.
d. G. d. Militdrsanititswesens, Heft 20, Berlin 1902)
befestigt die moglichst diinnen, nur feuchten Aus-
striche iiber einer Glaskammer mit 1—2%; Osmium-
sdurelosung, durch deren Dampfe die Amdben abge-
totet und in 10—20 Minuten fixiert werden. Bei
Anwendung der Schulze’schen Kammer kann man den
ganzen Fixierungsvorgang unter dem Mikroskop ver-
folgen und nach Belieben regulieren. Abspiilen in
Wasser. Safraninfirbung; durch ,,ganz diinne Essig-
saure wird der Innenkdrper differenziert.

Jiger fidrbte die Dysenterieamében mnoch mit
Fosin nach.

Besonders zu empfehlen ist die Firbung der mit
Sublimatalkohol (p. 26) oder Flemmingscher Fliissigkeit
(p. 24) kurz fixierter Amioben mit Heidenhains Eisen-
himatoxylin (p. 25, 26). Am geeignetsten fiir Amében
ist die alte Eisenhamatoxylinfirbung.

Bei der Diagnosestellung achte man auch auf das
Vorhandensein von Charcot-Leydenschen Kri-
stallen. (Dysenterieamiben.)

Fir Schnitte fixiere man entweder mit dem er-
wahnten Sublimatgemisch, mit Chromosmiumessigsiure
(Flemmings Lésung) oder mit Zenkerscher Fliissigkeit
(man lost 5g Sublimat und 5 cem Bisessig in Miillers
Gemisch: Kaliumbichromat 2—2'/, g, Natriumsulfat 1 g.
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Aqua. dest. 100 cem. Fixiert mehrere Stunden, wéscht
in Wasser aus und behandelt die Schnitte mit 607,
Jodalkohol und firbt mit Himatoxylin (Eosinnachfir-
bung), Eisenhimatoxylin, Safranin oder Anilinwasser-
Methylviolett. Nach Sublimatalkoholhirtung firbe man
mit Toluidinblau wisserig mit einer Differenzierung in
Orange G. (zu beziehen nur von Griibler, konzent.
wisserige Losung). Die fertigen Cysten der Ent-
amoeba histolytica lassen sich nicht schneiden und
springen vor dem Messer leicht aus (Schaudinn).

Beziiglich der Unterscheidungsmerkmale zwischen
den verschiedenen parasitischen Amében des Menschen
sei auf Schaudinns ,,Unters. i. d. Fortpflanzung
einiger Rhizopoden®, Arbeiten aus dem Kaiserl. Ge-
sundheitsamte 19. Bd.,, Heft 3, 1903, Hartmann,
Beihefte z. Archiv f. Schiffs- und Tropenhygiene 1908,
Werner ebenda, verwiesen.

2. Ordnung. Foraminifera.

Man fixiert mit Sublimatalkohol (*/3 ccm wisserige
Sublimatlésung - /5 90proz. Alkohol, Auswaschen in
60proz. Jodalkohol) oder mit Perény’scher Fliissigkeit
(4 Teile 10proz. Salpetersiure, 3 Teile 90proz. Alkohol
und 3 Teile !/sproz. Chromsiurelosung) und firbt mit
Grenachers Hamatoxylin, mit Heidenhains Eisenhdma-
toxylin, Alaunkarmin oder Safranin. Die Schalen werden
durch Kalilauge oder Eau de Javelle (Kaliumhypo-
chlorid) aufgelost. Winter konservierte Penero-
plis kurze Zeit nach dem Zerquetschen mit Os-
miumdimpfen (Gamogonie). Zum Entkalken setzte
er zu dem im G60proz. Alkohol liegenden fixierten
Material soviel Salzsiduretropfen, bis kleine Blasen auf
den Kalkschalen sichtbar wurden (8—20 Minuten).
Winter firbte mit Boraxkarmin oder Alaunkarmin
(15 Minuten) vor und mit Methylenblau nach. Schnitte
werden 10 Minuten vorgefirbt mit: /s wisserige Pik-
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rinsiure -+ /o wisseriges Sidurefuchsin bis zu gra-
natroter Firbung. Nachfirbung Heidenhaing Eisenhi-
matoxylin (p. 25, 26).

Schaudinn (Zeitsehrift f. wiss. Zoolog. 59. Bd,,
1895, S. 193) fixiert Calcituba mit 1proz. Osmium-
siure oder mit einer Mischung von 1 Teil wisserigem
Sublimat und 2 Teilen absolutem Alkohol. Um die Be-
fruchtung der Flagellosporen der Polystomella zu
studieren, sucht man sich auf gut Gliick eine grillere
Anzahl von Individuen, die mit Chromidien oder teilweise
mit Sporetienkernen erfiillt sind, aus, zerdriickt sie,
saugt das Protoplasma mit einer Kapillare auf und ver-
riihrt das Ganze auf dem Deckglas einer feuchten
Kammer.

3. Ordnung. Radiolaria.

Lo Bianco konserviert Thalassicolla eine
Stunde lang mit !/sproz. Chromsiure, Acanthometra
und Aulacantha mit 50proz. Alkohol oder mit kon-
zentriertem Sublimat oder durch Zusatz von Osmium-
sdure zu dem Seewasser. Gefirbt wird mit Himatoxylin,
Pikrokarmin oder Alaunkarmin.

Karawaiew fixiert Aulacantha 24 Stunden in einem
Gemisch von gleichen Teilen von Eisessig und starker
Flemming’'scher Fliissigkeit (15 Teile 1proz. Chromsiure,
4 Teile 2proz. Osmiumsiure, 1 Teil Eisessig) und hirtet
mindestens 24 Stunden in dem letzteren Gemisch nach.’

Borgert (Zool. Jahrbuch 14. Bd., 1900, S. 207)
empfiehlt Sublimatlosung mit Essigsiure (10 :2 oder 3)
oder Pikrinosmiumplatinchlorid. (200 cem gesiittigte Pi-
krinsdurelosung + 1 g Platinchlorid in 10 cem Wasser
-~ 2 cem Eisessig -+ 25 cem 2proz. Osmiumsiure.)
Weniger zu empfehlen. Firbung mit Kleinenbergs
Hiamatoxylin, Mayers Parakarmin (Griibler), Heiden-
hains Eisenhimatoxylin (siehe p. 25, 26).

Sphaerozoen werden nach Brandt (Fauna und Flora
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des Golf von Neapel 1885) mit !/s—1proz. Chromsiure
(1/e>—1 Stunde) oder mit Jodalkohol (70Oproz. Alkohol,
gleiche Menge Seewasser | etwas Jodtinktur /s Std.,
Auswaschen im SiiBwasser, Alkoholreihe) oder mit 5
bis 1b6proz. Seewassersublimatlésung fixiert.

Beziiglich der Fixierung der Heliozoa gelten die
bei den Ciliaten angefiihrten Vorschriften (Totofarbung
mit Alaunkarmin, Pikrokarmin, Beales Karmin. Schnitt-
farbung: Eisenhimatoxylin.)

II. Klasse. Mastigophora.
Flagellaten im weitesten Sinne des Wortes.

Fiir freilebende Flagellaten empfiehlt sich nichst
der Untersuchung im lebenden Zustande die Konser-
vierung derselben nach der Massenmethode im Zentri-
fugierrdhrehen (p. 25).

Man fixiert entweder mit Flemmings Gemisch
(15 Teile 1proz. Chromsiure, 4 Teile Z2proz. Osmium-
siure, 1 Teil Eisessig) (Steuer), oder mit dem
Sublimatalkoholgemisch (p. 26) und firbt mit Grenachers
Himatoxylin (Griibler), Alaun-, Boraxkarmin oder nach
jedesmaligem Zentrifugieren mit Heidenhains Eisenhima-
toxylin (Steuer). Auch kann man sie weiter nach
der 8. 25 beschriebenen Methode fiir Schnitte be-
handeln. Lauterborn (Zeitschr. f. wiss. Zoologie
59. Bd., 1895) fixiert Dinoflagellaten 10 Minuten in
Flemmings-Gemisch, 35proz—absolut. Alkohol, belilit sie
dort 24 Stunden, bringt sie langsam ins Wasser, bleicht
sie mit 3proz. Wasserstoffhyperoxyd und firbt mit Pikro-
karmin oder Delafields Hamatoxylin. Schnitte werden
mit Heidenhains Eisenhdmatoxylin (p. 25, 26) gefirbt.

Zacharias (Zool. Anzeiger 22. Bd., 1899) fixiert
mit 2 Vol. konz. wisseriger Losung von Borsidure und
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8 Vol. konz. wisseriger Lisung von Sublimat. Burck
(Archiv f. Protistenkunde 1909) fixiert Choanoflagellaten
1—2 Minuten mit Osmiumdimpfen.

Fiir die Firbung der Geifleln ist Lofflers Geillel-
m‘_-zﬁlgde zu empfehlen (Loffler, Zentralbl. f. Bakt.,
6. Bd., 1889, S. 209. Zeitschr. f. wiss. Mikroskop.,
6. Bd., 1889, S. 359; 7. Bd., 1890, S. 368; Fischer,
Jahrb. Wiss. Bot. 26. Bd., 1894, S. 188).

Als Beize wendet man ein Gemisch von 10 cem
20proz. Tanninlosung —+— H cem kalt gesittigter, wisse-
riger Lisung von Ferrosulfat oder Ferr. sulfur. oxy-
dul. ammon. + 1 cem wiisserige oder alkoholische
Losung von Fuchsin oder Methylviolett oder Wollschwarz
an. Beize fertig bei Griibler zu haben.

Das Deckglas mit dem Flagel'atenausstrich klemmt
man in eine mit rechtwinkligen Backen versehene
Cornetsche Pinzette, begielit es mit einem Tropfen der
erwahnten Beize-Mischung und erwirmt eine Minute
lang, bis leichte Ddmpfe aufsteigen, wischt in Wasser
gut ab, wiederholt event. die Prozedur 2—3mal
und firbt in derselben Weise mit einer alkoholischen
Fuchsinlosung in Anilinwasser (jedesmal frisch be-
reiten), der bis zu einer leichten Triibung eine '/joproz.
Losung von Atznatron zugesetzt worden ist. Die
Schwebefillung mufl beim Erwirmen iiber der Spiri-
tuslampe verschwinden. Abwaschen, leicht trocknen
mit Filterpapier, Zedernsl. (vgl. ferner pg. 75).

Parasitische Flagellaten wie Trichomastix, Tri-
chomonas und Bodo fixiert und firbt man am
besten nach der S. 26 beschriebenen Methode (Dysen-
terieamiben). Besonders die Heidenhainsche Eisenhii-
matoxylinfirbung ist zu empfehlen. Fiir die Darstel ung
der undulierenden Membran bei Trichomonas ist auch
die Methode des Deckglasausstriches und Giemsa-
farbung geeignet. Bensen (Zeitschr. f. Hygiene und
Infekt. 61. Bd., 1908) fixiert Lamblien mit Sublimat-




29 L. Stamm. Cytomorpha.

alkohol (p. 26) wischt in Wasser aus, beizt 10 Minuten
3'/s Eisenalaun, Abspiilen, firbt in Himatoxylin 5:100
mit 6 Tropfen einer geséttigten Lithiumkarbonatlésung 30
Minuten, Differenzieren unter dem Mikroskop in 2!/sproz.
Eisenalaunlosung, Abspiilen in flieBendem Wasser 5
Minuten, Alkoholreihe, Xylo!, Kanadabalsam. Es gind
verschiedene Kulturmethoden vonFlagellaten ver-
sucht worden: Meyer kultivierte Ochromonas anf Glu-
kose, Maltose usw., Monas amoebina in Trauben-
zucker, M. minima auf Pepton. Zumstein (Jahrb.
f. wiss. Bot. 1900) Euglena gracilis in: 0,5 Pepton
-+ 0,6 Traubenzucker -- 0,2 Zitronensiure —— 0,02
MgSOy und 7 H:0 + 0,06 KH,PO; |+ 100 Wasser
oder 1,00 Pepton -+ 0,4 Traubenzucker + 0,4 Zitronen-
sdure -+ 0,02 MgSO4 und 7 H:0 -+ 0,05 KH-PO, —
0,05 NH;NOs + 98 Wasser. Kiister (Arch. f. Pro-
tistenkunde 11. Bd., 1908) ziichtete Gymnodinium
von KHucus serratus und wvesicuwlosus auf Fucus-
extrakt, der mit 2 Proz. Agar oder 10 Proz. Gelatine
zu festem Néhrboden verarbeitet wurde.

Trypanosomen,

Die Trypanosomen untersucht man zunichst bei
Luftabschlul (Wachsrand, Zedernsl) im Deckglaspri-
parat, wo sie je nach der Art (am lingsten T. lewisi,
kurze Zeit Dourinetr.) verschieden lange Zeit am Leben
bleiben. Nach Plimmer kann die undulierende Mem-
bran der Parasiten gut durch Zusatz von Zitronensaure-
natron zu dem Blut, das in einem kleinen Tropfen einer
1proz. Gelatinelisung etwas eingedickt wurde, verdeut-
licht werden. Mit Neutralrot firben sich unterhalb
des vegetativen Kernes verschiedene Granulationen. Mit
Brillantkresylblau wird das Karysom in dem blidschen-
formigen Kern beim Absterben verdeutlicht. Mit Jod
firben sich nur manchmal einzelne Granula. Durch
Pepsinverdauung stellt man den Periplast dar. Durch
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taurocholsaures Natrium (1 : 20, phys. Kochsalzlésung,
braune Flasche im Eisschrank aufbewahren) werden die
Trypanosomen bis auf einen Periplast- und Kernschatten
aufgelost, durch Saponin oder Sapotoxin (Neufeld) wird
in erster Linie das Protoplasma in Losung iibergefiihrt
und die Objekte sehen gleichsam eviszeriert aus. Fir-
bung nach Yamamoto. Durch Essigsdurezusatz kann der
Kern verdeutlicht werden.

Fiir die Untersuchung der gefirbten Trypanosomen
eignet sich die Deckglasausstrichmethode. Es werden
die Objekte moglichst diinn auf Blutdeckglischen oder
Objekttriger ausgestrichen, lufttrocken gemacht, in
absoluten Alkohol (15—30 Minuten) oder Alkoholidther
fixiert, wiederum getrocknet und dann meist mit
Giemsa’s Gemisch gefirbt.

Die fertige Losung von Giemsa’s Eosinazur be-
zieht man von Griibler (Leipzig). Aus einer braunen
Tropfflasche lilit man je einen Tropfen des Gemisches
zu 1 cem Wasser (dest.) in einem jedesmal gut ge-
reinigten, vor allem sdurefreien Melzylinder zuflieBen.
Nach leichtem Umschiitteln des Gemisches farbt man so-
dann moglichst bald die Priiparate. Nach etwa /s Stunde
und mehr wischt man im destillierten Wasser aus,
trocknet sorgfiltig und schliefit in siurefreiem Kanada-
balsam oder in eingedicktem Zedernol ein.

Laveran behandelt die Priparate nach dem Ab-
spiilen eine Minute lang mit Sproz. wisseriger Tannin-
losung und spiilt in Wasser ab.

Zuweilen empfiehlt es sich, 1—10 Tropfen einer
1 promill. Kaliumkarbonatlésung den 10 ecem
Wasser vor der Herstellung der Firbemischung hin-
zuzusetzen. Fiir die Darstellung der undulierenden
Membran ist die Fixierung mit Osmiumdimpfen (10
Sekunden) anzuraten. Statt des Methylenazurs, das in
Giemsa’s Farbstoff vorkommt, benutzt Ehrlich Dime-

thyl-Thionin von der Firma Cassella in Frankfurt a. M.
Prowazek, Protistenuntersuchung. 3
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Dieser Fixierung und Firbung auf trockenem
Wege wurde fir zytologische Zwecke mit Recht
eine Fixierung auf nassem Wege von Breinl, Salvin-
Moore, Rosenbusch, Hartmann u. a. vorgezogen.
Man fixiert nach Art der Dysenterieamében (pg. 26) mit
Sublimatalkohol oder Flemmingschem Gemisch (pg. 29)
beizt 1 Stunde in 3'/: Eisenalaun, firbt !/» Stunde
in 1/sproz. Losung von Himatoxylin im destillierten
Wasser, dem einige Tropfen konzentrierter wisseriger
Lithiumkarbonatlosung zugesetzt wurden; wischt in dest.
Wasser ab, differenziert rasch in derselben Eisenalaun-
losung, Brunnenwasser, ohne zu Trocknen, Alkohol-
reihe, Xylol, Kanadabalsam. (Vgl. pg. 25—26.)

Rosenbusch (Beihefte Arch. £ Schiffs- und
Tropenhygiene 1908) beizt mit 38'/: Eisenalaun, firbt
mit lproz. alkoholischer Hamatoxylinlosung, die
durch Zusatz von Lithiumkarbonat verstirkt wurde 5
Minuten und differenziert wie oben. Arndt fixiert den
nassen Ausstrich '/ Stunde in Aceton und firbt mit
Heidenhains Eisenhimatoxylin (pg. EBIG_iemsa hat
seine Methode fiir ,,nags® fixierte Ausstriche von Try-
panosomen, Spirochidten, Ciliaten, Korneaausstriche von
Vaccine umgearbeitet, die sehr Ell___EIﬂ]]fEhlen ist:

1. Hirten in 2/; Sublimat, /3 Alkohol 80 % ohne
Essigsdure. (24 Std. u. linger.)

2. Fiinf Min. in verdiinnte wisserige Jod-Jodkalilgs.

3. Abspiilen in Wasser.

4. 5 Min. in 0,2 proz. wisserige Natriumthiosulfatlds.

