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Yorwort.

Auch in der vorliegenden Auflage habe ich mich bemiiht,
in moglichst knapper und deutlicher Fassung eine Auswahl brauch-
barer und tunlichst einfacher Methoden zu vereinigen. Mehrere
iiberholte Verfahren wurden weggelassen, bessere und neuere da-
fiir eingefiigt. Einige Abschnitte wurden villig umgearbeitet. Die
Auswahl wurde beschrinkt, um den Charakter als Taschenbuch
zu wahren. Das Biichlein will den téglichen Bediirfnissen im
pathologisch-histologischen Laboratorium entsprechen und nament-
lich dem Anfénger ein Helfer sein.

Von dieser Auflage erscheint zugleich eine von Herrn Pavlo-
vitsch besorgte Ubersetzung ins Serbische.

Graz, im Janner 1924,
H. Beitzke.
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Instrumentarium.

Mikroskop. Man beziehe ein Mikroskop nur von einer be-
wihrten Firma (z. B. Winkel-Gottingen, ZeiB-Jena, Leitz oder
Seibert-Wetzlar, Reichert-Wien). Empfehlenswert ist ein mittel-
groBes Stativ mit Revolver fiir drei Objektive, grober und feiner
Einstellung und Abbéschem Beleuchtungsapparat. AuBer einer Ol-
Immersionslinie wihle man eine schwache und eine stérkere Trocken-
linse (etwa A und D von Zeil oder 3 und 7 von Leitz) nebst zwei
Okularen (2 und 4 von ZeiB, 1 und 3 von Leitz). Die doppelt teuren
apochromatischen Linsen sind nur fiir besonders feine Unter-
suchungen, namentlich Protozoenstudien, erforderlich. Das Mikro-
skop ist, solange es nicht benutzt wird, vor Staub und Licht ge-
schiitzt aufzubewahren, am besten in dem den groBeren Stativen
beigegebenen Schrankchen. Schmutz ist mit einem weichen Leder-
lappen abzureiben. Die Linsen putze man mit weichem Leinen
oder japanischem Seidenpapier und einem Tropfen absoluten Al-
kohol oder Benzin. Man hiite sich vor zu starkem Reiben, um die
Fassung der Linsen nicht zu beschidigen.

Die beste Lichtquelle zum Mikroskopieren ist das Tageslicht
(man stelle den Spiegel mdglichst auf eine weie Wolke, nie un-
mittelbar auf die Sonne ein). Von kiinstlichen Lichtquellen ist
am meisten das Auerlicht zu empfehlen, fast ebensogut ist eine
Gliihlampe mit matter Birne; Petroleumlicht ist schlecht. Bei
Benutzung kiinstlichen Lichtes fiige man stets in den Beleuchtungs-
apparat eine kleine hellblaue Glasscheibe ein. Auch kann man
zwischen Lichtquelle und Mikroskop eine Schusterkugel (Glas-
kolben mit schwacher Kupfersulfatlosung gefiillt) einschalten. Es
ist wesentlich, bei gefarbten Priparaten stets mit weiter, bei un-
gefarbten mit enger Blende zu arbeiten, da volle Beleuchtung das
Farbenbild, schwache das Strukturbild hervortreten lift; auf
richtige Einstellung der Blende kommt besonders bei ungefirbten
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Praparaten viel an. Hat man eine Irisblende, so kann man stets den
Hohlspiegel benutzen, indessen empfiehlt sich die Benutzung des
Planspiegels bei Untersuchung ungefdrbter Objekte mit starker
VergroBerung, da der Hohlspiegel mit seinen konvergierenden
Strahlen ein zu helles Licht liefert.

Fiir Untersuchungen im polarisierten Licht ist ein dreh-
barer Objekttisch und ein Polarisationsapparat erforderlich.
Letzterer besteht aus dem Polarisator, der in den Blendenrahmen
des Beleuchtungsapparates eingehdngt wird, und dem Analysator,
den man auf das Okular aufsetzt (es gibt auch Analysatorokulare,
die an Stelle des Okulars in den Tubus eingefiigt werden). Man
stelle zuerst das Objekt ein, bringe den Polarisator an, setze dann
den Analysator auf und drehe ihn, bis das Gesichtsfeld maximal
dunkel erscheint (gekreuzte Nicols). Nun drehe man den Objekt-
tisch langsam um 360°, wobei doppeltbrechende Substanzen viermal
aufleuchten. Bleibt ein Aufleuchten aus, so lagere man das Objekt
anders oder fertige ein neues Praparat an, da bei bestimmter Lage
der optischen Achsen die Doppelbrechung nicht hervortritt.