5. Gut Abspiilen in Wasser. 6. Fiarben mit Giemsa-
losung. 7. Abspiilen. 8. Durchfithren durch folgende

Fliissigkeiten:
a) Aceton 95 Th. -+ Xylol 5 Th.
L) T ¢ T e P ]
c) = OV 5 oo s B0

d) Xylol. pur.
e) Zedernol,

AKX
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Weitere Firbungsmethoden, mit denen die Trypano-
somen dargestellt werden konnen, werden im Kapitel
,,Malaria® naher besprochen werden.

Fiir Schnittfirbungen  konservierte Halber-
staedter (Zentralbl. fiir Bakteriologie u. Parasitenk.
28, Bd., 1905) kleine Organstiicke der erkrankten
Tiere mit konz. wisseriger Sublimatlosung: 12—24
Stunden. 24 Stunden auswaschen in fliellendem Wasser,
Alkoholreihe, Paraffin, Schnittefirben 10 Minuten mit
polychromem Methylenblau, Abspiilen in Wasser. Einige
Sekunden absol. Alk,, Xylol, Kanadabalsam. Nach Ne-
porojny und Jakimoff kann man auch mit Safranin
und Indigokarmin fiarben, aullerdem kommt man mit
einigen Abinderungen auch mit Romanowski- oder Giem-
safirbung zum Ziele. (Rasch durch eine Acetonreihe
bringen. Das Uberbringen in Alkohol kann man ersparen,
indem man die Schnitte nach der Farbung und Abspiilen
im Wasser in wasserfreies Aceton (siurefrei!) iiberfiihrt;
Xylol, Kanadabalsam. Schlielllich wire auch die Farbung
mit Heidenhains Eisenhdmatoxylin anzuraten (pg. 26).

Geringe Mengen von Trypanozomen im Blut weist
man durch Uberimpfung von grifleren Blutmassen an
empfingliche Tiere nach. (Fithrt nicht immer zum
Ziel.) Bei der Schlafkrankheit stellt man die Trypa-
nosomen in der Zerebrospinalflissigkeit durch Zen-
trifugieren von etwa 5—10 ccm Punktionsfliissig-
keit im Bodensatz neben den mononuklearen Leuko-
zyten fest, nachdem die roten Blutkorperchen durch
Essigsiure vorher zerstort worden sind. Auch die
Methode des dicken Ausstrichs nach Rofl (vgl. Ma-
laria) ist fiir diese Zwecke zu empfehlen. Grofe
Blutstropfen werden leicht angestrichen, an der Luft
getrocknet, einige Minuten in eine Mischung von
2proz. Formalin und '/o—1proz. Essigsiure aa ge-
bracht; Himoglobin auf diese Weise entfernt. Nach-
fixierung mit Alkohol, Farbung nach Giemsa.

3*
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Die Versuchstiere werden mittels einer sterilen
Injektionsspritze (Rekordsp.) entweder subkutan oder in-
traperitoneal mit dem Trypanosommaterial infiziert, Beim
Vorhandensein von geringen Blutmengen ist besonders
der letztere Infektionsmodus anzuraten. Die Gerinnung
des Blutes wird durch Hirudin, Nat. citricum (ge-
ringe Mengen b5proz.) oder in manchen Fillen blof
durch physiologische Kochsalzlosung (Glasperlen schiit-
teln) hintangehalten.

Kultivierung der Trypanosomen.

Die Trypanosomen sind zuerst von Mec. Neal und
Novy im Kondenswasser einer Mischung von Agar und
Blut (Kaninchenblut) geziichtet worden.

Urspriinglich setzten die beiden Autoren fiir die
Kultur von Trypanosoma Lewisi 1 Teil defibrinierten
Blutes zu 5 Teilen Agar zu. Spiater empfahlen sie eine
Mischung von 2 Teilen Blut zu 1 Teil Agar als die beste.
Nach Nocht und Mayer geniigen gleiche Teile Agar
und Blut, das Kaninchenblut wird den bei 50° ver-
fliissigten Agarrohrchen zugesetzt und dieselben dann
schrig gelegt. Nach dem Erstarren werden sie mit
Gummikappen versehen und zum Auspressen des Kon-
denswassers auf 24 Stunden in einen Thermostaten von
37° gebracht. Mathis (C. R. h, d. B. 1906. No. 36)
erhitzte den Nihrboden auf 75—100°% ohne nachteilige
Folgen bei der Ziichtung zu bemerken. Das Impiblut
wird mit der Liihrschen Spritze aus dem Herzen
genommen und mit etwas Kochsalzlosung gemischt.
Die erste Impfung geschieht mit einer sterilen Pipette,
die weiteren Impfungen mit Osen (8.) Nach 3 bis
5 Tagen treten im Kondenswasser die ersten Agglo-
merationssterne von Trypanosomen auf. Me. Neal
und Novy hielten eine Kultur 306 Tage (bei Zimmer-
temperatur). (Cult. of Tryp. Lewisi Contribut. t. Med.
Research to V. Vaughan Juni 1903.)
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Bei 37° vermehren sich die Kulturen lebhafter,
sterben aber spiter infolge der Zersetzung des Hamo-
globins ab. Die Kultivierung von Tryp. Brucei ist
wesentlich schwieriger. Leicht ist die Kultur von
Tryp. Lewisi, Froschtrypanosomen, Fischtrypanoszomen,
Vogeltrypanosomen und T'ryp. Cruzi (Chagas.) Me.
Neal und Novy (D. t. cultivation of Tryp. Brucei,
Jour. of Inf. Diseases 1904, vol. 1, p. 1; ferner ibid.
1904, v. 1, p. 517) empfehlen:

Extrakt von 125 g Rindfleisch in 1000 g Wasser:

Aar ' oo o e b e augy
Pepton . . : . . : 20g;
Kochsalz . bg

Normal (5,3°/,) N.aglli}{]; 10 cem.

Nocht und Mayer nehmen statt 20 g 25 g Agar.

Man mischt je ein Volumen dieses Nihrmediums
bei 55—60° mit der doppelten Menge defibrinierten
Kaninchenblutes. Das Optimum fiir die Kulturen ist
25°% Trypanosoma evansi wurde von Laveran und
Mesnil auf dem genannten Nihrboden bis zur zweiten
Generation geziichtet. Irikura (Baikingaku zasshi 1909)
setzt zu 10 ccm Bouillon !/o—2 cem Kaninchen- oder
Pferde-, Rinder- oder Meerschweinchenserum und ver-
impft darauf Tryp. 25—30° C Thermostat. Verschlul3
der Kulturen durch Paraffin. Boehm kultivierte Ratten-
trypanosomen mit Erfolg auf gew. Agarnihrboden.

Bei der Ubertragung der Trypanosomen spielen die
Tsetsefliegen eine grofle Rolle, und es seien hier einige
bis jetzt bekannte, methodologische Andeutungen iiber
die Untersuchung dieser Fliegen gestattet.

Die Glossinen kommen meist im lichten Baum-
oder Buschbestand vor und folgen den Flufllaufen sowie
sumpfigen Ufern der Seengebiete, obzwar sie Sander
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und Lommel auch entfernt von Fliissen angetroffen
haben. Das Verbreitungsgebiet der Fliegen dndert sich
etwas in der Regenzeit. Sie sind an besondere Ort-
lichkeiten, die sogen. Fliegengiirtel (Flybelts) gebunden
und sind schattenliebend. Zupitza (Beihefte z. Arch.
f. Schiffs- und Tropenhygiene 1908) fand die Puppen
auch im Humus, Moos, Astgabeln der Biume, Blatt-
scheiden der Palmen usw.

Nach Stuhlmann (Anat. und Physiologie der
Tsetsefliege, Pflanzer No. 24, 1905) mufl man die
Fliegen in der Gefangenschait jeden 4.—5. Tag fiittern,
indem man das mit Gaze zugebundene Glas einfach
einem Tier (Maultier, Rind usw.) auf die Haut setzt.
Die Fliegen untersucht man moglichst frisch in 0,75 proz.
Kochsalzlosung oder im Blutserum (Ausstrichmethode).
Den Fliegen werden zunidchst die Fliigel und Beine ab-
geschnitten, der letzte ,,Leibesring® entfernt und von hier
aus der Darm herauspriapariert. Durchschnitt des Leibes.
Darmsaft. Fiir anatomische Zwecke totet man sie im
heilen Wasser oder heillen, schwachen Alkohol ab
(Stuhlmann). Fiir Schnittserien empfiehlt sich eine Kon-
servierung in der mehrfach erwdhnten Sublimatalkohol-
essigsduremischung pg. 26, die heill angewendet werden
mull. Alkoholreihe, Xylol, Paraffineinbettung. Fiarbung:
Heidenhains FEisenhimatoxylin mit Bordeauxrotnachfar-
bung (der zweiten Differenzierungshbeize gleich zuzusetzen)
oder Romanowsky-Farbung oder nach Halberstddter
polychromes Methylenblan (S.29). Die Rattenlaus (Hima-
topinus) ist mit grofBer Wahrscheinlichkeit Ubertriger
des Tryp. levisi. Mit zwei feinen Nadeln kann man
leicht den Darm freipriparieren. Leibeshohle!

Anhang: Spirochiten.

Die Spirochiten werden im lebenden Zustande nach
denselben Methoden wie Tryranosomen untersucht. Mit
Methylenblau firbt sich vital die Hiihnerspirochita
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und die groBe Spirochita balbianii (Perrin). (Spur
des Farbstoffes.) Durch Zusatz von Spuren Kalium-
karbonat wird die Affinitit zu den Vitalfarbstoffen er-
hoht. (Sp. pallida.) Mit Neutralrotfdrbung kann man
die verschiedenen Verdauungsstadien der von Leuko-
zyten aufgenommenen Spirochiten des Ulcus tropicum
sowie der Mundspirochiiten verfolgen. Durch Kalilauge
und taurocholsaueres Natrium werden die Spirochiten
bis auf unbedeutende Schatten gelost.

Im Deckglasausstrichpriparat werden die Spiro-
chiten nach der Methode von Giemsa (S. 33) ge-
firbt. Oft ist es vorteilhaft, die Spirochidtenausstriche
gar nicht mit absolutem Alkohol zu fixieren, sondern
sie sofort ohne Fixierung zu firbep. Fiir die Dar-
stellung der geifelartigen Periplastanhiinge (besonders
bei Spirochaeta balanitidis) ist die Methode der Laffler-
schen Geilelfirbung (pe. 31) anzuempfehlen, nur ist vor-
her eine starke Verdiinnung des Untersuchungsmaterials
mit abgekochtem Brunnenwasser und eine Anfertigung
von recht diinnen Deckglasausstrichen notwendig, Das
Serum des trockenen Ausstrichs kann vor der Fixierung
durch Einlegen in Aqua dest. entfernt werden (Pa-
schen.)

Fiir groflere rigidere Formen empfiehlt sich die
nasse Ausstrichfixierung mit heillem Sublimatalkohol
(*/3 konz. Sublimat [wisserig] -+ !/5 90proz. Alkohol).
Vel. Amiébenfixierung. Nachfirbung entweder mit Hei-
denhains Eisenhamatoxylin, Grenachers Himatoxylin und
Thionin. Nach Schellack (Arb. a. d. k. Gesund-
heitsamte XXVIL 1907) lgst sich der Korper der
Sp. in Sublimatalkohol und Zenker’scher Lisung oft 4-'5'.
kleine Kornchen auf. Empfehlenswert ist Hermann’-
sche oder Ilemming’sche Lésung (pg. 24) auf die Hillte
verdiinnt.

Zettnow (Deutsche med. Wochenschr. No. 10, 32.
Jahrgang) hat an der Rekurrenssp. mit Antimonbeize und
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Athylaminnachversilberung sogen. , peritriche Begeile-
lung® sichtbar gemacht. Durch Erwirmen des ver-
diinnten Mundspirochdtenmaterials auf 40—50° C und
nachtrigliche Fiarbung mit Lofflers Geilelbeize kann
man bei Spirochdta buccalis die Periplastfibrillen teil-
weise auffasern und so eine Peritrichie vortduschen.

Die bei vielen Sp. widhrend des Lebens wahrnehm-
bare, undulierende Membran bzw. ihre Randleiste (Spi-
rochita balanitidis, Spirochita von Uleus tropicum,
Hiihnerspirochite usw.) kann man in Ausstrichen
manchmal mit der Léfflerschen Geillelfirbung (S. 31)
darstellen. Dazu ist besonders eine Vorbehandlung des
diinnen Ausstrichmaterials mit destilliertem Wasser oder
eine kurze Anmazeration durch 1 :10 taurocholsaueres
Natrium anzuraten.

Nach Weidenreich-Hoffmann und Halle ist
fiir die Darstellung der Spirochiten auch folgende Me-
thode empfehlenswert: 5 cem lproz. Osmiumsiaure
werden in eine flache Glasdose gegossen und 10 Tropien
Eisessig werden hinzugefiigt. Gut gereinigte Objekt-
triger oder Deckgldschen werden iiber die Dose gelegt
und der Einwirkung der Dimpfe mindestens 2 Minuten
ausgesetzt. Hernach fertigt man rasch iiber der
LDampfseite“ des Objekttrigers oder Deckgléschens
den Ausstrich an und 1408t ihn zur Vollendung der
Fixierung iiber der Glasdose 1—2 Minuten trocknen.
SechlieBlich 14Bt man auf die Préparate fiir eine
Minute eine diinne, hellrote Kaliumpermanganatlosung
einwirken.

Nach dem Auswaschen firbt man entweder nach
Giemsa oder mit Triacid. Alfred Kraus (Minchner
m. W. 08 No. 52) empfiehlt, die nach der Weiden-
reich-Hoffmann-Halleschen Methode angefertigten mit
Giemsa gefirbten Priparate zur Beseitigung der Farb-
stoffniederschlige in 30proz. wissrig Tanninldsung zu
bringen, ca. /s Minute. Spirochiten rot auf hellem
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Grunde. Hartmann und Miihlens (Zeitschr. f. Hyg.
06) untersuchten die Spirochaeta dentium und buccalis,
indem sie eine Normalose des in 1 groflen Tropfen
Wasser und 1 Tropfen lproz. Osmiumsdure verteilten

Ausgangsmateriales auf einem entfetteten Objekttriger

ausstrichen, Fédrbung: Karbolfuchsin und Lofflers
Geillelfirbung.

Nikiforoff firbt Rekurrensspirochiten in Schnit-
ten nach folgender Methode:

1. Fixierung in einer Mischung zu gleichen Teilen
Kali bichromicum Sproz. in wisseriger Losung und
gesittigte Sublimatlésung in 0,6proz. NaCllosung.

2. Alkoholhdrtung.

3. Paraffineinbettung.

4. 24stiindige Fiarbung: in alk. lproz. Tropédolin-
losung 5 cem; konzent. wisserige Methylen-
blaulésung 10 cem und Atzkalilsung (1 : 1000)
zwei Tropfen.

5. Wasserspiilung.

6. Eintauchen in Alkoholather.

7. Bergamottil-Xylol-Kanadabalsam.

Auf analogen Prinzipien beruht die neuere Firbung

von Liffler (Deutsch. med. Woch. 1907) fiir ver-
schiedene Blutparasiten:

Farbung in: 4 Teile (2,5proz. Borax — 1proz. Me-
thylenblau) + 1 Teil Unnas polychromes Methylenblau
(Griibler). Dazu gleiche Menge von 0,05proz. Bromeo-
sin B. extra oder extra A. G. (Hochst.)

Differenzierung in: 5 Teile Tropiolin 00 (Konz.
wasserig. Losung) + 0,5 Teile Essigsiure -~ 100
Teile Wasser; diese Losung in zehnfacher Verdiinnung
anwenden,

Die Rekurrenssp. kann man vor allem im Schnitt
nach Levaditi besser nach Yamamoto firben (pg. 47).

e
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Kultivierung der Spirochdten.

Levaditi gelang es, die Hiihnersp. in Kollodium-
sdckchen in der Bauchhéhle eines Kaninchens anzureichern.
Ebenso glickte ihm (Compt. rens. soc. d. Biologie No.
27, 06) die Anreicherung der Spirochaeta ref-
ringens: Eiter einer balanoposthitischen Erosion wurde
in nicht koeguliertes Menschenblut ausgesit und in
Kollodiumsackchen gebracht. Diese kamen auf 4 Tage
in die Bauchhihle von Kaninchen. Spitere Aussaaten
in nicht erhitztem Menschenserum blieben in Kollo-
diumsdckehen 5—8 Tage in der Bauchhéhle der Kanin-
chen. Miihlens hat ferner die Mundspirochiten
in Pferdeserumagar (1 :3) in hoher Schicht (Schiittel-
kultur) und Serumbouillon unter streng aniroben
Verhdltnissen nach 10 Tagen geziichtet (Deutsche
med. Wochenschrift S. 797, No. 20, 30. Jahrg., 1906).
Genauere Angaben finden sich: Miihlens und Hartmann
Zeitschrift f. Hygiene, 06, Schiittelkulturen: Agar-
rohrchen (Reaktion schwach alkalisch oder besser neu-
tral) zur Austreibung des Sauerstoffs /s St. gekocht.
Nach Abkiihlung auf 45" Zusatz von Pferdeserum, das
etwa 1/, St. auf 58—60° erhitzt worden ist und sich
auf 45° abgekiihlt hat (2 Teile Agar, 1 Teil Serum).
In den noch flissigen Serumagar (40—42°) wird aus
einer in Serumbouillon angelegten Verdiinnung des Aus-
gangsmaterials mit Platinnadel geimpft, sodann zur Ge-
winnung moglichst isolierter Kolonien eine weitere Ver-
diinnung angelegt. Der geimpite und geschiittelte Agar
wird, nachdem er erstarrt ist, auf 37° (nicht Zimmer-
temp.) gebracht. Wachstum nach 9—12 Tagen (hauch-
artige, weiflliche Triibungen). Aga,rhaul “wird zur Unter-
suchung der Kolonien in Scheiben geschnitten. An
Stelle des Pferdeserums kann: Hammel-, Kalbs-, Ka-
ninchen-, Ziegenserum sowie Aszitesfliissigkeit (Erfolg
unsicher) treten. Schiittelkultur kann durch Stich-
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kultur ersetzt werden. Todd (Lancet 4464) ziichtet
Sp. duttoni auf 200 cem Eigelbnihrboden mit Zusatz
von Miuseabkochung ,, 100 cem of a sterile mouse
decoction, made by boiling the skinned bodies of six
mice in 500 cem of water® — und sterilem defib.
Miiuseblut. Nihrboden vorher 6—8 Wochen partieller

Autolyse unterworfen.

Treponema pallidum. (,,Syphilisspirochdata®,)

A. Lebend wird die Trep. p. fiir Zwecke der Schnell-
diagnose im Dunkelfeld oder mit Homog. immers.
Ocular 6—8, Vitalfirbung mit Methylenblau, dem Ka-
lium- oder Lithiumkarbonat spurenweise zugesetzt wurde,
untersucht.

B. Fiir die Fdarbung der Tr. geben Schaudinn und
Hoffmann (Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamte Bd.
20, 1904, S. 527) folgende Methode an: ,,Die gut
fixierten Deckgliser kommen fiir 16 bis 24 Stunden
in eine stets frisch hergestellte Mischung von:

1. 12 Teilen Giemsas FEosinlosung (2,5 cecm ein-

prozentige Eosinlosung auf 500 cem Wasser).

2. 3 Teile Azur I (Losung 1 :1000 Wasser).

3. 8 Teile Azur II (Losung 0,8 : 1000 Wasser).

Nach kurzem Abspiilen in Wasser werden die Deck-
gliser getrocknet und in Zederndl eingeschlossen.

Die diinnen Ausstriche werden in der Weise her-
gestellt, dall man ein Tropfchen von durch Schaben
und Reiben gewonnenem Reizserum (Hoffmann) oder
durch Quetschen mit einer Pinzette herausgeprelitem
Quetschserum auf ein Deckglas oder Objekttriger bringt
und nach Art der Blutausstriche durch ein anderes
Deckgliaschen verstreicht. Trocknen an der Luft. 10
Minuten Fixierung in Alk. absolut. Bei alten Pripa-
raten Fixierung iiberfliissig.

Giemsa (Deutsche med. Wochenschr. 1905, No.
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26, 8. 1026 und 1907 No. 17) gibt folgende fertige
dauernd haltbare, bei Griibler (Leipzig) kiufliche Losung,
die jetzt allgemein angewendet wird, an:

Azun - Homm™ " B o 3,0g
Avyp sl s TR T 08g rEgpC*”
Gilyzerin (Merk) 25y & oo 01250 285

Methylalkohol (Kahlbaum I) 875,0 g. *

Von dieser, in einer dunkeln Tropfflasche aufbe-
wahrten Farblosung fiigt man unter leichtem Schiitteln
in einem weiten, gut gereinigtem sidurefreien Mel-
zylinder je einen Tropfen zu 1 cem dest. Wasser und
firbt die Deckglaspriparate in einer Farbenplatte etwa
1/ event. 1 Stunde. Objekttriger firbt man am besten
im Farbtrog nach Mayer (Firma Lautenschliger). Ab-
trocknen. Beziiglich einer von Giemsa angegebenen
Schnellfirbemethode, sei auf die Angaben in Deutsch.
med. Wochenschrift 1907 verwiesen.

Kiewiet de Jonge farbt mit folgender Mischung:

Arne BE - 00 0,160,
HOSINGETS st o 0,100,
Athylalhohol ad 100,000,

Mit der Pipette werden 15 Tropfen der Farblosung
auf das Objekt gebracht, dann kommen gleich 30
Tropfen Aqua destillata, und das Ganze wird durch
vorsichtiges Blasen gemischt. Firbungsdauer 1 Std.
Abspiilen im Wasserstrahl. Trocknen. Zederndl.

AuBerdem seien hier der Vollstindigkeit wegen
noch folgende Methoden angefiihrt:

a) May (Miinchener med. Wochenschrift Jahr-
gang 53, No. 8) firbt mit einer 0,25proz. methylalko-
holischen Losung von eoinsauerem Methylenblau, bringt
dann die Priparate auf 1 Minute ins destill. Wasser,
und ohne abzutrocknen fiigt er dazu einen Tropien
einer 0,5proz. Methylenazurlosung; nach etwa 2—4
Minuten tritt die endgiiltige Farbung ein.



Conmperitn o G (0ie

IVAlE.  Vitie GO e st G, ‘
The Godetrimnt 4 A2nTL 3 o






II. Klasse, Mastigophora. 45

b) Gonder und Hoffmann firben 24 Stunden mit
frischer Anilinwassergentianaviolettlosung.

Ploger firbt eine Minute lang mit 10proz. einer
konzentrierten alkoholischen Gentianaviolettlisung in
21/sproz. Karbollgsung und spiilt dann gut mit Wasser ab.

¢) Reitmann (Deutsche med. Wochenschrift 1905,
No. 25, 8. 997) fixiert die diinnen Ausstriche 10 Minuten
in absolutem Alkohol, spiilt im Wasser ab und iiberfiihrt
sie etwa auf 5 Minuten in eine Zproz. Phosphorwoli-
ramsdurelosung, wischt dann in Aqua dest. und 7Oproz.
Alkohol, dann abermals in Aqua dest. und firbt unter
Erwdarmen bis zur Dampfbildung mit einer verdiinnten

Karbolfuchsinlosung.
d) Herxheimer (Miinch. med. Wochenschrift 39,

26. September 1905) und Herxheimer und Opi-
ficius (Miinch. med. Wochenschrift No. 7, 18. Februar
1906) firben mit einer filtrierten, heillgesittigten Gen-
tianaviolettlosung (10 g Gentianaviolett in 100 cem
Aq. dest.) 15 Minuten, Wasserspiilung, Trocknen, Kana-
dabalsam.

Herxheimer und Hiibner (Deutsche mediz.
Wochenschrift 1905, No. 26, S. 1023) empfehlen fil-
trierte, wisserige Losungen von Nilblau BR oder Capri-
blau 1 :1000 (16—24 Stunden).

e) Davidson (Berliner klinische Wochenschr. 31,
1905) lost etwa eine Messerspitze von Kresylviolett
»Rextra® der Miihlheimer Farbenfabrik in 100 eem
Wasser und firbt damit verschieden lang die Syphilis-
pirochiten.

f) Berger (Miinchener med. Wochenschrift 1908,
No. 25) fixiert die Ausstriche 5—10 Minuten im ab-
soluten Alkohol, behandelt sie eine Minute mit einigen
Tropfen Azur II vor; abspiilen, trocknen. Firbt 3—5
Minuten mit einer Dahliastammlosung: 4 cem konz.
alkohol. Dahlialésung in 20 cem Aqua dest. Abspiilen,
trocknen. Neutraler Kanadabalsam,



46 I, Stamm, Plasmodroma.

g) diinne, lufttrockene, nicht fixierte Deckglas-
ausstriche farbt Marino mit einigen Tropfen Marino-
blau (Bleu de Marino 0,1, Methylalkohol 20,0). Nach
9 Minuten kommen dazu einige Tropfen einer wisserigen
Eosinlosung (0,05 :1000,0). Nach 2 Minuten abspiilen,
einschlieflen in Zederndl.

h) Gut gereinigte Objekttriger werden 2 Minuten
Osmiumdimpfen ausgesetzt, dann rasch ein Ausstrich an-
gefertigt und dieser abermals dem Osmiumdampf (Os-
miumsdure 1 Proz. 5 cem -+ 10 Tropfen Eisessig)
ausgesetzt, getrocknet, spiter mit hellroter Kalium-
permangnatlosung behandelt. Firbung nach Giemsa
(Weidenreich, Hoffmann, Halle.) Diese Methode
wird oft angewendet.

Im iibrigen sei auf meine Zusammenstellung in der
Zeitschrift f. wissenschaftl. Mikroskopie Bd. 32, 1906,
S. 1—12 verwiesen.

C. Fiir den Nachweis der Treponema ist die An-
wendung der Schnittechnik von besonderer Wichtig-
keit.

Zunachst sei hier die #ltere Methode von Ber-
tarelli und Volpino (Zentralbl. f. Bakteriologie I.
Abt., 40. Bd., 1905, Heft 1) angefiihrt: Die sehr diinnen
Schnitte (—5 W) bleiben 24—48 Stunden in einem |
0,2—0,5proz. Silbernitratbad. Daraufhin werden sie aus- |
gewaschen und kommen in ein Bad von 3,0 Tannin,
5,0 Acid. pyrogallic., 10,0 Natrium acet. fus., 350,0 Aq.
dest., das zur Geillelfirbung nach van Ermengen
benutzt wird. Nach /4 Stunde kommen die gelblich
verfirbten Schnitte in das oben beschriebene Silber-
nitratbad zuriick und verbleiben dort so lange, bis sie
einen briunlichgelben Farbenton angenommen haben.

Die am meisten benutzte Methode der Treponema-
schnittfirbung nach Levaditi (Ann. Inst. Pasteur, No.1,
95./106, vol. 20, S. 43) sowie Compt. rend. soc. d. L
Biologie, vol. 60, No. 3, 26. Januar 1906) sei hier in
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der etwas abgeinderten Form von Hoffmann und Beer
(Deutsche med. Wochenschrift 1906, No. 22) angegeben:

1. Formalinfixierung (1 Teil Formalin -+ 9 Teile
Wasser) 24 Stunden lang. Zur Erweichung des Ge-
webes kann man nachtriglich 5% Eisessiglosung an-
wenden.

2. Tbertragung moglichst kleiner Stiicke (0,5 ecm}
in 96proz. Alkohol iiber Nacht.

8. Uberfiihrung in destilliertes Wasser (einmal
wechseln) bis zum Sinken der Stiicke (15 Minuten).

4. Die [an feinen, weillen Zwirnfiden aufgehdngten]
Stiicke kommen in eine jedesmal frisch zu bereitende
Mischung von 90 ecem, 1,5proz. Silbernitratlosung
— 10 cem reinsten Pyridins und verbleiben dort 3 Stunden
bei Zimmertemperatur und weitere 3—5 Stunden im
Thermostaten bei 45—50° (dunkle Flasche mit Glas-
stopfen).

5. Dann kommen sie in eine jedesmal frisch zu
bereitende Reduktionsmischung:

a) 90ccm 4proz. wisserig. Pyrogallolésung - 10 cem
reinen Azetons (Stammlosung).

b) 85 cem von a) —+— 15 cem Pyridin puriss., hierin
verbleiben die Stiicke bei Zimmertemperatur iiber Nacht.

6. Rasche Paraffineinbettung. Die Schnitte kann
man mit 1% Jodgrin, Lofflers Methylenblau oder To-
luidinblau nachfiarben. Fiir Vergleichszwecke kann man
die Sp. nach Verseé durch braune Jodjodkaliumliosung,
Abspiilen im Wasser und konzentrierte Natriumthio-
sulfatlosung wieder entfirben. Bei der alten Levaditi-
methode kommen die Objekte nach 3. in 1,5% AgNOs;-
Losung 3—5 Tage bei 38° C. Dann Reduktion in Acid.
pyrogallic. 4,0, Formol 5,0, Wasser 100. 48" Zimmer-
temp. Wasser, Alkoholreihe, Xylol, Paraffinl Yamamoto

iy

(Cent. {. allg. Pathol. 1909) fixiert in ,,verschiedenen Lo-
sungen®; sodann schneidet er die Organteile in 10 mm
lange und 5 mm dicke Stiicke, wischt in Wasser 24 Stun-
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den aus (bei 709% Alkohol nicht nitig), erwirmt die
Objekte in 10 cem 5% RSilbernitratlosung 48 Stunden
bei 37° C (braune Flaschen) und reduziert in 20 ccm
von: Acid. pyrogallic. 2,0, Acid. tannic. 1,0, Aq. dest.
100,0(iiber 24 Stunden alte Lﬁsugg;!?.al St. bei 37° C
(Fliissigkeit nach 30 Minuten erneuern), hernach 1 Stunde

Wasser, Alkoholreihe, Xylol, Paraffin; besser Celloidin-
einbettung, zum Aufhellen des Schnittes statt Xylol
Origanumol. Diese Methode ist der zweiten Methode
von Levaditi vorzuziehen] Schmorl firbt Gefrier-
schnitte mit Giemsas Losung (s. 43) 6—12 Stunden,
differenziert in verdiinnter Losung Kalialaun, destill.
Wasser, Glyzerinalaun., Zusammenfassend sind fiir den
Nachweis der Treponema folgende Methoden zu empfehlen:

1. Mikroskopische Untersuchung der nach der
Methode von Giemsa gefirbten Ausstriche aus
Quetsch-, Schabe- oder Reizserum. Oder Lebendunter-
suchung im Dunkelfeldapparat.

2. Mikroskopische Untersuchung des Drisen-
punktionssaftes (frisch oder gefirbt). Vgl. Hofi-
mann, Die Atiologie der Syphilis, Springer 1906.

3. Nachweis der Spirochiten im Blute nach
der Methode von Noeggerat und Staehelin (Minch.
med. Wochensehrift 1905, No. 31, S. 1481): man
fingt mindestens 1 cem Blut aus einer Vene oder
aus dem Ohrlippchen in einer ungefihr zehnfachen
Menge 1/;proz. Essigsidure auf, zentrifugiert das Ganze
in einer starken Zentrifuge und verarbeitet den Boden-
satz zu Ausstrichpriaparaten,

4. Exzision der fraglichen erkrankten Teile und der
histologische Nachweis der Treponema nach der
Silberimprignierungsmethode (Levaditi, Yamamoto).

5. Verimpfung des Reizserums oder des durch
Punktion gewonnenen Driisensaftes nach der Methode
von Hoffmann (Deutsche med. Wochenschrift 1905,
No. 18, 8. T12) an ein empfingliches Tier (Affe,
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Kaninchenauge, Bertarelli), kiirzeste Inkubation beim
Affen etwa 14 Tage.

Das zerkleinerte Material (auch Stiicke von win-
ziger Griofe) bringt man in die vordere Augenkammer
des Kaninchens und weist die Trep. nach Levaditi's
Methode in dem Bindegewebe unterhalb der Bowman-
schen Membran des Corneaepithels (etwa nach zwanzig
Tagen) nach.

Die Treponema untersucht man lebend (etwas mit
0,85 % NaCl-Losung verdiinnt) im sorgfiltig mit Va-
seline umrandeten Deckglaspriparat (O-Abschluf}) mit
homog. Immersion und Okular 8, 12. Man kann sie
ziemlich lange Zeit — nach Beer etwa vier Wochen —
im beweglichen Zustande in solchen Priparaten halten
(Hoffmann, Beer, Reuter).

Fiir Serumversuche, Agglomeration usw. (das Serum
wird am besten nach der Wrightsechen Methode in
(Glasrohrehen aufbewahrt und mit einer Normalise dem
hingenden Tropfen zugesetzt; gleichzeitig Kontrolle)
empfiehlt sich die Untersuchung im hingenden Tropfen.
Durch taurocholsaures Natrium (10%, Siebert, Archiv
f. Protistenkunde, 11. Bd., 08) werden zunichst die
Chromatinkérnchen verdeutlicht, spiter werden die Trep.
aufgelost, Pepsin - HCI (2 Stunden Thermostat) bringen
sie nur zum Aufquellen, ebenso 10—20 % NaCl-Lsung.

Kultur der Treponema.

Levaditi und Me. Intosh gelang eine Anreiche-
rung der Treponema in Kollodiumsickchen im Affen-
peritoneum (Ann. Inst. Pasteur 1907). Schere-,

e e

schewsky (Deut. med. Wochenschrift, 35. Jhrg., [J
1909) ziichtet bei 37° 3—5 Tage auf Pferdeserum, das |
bei 58—60° zu gallertiger Konsistenz gebracht wurde f
und zirka 3 Tage im Thermostaten bei 37° teilweise |

autolysierte. Versenken eines Papel- oder Kondylom-
Prowazek, Protistenuntersuchung, 4

[
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fragmentes oder Stiicke von fitaler Luesmilz mit haker-
formiger Glaskapillare in das Medium. Wachstum am
frithesten am 3., meist 5.—12. Tage.

Schnelldiagnose.