Zur Beobachtung im Dunkelfeld braucht man einen Para-
boloidkondensor (oder den Wechselkondensor fiir Hell- und Dunkel-
feld) sowie eine starke kiinstliche Lichtquelle, am besten eine kleine
Bogenlampe, die aus etwa 15 ¢m Entfernung das Licht durch eine
Sammellinse auf die Planseite des Spiegels wirft. Der Spiegel mufl
ganz gleichméaBig beleuchtet sein, was man durch ein vor den Spiegel
gehaltenes Stiick weiBes Papier priift. Objekttriger und Deck-
gliser von bestimmter Dicke sind notwendig, die jede Firma fiir
ihren Kondensor besonders angibt. Zwischen Kondensor und Objekt-
trager ist ein Tropfchen Zedernél zu bringen. Die Objekte miissen
in ganz reinem Wasser liegen, da die kleinste Verunreinigung stort.
Beweglicher Objekttisch sehr erwiinscht. Man gebraucht starke
Trockenlinsen oder die besonders fiir Dunkelfeldbeleuchtung ge-
bauten Apochromatimmersionen ; gewohnliche Immersionen konnen
nach Einfiigung besonderer Blendenzylinder ebenfalls benutzt
werden. Die frisch zu untersuchenden Objekte erscheinen hell
auf dunklem Grund. Will man gefarbte Ausstrich- oder Schnitt-
préparate im Dunkelfeld untersuchen, so mu man zwischen Licht-
quelle und Spiegel eine Mattscheibe bringen, von der man sich
nach Bedarf eine Hilfte durch Bestreichen mit Ol etwas durch-
scheinender machen kann.
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Zum Mikrometrieren benotigt man ein Okular- und ein
Objektmikrometer. Ersteres wird auf die Blende des Okulars gelegt
und zunéchst festgestellt, wie viele der in das Okularmikrometer
eingeritzten Intervalle auf die zu messende Entfernung gehen
(man benutze stets nur die Mitte des Gesichtsfeldes!). Dann ersetzt
man bei gleichbleibender Optik das Praparat durch das Objekt-
mikrometer, auf dem sich eine Einteilung in Hundertstel Millimeter
findet, und stellt fest, wie sich die Einteilung des Okularmikrometers
zu der des Objektmikrometers verhdlt. Ein beweglicher Objekt-
tisch ist hierbei kaum zu entbehren. Beispiel: Das zu messende
Objekt bedecke 5 Intervalle des Okularmikrometers. Bei der be-
nutzten VergroBerung entsprechen 20 Teile des Okularmikrometers
15 Teilen des Objektmikrometers; dann ist ein Teil des Okular-

15 ;) 19 ="75u, das Objekt also 5 X 7,0 =37,pbu

mikrometers

groB.

Erwiinscht ist endlich ein Zeichenapparat, der im selben
Gesichtsfeld zugleich das mikroskopische Bild und das Zeichen-
papier sichtbar macht. Wesentlich ist fiir das Zeichnen mikro-
skopischer Priparate, daB das Zeichenbrett sich in gleicher Hohe
wie der Objekttisch befindet, damit die VergréBerung des Bildes
keine Anderung erfihrt. Man wiéhle ein moglichst glattes Karton-
papier und einen mittelharten Bleistift, am besten einen sog. Steno-
graphenbleistift.

Messer. Ein Rasiermesser, dessen Klinge auf der unteren
Seite flach geschliffen ist.

Ein Doppelmesser, am besten ein solches mit zwei Stellschrauben
(erhéltlich bei Mahrt und Hoérning in Gottingen und bei Altmann-
Berlin, Schumannstr.).

Ein mittelgroBes Skalpell.

Eine kleine, leicht gebogene Schere, eine feine, spitze Pin-
zette. Mehrere spitze Prépariernadeln, am besten in Holz-
griffen mit Vorrichtung zum Auswechseln der Nadeln. Zum Ar-
beiten in Sauren und Metallosungen braucht man Glasnadeln, die
man sich aus Glasstab leicht selbst herstellen kann. Ein weicher
Haarpinsel. Ein nicht zu schmaler Spatel aus Neusilber (ist
entbehrlich, wenn man die Schnitte aufklebt oder wenn man sie
aus Wasser, bzw. Xylol unmittelbar auf den darin eingetauchten
Objekttrager aufzieht). Kine Anzahl Uhrgliser von etwa



10 Instrumentarium.

5 e¢m Durchmesser, eine Anzahl groferer und kleinerer Pri-
paratengliser mit gutschlieBenden Stopfen (eingeriebene Glas-
stopsel sind teuer und nicht unbedingt notwendig). Empfehlens-
wert sind Késtchen aus Glas oder Steingut mit innen senkrecht
angebrachten Leisten zum Einsetzen der Objekttriiger beim Férben.
Ein graduiertes Zylinderglas zu 100—150 ¢cm und ein solches
zu 10 cem. Mehrere Glastrichter von 5—10 ¢m Durchmesser.
Glasstébe, gliserne Pipetten. Kinige groBere Glasschalen. Ob-
jekttréger in einem der gebrduchlichen Formate und Deck-
gliaschen von 18 mm Seite. Fiir Schnittserien sind oft groBere
Glasplatten erwiinscht, die mit Glimmerplattchen bedeckt werden.
Fettfarbstifte oder Glastinte zum vorldufigen Bezeichnen der
Préiparate. Erwiinscht ist ferner eine kleine Zentrifuge.

Reinigen gebrauchter Objekttriger und Deckgléser geschieht.
indem man sie einige Tage in (gebrauchtem) Xylol weicht und
dann vorsichtig mit einem weichen Tuche putazt.

Das Verfahren ist nur anwendbar, wenn es sich um frisch an-
gefertigte Préiparate handelt. Sind sie dlter als drei Tage, so ist
folgende Reinigungsart zu empfehlen: 100 ¢ chromsaures Kali
werden in 117 heilem Wasser gelost und unter Umriihren 100 ¢
rohe Schwefelsiure hinzugefiigt. Man erwirme die Priparate iiber
einer kleinen Flamme und werfe die Deckgliser, sobald sie sich ab-
nehmen lassen, in eine Porzellanschale mit obiger Lésung, die
Objekttrager in eine andere. Man erwirmt die Schalen 10 Min, lang
bis zur Dampfbildung und 148t sie dann kalt 2—3 Tage stehen. Der
an der Oberfliche schwimmende, geschmolzene Balsam kann mit
zusammengefaltetem Papier abgenommen werden. Alsdann Ab-
gieBen der Losung, Nachspiilen mit kaltem Wasser. Sind die Gléser
noch nicht klar genug, so kann das Verfahren wiederholt werden.
Zuletzt Spiilen mit Alkohol und Putzen mit einem trockenen,
weichen Lappen.