Empfiehlt sich die Anwendung des Dunkelfeld-
apparates oder das Tuscheverfahren nach Buri: 1, Oze
des Sekrets wird mit etwas Wasser verdiinnt, davon
verriihrt man 1. Ose mit einem kleinen Tropfen kiuf-
licher chinesischer Tusche und verstreicht das Ganze
zu einem briunlichen Fleck. Trocknen. Sofortige
Untersuchung mit Immersion.

I11. Klasse. Sporozoa.
I. Ordnung. Hamosporidia.*)

Malaria.

Zundchst ist das Studium des lebenden Objektes
anzuraten. Dazu ist allerdings gutes Licht und Ubung
in der Blendenbenutzung Voraussetzung. Nach Schau-
dinn kann man mit einiger Vorsicht denselben Parasiten
8—4 Stunden unter dem Mikroskop ohne Entwicklungs-
storungen beobachten.

Auf einen entfetteten Objekttriger bringt man
einen kleinen Bluttropfen, legt dariiber rasch ein Blut-
deckglischen, so dal} iiberall an den Réndern etwas
von dem Blut, das mit dem Flielpapier entfernt wird,
heraustritt und umrandet das Praparat mit Vaseline
oder Wachs., F. Plehn entnimmt das Blut unter Vase-
lineabschlufl aus der Fingerbeere und fingt es auf einem

*) Neueren Forschungen zufolge ist es zweckmiissiger,
diese Ordnung an die Flagellaten-(Trypanosomen)Klasse
Mastigophora anzugliedern, Hartmann fabt sie als Bi-
nucleata zusammen,
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Deckglas mit einem Tropfen fliissigen Paraffins auf, so
daB das Blut kaum mit der Luft in Beriihrung kommt.

Schaudinn benutzte auch die feuchte Kammer
nach B E. Schulze. Sie wird mit griinen Algen be-
schickt und zugedeckt in den Thermostaten (iiber 37°)
gestellt. Heizbarer Objekttisch (nach Pfeiffer) ist zu
empfehlen. Vitalfirbungen mit Methylenblau und Neu-
tralrot bieten keine wesentlichen Vorteile.

Anfertigung von Dauerpriaparaten. ' Aus-
strichpridparate.

Man sticht mit einer ausgegliihben Nadel, Lan-
zette, neuen Feder oder mit einem Blutschnepper (be-
quem bei der Untersuchung der Kinder) in das Ohr-
lippchen oder die Fingerbeere, die vorher mit Alkohol-
dther gut gereinigt wurde, ein, ld(0t den ersten
Blutstropfen abflieen und fingt den zweiten mit der
Kante eines Deckgliaschens oder mit einem diinnen Glas-
stab auf. Der Bluttropfen am Deckglasrand darf nicht
zu grof} sein. Dann setzt man das Deckglischen in
einem Winkel von 45" an einen gut gereinigten, ent-
fetteten Objekttriger an und verstreicht das Blut in
einer moglichst diinnen Lage. Auch kann man statt des
Objekttragers ein anderes Deckglischen nehmen und
die beiden Deckglischen ohne Druck aneinander ab-
ziehen. Oder man beriihrt den vorqguellenden Blut-
tropfen mit einem geraden, diinnen Glasstab, an dem das
Blut entlanglduft. Hierauf wird mit der bestrichenen
Seite des Stabes ein Ausstrich am Objekttriger an-
gefertigt. Christophers und Stephens bedienen sich
hierzu einer ganz glatten, nicht zu oft ausgeglithten Nadel.

Nach Hoiizka und Le nz (Wien. Klin. Wochensch.
1904) kann man den Bluttropfen mit dem Rande eines
Zigarettenpapiers auffangen und dann mit ihm einen
Objekttriger entlangfahren. Durch die Adhésion des
feuchten Papiers an den Objekttriger werden die Blut-
korperchen in einer diinnen Schicht ausgebreitet,

4 *
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Die lufttrockenen Priparate werden etwa 10 bis
15 Minuten im Alkohol absolut. fixiert. Oft wird auch
eine Mischung von Alkohol (96proz.) und Ather zu
gleichen Teilen angewendet.

Die fertigen Priaparate sind moglichst tr{}ﬂken iiber
Chlorkalzium aufzubewahren. Es ist darauf zu achten,
dafl sie besonders beim Transport nicht der Kirper-
wiarme und dem Schweille ausgesetzt werden.

I. Fiir rasche Diagnosenstellung ist die ein-
fache Fiarbung mit Mansons Methylenblaulosung zu
empfehlen:

Stammlosung: 160 ccm Wasser (kochend),
Borax 5,0,
Methylenblau med. pur. Hochst 2,0,

Die Losung wird so stark verdiinnt, dall das Licht
durchscheint. Man firbt bei frischen Priparaten etwa
10—15 Sekunden, bis das Priéparat mattgriin ist.

Alte Priparate werden mit 1proz. Methylenblau-
l6sung (—+ 0,2proz. Soda) gefirbt, doch fillt bei sehr
alten, aus den Tropen stammenden Pridparaten die
Farbung oft schlecht aus.

II. Meistens wurden die Malariapriparate nach der
Methode von Romanowsy, die von Ziemann,
Nocht, Laveran, Ruge, Maurer, Reuter, Leish-
mann, Wright mannigfach modifiziert worden ist, ge-
firbt. Hierzu stellt man sich zundchst zwel Stamm-
losungen her:

1. Eine 1proz. Methylenblaulosung (Methylenblau)
med, pur. Hochst) mit 0,3-—0,5proz. Soda. Sie mufl
lingere Zeit reifen, d. h. etwa zwei Tage im Paraffin-
schrank bei 50—60° C oder acht Tage im Blutschrank
bei 37° stehen, damit sich genug ,,Rot im Methylenblau®
bildet.

Maurer stellte in den Tropen die Losung auf zwei
Tage in die Sonne und liell sie dann efwa acht Tage
vor dem Gebrauch im Zimmer stehen.
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Zur Konservierung diente !/;proz. Formalin. Die
Farblosung mull vor dem Gebrauch einen rotvioletten
Schimmer besitzen.

2. Eine wisserige 1proz. Eosinlosung (echt fran-
zosisch).

Bei der Firbung verfihrt man dann folgender-
malen: Nocht (Zentralbl. f. Bakterialogie Bd. 25, 1899)
gibt zu 1—2 cem Wasser 2—3 Tropfen Eosin und
setzt dann tropfenweise von dem Methylenblau so lange
hinzu, bis nichts von dem Eosin zu sehen ist. Auf dieser
Liosung la3t man die Prdparate 5—10 Minuten
schwimmen. Abspiilen, trocknen, Zedernol.

Ruge (Handbuch der pathogenen Mikroorganismen
von Kolle und Wassermann 1903) versetzt 10 cem destill.
Wassers in einem Erlenmeyerkolben mit 1 cem der 1 proz.
alkalischen Methylenblaulosung und fiigt mit einer gra-
duierten Pipette tropfenweise unter bestindigem Schiit-
teln die 1proz. wisserige Eosinlosung hinzu, bis ein
Niederschlag auftritt (also etwa 0,8—0,6 ccm Eosin-
l6sung).

Die Ausstriche (Deckglischen) legt man mit der
bestrichenen Seite nach unten in die Farbenflotte und
erwiarmt méllig iiber der Flamme eines Bunsenbrenners,
bis sich ein metallisches Hiutchen auf der Farben-
flotte bildet.

Das Auftreten dieses Hautchens ist gleichsam das
Signal fiir das Zustandekommen einer guten Chromatin-
firbung. Hernach wird es mit dem Fliepapier ent-
fernt, das Pridparat im destiil. Wasser griindlich abge-
spiilt, getrocknet und in Zederndl eingeschlossen. Alte
Priparate, die in der Losung iiberfirbt werden, miissen
mit verdiinnter Essigsdure rasch differenziert werden (ein
Tropfen Essigsiure auf ein Glas Wasser). Objekttriger-
ausstriche werden am besten auf dem Firbetrog nach
Mayer (Firma Lautenschliiger) gefirbt. Diese Fir-
bungen haben jetzt nur historisches Interesse.
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Im allgemeinen firbt man jetzt meistens mit
der fertigen kduflichen (Griibler) Giemsaldsung
(1 Tropfen auf 1 cem Aq. dest. Farbung bis gegen
1 Stunde, abspiilen mit scharfem Wasserstrahl, trocknen,
Zedernol). Falls aber kein gutes dest. Wasser zur
Verfiigung steht und der Farbstoff ausgefillt wird,
wende man die alte Schaudinn-Hoffmannsche Methode
p. 43 an.

Man kann auch nach der Methode von Ross einen
groflen Bluttropfen auf dem Objekttriger eintrocknen
lassen und dann ohne zu fixieren das Prdparat bis zur
volligen Losung der Blutkorperchen in die oben er-
wiahnte Fosinlosung hineinlegen. Erst nach dieser Pro-
zedur wird fixiert und in der idiblichen Weise nach
Giemsa gefarbt.

Methode der nassen Konservierung.

Schaudinn (Studien iiber krankheitserregende Pro-
tozoen II Plasmodium vivax, Arb. a. d. Kaiserl, Gesund-
heitsamte Bd. 19, Heft 2, 1902) empfiehlt die Fixierung
mit Hermannscher Fliissigkeit:

1proz. Platinchlorid 15 Teile,
2proz., Osmiumsidure 4 Teile,
Essigsdure . . . . 1 Teil

Einige Tropfen Blut lilt man direkt in ein Zentri-
fugierglischen mit der erwdhnten Fixierungsfliissigkeit
hineinfallen, wischt unter Zentrifugieren mit Aqua dest.
aus, Wasser, setzt einige Tropfen Grenachers Himatoxylin
zu und untersucht nach einiger Zeit entweder im Wasser,
Glyzerin oder essigsaurem Kali (gut fiir achromatische
Strukturen) oder man bringt das Blut durch die Alko-
holreihe in Xylol und Zederndl.

Fiir die chromatischen Strukturen ist die oft er-
wihnte Sublimatalkoholfixierung geeigneter: */s Alkohol
90 % - 2/; Sublimat konzentr. (wisserig) im heiflen
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Zustande angewandt. Den oben angefertigten Blut-
ausstrich liBt man rasch wagerecht auf das heille
Fixierungsgemisch auffallen. Waschen im Wasser, 60 proz.
Jodalkohol, Wasser, Firbung mit verdiinntem Grenachers
Himatoxylin oder Heidenhains Eisenhdmatoxylin (Beize
24 Stunden, ebenso lange Fiarbung, Tinktion fillt wegen
des Himoglobins selten gut aus, dagegen bei Hamo-
sporidien der Kaltbliitler zu empfehlen), Alkoholreihe,
Xylol, Zederndol.

Diese Methoden sgind den trockenen Ausstrich-
methoden insofern vorzuziehen, als die Kernstrukturen
besser erhalten werden.

Gewebsstiicke (Milz) werden in toto mit Sublimat-
alkohol (s. p. 54) oder mit Hermannscher Mischung
fixiert (s. p. 54), Auswaschen, Alkoholreihe, Chloroform,
Chloroformparaffin, Paraffineinbettung. Fiir die Fir-
bung der Schnitte ist zu empfehlen: Himalaun nach
Mayer, Rawitz’ Glyzerin-Alaun, Himatein und Eisen-
himatoxilin (pg. 25ff.) mit Eosin oder Bordeauxrot-
nachfirbung (Bordeauxrot ist in Spuren der zweiten
Differenzierungsbeize zuzusetzen). —

Ubertriger der Malaria sind Anopheles. Fiir ihren
Fang bedient man sich eines breiten Zylinderglases, das
oben mit einem dicht schlieflenden, in der Mitte durch-
bohrten Korkpfropfen verschlossen ist. Durch die Off-
nung wird ein niedriger Glas- oder besser Blechtrichter
durchgesteckt, den man behutsam iiber die meist auf
der Decke oder in einem schattigen Winkel sitzende
Anophele stiilpt und sie dann mit einem viereckigen
Blechstiick, das man rasch zwischen die Unterlage und
den Trichterrand durchschiebt, in den Trichter hinein-
jagt; meist fliegt die Miicke auf und kommt so von selbst
in das Zylinderglas, eventuell kann man durch geeignetes
Schiitteln sie dahin treiben. Auch kann man die Miicke
beim Fang in eine breite Glasrohre, die an dem einen
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Ende mit einem Gummischlauch und Ballon versehen
ist, gleichsam hineinsaugen, indem man sich ihr
mit dem freien Rihrenende vorsichtig nihert.

Fiir Transportzwecke .sammelt man die Miicken in
einem zweiten, grioleren, trockenen Glasgefill, das
oben mit Gaze verschlossen ist. Auch kann man etwas
Reisig hineinlegen. Nocht hat fiir den Fang besondere
Fanggliaser konstruiert (vgl. Handbuch der pathog. Mi-
kroorganismen S. 285, I. Bd.). Ahnliche Gefie sind
von der Firma Lautenschliger, Berlin, Chaussee-
strafle 92, zu beziehen.

Fiir Versuchszwecke ist ein viereckiger, mit Gaze
iiberzogener Kifig zu empfehlen, in den man die Miicken
hineinliflt. Er mul} so grol} sein, dafl fiir Proteosoma-
oder Halteridiumversuche ein anderer Kifig mit Sper-
lingen oder Kiuzchen hineingesetzt werden kann. Auch
mufl man unter den Gazekifig eine flache Schale mit
Wasser setzen, damit die vollgesogenen Miickenweibchen
Gelegenheit haben, die Eier abzulegen.

Schaudinn brachte in die Gazekiifige bliihende
Pflanzen und verschiedene feingeschnittene Friichte, die
ab und zu durch eine Schale mit Himbeer- oder
Kirschsaft ersetzt wurden. Er konnte Ménnchen und
Weibchen bei dieser Fruchtnahrung iiber zwei Monate
erhalten. Der Gazekifig mull vorn einen gut schliell-
baren Ausschnitt zum Durchstecken des Armes eines
Malariakranken fiir Versuchszwecke enthalten. In
der Dimmerung saugen die Anophelenweibchen leicht.
MTiere, die sich zur Uberwinterung eingerichtet und
bereits Fett ,,angesetzt® haben, mufl man vor dem
Saugen hungern und bei einer Temperatur von 24
bis 80°C (in die sie nach und nach zu bringen sind)
ihr Fett aufzehren lassen. Die vollgesogenen Weibchen
werden dann bei verschiedenen Temperaturen in eigenen
gazeiiberzogenen Glidsern gehalten und zum Zwecke
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der Untersuchung zu verschiedenen Zeiten nach dem
Saugakt getotet (Ather).

Bei Versuchen mit Proteosoma darf man die Culex-
miicken nicht an allzu stark infizierten Vogeln saugen
lassen, da fiir die Miicken unter Umstinden die Para-
siten pathogen sind.

Bei der Priparation der Miicken, die man vorteilhaft
auf einer schwarzen Unterlage vornimmt, verfahrt man
folgendermaflen: Beine und Fliigel der mit Ather ge-
toteten moglichst frischen Miicke werden abge-
schnitten und die Miicke wird in einen grollen Tropfen
physiologischer Kochsalzlosung gelegt. Dann sticht
man zum Zwecke der Fixierung mit einer Priparier-
nadel den Thorax an, wihrend mit einer anderen, etwas
abgestumpften Pripariernadel der letzte Abdomina'ring
abgequetscht und langsam abgezogen wird. Es kommen
zuerst die weillen FEierstocke, dann ein weilllicher
Strang — der Darm — mit dem Gewirre von mal-
pighischen Gefillen zum Vorschein. Das Herausziehen
der Eingeweide mull vorsichtig geschehen, damit der
Darm nicht friihzeitig durchreilit, Spiter trennt man
den Thorax durch und bekommt so die oben genannten
Organteile samt dem Magen frei. Fiir die ersten Stadien
der Cystenbildung mufl man den blutgefiillten Magen
herauspriiparieren. Sobald dieses geschehen ist, legt
man das Organpridparat in einen gro3en Tropfen physio-
logischer Kochsalzlosung und entfernt das iiberschiissige
Blut durch vorsichtiges Quetschen und Auffallenlassen
eines Deckglischens auf den blutgefillten, dunkeln
Magen. Diese Prozedur muf} man mehrmals wiederholen.
Von dem ausgetretenen Blut konnen Ausstriche an-
gefertigt werden.

Der Darm kann fiir Schnitte in Sublimatalkohol
(s. 8. b4) konserviert werden. Fiir Totalpriparate wird
der Darm in der Leibeshihlenfliissigkeit zerzupft, und
das mit diesen Teilen bestrichene Deckglaspriparat
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mit der Objektseite wagrecht auf die heifle Sublimat-
alkoholmischung fallen gelassen. Alles weitere vgl.
S. 27. Fiir die Durchfirbung der Cysten eignet sich
stark verdiinntes Grenachers Himatoxylin (kduflich bei
Griibler). Den Grad der Firbung kontrolliert man am
besten unter dem Mikroskop. Abspiilen im Brunnen-
wasser, Alkoholreihe, Xylol, Zederndl.

Totalpriparate von Miicken werden in Alkohol
fixiert, in Glyzerin aufgehellt und mit Asphaltlack
umrandet.

Fiir die Priparation der Speicheldriisen trennt
man mit dem Froschschen Messerchen den Dorsal-
teil des Thorax ab, luxiert den Kopf dorsalwirts, bis
der Halsteil von dem restlichen Thorax, der mit einer
Pripariernadel zu fixieren ist, abgetrennt wird. Bei
dieser Operation bleiben die Speicheldriisen an dem
Halsteil hidngen. Die Speicheldriisen werden dann vollig
frei unter dem Mikroskop herauspriapariert. Bei dieser
Prozedur ist es angezeigt, die iiberschiissige Koch-
salzlosung durch Flielpapier zu entfernen. Die ganze
Speicheldriise besteht aus zwei langen Seitenschliuchen
und einem mittleren kiirzeren Teil, der Giftlappen
genannt wurde. Bei der letzten Praparation bediene man
sich .verschieden geschiirfter oder mit einem Hikchen
versehener Pripariernadeln. Iize binokuldre Priparier-
lupe mit Stiitzplatten leistet dabei gute Dienste.

Weiteres iiber die Priiparation findet man in dem
Artikel ,,Malariaparasiten® von Ruge (Handbuch fiir
pathogene Mikroorganismen von Kolle und Wasser-
mann 1. Bd, 1903), und in Eysell, ,,Wie weist man
Himosporidien im Culicidenleibe nach®, Arch. f. Schiffs-
und Tropenhyg. 1902, S. 160).

Schaudinn untersuchte die ersten Stadien der
Sporogonie nur in der Korperflissigkeit aus dem Ab-
domen von etwa 6—10 rasch vorher priparierten Ano-
phelen (nicht Normalsalzwasser oder Eiweil).
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Fiir Schnitte miissen die in Sublimatalkohol kon-
servierten, der Beine und IPliigel beraubten Miicken an
mehreren Stellen ihres Korpers Offnungen zum Eintritt
von Paraffin erhalten. Fiir Celloidinschnitte legt Ey-
sell die Miicken in einen Einschnitt von Sonnenblumen-
mark und entfernt mit einem in Alkohol befeuchteten
Messer einzelne oberflichliche Teile des Kopfes, Thorax
und Abdomens.

Fiir besondere Experimente muf} man die Culiciden
und Anophelen selbst aus den Eiern ziichten. Man la03t
zu diesem Zwecke die blutgesogenen Weibchen in den
Gazekifigen ihre Eier an die Oberfliche der oben er-
wiahnten Glasschale absetzen und sorgt fiir die Fiitterung
der ausgekrochenen Larven.

Nach Schaudinn sind die Anopheleslarven mehr
Fleisch-, die Culexlarven mehr Pflanzenfresser. Ano-
pheleslarven hidlt man in 10—15 em breiten, 4—5 cm
tiefen, mit Algen besetzten Glasschalen zu etwa zwanzig
Stiick, filtriert fiir diese aus einer mit etwas Jauche-
wasser versetzten Cladoceren-(Wasserflohe-)Kultur
einige Dutzend Wasserflohe ab, zerkleinert sie und
streut sie auf die Oberfliche der Glasschalen. Auch
junge Culexbrut kann in derselben Weise behandelt
als Futtermittel dienen. Damit das Wasser nicht faulig
wird, mufl man es jeden dritten Tag wechseln (vgl.
Kerschbaumer, Malaria, ihr Wesen, ihre Entstehung
und ihre Verhiitung. Wien, Braumiiller 1901. Grassi,
Die Malaria, Studien eines Zoologen, Jena Gustav
Fischer 1901).

Die iibrigen H&mosporidien werden in #&hnlicher
Weise untersucht. — Jedesmal muf3 man die Biologie
des betreffenden Zwischenwirts genau studieren und
diesen woméglich aus dem Ei ziichten, da Doppel- und
Mehrfachinfektionen der iibertragenden Zwischenwerte
vorkommen konnen, die dann das ohnehin verwickelte
biologische Bild erheblich triiben. Dabei darf man
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die Moglichkeit einer ,,vererbten® Infektion der Eier
(Pebrine der Seidenraupen, Malaria, Halteridium, manche
Herpetomonas und Crithidiaarten, Schildkritenmalaria,
Karyolysus, Piroplasmen, Spirochiten usw.) nicht auler
acht lassen.

Unterordnung. Piroplasmen.

Die Piroplasmen des Blutes werden nach der-
selben Methode wie die Malariaplasmodien behandelt
(alkalisches Methylenblau, Romanowsky-Giemsa-Fiarbung,
Fixierung mit Sublimatalkohol oder mit Hermannscher
Fliissigkeit, Nachfirbung mit Grenachers Hamatoxylin
usw.). Besonders ist die nasse Fixierungsmethode
mit Eisenhidmatoxylinfirbung nach Breinl-Rosen-
busch anzuraten (vgl. Tryp. S. 26, 34).

Nach Kossel sind auch basische Anilinfarbstoffe
wie Methyl- und Gentianaviolett, ferner Hamatoxylin,
weniger Fuchsin geeignet.

Kossel und Weber (Arb. a. d. Kaiserl. Gesund-
heitsamte Bd. 17, 1900) fixierten die Ausstriche mit
Alkohol absolut. und firbten mit alkalischer Methylen-
blauldsung.

R. Koch (Zeitschrift fiir Hygiene und Infektions-
krankheiten 54. Bd., I. Heft, 1906) und Kleine firben
die Parasiten nach der Methode von Giemsa, die fiir
gewohnliche Diagnosezwecke allein zu empfehlen ist.

Kleine (ebend. 8. 13) konnte bestimmte Verinde-
rungen an den Piroplasmaparasiten beobachten, sobald
er das Blut junger, mit Hundepiroplasmen infizierter
Hunde kurz vor dem Tode defibrinierte und damit etwa
20 sterilisierte Reagensgliser beschickte. Die Reagens-
gliser enthielten je 0,5 ccm physiologische Kochsalz-
l6sung und 0,5 cem Blut. Das so verdiinnte Blut wird
bei einer Temperatur von etwa 27°C gehalten. Nach
etwa 18 Stunden giefit man die obere, klare Fliissigkeit
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ab und findet in dem Bodensatz die von R. Koch be-
schriebenen eigenartigen Gebilde. Miyashima kulti-
viert Piroplasma parvum auf Blutbouillon (Philipp.
Journ. of Seci. II, 1907). Nuttall und Graham-
Smith (Parasitalrgy 1908) kultivieren Piroplasma
canis in 0,5 cem Blut -+~ 0,5 eem von 0,6—0,8%0
Salzlgsung.

Kala-azar.

Fiir Schnittfirbung empfiehlt sich eine Konser-
vierung in Sublimatalkohol (s. 26, 54), Auswaschen in
60% Jodalkohol oder Flemming's Fliissigkeit; Farbung
mit Saffranin oder Himatoxylin-Eosin oder Fuchsin-Me-
thylenblau. (Lit. Marchand und Ledingham, Zeit-
- schr. £ Hygiene, 1904, 47. Bd. Sluka-Zarfl, Deut.
Archiv f. klin. Med., 1909, 66. Bd.). Bei Milzpunktion
empfiehlt Rogers, innerlich zur Beforderung der Blut-
gerinnung Caleiumchlorid zu verabreichen, hdchstens
1 cem Blut aus der Milz zu entnehmen (Kompressions-
verband). Ausstriche nach Art der Malaria, Fixierung
im Alk. absolut. Firbung nach Giemsa (s. 43, 53).

Rogers (Lancet 1904, 5, T7) setzt zum Zwecke
der Kultur zu dem Milzblut eine geringe Menge von
5 % Natrium citricum und kultiviert bei 22°C. Nicolle
(Archiv d. 1. Inst. Pasteur de Tunis, 1908) verwendet
mit mehr Erfolg folgenden Nahrboden: Agar 14,0 g
-+ Seesalz 6,0 g auf 900,0 cem Wasser, dem /3 de-
fibriniertes Kaninchenblut zugesetzt wird. Keine Neu-
tralisierung oder Alkalisierung; schrig erstarren; dann
2—3 h in 37" wum Verdunstung zu verhiiten, oben
mit Paraffin verschlielen; im Dunkeln bei Zimmer-
temperatur ziichten. Ausstriche nach Giemsa (s. 43, 53)
fairben. Rach und Zarfl (Deut. Archiv f. klin. Med-
1909) untersuchten die Kulturausstriche mit der Rei-
chertschen Dunkelfeldbelenchtung,
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2. Ordnung. Koccidien.

Fiir Konservierung von Koccidien eignet sich be-
sonders eine Mischung von zwei Teilen wisseriger kon-
zentrierter Sublimatlosung und einem Teil absolut. Al-
kohol mit einem Zusatz von Eisessig (Schaudinn).
Siedlecki fiigt der Sublimatlésung 0,25proz. Essig-
sdure hinzu. Aulerdem ist das Hermannsche Gemisch
(15 Teile 1proz. Platinchloridlésung, 1 Teil Eisessig,
2 Teile (oder 4) 2proz. Osmiumsiure) oder starke
Flemmingsche Gemisch (1proz. Chromsiure 15 Teile,
2proz. Osmiumsiure 4 Teile, 1 Teil Eisessig) fiir eine
linger dauernde Fixierung der moglichst kleinen
Stiicke zu empfehlen (griindliches Auswaschen).

Fiir Deckglasausstriche ist die sogen. feuchte Me-
thode anzuwenden, d. h. man lal3t die feuchten, eben
hergestellten Ausstriche horizontal auf das oben be-
zelchnete heille Sublimatalkoholgemisch auffallen, widseht
nach einer halben Stunde im Wasser dann Jodalkohol
(60proz.) aus und firbt nach Beliecben mit Heiden-
hains Eisenhdmatoxylin, verdiinntem Hamatoxylin von
Grenacher usw. Moroff und Fiebiger tingierten
die Ausstrichpriparate nach der Methode von Giemsa
(vgl. Trypanosomen).

Nachst der Ausstrichmethode ist aber jedesmal die
Schnittmethode und die Untersuchung des lebendigen
Objektes anzuwenden. Im letzteren Falle untersucht
Wasielewski (Sporozoenkunde, Jena 1896) die Para-
siten entweder in ihrem natiirlichen Medium oder in
physiologischer Kochsalzlosung oder in einer Eiweil-
losung, die aus 20 cem Hiihnereiweill, 200 cem Wasser
und 1 g Kochsalz hergestellt wird.

Pianese (Arch. parasit. Paris, Tome 2, 1899,
S. 412) fixiert die Leberkoccidien in einem Gemisch von
20 cem 10proz. wisseriger Kobaltchloridlsung, 5 cem
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2proz. Osmiumsiurelosung und 1 Tropfen Ameisen-
giure. Auch die Fixierung mit Pikrinessigsiure (3 Teile
konzent. Pikrinsiurelosung, 1 Teil Eisessig [Davidoff],
Auswaschen gleich im T0proz. Alkohol) findet viel-
fach Anwendung.

Gefirbt wird mit Grenachers Himatoxylin
(1 cem des kiuflichen Farbstoffes v. Griibler [auch
Alaunhimatoxylin genannt] auf 200 cem Wasser), das
man etwa 24 Stunden einwirken ldf3t und eventuell bei
Uberfirbung mit schwachem, salzsauerem Alkohol diffe-
renziert (Auswaschen im Brunnenwasser), 60° ammonia-
kalischen Alkohol, Alkoholreihe, Xylol, Kanadabalsam.
Ferner werden die Koccidien mit Mayers Hiamalaun
(Siedlecki) oder Heidenhains Eisenhimotoxylin (pg.25,26)
mit Bordeauxrotnachfarbung tingiert. Auch Sdurefuchsin-
firbungen sind in manchen Fillen geeignet; ferner
Gentianaviolett und Vesuvin. Nach Fixierung mit Os-
miumgemischen firbt man das Karyosom am besten mit
Pikrokarmin oder Safranin. Himatoxylinfarbungen sind
mit Orange G und Eosinnachfirbungen zu kombinieren,
wobel jedoch das Eosin in starker Losung lingere Zeit
hindurch anzuwenden ist. (Vgl. Schaudinn, Unter-
such. . d. Generationswechsel bei Koccidien. Zool.
Jahrb.,, Abt. f. Morph. v. 13, 1900 und Arb. aus d.
Kaiserl, Grundbuchamte 18 3. Heft, 1902.) Zum
Studium der Auswanderung und Schicksale der Spo-
rozoiten empfiehlt es sich, die kiinstliche Infektion der
Wirtstiere vorzunehmen. Die Sporozoiten der Leber-
koccidien des Kaninchens schliipfen unter Einflufl von
Pancreatin depurat. von Dr. Griibler & Co., Leipzig
(geringe Menge in 2—3 cem Wasser mit Spur Soda-
zusatz) aus. Moroff (A. f Protistenk. 06) mischte
die reifen Cysten von Adelea zonula, die in den Larven
von Blaps mortisaga lebt, zusammen mit dem Fett-
korper und mit Kleie, zerrieb die Masse fein, feuchtete
sie mit Wasser an und gab sie Larven, die 4—5 Tage
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gehungert hatten, zu fressen. Vergleiche ferner die
Untersuchungen Metzners im Archiv f Protisten-
kunde 05.

3. Ordnung.. Gregarinen.

Die Art der Bewegung der Gregarinen wird zu-
nichst in einem durch Karminpulver oder Tuschesuspen-
sion gefirbten Medium untersucht (Schleimproduktion,
Gleiten). Fiir das Studium der Enschliisse bedient man
sich der Vitalfirbungen (Neutralrot, Brillantkresylblau)
sowie einer wisserigen Losung von Jodjodkalium (Gly-
kogen) oder Methylviolett. Die Priparate werden in
Laevulose oder Gummiglyzerin aufbewahrt.

Neben den mit Jodjodkali braungelb farbbaren Kor-
nern, die Biitschli Paraglykogen nennt, und die bei
Zusatz von verdiinnter Schwefelsdure einen violetten
Farbenton annehmen, gibt es noch sogen. karminophile
Granula, die sich nach der Fixierung mit Pikrokarmin
und Bssigkarmin firben. Zum Fixieren der Gregarinen
ist das oben bei den Koccidien erwidhnte Sublimat-
alkoholgemisch (s. S. 61) sowie Pikrinessigsiure (S. 62)
geeignet. Lo Bianco konserviert die Parasiten in Pi-
krinschwefelsiure (100 Teile Aqua dest. -~ 2 Teile
konzent. Schwefelsiure mit Pikrinsdure gesiittigt) eine
Stunde lang und wischt sofort mit TOproz. Alkohol
mehrere Stunden aus, bis die gelbe Farbe aus dem
Objekt verschwunden ist. Schellak (Arch. f. Pro-
tistenkunde, 9. Bd., 1907) pripariert die starken
Cystenhiillen mit feinen Nadeln ab und fixiert (Du-
boscq und Brasil) mif: Pikrinsdure 1 g, Essigsdure
10 cem, Formol (wésserige Handelslésung) 50 cem, Al-
kohol 75% 150 cecm. Als Firbung der Ausstriche
(nasse Methode) ist ‘die Methode von Giemsa zu
empiehlen, sonst sind als Firbungen Grenachers H&-
matoxylin, Heidenhains Eisenhimatoxylin (Schnitte) mit
Bordeauxrotnachfirbung, der Farbstoff wird in geringen
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Spuren der Eisenalaunbeize zugesetzt, Safranin (nach
der Fixierung mit Flemmings Gemisch) und Pikrokarmin
geeignet. Totoobjekte fiarbt man mit PBoraxkarmin.
Als weitere Fixierungsmittel sind: Hermannsche Losung
(S. 61) und Flemmings Gemisch zu empfehlen (S. 61).
Paehler (Archiv f. Protistenkunde 1904) fixierte mit
heilem Sublimatalkohol (S. 61) und zwar setzte er zu
1 Teil konz. Sublimat (heify) 1 Teil kalten Alkohol, belie
bei allen Prozeduren die Objekte kurze Zeit in den ab-
soluten Fliissigkeiten und lange Zeit in den gemischten.
Den Cysteninhalt kann man durch Zerpressen der Cyste
freilegen und nach Art der nassen Ausstriche fixieren
und férben. Fiir Schnitte ist Férbung nach Mallory
zu empfehlen (S. 67, 68).

Fiir das Studium der Cuticula und ihrer Streifung
leistet die Behandlung der Objekte mit Goldehlorid,
Essigsdure, Ammoniakwasser und Héllenstein (Silber-
nitrat 1proz. verdiinnt mit dem 2—4fachen Volumen
Wasser im direkten Sonnenlichte behandelt) in vielen
Fillen gute Dienste.

4. Ordnung. Myxosporidien.

Myxosporidien untersucht man zunichst im lebenden
Zustande, indem man die Parasiten oder die parasiten-
haltige Fliissigkeit unter ein mit WachsfiiBchen unter-
stitztes Deckglas bringt. Von dem mit Myxosporidien
behafteten Gewebe stellt man Quetsch- oder Zupi-
praparate her.