Mikrotom. Man wende sich auch hier an eine bewahrte
Firma (z. B. Jung-Heidelberg, Sartorius-Gottingen, Schanze-
Dresden). Die Gefriermikrotome, bei denen das Objekt durch
Verstiubung von Ather oder fliissiger Kohlensédure zum Gefrieren
gebracht wird, sind sog. ,,Hobelmikrotome*; das Messer ist an einem
um eine vertikale Achse drehbaren Hebelarm befestigt und hobelt
gleichsam die Schnitte vom Objekt herunter. Man nehme ein Mikro-
tom mit automatischer Einstellung (bei dem der Objekttisch nach
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jedem Schnitt selbsttéiitig um die gewiinschte Schnittdicke gehoben
wird.) Einige besitzen gleichzeitig eine Vorrichtung zum Befestigen
von Paraffinblocken. Indessen sind fiir eingebettete Praparate
die Schlittenmikrotome bei weitem vorzuziehen, fiir Celloidin-
préparate unentbehrlich. Sie sind griBer und kostspieliger als die
vorerwahnten Mikrotome, aber bedeutend leistungsfahiger. Bei
ihnen wird das Messer in einer horizontalen Schlittenbahn bewegt
und das Objekt ebenso wie bei den Hobelmikrotomen gegen die
feststehende Schnittebene des Messers gehoben. Die verschiedenen,
in Gebrauch befindlichen Systeme stehen an Giite einander nicht
nach; es gibt iibrigens auch Schlittenmikrotome mit gleichzeitiger
Vorrichtung zum Gefrieren. Man halte die Mikrotome stets sauber
und ¢6le haufig die Gelenke und die Schlittenbahn mit gutem
Maschinendol. Ebenso sind die Mikrotommesser stets sorgfiltig zu
sdubern unter Schonung der Schneide. Man ziehe sie ofter vor-
sichtig auf einem guten Streichriemen ab; zum Halten dient dabei
ein Holzgriff, in dem der kleine am Ende des Messers befindliche
Stiel mittels Schraube befestigt wird. Zum Schutze gegen Rost
bewahre man sie in einem trockenen, fest schlieBenden Behéltnis
auf; werden sie lingere Zeit nicht benutzt, so sind sie sorgfiltig
einzufetten.

Ein Paraffinofen (auf 54—56° zu halten) ist zur Paraffin-
einbettung unentbehrlich. Am meisten zu empfehlen sind solche
mit elektrischer Heizung, nichstdem mit Gasheizung, beide mit
Thermoregulator; weniger verlafllich beziiglich der Konstanz der
Temperatur, aber immerhin ganz brauchbar sind solche mit Petro-
leumheizung. Kleine Paraffinofen schiitze man vor Zug und plotz-
lichem Temperaturwechsel, da sie leicht mit der AuBentemperatur
Verdnderungen ihrer Warme erleiden, trotz Thermoregulator.

Erwiinscht ist endlich ein Brutofen (37°). Man kann sich
auch auf den Paraffinofen ein kleines, verschlieBbares Metall-
schrankchen aufsetzen lassen, in dem man (durch geeignete Liiftung)
bequem eine der Brutwirme entsprechende Temperatur herstellen
kann.
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Untersuchung frischer Priparate.

Die Untersuchung am frischen Priparat sollte nie unterlassen
werden, da sie einerseits eine schnelle Orientierung ermoglicht,
anderseits manches zeigt, was am gehérteten Préparat nicht zu
sehen ist. Man nehme immer moglichst wenig der zu untersuchenden
Substanz und bringe sie aufler beim Quetschpriparat nie auf einen
trockenen Objekttriiger, sondern immer in einen Tropfen derjenigen
Fliissigkeit, in welcher untersucht werden soll. Als solche diene in
der Regel eine 0,9 proz. (den menschlichen Korperséften isotonische)
Kochsalzlosung oder Ringerlosung (Kochsalz 0,7—0,8, Natrium-
bikarbonat 0,01, Chlorkalium und Chlorkalzium je 0,02, Aq. dest.
100). Beide sind ofter frisch zu bereiten und durch Kochen zu sterili-
sieren, da sich sehr bald niedere Pflanzen darin anzusiedeln pflegen.
Wo es sich nicht um sehr vergéngliche Zellen (z. B. Protozoen, rote
Blutkorperchen) handelt, kann man auch gewothnliches Leitungs-
wasser nehmen. AuBer der Kochsalzlosung wird gebraucht:
2—b proz. Essigsdure (hellt das Protoplasma auf, 146t die Kerne
schrumpfen und besser hervortreten), 1—3 proz. Kali- oder Natron-
lauge (lost Zellen, kollagene und Muskelfasern auf; Fett, Pigment,
Konkremente, Bakterien und elastische Fasern bleiben erhalten),
b proz. Salzsiure (zum Entkalken), stark verdiinnte (weingelbe)
Lugolsche Losung (Jod 1, Jodkali 2, Wasser 100) zum Mazerieren.
Wenn die Losung sich entfarbt, setze man einige Tropfen unver-
diinnte Lugolsche Fliissigkeit hinzu. Alle diese Losungen verwahrt
man zweckmiflig in Flaschen, an deren Stopfen ein bis auf den Boden
reichender Glasstab befestigt ist, um mit ihm die Losungen tropfen-
weise zu entnehmen. Frische mikroskopische Préparate, die einige
Stunden aufgehoben werden sollen, miissen vor dem Vertrocknen
geschiitzt werden. Man bringt sie zu diesem Zweck in eine sog.
feuchte Kammer, d. h. in eine Petrischale, auf deren Boden
man angefeuchtetes FlieBpapier gelegt hat, und 146t die verschlossene
Schale an einem kithlen Ort stehen.

Abstrichpréaparat. Man streiche mit dem trockenen Messer-
riicken unter leichtem Druck iiber die Organfliche, von der man
Material zu entnehmen wiinscht, und bringe das an der Klinge
héngende Material auf den Objekttriger in einen Tropfen Kochsalz-
oder Ringerldsung.

Zupfpriaparat. Man zerzupfe mittels der Prapariernadeln ein
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kleines Gewebstiickchen so lange, bis makroskopisch kaum mehr
etwas zu sehen ist (womdglich unter Zuhilfenahme der Lupe). Fiir
manche Objekte ist die Zuhilfenahme einer Mazerationsfliissigkeit
empfehlenswert. Als solche konnen dienen: 33 proz. Alkohol (Ein-
wirkung 24 Stunden), Miillersche Fliissigkeit (24 Stunden) und ver-
diinnte Lugolsche Losung (2—12 Stunden).

Quetschpraparat. Man bringe ein Gewebsteilchen trocken
auf den Objekttrédger und breite es durch sanften Druck auf das
dariibergelegte Deckglas gleichméBig in diinner Schicht aus.

Fliissigkeiten konnen in manchen Fillen direkt zur Unter-
suchung benutzt werden. Entweder man 148t einen Tropfen zwischen
Objekttrager und Deckglas sich in kapillarer Schicht ausbreiten,
oder man benutzt die Methode des hiangenden Tropfens. Ein
nicht zu grofer Tropfen wird auf die Mitte des Deckglaschens ge-
bracht und ein hohlgeschliffener Objekttriiger, dessen Ausschnitt
mit Vaselin umrandet ist, wird mit dem Ausschnitt derart iiber das
Deckglas gelegt und etwas angedriickt, daB der Ausschnitt nach
allen Seiten luftdicht abgeschlossen ist. Der Objekttriger wird
alsdann umgekehrt und mit dem Mikroskop zunichst der Rand
des Tropfens eingestellt. Ist die zu untersuchende Fliissigkeit sehr
zellarm, so 146t man sie vorher (in einem Spitzglas) sedimentieren
oder zentrifugiert. Sehr zellreiche Fliissigkeiten verdiinne man,
indem man einen Tropfen davon auf den Objekttrager bringt und
einen oder mehrere Tropfen Kochsalz-, bzw. Ringerlosung hin-
zufiigt.

Schnittpriparate. a) Scherenschnitte. Kleine flache Ge-
webspartikel werden mit der gebogenen Schere entnommen und
zwischen Objekttriger und Deckglas etwas breitgedriickt.

b) Rasiermesserschnitte. Man feuchte das Messer zum Schneiden
stets an; lauft das Wasser auf der Messerklinge zusammen, ohne sie
in ganzer Ausdehnung zu befeuchten, so ist die Klinge fettig und
muBl mit Alkohol sorgfiltig geputzt werden. Das zu schneidende
Organstiick halte man am besten zwischen zwei Stiickchen in
Alkohol gehérteter Amyoloidleber (Klemmleber) fest und fertige
die Schnitte bei horizontaler Haltung des Messers, indem man
mehr zieht als driickt, und die ganze Lénge der Klinge nach Moglich-
keit ausnutzt. Von der Messerklinge entfernt man den Schunitt mit
einem Pinsel und bringt ihn auf den Objekttriger oder in Wasser,
bzw. Kochsalzlosung, aus der man ihn mit dem Objekttriger auf-
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fangt. Das Schneiden mit dem Rasiermesser ist mit Vorteil auch
an gehirteten Objekten ausfiihrbar, verlangt aber viele Ubung.
Bedeutend leichter sind

¢) Doppelmesserschnitte. Das Doppelmesser ist gleichfalls
fettfrei zu halten und vor dem Schneiden gut anzufeuchten. Man
stelle die beiden Klingen moglichst parallel, und zwar so dicht,
daB ein Spalt eben sichtbar ist, wenn man das Messer mit zuge-
wandten Schneiden gegen das Licht halt. Je harter das Organ,
desto leichter ist das Schneiden und desto enger kann der Spalt
sein. Man fasse die Doppelmesser moglichst am Ende nach Art
eines Fiedelbogens und schneide nie auf die Kapsel eines Organs
(Leber, Niere) ein, sondern immer auf die Schnittfliche; mehr
Ziehen als Driicken. Hat man eingeschnitten, so mache man noch
einige kurze sigende Bewegungen, indem man das Messer nach
rechts und links neigt, um den Schnitt aus dem Gewebe loszulosen.
Alsdann 6ffne man das Doppelmesser unter Wasser, wo sich der
Schnitt bei einigen leichten Bewegungen von der Klinge 16st; man
fangt ihn mit dem Objekttriger auf.