Fiir das AusstoBen der Polfiden wird eine ganze
Reihe von Reagentien angegeben: Soda, Potasche (direkt
oder nach Eintrocknung der Sporen), Glyzerin, Salz-
saure, Schwefelsiure, Salpetersiure, Bssigsiure, Jod-
losung, Aqua destillata, Verdauungssifte des Wirts-
tieres (Thélohan: Recherches sur les Myxosporidies.
Bull. sc. de la France et de la Belgique 1895). Auch

Prowazek, Protistenuntersuchung. 0
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Fiulnisprozesse konnen das Herausschleudern der Pol-
fiden bewirken, ebenso Druck (Biitschli: Bronn’s Klassen
und Ordnungen d. Tierreichs). Schuberg und Schrider
(Archiv f. Protistenk. 05) lieen die Sporen auf einem
Deckglischen eintrocknen und wendeten dann Schwefel-
saure oder Salpetersidure an. Auch nach 12—21stiin-
digem Verweilen in Wasser wurden die Polfiden ans-
geschleudert. M. Plehn konnte (Archiv f. Protisten-
kunde 05) das Ausschnellen durch diinne Alkalien, wi=
Kalkwasser, das auf die Hilfte verdiinnt wurde, oder
mit 1proz. Kali oder Natrorlauge bewirken.

Stempel (Archiv f. Protistenkunde 04) lieB die
Sporen von Nosema anomalum zur Darstellung des
Polfadens nach Zusatz von Jodtinktur 24 Stunden in
der feuchten Kammer liegen.

Von der Anwesenheit der Vakuole im Améhoidkeim
kann man sich durch Zusatz von Alkohol, Osmiumsiure,
schwacher Salpetersidure, 2proz. Silbernitrat iiberzeugen.

Durch Zusatz von alkoholischer Jodlésung oder Lu-
golscher Lisung werden die Vakuolen oft mahagoni-
braun gefirbt.

Trennung der die Spore zusammensetzenden Schalen
wird bewirkt durch Potasche, Soda, Schwefelsaure, Sal-
petersdure, langen Aufenthalt im Wasser, Verdauungs-
sifte des Wirtstieres (Thélohan) und Faulnis.

Deckglasausstriche von Sporenmaterial oder Ent-
wicklungsstadien der Sporen 13t man trocknen (weniger
zu empfehlen), fixiert in absolutem Alkohol und firbt
nach der Methode von Giemsa, oder man fixiert aui
,nassem Wege® mit 2/3konz. wiissriger Sublimatlozung
-+ /s absolut. Alkohol (hei3), indem man die Priipa-
rate mit der Schichtseite auf das Gemisch horizontal
auffallen lif3t, wischt mit 60proz. Jodalkohol aus und
firbt mit verdiinntem Grenacherschen Hiamatoxylin
(Griibler). Diese Methode ist besonders bei Ausstrichen
aus mit Pebrine infizierten Seidenraupen zu empfehlen.
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Ferner kommen die fiir Schnittpriiparate angewendetén
Fixierungsmittel in Betracht. Vgl. auflerdem die neue
Methode v. Giemsa pg. 34. .

Fiir Schnitte fixiert man mit dem oben angefiihrten
Sublimatalkoholgemisch, mit Flemmings (Thélohan) oder
Hermanns Gemisch (beide zu empfehlen) (S. 24, 61), mit
Kaliumbichromatessigsiure nach Tellyesniczky: Ka-
liumbichromat 3 g, Essigsiure 5 cem, Wasser 100 cem.
Kleine Objekte bleiben darin 1—2 Tage, werden gut mit
Wasser ausgewaschen und durch die Alkoholreihe von
15 Proz. an durchgefiihrt. Ferner kann man das
Orthsche Gemisch (10 Teile Miillersche Fliissigkeit
~+ 1 Teil Formol), Pikrinessigsdure und nach Doflein
Pikrinschwefelsiure (1 cem konz. Schwefelsiure auf
100 cem gesittigter Pikrinsdurelosung in Wasser) an-
wenden. M. Plehn (Lentospora cerebralis) fixiert mit
Formal-Sublimat-Eisessig nach Oppel.

Gute Fiarbungen werden mit Boraxkarmin, Gentiana-
violett und Eosin, Himatoxylin und Safranin (nach Flem-
mingschen und Hermannschen Gemisch) erzielt. Fiir
Schnitte ist auch Heidenhains Eisenhimatoxylin mit
Orangenachfirbung (Orange G) ratsam. Fiir Kernfir-
bungen behandelten Schuberg und Schrider die
Cysten 2—3 Tage bei 56°C mit Boraxkarmin vor,
betteten die Objekte ein und fiarbten die 3—5 U dicken
Schnitte mit Methylenblanu oder Methylgriin nach.
Schine Fiarbungen erhielten sie bei Boraxkarminvor-
firbung und Anwendung der von Blochmann modi-
fizierten van Gieson’schen Firbung.

»Benutzt wurde eine 0,01proz. Liosung von tri-
phenylrosanilintrisulphosaurem Natrium in gesittigter,
wisseriger Pikrinséurelosung. Hierin wurden die Schnitte
bis zu 12 Stunden belassen. Die Schale der Sporen
farbte sich gelb, Sporoplasma und Polkapseln griin bei
roter Kernfiarbung® (Archivf. Protistenkunde 6. Bd., 1905).

Sehr differente Firbungen liefert die wichtige Methode
E}*



68 I. Stamm. Plasmodroma.

von Mallory. Die Paraffinschnitte (Xylol, Alkoholreihe,
Wasser) kommen in 1/;0% Sdurefuchsinlésung, dann
1% Phosphormolybdénsiure, dann in eine Lésung von
Anilinblau (0,5%) - Orange G (2,0%) und Oxalsiure
(2,09%) gelost in destilliertem Wasser (5 Minuten Farbe-
dauer) rasches Abspiilen in Wasser, gleich 96% Alkohol,
bald Alk. absolut., Xylol und Kanadabalsam. Féirbung
manchesmal launenhaft.

Die Firbung kann man eventuell ersparen, wenn
man das nach Flemming oder Hermann fixierte Ma-
terial direkt in rohen Holzessig oder in eine schwache
Ldosung von Pyrogallussidure bringt.

Fiir Infektionsversuche wird das Sporenmaterial, in
Filtrierpapier eingewickelt, mit einer Schnur befestigt
und einem Fisch zum Verschlucken gegeben. Vergleiche
auch die Ausfithrungen von Thélohan. Fiir Infektions-
versuche mit Pebrine geniigt es, das Sporenmaterial
mit einem Pinsel an frische Maulbeerblitter aufzu-
tragen und diese nach dem Abtrocknen an junge
Seidenraupen zu verfiittern.

5. Ordnung. Sarkosporidien.

Die sog. Sarkosporidien,,sporen®“ werden am besten
im Gewebssaft, in physiologischer Kochsalzlosung, in
EiweiBlosung (Eiweifl 20, 1 g Kochsalz, Aqua dest. 180)
oder im filtrierten menschlichen Speichel untersucht
(ev. heizbarer Objekttisch).

Die trockenen Ausstriche der Sporen farbt man
nach einer Fixierung mit Alkohol absolut (15 Minuten)
nach der Methode von Giemsa oder mit Methylenviolett,
Gentiana und Fuchsin (Kitt). Untersuchung in Lu-
golscher Losung oder in Saponin (Membran) ist zu
empfehlen.

Bei sarkosporidienkranken Tieren sind Blutunter-
suchungen angezeigt, da nach van Eecke die ,,Sporen®,
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die neben dem Kern oft noch ein karyosomartiges
Korn und eine Vakuole besitzen, ,,zu jeder Zeit be-
stehende Eigenbewegungen, welche zum Teil fortschrei-
tende, andernteils rotierende und aullerdem auch ort-
liche sind“, ausfiihren. Es ist daher die Annahme nicht
unberechtigt, dal} diese Entwicklungsstadien in die
Blutbahn iibertreten und von da durch blutsaugende
Insekten weiter verschleppt werden, falls sie nicht
aktiv in den Darm einwandern.

Infizierte Muskeln werden mit Sublimatalkohol,
(2/s konz. wiasserige Sublimatlosung -+ /s Alkohol ab-
solut), mit Flemmings Gemisch (1proz. Chromsiure
15 Teile, 2proz. Osmiumsiure 4 Teile, Eisessig 1 Teil),
Hermanns Gemisch (15 Teile 1proz. Platinchlorid-
losung, 1 Teil Eisessig, 4 Teile 2proz. Osmiumsiure)
fixiert. Auch sind nafl fixierte (Eisenhimatoxylin-
firbung) oder trocken fixierte (Giemsafirbung) Aus-
striche aus den Schlauchen anzuraten, Bei verkalkten
Muskelschlduchen ist eine Konservierung mit dem Ge-
misch von Perényi, das sonst nicht besonders zu
empfehlen ist, angezeigt (4 Teile 10proz. Salpetersiure,
3 Teile 90proz. Alkohol, drei Teile !/sproz. Chromsiure-
l6sung).

Rieck hidrtet die Schliuche mit Alkohol oder mit
Miiller’scher Fliissigkeit: Kaliumbichromat 2—21/; g,
Natriumsulfat 1 g, Wasser 100 cem, Fixierung 1—2 Tage,
gut in Wasser auswaschen, Alkoholreihe usw., firbt
mit Hiamatoxylin und dann mit Eosin nach und hellt
die Schnitte in pikrinsdurehaltigem Nelkensl auf. Ni-
colle firbt mit Karbolthionin: 100 g 1lproz. Karbol-
wasser, 10 ccm gesittigte Losung von Thionin in
Sproz. Alkohol.
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ll. Stamm. Cytoidea.
Klasse Ciliata.

Infusorien kann man sich in groferer Menge durch
das Anlegen von Infusionen aus Heu, Stroh, Pferde-
mist, Pflanzenblittern usw. beschaffen. Sogen. Para-
maecienkulturen werden nach den Angaben von R. Hert-
wig in folgender Weise gewonnen: Teilstiicke der
Kiemen und des Fulles der Teichmuschel (Anodonta)
werden ins Wasser gelegt, worauf sich nach einigen
Tagen Paramicien oben am Wasserrande ansammeln.
Diese sammelt man mittelst einer gut gereinigten
Pipette und iibertrigt sie in Zuchtgliser mit stark
geschiitteltem, altem, ausgefaultem Teichwasser, in das
an einer Schnur ein Gazebeutelchen mit zerkleinerten
Salatblattern hineingehangt wird., Bald entwickeln sich
zahlreiche F#ulnisbakterien, die den Paramicien zur
Nahrung dienen. Die Salatblitter mufl man ofters
wechseln. Colpidien, kulturen“ gewinnt man aus Heu-
infusionen, indem man hernach die Protisten in einen
aufgekochten Blitteraufguld bringt. Kulturen von einem
Individuum aus legt man in der Weise an, dafl man
sich entsprechende Verdiinnungen aus dem Infusorien-
wasser anfertigt, mittels Kapillarréhrchen wenige Pro-
tozoen herausfingt, ihre Zahl in einem ausgehdhlten
Objekttriager feststellt, nach einer abermaligen Ver-
'd'iinnung die Prozedur wiederholt, bis es gelungen ist,
ein Protozoon zu isolieren, das man mit den ent-
sprechenden Bakteried in einer ,,Reinkultur® weiter-
ziichtet.

Die Vermehrung der Infusorien geht in diesen
Kulturen nicht ins Unbegrenzte, es tritt nach einiger
Zeit eine Periode der Depression ein (R. Hertwig,
Calkins, Kulagin, Statkewitsch u. a.). Die De-
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pressionszustinde werden durch Wechseln der Fliissig-
keit, Bewegung (Calkins), Zusatz von Fleischextrakt,
Temperaturinderungen usw. behoben. Statkewitsch
(Archiv f. Protistenkunde, 5. Bd., 1905) belebte die
Kulturen durch sukzessive Durchspiilungen, durch me-
chanisches Umriihren, durch allmihliche Neutralisation
der Kulturen durch kohlensaures Natron und durch
Zusatz von sehr geringen Quantititen von phosphor-
saurem Kalzium.

Fiir besondere Zwecke, wie fiir das Studium der
Teilungsgeschwindigkeit, der Depression, des Alterns
der Protozoen u. a. ziichtet R. Hertwig die. Infusorien
(Dileptus, Stentor, Stylonychia- und Aktinosphéirium) in
kleinen Uhrschilechen mit ebenem Boden, die mittels
Vaseline iibereinander gut zugekittet werden und in die
je ein Infusor, das mit einer sehr feinen Kapillarpipette
herausgefangen wurde, hineingebracht wird.

Um die Geschwindigkeit der Ortsveranderungen der
(Ciliaten herabzusetzen, bedient man sich nach dem Vor-
schlag von E. Stahl und Jensen der Gelatine.

K. Ludolff setzte einigen Tropfen der Infusorien-
fliissigkeit zu diesem Zwecke etwas von 3proz. Gelatine-
losung hinzu. Die Gelatine mull aber wvorher erwirmt
werden, auch kann man eine gleichmiallige Mischung
beider Medien nur schwer erzielen. Statkewitsch
ziichtete daher die Infusorien direkt in schleimig-
kolloidalen Medien (Medium syrupoidale et colloidale),
wobei die Bewegungstitigkeit der fraglichen Mikroorga-
nismen herabgesetzt worden ist. Auf den Boden eines
breiten Probiergldschens streut man zu diesem Zwecke
Semen Psyllii 1—2 em hoch und gielit dariiber
5—8—10 ccm Kulturfliissigkeit mit den Protisten auf.

Unter den verschiedensten Versuchsbedingungen
ist aber Alga caragaheen als Zusatz besonders geeignet.
Alga Caragaheen wird in reinen, weichen Marlensickchen
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in die Kulturfliissigkeit hineingehiingt, worauf die schlei-
mige Substanz in das Wasser hineindiffundiert,

Das Untersuchungsmedium erhilt ferner durch Zu-
satz von Semen Cydoniae und Gummi Tragacanthae nach
einiger Zeit eine ziemlich steife Konsistenz. Weniger
geeignet ist Gummi cerasi und Gummi arabicum.

Schlieflich ist hier Agar-Agar (Tjien-Tjien) zu er-
wihnen. Es werden davon 3—7 g in Stangen von 8 bis
10 cm Liénge zerkleinert, worauf dariiber ein Aufgul}
von 100—200 cem Wasser, dem kohlensaures Natron
oder phosphorsaures Kalzium hinzugefiigt worden ist,
kommt,

Fiir das Studium der Art der Wimperbewegung
eignen sich Suspensionen von Tusche, die neunerdings
Buri fiir verschiedene Mikroorganismen empfiehlt, In-
digokarmin (Ehrenberg), Kohle, Lycopodium usw.
Durch die Methode der Vitalfirbung (Neutralrot, Me-
thylenblau, Brillantkresylblau) kann zunichst die Art
und der Verlauf der Verdauung untersucht werden (mit
Neutralrot sauer-kirschrot, alkalisch-gelbrot, ferner kann
in manchen Fillen (z. B. bei alkalischer Reaktion des
Mediums, Kalkwasser, Lithiumkarbonat) eine Tinktion
des Kernes erzielt werden, aullerdem firben sich ver-
schiedene Granulationen (Fermenttriger und Niren-
stein) mit Neutralrot, weniger gut oder gar nicht mit
Methylenblau. Schlieflich kann durch das Neutralrot
der Grad der Vitalitit der verschiedenen Organcide der
Zelle sowie das Eintreten des Zelltodes festgestellt
werden, indem sich die gefirbten Einschliisse bei den
postmortalen Reduktionen entfidrben.

Fiir die Feststellung der Reaktionen bei der Ver-
dauung ist auch Lackmuspulver und Kongorot geeignet.

Einzelne Infusorien fixiert man unter dem Deck-
glas, indem man rasch die Fixierungsfliissigkeit von
der einen Seite des Pridparates hinzutreten 103t und
gleichzeitig von der anderen Seite mit Wollfaden oder
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FlieBpapierstreifen absaugt. Es ist jedoch darauf zu
achten, dal bei allen diesen Manipulationen das Ob-
jekt nicht trocken wird. Steht eine gréflere Menge von
Ciliaten zur Verfiigung, so bedient man sich der sogen.
Massenmethode, indem man die Protisten in einem
Zentrifugenrohrchen konserviert, auswdscht und férbt.

Die Ciliaten werden mit folgenden Konservierungs-
fliissigkeiten fixiert:

1. Konzentrierte Pikrinsiure (Pfitzner) oder Pi-
krinessigsiure (Thon) (3 Teile Pikrinsdure -+ 1 Teil
Eisessig). Fixieren 12—20 Stunden. Auswaschen im
T0proz. Alkohol.

2. 1lproz. Osmiumsiure wird zu dem Infusions-
wasser zugesetzt (Korschelt). Certes fixiert mit
2proz. Osmiumsidure. Weniger zu empfehlen.

3. Einige Minuten langes Fixieren mit einer
1/;proz. wisserigen Chlorpalladiumlosung (Cattaneo,
Journ. R. Micr. Soc., London 1885, p. 538). Selten
angewandt.

4. Lo Bianco konserviert Vorticellen mit heiller
Sublimatlosung, Acineten mit Sublimat im Seewasser
oder mit Osmiumsdure.

5. Fabre-Domerque fixiert mit einer konzen-
trierten Losung von Osmiumsdure, bettet in Paraffin
ein und schneidet jedesmal ein einziges, mit Pikrokarmin
vorgefirbtes Tier.

6. Balbiani fixiert Loxophylum mit 1/;—1proz.
Osmiumsdure, firbt mit Methylgriin und Eisessigsiure,
figt unter dem Deckglas 1—2 Tropfen Ammoniak auf
20 cem Wasser hinzu und wischt es mit in Wasser ge-
lostem Methylgriin aus. Selten angew.