d) Gefriermikrotomschnitte. Die Stiicke seien nur
1—2 mm dick, da sonst die oberen Schichten, die zuerst vom Messer
getroffen werden, nicht geniigend gefrieren oder erst nach An-
wendung von unverhéltnisméBig viel Ather, bzw. Kohlensiure.
(Gehirtete Priparate miissen vor dem Schneiden mindestens eine
Stunde in flieBendem Wasser gewdissert sein, insbesondere wenn
es sich um Hirtungsfliissigkeiten handelt, die den Gefrierpunkt
herabsetzen, wie Formalin und Alkohol.) Man bringe das Material
mit etwas Wasser auf den Objekttisch, driicke mit einem Messer-
griff oder Spatel leicht an und lasse den Ather, bzw. die Kohlenséure
in kurzen Absitzen verdampfen. Man sei mit Ather und Kohlen-
sdure moglichst sparsam, da zu starkes Gefrieren die Gewebe
schadigt (besonders leicht bei frischen und nicht geniigend fixierten
Praparaten). Splittern die Schnitte, so ist das Objekt zu hart
gefroren, und man muf es durch Betupfen mit dem Finger etwas
zum Auftauen bringen. Beim Schneiden ist darauf zu achten, daf
die Schrauben, die die Messerklinge halten, fest angezogen sind.
Nach dem Schneiden entferne man den in den Schléuchen sitzenden
Ather, bzw. die Kohlensiure, da die Gummischliuche durch den
Ather leiden und die Kohlenssure unter Umsténden fest wird und
den Schlauch verstopft. Von der Messerklinge, die stets gut zu
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befeuchten ist, bringe man die Schnitte mit einem weichen Pinsel
in kurz vorher gekochtes Wasser; in ungekochtem Wasser hingen
sich zahllose Luftbléschen an die Schnitte (Schnitte von gehirteten
Objekten bringt man am besten in 60 proz. Alkohol und von diesem
erst in Wasser, wo sie sich sofort glatt ausbreiten; es ist darauf zu
achten, daf man keinen Alkohol auf das zu schneidende Objekt
iibertrigt). Von geeigneten Objekten lassen sich leicht Schnitte
von 10 u Dicke erhalten.

Fixierung und Hirtung.

Die Fixierung hat den Zweck, die im Leben, bzw.im Moment
des Todes vorhandene Struktur der Gewebe festzuhalten. Zu diesem
Zwecke werden die EiweiBkorper durch physikalische, bzw. chemische
Mittel in feste, unlosliche Verbindungen und Modifikationen iiber-
gefiihrt, die sich weder in Wasser noch in schwachen Basen und
Sauren, noch in Farbfliissigkeiten auflosen. Die Fixierung ist in
vielen Fillen zugleich eine unentbehrliche Grundlage fiir die
histologische Farbung. Durch die Hartung sollen die Gewebe
eine zum Schneiden passende Konsistenz erhalten. Durch die
meisten der im folgenden genannten Mittel werden Fixierung und
Hértung gleichzeitig bewirkt. Welche der aufzuzihlenden Me-
thoden jedesmal anzuwenden ist, wird bei der Untersuchung der
einzelnen Organe und Verdnderungen besprochen werden. Man
nehme die Stiicke so frisch wie moglich und nie zu groB, hochstens
15 em dick, damit die Flissigkeiten gut eindringen kinnen; man
bemesse die Fliissigkeiten reichlich und sorge, daf sie von allen
Seiten an die Gewebsstiicke herangelangen konnen, indem man
etwas Watte oder FlieBpapier auf den Boden der zur Aufnahme
bestimmten GeféBe bringt. Fixierung und Hartung lassen sich durch
Bruttemperatur beschleunigen. Nach erfolgter Hirtung sind die
Stiicke allemal (falls nicht Alkohol oder Azeton zum Hirten ver-
wandt ist) mindestens eine Stunde lang in flieBendem Wasser aus-
zuwaschen und konnen dann entweder mit dem Gefriermikrotom
geschnitten oder zur Einbettung vorbereitet werden.

Alkohol wird in Konzentration von 70 oder 100 Proz. ver-
wandt. Der erstere hirtet langsamer, aber schonender. Aus dem
70proz. bringe man die Stiicke nach 1—2 Tagen in 93 proz. und
nach einem weiteren Tag in absoluten Alkohol. Zur sofortigen
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Hartung in absolutem Alkohol nehme man nur kleine Stiicke von
héchstens 3 mm Dicke und wechsle den Alkohol mehrmals. Alkohol-
fixierung hat den Nachteil, daf zartere Gewebe stark schrumpfen,
Fett groBtenteils gelost und das Hémoglobin aus den roten Blut-
korperchen ausgezogen wird; in manchen Fillen ist sie jedoch
unentbehrlich.
Reines Azeton wird ebenso angewandt wie absoluter Alkohol.
Formalin. Die kiufliche 40 proz. Formalinlosung, die wegen
ihrer groBen Zersetzlichkeit stets gut verschlossen und vor Licht
geschiitzt aufbewahrt werden mufl, wird zehnfach verdiinnt und
die Organstiicke je nach ihrer GroBe 12 Stunden bis mehrere Tage
darin gehiirtet. (Gut verschlieBbare Flaschen, besonders, wenn
man bei Brutwirme hirtet, weil sonst das Formalin zu rasch ent-
weicht!) Bei sehr stark bluthaltigen Praparaten treten mit starken
Formalinkonzentrationen sehr oft storende Fillungen von Blut-
farbstoff ein, die Pigmente vortauschen konnen. Man entfernt sie,
indem man die Schnitte auf 10 Minuten in eine Losung aus einem
Teil 1 proz. wésseriger Kalilauge und 100 Teilen 80 proz. Alkohol
bringt; alsdann 5 Minuten auswaschen in zweimal gewechseltem
Wasser, 5 Minuten 80 proz. Alkohol, dann wieder Wasser. Das
Formalin ist das vorziiglichste Hartungsmittel, wenn man Gefrier-
schnitte zu machen beabsichtigt.
Miillersche Losung:
Doppeltchromsaures Kali . 2
Schwefelsaures Natron . . 1
Wasser . . . . . . . .. 100
Die Hirtung erfordert mehrere Wochen bis Monate, ist schonen-
der als beim Alkohol und weniger kostspielig. Abgesehen von ein-
zelnen besonderen Fillen wird sie heutzutage fast nur noch in Ver-
bindung mit Formalin angewandt als
Orthsche Losung. Sie besteht aus einem Teil Formalin
auf neun Teile Miillerscher Losung und ist jedesmal frisch zu be-
reiten, da sich in einigen Tagen in ihr Niederschlige bilden. Sie
fixiert vorziiglich Kernteilungsfiguren und rote Blutkérperchen
und ist gleichfalls sehr brauchbar, wenn man Gefrierschnitte an-
fertigen will.
Sublimat fixiert ausgezeichnet, ist aber nur bei sehr diinnen
Stiicken anwendbar. Nach der Fixierung sind die Organstiickchen
sehr griindlich, mindestens 24 Stunden lang, in flieBendem Wasser
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auszuwaschen, um die storenden Sublimatniederschlige zu ent-
fernen. Nach dem Auswissern lege man die Praparate in 70 proz.
Alkohol, den man durch Zusatz von einigen Tropfen offizineller
Jodtinktur dunkelbraunrot geférbt hat und den man so oft wechselt,
als noch Entfirbung eintritt; erst dann kann man sicher sein, keine
Sublimatniederschlige zu erhalten. Folgende Sublimatgemische
sind empfehlenswert:
Konzentrierte wisserige Losung, 3—6 Stunden.

Sublimateisessig:
Sublimat. . . . . . .. 39
Eisessig . . . . . . .. 1ecem
Wasser . . . .. ... 100 eem

Das Gemisch ist schonender und verlangt 24stiindige Ein-

wirkung.
Zenkersche Losung:
Sublimat. . . . . . . .. 5
Kaliumbichromat . .. . . . 25
Natrium sulfuricam. . . . 1
Wasser. . . . . . . . .. 100

werden in der Warme gelost. Kurz vor dem Gebrauch setzt man
fiinf Teile Eisessig hinzu; Einwirkung 24 Stunden; ist auch fiir
groBere Stiicke anwendbar.

Nach HeLry kann man den Eisessig durch Formalin ersetzen;
Hértung kleiner Stiicke ist in dieser Losung bei Brutwirme oft
schon in 6 Stunden vollendet.

Flemmingsche Losung:

Eisessig. . . . . . .. . .. 1
2 proz. Osmiumsgure . . . . 4
1 proz. Chromsiure . . . . . 15

Die Mischung ist jedesmal frisch herzustellen, da sie sich leicht
zersetzt. Die Objekte diirfen hochstens 2 mm dick sein. Ein-
wirkungsdauer 12—24 Stunden im Dunkeln, sehr griindliches Aus-
waschen in flieBendem Wasser. Bei der weiteren Behandlung der
Objekte ist Xylol zu vermeiden. Die Methode fixiert vorziiglich
Kernstrukturen. Fiir Kernfarbungen sind fast nur Anilinfarben
anwendbar.

Kochmethode. Die Gewebsstiickchen werden 1—114 Minuten
in kochendes Wasser eingetaucht. Die Methode ist keine schonende,
aber empfehlenswert zur Fixierung eiweiBreicher Fliissigkeiten

Beitzke, Taschenbuch. 2
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(Lungenddem, Nephritis, Cysteninhalt). Nachhértung in Formalin

und Alkohol oder sofort in Alkohol von steigender Konzentration.
Altmannsche Fliissigkeit: Mischung gleicher Teile bHproz.

Kaliumbichromatlosung und 2proz. Osmiumsaureldsung.

Hirtung kleiner, moglichst frisch nach dem Tode entnommener
Stiicke 24 Stunden lang bei Brutwirme, nachher griindliches Aus-
waschen in flieBendem Wasser. Die Methode dient zur Fixierung
der Zellgranula.

In vertrocknetem Zustande zur Untersuchung eingesandte
Gewebe kann man in vielen Fillen wieder tauglich machen, wenn
man sie in eine 20proz. Antiforminlosung legt, bis sie entsprechend
gequollen sind (einige Stunden bis 2 Tage). Fixierung in Formalin
einige Stunden.

Entkalkung.

Knochen oder andere kalkhaltige Gewebe miissen vor dem
Schneiden entkalkt werden. Vorbedingung ist eine gute Hartung in
Alkohol, Formalin oder Miillerscher Fliissigkeit. Die zu entkalken-
den Objekte diirfen nicht zu grof sein, da sonst die Entkalkung der
innersten Schichten zu lange Zeit in Anspruch nimmt. Die Ent-
kalkungsfliissigkeit ist stets reichlich zu bemessen und mindestens
taglich einmal zu wechseln. Die Entkalkung ist erst dann vollendet,
wenn die Stiicke biegsam geworden sind oder sich mit dem Messer
bequem schneiden lassen (zu dieser Probe benutze man stets ein altes
Messer, da die stark sauren Entkalkungsfliissigkeiten die Messerklinge
angreifen). Nach vollendeter Entkalkung kommen die Stiicke (zur
Vermeidung von Quellungen) auf 12—24 Stunden in eine dproz.
Losung von Kalialaun und werden darauf so lange in flieBendem
Wasser ausgewaschen, bis angedriicktes blaues Lackmuspapier
sich nicht mehr rétet (mindestens 24 Stunden), da sonst die Férb-
barkeit leidet. Folgende Entkalkungsfliissigkeiten sind empfehlens-
wert:

5—10proz. Salpetersdure (man beachte, dal die offizinelle
Salpetersidure nur 25proz. ist). Die Entkalkung erfordert je nach
dem Kalkgehalt und der GroBe der Stiicke mehrere Stunden bis
Wochen.