7. Hoyer fixiert Copidium mit 1 Teil 5proz.
Sublimatlésung und 2 Teilen 3proz. Kaliumbichromat-
losung eine Stunde lang.

8. Stylonychia kann man mit Perényischer Fliis-
sigkeit (4 Teile 10proz. Salpetersiure, 3 Teile 90proz.
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Alkohol und 3 Teile */; proz. Chromsiurelésung) fixieren,
wobei sich die krystallinischen Einlagerungen losen.

9. Viele Infusorien fixiert man mit Vorteil mit
dem Gemisch vom Rath (Anat. Anzeiger, 11. Bd., 1895,
S. 289): 100 cem gesittigte Losung von Pikrinsiure,
6 ‘ccm 2proz. Osmiumsiure, 1 cem Eisessig (Auswaschen
in Alkohol) oder mit Sublimatalkohol (°/; konz. wisseriges
Sublimat -+ /5 90proz. Alkohol) oder mit Flemmings
Gemisch (1proz. Chromsiure 15 Teile, 2proz. Osmium-
siure 4 Teile, Eisessig 1 Teil).

10. Mit Erfolg fixierte Entz (Arch. f. Prot., 15. Bd.,
1909) Tintinniden: a) mit Seewasser angefertigter,
heiller, konzentrierter Sublimatalkohollésung, b) mit
heiBem konz. (409%) Formol, ¢) mit heiflem starken
Flemmingschen Gemisch. Technik der Einbettung s. d. —
11. Balanlidien werden mit Sublimatalkohol (8. 26) wie
Dysenterieamdben fixiert und gefdrbt. Flemming’sches
Gemisch (8. 24), Schnellfirbung, Himatoxyinfirbung,
Eosin nachfirben. Heidenhains Eisenhimatoxy in (S. 25,
26). (Bezzenberger, Arch. f Prot., 1903/04.)

Die Infusorien werden nach der S. 25 angegebenen
Methode in Paraffin eingebettet und geschnitten.

Die Schnitte farbt man mit Heidenhains Eisen-
himatoxylin (S. 26) mit Bordeauxrot- oder Rubin S.-
Nachfirbung oder nach Thon (Arch. f. Protistenkunde,
5. Bd., 1905) mit der Malloryschen Methode (8. 67, 63).
Die Methode ist manchmal etwas launenhaft und wenig
daunerhaft. Die Nukleolarsubstanzen werden gelb, orange
oder rot gefirbt. In den einzelnen Farbmischungen
bleiben die Schnitte etwa 2 Minuten. Die Phosphor-
molybdidnsiure mufl gut ausgewaschen werden.

Gonder firbte die in Cephalopoden schmarotzenden
Infusorien (Arch. f. Protistenkunde, 5. Bd., 1905), die mit
Osmiumdampf, Hermann'scher, Flemming’scher Losung
oder Sublimatalkohol (3/5 konz. Sublimatlosung - /5 ab-
solutem oder TOproz. Alkohol) fixiert wurden, mit Borax-
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karmin (Griiblersche Tabletten, die in 1/; Teil Wasser
(heil) und in /s Teil 50proz. Alkohol, geldst wurden),
ferner mit Pikrokarmin und Mayers Himalaun oder Dela-
fields Himatoxylin. Die Objekte werden in eine stark
verdiinnte Losung iiber 24—48 Stunden gebracht, rasch
mit salzsaurem Alkohol differenziert, mit Brunnenwasser
ausgewaschen, Alkoholreihe, Nelkenol, Kanadabalsam. —

Auch werden Infusorien einzeln isoliert und in
Zedernsl oder Nelkendl untersucht. Die genannten Ole
hellen sie schin auf und man kann sie unter dem mit
einem feinen Haar gestiitzten Deckglischen von allen
Seiten untersuchen.

Totopriparate von Infusorien werden auch mit
Beale’schen Ammoniakkarmin und Alaunkarmin, das kaum
iiberfirbt, gefarbt.

Zur Darstellung der Cilien werden verschiedene
Methoden angegeben. Fol fixierte Tintinnen mit Eisen-
chlorid (in Alkohol von 60 Proz. verdiinnt mit Wasser
auf etwa 2 Proz.), wusch zunichst mit neutralem, dann
um das Eisensalz hinwegzuschaffen, mit angesiduertem
TOproz. Alkohol aus, und firbte mit Gerbsdure. Zur
Darstellung der Wimperapparate firbte Maier (Archiv
f. Protistenkunde, 1903) nach Konservierung in kaltem
Sublimatalkohol mit Heidenhains Eisenhdmatoxylin, Nazh-
farbung in Bordeauxrot-R.

A. Schuberg (Archiv fiir Protistenkunde, 6. Bd.,
1905) bringt zu dem gleichen Zwecke die Infusorien in
einem kleinen Tropfen in ein grilleres Uhrschilchen
und iibergielt sie mit einer Mischung von 5 Teilen
Zproz. Kaliumbichromatlésung und 1 Teil 1proz. Os-
miumsiure. Das Gemisch wird ordentlich durch mehr-
maliges Aufsaugen mittels einer Pipette mit Gummi-
hiitchen durchgemischt, dann kommen die Infusorien
mit wenig Fliissigkeit in eine verdiinnte Silbernitrat-
losung und schliefilich in eine 1proz. Silbernitratlosung,
wo sie wiederum mit der Pipette durchgewirbelt werden.
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Sodann werden die Protisten in einer griolleren Menge
destillierten Wassers gewaschen und durch die Alkohol-
reihe in Nelkenol iibertragen. Durch Klopfen anf das
Deckgliaschen werden einzelne Teile abgesprengt und
auf die Insertion der Cilien usw. untersucht.

Auch konnen die Cilien nach der Methode wvon
Loffler (S. 31) dargestellt werden. Als Beize nimmt
man Tannin-Eisenalaun-Wollschwarz, ein Gemisch, das
unter dem Namen Lofflers Geiflelbeize (10 cem von 20 g
Tannin in 80 cem Aqua dest. — 5 cem gesittigte
Losung von BEisenoxydulammoniumsulfat —— alkohol.
Losung Wollschwarz) kiuflich ist, und farbt mit Anilin-
wasser-Fuchsin nach, nur dal} man im Gegensatz zu der
bakteriologischen Methode die ganze Fiarbung stets
auf nassem Wege ausfiihrt und ein Erhitzen der Beize
sowie der Farbefliissigkeit iibergeht, dafiir aber beide
mindestens eine halbe Stunde einwirken ld(t. Nach
der Alkoholreihe wird in diesem Falle zum Aufhellen
statt Nelkendl Xylol genommen.

% Anhang:

Chlamydozoa.

I. Variola-Vaccine.

Vaccinevirus ist durch Berkefeldfilter V filtrierbar (Negri.
Gazz. med. ital. 1905).

1. 20 g frischen Pockendetritus verdiinnt man mit
200—250 cem sterilem dest. Wasser, zerreibt in einem
Mérser und bewahrt im Kihlraum 2—3 Tage. Weiteres
Reiben 3—4 Stunden Reibmaschine; Aufbewahren im
Kithlraum 12—16 Tage, jeden Tag schiitteln (10—15
Minuten); filtrieren durch Watte, Filterpapier und
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schlieflich durch Berkefeldkerzen V. Vereinfachung
der Methode moglich, Abnahme der positiven Impf-
wirkung. Ferner Filtration durch Berkefeld N und
Silberschmidtkerzen.

2. Anreicherung des Virus. Das derart verdiinnte
Material filtriert man durch Kolloidschichten, die es
zuriickhalten und anreichern. In einem kleinen Glas-
trichter wird mittels eines perforierten Platinkonus ein
Filterpapiertrichter (benetzt) dicht eingefiigt und mit
3% Agar iibergossen (2—3mal unter gleichmiBiger
Rotation wiederholen), so dal} eine gleichmilige, die
Rinder des Papiertrichters iiberragende Agarschichte
entsteht. Filtration unter Kontrolle bei milligem Druck
in 2—4 Stunden. Ausstriche des hauchartigen Belages |
aus der Tiefe des Agartrichters. Sorgfiltiges Trocknen, |
einlegen in destilliertes Wasser, Trocknen, lingere |
Fixation mit Alkohol absolut. Firbung nach Loffler
(S. 381), Giemsa (S. 33, 34), Thionin. Gramm negativ.
Diese Filtration geniigt fiir morpholog. Zwecke, sonst/
mufl man mit Uhlenhutfiltern, die mit Kolloiden aus-
gegossen werden, arbeiten,

Fir morphologische Zwecke empfiehlt sich in
allen Fillen die Verimpfung des Virus auf die Kaninchen-
kornea. Strichelung derselben mit einer Nadel, Impf-
lanzette oder Impffeder, oder Anlegen einer Epithel-
tasche mit schief gehaltener Lanzette, Einbringen des
Virus (Filtrat griflere Mengen) oder Vaccinelymphe.
Falls Streptokokken bei dem Variola virus vorhanden
sind, treten grobe Defekte auf. In seltenen Fillen treten
bereits nach 3 Stunden sehr spirliche Guarnierische
Kirperchen neben dem Kern auf. Reichlich ist die Aus-
beute am 2.—4. Tage. Guarnierische Korperchen treten
auch im Brutschrank in ausgeschnittenen Kaninchen-
kornea auf.

Empfehlenswerte Methode fiir das Studium der
Guarnierischen Korper:
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a) Klatschmethode nach Sticker-Ewing (Arndt,
Paschen). Abtupfen (Klatschen) der Kornea mit Deck-
glas oder Objekttriger, trocknen, Alkoholfixierung,
Firbung nach Giemsa (S. 33, 84) oder nasse Fixierung
mit Sublimatalkohol (S. 26), Farbung mit Heidenhains
Eisenhimatoxylin oder Methode nach Breinl-Hartmann.

b) Herausschneiden der Augen und Fixierung der
Kornea mit Sublimatalkohol (S. 26) oder Flemmingsche
(S. 24), Zenkersche (S. 25) Fliissigkeit, Auswaschen,
Alkoholreihe, Einbettung in Paraffin, Aufkleben der
Schnitte mit Aqua destillata, firben mit a) Himatoxylin
(Bohmer, Delafield), nachfirben mit FEosin, b) Heiden-
hains Eisenhdmatoxylin (S. 26), ¢) Mallorys Gemisch
(S. 68), d) Pikrokarmin oder Alaunkarmin, e) Ehrlich-
Biondis Gemisech (sehr zu empfehlen), f) firben mit
Gentianaviolett, rasche Alkoholdifferenzierung, Nach-
behandlung mit Grams Losung (Solve Jodi 1,0, Kal.
jodat. 2,0 in Aq. dest. 5.0 nach Losung adde Aq. dest.
295,0) 2 Minuten, g) Firbung nach Flemming: 2 Tage in
alkoholischer Losung von Safranin, rasch differenzieren
/5 Stuunde wiisserige Gentianaviolettlosung, 20 Minuten
konzentrierte Orangelosung, Alkoholreihe, Nelkendl,
Kanadabalsam.

h) Firbung nach Giemsa. 12—24 Stunden, Wasser,
leichtes Abtupfen mit Flieflpapier, rasch 90 % Alkohol,
Azeton, Xylol, Kanadabalsam. In alten Priparaten
Initialkorper. Ferner die neue Methode von Giemsa
pg. 34. Differenzieren in 60% Azeton.

i) Farbungen mit Methylgriin, Dahlia, Gentiana,
Thionin, Viktoriablau. Nachbehandlung nach Rawitz-
Schuberg: lingeres Auswaschen in dest. Wasser,
rasche 40 % Alkoholdifferenzierung, Wasser, Tannin-
lésung 10:50 zirka 10 Minuten, Auswaschen, 1% Tar-
tarus stipitatus Wasser, Alkoholreihe, Xylol, Kanada-
balsam, Initialkérper.

Darstellung des Vaccineerregers: Aus verschiedenen
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Zeiten Klatschpriparate, sorgfiltig Trocknen, Ein-
legen in Aqua destillata (Paschen), Trocknen.
lingere Fixierung in Alkohol absolut. Firbung nach
Loffler. Anfangs groflere Vaccineerreger (Paschen),
spiater kleinere Korperchen.

Variolaschnitte kann man auch nach der Methode
von Levaditi behandeln (Paschen) (S. 46, 47).

Mayer und Keysselitz (Beiheft z. Archiv f.
Schiffs- u. Tropenkrankheiten, 1909) firbten Schnitte am
inneren Organe mit Borrels Gemisch: Konz. wisserige
Losung von Magentarot, darauf Gemisch- gleicher Teile
konz. wisserig. Pikrinsiiurelosung -+— wisserige Indigo-
karminlisung.

Varicellenmaterial fixierten Keysselitz und
Mayer (Archiv f. Protistenkunde, 1908) mit Sublimat-
alkohol (3. 26), Flemmings und Hermanns Gemisch
(s. 24), Firbungen mit Magentarot, Orcein, Ehrlichs
Hamatoxylin mit FEosinnachfirbung, Eisenhdmatoxylin
(s. 25, 26), Giemsas Gemisch (s. 43).

Fiir Untersuchung frischer Klatschpriparate emp-
fiehlt Volpino die Dunkelfeldbeleuchtung.

Il. Tollwut (Lyssa).

Fiir die Tollwut sind die Negri’schen Korperchen
charakteristisch, fiir deren Darstellung zahlreiche Me-
thoden ausgearbeitet worden sind (vgl. A. Bohne, Zeit.
f. Infektionskrank. usw. der Haustiere, Ostertag, 2. Bd.).

a) Negri fixiert Stiickchen vom Ammonshorn in
Zenkerscher Fliissigkeit (pg. 25), Einbettung in Paraffin,
Farbung nach Mann (1% wisserige Eosinlésung 35 cem,
1% wisserige Methylblaulésung 35 cem, Aqua dest.
100 cem) 24 Stunden. Abspiilen in Wasser, Alk. absolut.,
dann Alkohol absolut. mit Zusatz von Natronlauge (30 ccm
Alkohol absolut. 5 Tropfen einer 1% Lésung von Na-
tronlauge in Alk. abs.) wieder mehrmals Abspiilen in
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Alk. absolut., Xylol, Kanadabalsam. Aulerdem fixierte
Negri noch mit einer Mischung von gleichen Teilen
einer gesittigten Sublimatlésung und Alkohol, Farbung
mit saurem Himatoxylin nach Ehrlich.

b) Bertarelli fixiert das Ammonshorn in 109
Formalin 2 Stunden, Schneiden mit Gefriermikrotom,
Antrocknen im Brutschrank bei 387° Firbung nach
Romanowski oder Giemsa (s. 43, 34).

¢) Volpino fidrbt 24 Stunden mit Pikrokarmin,
Wasser. Verdiinnte Methylenblaulésung bis zur starken
Blaufirbung, Wasser, Differenzieren in pikrinsaurem
Alkohol.

d) Methode von Bohne und Lentz: 2—3 mm
dicke Querscheiben des Ammonshorns werden 1 Stunde in
Azeton bei 837°C gehiirtet, dann 1'/> Stunde Paraffin
(Schmelzpunkt 55°C), dann Paraffinschrank von
58% C, Einbetten, Schneiden, Ankleben mit Wasser,
Xylol, Alkohol. Férbung: 1 Minute: Eosin extra B-Hochst
0,5+ 60 9% Athylalkohol 100,0; Wasser; Fiarben 1 Mi-
nute: Gesidttigte alkohol. Methylenblaulosung B-Patent
Hichst 30,0 -+ 0,01 % Kalilauge 100,0; Wasser; leichtes
Abtupfen mit Fliefpapier; Differenzieren in alkalischen
Alkohol bis zur schwachen Eosinfarbung, dann Differen-
zieren in saurem Alkohol (1 Tropfen 50% Essigsiure
auf 30,0), bis die Ganglienziige eben noch als blaue
Linien sichtbar sind; kurzes Abspiilen in Alk. absolut.
Xylol, Kanadabalsam.

Oder man fiarbt in derselben Weise und beizt nach
Agalli mit Lugolscher Losung: Jod 1,0 + Kal
jodat 2,0 + Aqua dest. ad 300,0 1 Minute; Wasser;
Differenzieren in Methylalkohol, bis das Priparat ganz
rot ist: Wasser; Nachfirben mit Methylenblauldsung
1/, Minute; Wasser; leicht abtupfen usw. wie oben.

e) Harris (Journ. of infect. diseases 5) fixiert
Ausstriche in Methylalkohol 1 Minute, Wasser, Ein-
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tauchen in alte gesittigte alk. Eosinlosung (1—3 Mi-
nuten), 2—3 Sekunden waschen, Eintauchen in eine
Liosung von frischem Unnas alkalischem Methylenblau
515 Sekunden Wasser, Entfirben in 95 % Alkohol,
absolut. Alk., Xylol, Zedernol.

Es empfiehlt sich fiir Quetschpriiparate einen Am-
monshornquerschnitt zwi_chen 2 Objekttrigern zu zer-
quetschen, die Ausstriche in Methylalkohol zu fixieren,
in Alk, absolut. abspiilen und wie oben zu farben.

Firbung von Klatschpriparaten nach Giemsa
(s. 43). Die kleinsten Korperchen firbt Babes
(Zeit. £ Hygiene u. Infektionskrank., 1907, 56. Bd.)
nach Ramon y Cajal (od. Levaditi) und nach Giemsa
(s. 43). J. Koch firbte d. G. mit Heidenhains Eisen-
himatoxylin (2. Tag. d. deutschen tropenmed. Gesell-
schaft, 1909).

l1l. Trachom.