Formalin-Salpetersidure, von beiden 10 auf 100 Teile,
kann auch ohne vorherige Hartung verwandt werden und wirkt wie
die vorige Losung.
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Formalin-Ameisenséure, Formalin 10, Ameisensiure 50,
Wasser 40, hirtet und entkalkt ebenfalls zugleich, und zwar rasch
und schonend. Bei Zéhnen besonders zu empfehlen.

Einbettung.

Von gehérteten Objekten lassen sich in den meisten Fillen mit
Rasiermesser oder Gefriermikrotom (siehe S. 14) brauchbare Schnitte
gewinnen; wenn man jedoch feinere Schnitte benttigt, oder wenn es
sich um zarte, locker gefiigte Objekte handelt, ist Einbettung er-
forderlich. Heutzutage werden hauptsichlich die Paraffin- und
Celloidinmethode angewandt, von denen jede ihre Vorziige und
Nachteile hat. Die Paraffineinbettung ist rascher und leichter aus-
zufithren und ermdoglicht die Herstellung weit diinnerer Schnitte,
als bei Celloidineinbettung, wenigstens an kleinen Objekten. Hin-
gegen ist die Celloidineinbettung schonender, mit weniger Instru-
mentarium ausfithrbar und erlaubt wegen der Durchsichtigkeit des
Celloidins eine bessere Orientierung an den eingebetteten Objekten.
Bei der Besprechung der einzelnen Verdnderungen und Organe wird
angegeben werden, wann die eine oder andere Methode den Vorzug
verdient.

Paraffineinbettung. Griindliches Entwissern der gut
fixierten Préiparate in Alkohol von steigender Konzentration (etwa
je einen Tag in 60-, 93 proz. und absolutem Alkohol). Die zur Uber-
tragung einer Fliissigkeit in die andere benutzten Pinzetten sind
vorher gut abzutrocknen, da man mit einer nassen Pinzette Wasser
an das Objekt bringt und die bereits geschehene Entwisserung
wieder zunichte macht. Wird im Alkohol nicht alles Wasser ent-
fernt, so kann das Paraffin nicht eindringen und das Objekt lift
sich spiter nicht schneiden. Die Stiicke kommen sodann in Xylol
oder Chloroform (osmierte Objekte stets in Chloroform), worin sie
so lange bleiben, bis sie durchscheinend geworden sind, etwa
1—2 Stunden. Zu langes Verweilen in Xylol macht die Objekte
sprode und schwer schneidbar. Aus dieser Fliissigkeit bringe man
sie in eine bei Brutwiarme gesittigte Losung von Paraffin in Xylol
bezw. Chloroform fiir %5—1 Stunde; das gut verschlossene GefiB
stelle man auf den Paraffinofen bezw. in den Brutschrank. Hier-
nach kommen die Stiicke in einmal zu wechselndes Paraffin. Man
halte sich zwei Sorten Paraffin vorritig, etwa von 45° und 54°

2*
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Schmelzpunkt, und bringe zunichst die Objekte fiir 1—2 Stunden
in das geschmolzene erstere, alsdann ebensolange in eine Mischung
beider Paraffinsorten zu gleichen Teilen, in der die endgiiltige Ein-
bettung erfolgt. Im Sommer nehme man etwas mehr von dem
harten Paraffin. Als GefiBle zur Aufnahme des geschmolzenen
Paraffins dienen zweckmiBig kleine emaillierte Blechtopfe mit
Tiille. Man achte darauf, daf die Temperatur des Paraffinofens
nicht iiber 58° steigt, lasse das Paraffin stets langsam im Paraffin-
ofen schmelzen und lege nicht etwa die Objekte in kurz vorher iiber
einer Flamme geschmolzenes Paraffin, da durch zu starke Erhitzung
die Gewebe schrumpfen und die Firbbarkeit erheblich beeintréichtigt
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Gaylordscher Einbettungsrahmen.

wird. Zum FEinbetten dienen sogenannte Blockschilchen oder
Vogelfutternipfe aus Glas, die man kurz vorher inwendig mit etwas
Glyzerin bestreicht. Mit Vorteil bedient man sich auch kleiner

winklig geknickter Bleistiicke von 1—2 ¢m Hohe in der

nebengezeichneten Form, die man auf eine Glasplatte

setzt, und die durch gegenseitige Verschiebung die Her-
stellung eines verschieden groBen Einbettungsraumes gestatten;
noch besser ist der Gaylordsche Einbettungsrahmen (siehe Figur).
Derselbe besteht aus einer Anzahl ineinandergreifender starker
Metallblechstreifen, die ein Gitterwerk bilden und, auf eine Glas-
platte aufgesetzt, die gleichzeitige Einbettung mehrerer, auch ver-
schieden grofer Objekte erlauben. Zum Zwecke des Einbettens
gieBt man in den betreffenden Rahmen oder Napf ein wenig Paraffin,
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legt mit einer heiBen Pinzette (die am besten stindig im Paraffin-
ofen liegt) das Objekt mit der Seite, von welcher geschnitten werden
soll, zu unterst hinein und fiillt Paraffin bis oben hin nach. Sobald
sich auf der Oberfliche des Paraffins ein feines Hautchen zu zeigen
beginnt, versenkt man den Rahmen, bezw. Napf in ein Becken mit
kaltem Wasser, um die Erstarrung des Paraffins zu beschleunigen;
bei langsamer Erstarrung wird das Paraffin briichig und zum
Schneiden ungeeignet. Im kalten Wasser verbleiben die Blocke
mindestens eine halbe Stunde und kénnen dann sofort geschnitten
werden ; andernfalls kann man sie mit einer stumpfen Nadel oder
Messerspitze signieren und beliebig lange aufheben.