Abstriche der Konjunktiva mit einem dickeren Deck-
glischen; Ausstriche nach Art der Malaria, Iluft-
trocknen; Alkohol absolut.; Fiarbung mit Eo:zin, Azur I
und II [falls kein gutes dest. Wasser in den Tropen
vorhanden] (s. 43), Giemsas FEosinazur (s. 43) oder
Methylenblau '/: Stunde oder Karbolfuchsin.

Klatschpriparate lufttrocknen; Einlegen in
Aqua dest. '/; Stunde und mehr; trocknen in senk-
rechter Lage; Alkohol absolut. fixieren; Fiarbung nach
Loffler (s. pg. 31).

Leber-Hartmann {ixieren nach der nassen Me-
thode mit Sublimatalkohol und firben mit Eisenhima-
toxylin nach Heidenhain oder Eisenhimatoxylin nach
Breinl-Hartmann (pg. 25, 26). Priiparate diirfen nie
trocken werden.

Di Santo (Archiv f. Augenheilkunde, LXI Bd.,

Prowazek, Protistenuntersuchung. 6
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1908) {firbte alkoholgehidrtete Follikelschnitte nach
Giemsa (s. 43, 34) 4—5 Stunden; und wusch in Alkohol
5—8 Minuten aus; Zedernél. Es ist fraglich, ob alle
die beschriebenen Gebilde mit dem Trachomerreger
etwas zu tun haben.

Herzog (Deutsche med. Wochenschrift 1909) firbt
mit Sublimat (3% - 3% Eisessig 50° C) {fixierte
Schnitte 2—3 Tage mit zur Hilfte verdiinntem Hima-
toxylin Weigert und differenziert mit 30% Essigsiure.

IV. Hiihnerpest.

Das Blut ist nach Rufl noch in Verdiinnungen
1:1000 Millionen infektionsféihig, es passiert Chamber-
land-Berkefeld- und Pukalfilter; iiberschichtet man aullen
die Pukalfilter mit 3% Agarlésung und filtriert nach
Abkiihlung unter Benutzung eines K6rtingschen Wasser-
strahlgeblifles bei einem Vakuum wvon zirka 20 mm,
so wird das Virus zurilickgehalten. Mittels der
oben beschriebenen Ultrafiltrationsmethode konnte in
einigen Fillen in nach Loffler gefirbten Priparaten
kleinste Kornchen eben nachgewiesen werden. Der
Nachweis dieser Kirperchen ist sehr schwer. In Tupf-
priparaten aus dem Vorderhirn, Wurm und Nachhirn
der Hiihner wurden eigenartige 1—1'/s & grofle Kor-
perchen nach der Methode von Giemsa gefirbt (Miinch.
med. Wochenschrift, 1908).

Im Gehirn der Ginse fanden Kleine (Zeitschr.
f. Hyg., 1905) und Schiffmann (Wiener klinische
Wochenschrift, 1906) typische Einschlisse; Fixierung
mit Alkohol und Zenkerscher Fliissigkeit (pg. 26), Fir-
bung mit Himalaun-Eosin-Brized, Mann’schen Gemisch
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V. Gelbsucht der Seidenraupe und Nonne.

Diagnostisch wichtig sind die intranuklear ent-
stehenden Proteinkristalloidle — polyedrischen Kor-
perchen; sie firben sich mit Jodlésungen gelb, mit
Millon’s Reagens (Quecksilber 10 g; rauchende Sal-
petersiiure 10 cecm, Wasser 20 cem) rotlich, mit Zucker
und Schwefelsiure morgenrot, mit 5% Sadurefuchsin
violett, mit Giemsas Eosinazur je nach ihrer Entwick-
lung violett und blaurot, mit Loéfflers Beize und Anilin-
fuchsin (s. pg. 31) rot, ferner firben sie sich nach Bolle
(Seidenbau in Japan, Hartlebens Verlag, 1899) mit Fuch-
sin, Eosin, Erythrosin, Methylgriin, Meteorblau, Gen-
tianablau, Methylviolett; mit Brillantkresylblau werden
sie bldulich. Pikrinsdure firbt sie gelb, bei Pepsinsalz-
siurezusatz verschwinden sie nach einiger Zeit (32° C).
Ausstriche werden mit Sublimatalkohol (3/5 konz. Su-
blimat -+ 1/3 90 % Alkohol) 10 Minuten fixiert, Wasser,
60 % Jodalkohol, 60 % Alkohol, Aqua dest. Firbung
mit verdiinntem Grenacherschen Himatoxylin (eventuell
mit salzsaurem Alkohol differenzieren) Brunnenwasser,
Alkoholreihe, Xylol, Kanadabalsam. Wah] farbt Schnitte
mit Eisenhdmatoxylin mit Bordeauxrotnachfirbung.

Am Rande von Ausstrichpriparaten (nasse Fixie-
rung s. oben) wurden kleine Kérperchen beobachtet,
sofern man zuerst mit Grenachers Himatoxylin und
dann mit Giemsas Eosinazur firbt (Archiv f. Protisten-
kunde, 1907).

Mittels der Methode der sog. Ultrafiltration (s. 76)
konnten dhnliche Korperchen neben den Polyedern und
Detritus nachgewiesen werden. In den Leukozyten
kommen rotliche Einschliisse vor (Giemsas Eosinazur).

Uber die Polyederkrankheit der Nonne (Lymantria
monacha L.) vgl. B. Wahl, ,,Zentralblatt f. d. gesamte
Forstwesen®, 1909,

6*
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VI. Molluscum contagiosum..

Um die Darstellung der Kérperchen hat sich be-
sonders Lipschiitz (Dermatolog. Zeitschr., Bd. XIV,
H. 8.) Verdienste erworben.

Native Priaparate werden im Dunkelfeld untersucht.
Ausstriche werden mit Alkohol fixiert, &) nach Giemsa
gefirbt (1 Tropfen Stammlésung auf 1 cem Aqua
destillata) 2 Stunden 56° C; kurze Tannindifferenzierung;
Wasser; trocknen; einschlieflen. @ Zu 5 eecm?® konz.
wisseriger Alaunlosung kommen 5 cem?®: Zine. sulfur.
1,0, Tannin 10,0, Aqua dest. 100 und schlieBlich 3 ecem?®
konz. alkohol. Gentianaviolettlosung; mehrfaches Er-
warmen bis zum Aufsteigen von Dampfen; abwaschen;
trocknen; einschlieflen. (c) Beizen der Ausstriche unter
mehrfachen Erwidrmen mit 5 cem?® kalt gesittigter,
einige Tage gestandener Ferrosulfatlosung +— 10 cem?
20 %o Tanninlosung. Abspiilen im scharfen Wasserstrahl;
firben nach Loffler (s. 81) mit Anilinwasserfuchsin
iiber der Flamme 3—5mal, abspiilen, trocknen. Falls
iiberfirbt wurde, Differenzierung mit Essigsiure (Acid.
acet. conc. 1 Teil und 300 Teil Aqua dest.) 1/:—1
Minute. Schnitte werden nach der Methode von Leva-
diti oder Yamamoto fixiert und behandelt (s. 47).

Vil. Gefliigelpocke. Epitheliom der Tauben und Hiihner.

Darstellung der Korperchen mittels der Ultra-
filtration (s. 76), Fiarbung nach Liffler (s. 31) oder
Thionin; mit Giemsas Eosinazur (s. 43, 34).

Schnellfarbung mit Eisenhdmatoxylin; nach Levaditi
Versilberung (s. 47), Himatoxylin-Sudan; oder nach
Apolant-Ehrlich (Virchow’s Archiv, 1903) Fixierung
in Alkohol oder Carnoy’s Alkohol-Chloroform-Essig-
siure-Gemisch; Schnitte auf einige Minuten in konz.
wisserige Irisaminlosung; Wasser; Nachfdrbung in
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Chlamydozoa. 85

einer nicht zu diinnen Methylgriinlosung 10 Sekunden;
Wasser; in Livulose einschlielen oder wasserfreier
Ather, Bergamottél und Kanadabalsam. Benda firbt
mit Gentiana-Vesuvin,

Viil. Epitheliom der Barben.

Lit.: G. Keysselitz, Archiv f. Protistenkunde,
1908. Fixierung der Stiicke nach Flemming (s. 24).
Farbung mit Ehrlichs Himatoxylin oder Breinl-Hart-
manns Eisenhdmatoxylin.

IX. Virus myxomatosum der Kaninchen.

Lit.: Splendore (Zent. f. Bakt., XLVIII Bd., 1909,
S. 801). Passiert nicht Chamberlandkerzen. In den
grollen Konjunktivazellen trachomkérperihnliche Ein-
schliisse; Zellen gebliht; Kornchen sehr fein. Einschlufl,
nach Giemsa verschwommen firhbar.

Die Frage beziiglich des Virus des Scharlachs, Masern,
und Maul- und Klauenseuche ist noch nicht spruchreif
— die im ersteren Falle vorhandenen Mallory’schen
Korperchen firbt man nach Mann oder Mallory sowie
nach den bei ,,Variola und Vaccine* angegebenen Me-
thoden. Ultrafiltration und Affenexperimente stets zu
empfehlen.




Register.

Alga Caragaheen 71.

Agar zur Verlangsamung
der Bewegung T?

Ammonmkmasser 65,

Amiben 20.

Anopheles 55 ff,

Auffrischen der Ciliatenkul-
turen 7T1.

Auramin 16.

Ausstrichpriiparate 51,

Berlinerblaumethode 20.
Bismarckbraun 13.
Borrels Gemisch 79.
Brillantkresylblau 14, 82.

Chromatin 18ff.
Ciliata 70, I
Cyanin 17,

Deckglasdicke 13.
Deckglasausstrich 33.
Dimethylamidoazolbenzol
16.
Dunkelfeldapparate 10, 11.
Dysenterieamdben 26.

Einbetten in Zeutrlfurren-l
rohrchen 25.

Eisenchlorid 75.

Eisenhimatoxylin nach Hei-
denhain 25.

Fisenhimatoxylin n. Rosen-
busch-Hartmann 26, 34.

Fanggliser 56.

Firbetrog nach Mayer 53,
Fiirbung nach Breinl, Ro- |
senbusch und Hartmann

26, 34.
Firbung mit Anilinfarben
nach Rawitz-Schuberg 78.
Filtration d. Vaccine 761,

' Glemsas

Fixierung mit Osmium-
dimpfen 40,

Flagellaten 80ff.

I‘lemmmrrs Losung 24.

— (starl{} 20,62

Fmammlf'eren 28.
Geibelbeize nach Loffler

; ?{31,439, 75

' Grelatine 18.

' Grelbsucht 82.

| Gemisch vom Rath 74.

Giemsa’s Eosinazur 33, 39,
44, 54.

Firbemethode
(nasse Fixierung) 34.

Giesons Firbung 67.

| Gregarinen 64.

Grenachers Himatoxylin
24, 27, 63.

Heidenhains Kisenhiémato-
xylin 25,

Hemmung der Bewegung
der Protozoen T71ff,

' Hermannsche  Fliissigkeit
o4, 62,

Hﬂlzesklﬂ' 68.

Huhnerpest 82,

Immersionsil 7.
Impfen der Kornea mit
Vaccine 77.

Kala-azar 61.
Kaliumbichromatessigsiure
nach Telly esumzhj 67.
Kalinmkarbonatlosung 388.
Kammer, Fechte nfi.ch

Sc'lm]zﬂ 78
Karbolthionin 69.
Kirschgummilosung 21,
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Register,

Klatschmethode 78.
Koccidien 62.

Kongorot 16.

Kultur von Amiben 21 ff,
Kulturen von Ciliaten 70.
Kultur der Spirochiiten 42.
Kultur von Treponema 49.
Kultur von Trypanosomen

36, 37.

Libhmung d. Protozoen 23

Levaditi - Pyridinmethode
46 Y,

Lichtschutzkappe mnach
Mayer 9.

Lofflers Geilelfairbung 31,
89, 76.

Lugolsche Lisung 80,

Malaria 501,
Mallory-Firbung 68,
Mannsche Firbung 79.
Mansons Methylenblau 52,
Markierapparat 12.
Methylenblau 14.
Methylgriinessigsiiure 19,
Methylorange 16.
Mikroskop 7.
Mikroskopierlampe 9.
Molluscum contagiosum 83.
Miillersche Fliissigkeit6!),27.
Myxosporidien 65.

Neutralrot 14, 26, 39.
Neutralviolett 16,
Nilblausultat 186.

Orthsche Gemisch 67.

Paramaecienkulturen nach |
Hertwig 70.

Pebrine 66, |

Perényische Fliissigkeit 69,
i3, ¢8. ' B

Pikrinessigsiiure 73, 29,

Piroplasmen 60, I

87

Plastin 19.
Polfiden der Myxosporidien
65 ff.

Radiolaria 29 ff,

v. Rathsche Gemisch 74
Romanowsky-Firbung 52 i,
Ross-Methode 35, 54.

Sarkosporidien 68.

Saponin 33

Schoittfirbung fiir Spiro-
chiiten 46 ff,

Schusterkugel 9.

Spirochitenfirbung  nach
Nikiforoftf und Liffler 41.

Spirochitenkultur 42,

Sublimatgemisch 24, 26, 28,
39, 62, g

Taurocholsaures
19,

Tellyesniczkys Gemisch 67,

Tollwut TY.

Trachom 8I1.

Treponema 43 ff.

— Kultur 49.

Tropiohn 16,

Trypanosomen 32ff.

Tusche 17.

Tuscheverfahren nach Buri
D,

Ultrafiltration 77, 82, 83.

Yaccine 76 ff.

Variola 76.

Verdauen 19,

Vitaltarbstoffe 18,

Weidenreich-Hoffmann Os-
mimmfixierung 40

Natrinm

Yamamoto - Schnittfirbung
47 1,

Zenkersche Fliissigkeit 25,
27.



V_er_]g_g von ‘_Fuhann__Amh_r_gs@us Barth in Leipzig.

DIEUDONNE, Prof. Dr. A, Immunitit, Schutz-

impﬁlﬂﬂ und SErumthErﬂpiE. Zussmmenfassende
Ubersicht iiber die Immunititslenre. 6. umgearbeitete
Auflage. VII, 240 S. 1909. M. 6.80, geb. M. 7.80.

Miinchener Medizinische Wochenschrift: Es izt ein grofier Vor-
zng des . Diendonné® vor manehen anderen Lehrbfichern der
Immunitiitsforschung, dall seine Leser auch in bezug auf die Ans-
gestaltung der modernen Immunititsforsechung im Laufenden er-
halten werden. Zu einer wirklich sachgemiBen Auswahl des
schwierigen Stoffes ist allerdings nur ein Autor befihigt, der, wie
gerade Diendonné, die Entwickelung der Immuuitiimi‘grﬂc:]]ung
griinillich mit durchlebt hat und selbst inmitten ihrer Weiterent-
wickelung steht. Kr besonders war befugt, Wichtiges aus dem
gewaltigen Material herauszugreifen. Kurz, der ,Dieudonné* ist
dasjenige weit verbreitete literarische Hilfsmittel, welches man als
geradezu unentbehrlich bezeichnen kann. Folgt dicses Buch doch
wegen des raschen Neuerscheinens seiner Auflagen, welche der
erfahrene Herausgeber dem jeweiligen neuesten Stande der Wissen-
schaft geschickt anzupassen versteht, der rapiden Entwickelung der
Immunititsforschung am besten,

Handbuch der Tropenkrankheiten. Unter Mit-
wirkung von Prof. Dr A. Baelz (Tokio), Prof. Dr.

P. W. Basset-Smith (Haslar), Dr. P. van Brero
(Lawang) usw., herausgegeben von Dr, Carl Mense
(Cassel), 3 Binde. Mit 560 Abbiddungen im Text
und auf 40 schwarzen und farbigen Tafeln, 1905/06.
M. 56.—, geb. M. 60.50.

' 8

Literarisches Zentralblatt: Keine Nation kann diesem Sammel-
werk ein gleich bedeutendes an die Seite setzen, das auf alle ein-
schliigigen Fragen in wahrhaft mustergiiltiger Form Antwort gibt.

Deutsche Medizinische Wochenschrift: Die Ausstattung des
Buches ist so vortrefflich wie die der fritheren Binde. Bo ist
denn das groll angelegte Werk, das den augenblicklichen Stand
nnserer Kenntnisse von den Tropenkrankheiten in Darstellungen
von Autoren, die an der Krforechung der betreffenden Krank-
heiten hervorragenden Anteil genommen haben, wiedergibt, voll-
endet und wird voraussichtlich fiir eine geraume Zeit ein . standard
work® in der internationalen Literatur auf dem (iebiete der
Tropenmedizin bilden, und der verdienstvolle Herausgeber ist zn
ihrem Gelingen zu begliickwiinschen.

DONITZ, W., Die wirtschaftlich wichtigen Zecken,
mit besonderer Beriicksichtigung Afrikas VIII, 127 S,

mit 88 Abbildungen auf 6 Tafeln. 1907.
M. 5.—, geb. M. 5.80.

Wiener Klinische Wochenschrift: Das Buch besitzt ‘alle Vor-
ziige eines klar geschriebenen Werkes, das den Zweeck verfolgt,
nicht nur dem Fachmanne zu dienen, sondern auch jenem Teile
der Mediziner, die diesem wichtigen Gebiete Interesse entgegen-

bringen,