Paraffin-Schnelleinbettung. Zum Zwecke einer raschen
Diagnosestellung ist es oft erforderlich, einen Paraffinschnitt inner-
halb weniger Stunden herstellen zu konnen. Alsdann hirte man
das moglichst kleine Objekt in reichlich bemessenem reinem
Azeton, das man zweimal erneuert, eine Stunde lang bei Brut-
wirme. Aus dem Azeton bringt man es sofort in einmal zu wechseln-
des Paraffin gleichfalls fiir eine Stunde und bettet in der oben an-
gegebenen Weise ein. Die Methode ist wegen der erforderlichen
reichlichen Azetonmengen nicht ganz billig. Man kann jedoch das
Azeton dadurch wieder wasserfrei machen, daB man ihm gegliihtes
Kupfersulfat zusetzt und héufig umschiittelt. Nach mehrtigigem
Stehenlassen filtriere man das Azeton durch ein doppeltes Filter.
Das Kupfersulfat muB von neuem gegliiht werden, sobald es eine
griinliche Farbe annimmt.

Celloidineinbettung erfordert einige Ubung, wenn sie gut
ausfallen soll. Das kaufliche Celloidin schneide man in kleine
Stiickchen, die man vor Staub geschiitzt an der Luft trocknen laft.
Man 148t sodann eine kleine Menge davon in absolutem, durch ge-
glithtes Kupfersulfat vollig wasserfrei gemachtem Alkohol 24 Stunden
quellen, fiigt hierauf das gleiche Volumen Ather hinzu und rithrt
mit einem Glasstab haufig um. In einigen Stunden erhélt man
alsdann eine dicke, klare, schwach gelblich gefirbte Celloidinlésung.
Von dieser stellt man sich mit Atheralkohol zwei Verdiinnungen
her, von denen die eine etwa die Konsistenz diinnen Kollodiums, die
andere die von miflig dickem Sirup besitzt.

Die sorgfaltig in steigendem Alkohol (wie bei Paraffineinbettung)
entwisserten Objekte kommen auf 24 Stunden in eine Mischung
von Alkohol und Ather aa, darauf je nach ihrer GréBe fiir 1—14 Tage
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in das diinne und zuletzt ebensolange in das dicke Celloidin. Wenn
man diese Fliissigkeiten bei Brutwirme einwirken 148t (gut ver-
schlieBbare GefiBe!), so kann man unter Umsténden kleine Objekte
schon in 24 Stunden hinreichend mit Celloidin durchtranken. Zum
Einbetten sind verschiedene Methoden in Gebrauch. Nach der einen
bringt man das Objekt auf einen (ganz trockenen!) Holzblock (von
Kork ist sehr abzuraten), umrahmt denselben mit einem Papier-
streifen, der das Objekt noch ein wenig iiberragt, gieBt den so ent-
standenen Raum mit dickem Celloidin aus und 148t an der Luft
erstarren. Das letztere geschieht rascher und gleichméBiger unter
einer Glasglocke, unter die man zugleich ein Schélchen mit Chloro-
form setzt. Ist das Celloidin soweit erstarrt, dali es mit der Finger-
spitze (nicht mit dem Fingernagel) noch eindriickbar ist (*/; bis
1 Stunde), so bringt man den ganzen Block in 70proz. Alkohol, in
dem er in mehreren Stunden Knorpelhérte annimmt; das Papier
wird mit dem Messer entfernt. Mitunter erstarrt das Celloidin auch
nach Stunden nicht, sondern nimmt eine gallertartige Konsistenz
an; alsdann entfernt man es durch Einlegen in Atheralkohol aus
dem Objekt und bettet von neuem ein.

MuB} man die Holzblicke lingere Zeit in Alkohol liegen lassen,
ehe man schneidet, so diffundiert aus dem Holz Gerbséure in den
Alkohol und beeintrichtigt die Farbbarkeit der Objekte oft in
erheblichem MafBe. Um dies zu vermeiden, mufl man Holzblocke
verwenden, die mehrere Stunden lang in zweiprozentiger Sodaldsung
ausgekocht sind und auBerdem einige Zeit in ofter gewechseltem
Alkohol gelegen haben. Statt Holz kann man auch den von den
Berliner Elektrizititswerken erhiltlichen Stabilit verwenden, von
dem man sich entsprechende Blocke zurechtséigt und der die Nach-
teile des Holzes nicht besitzt, aber ziemlich teuer ist. Es ist daher
folgende Methode vielleicht noch empfehlenswerter: Man bringe die
Objekte mit einer sie gut bedeckenden Schicht dicker Celloidin-
losung in ein gerdumiges Glasgefil ohne Hals und lasse durch
Liitten des Deckels das Celloidin erstarren. Ist dies soweit ge-
schehen, da man mit der Fingerspitze eben noch eindriicken kann,
so gieBe man 70proz. Alkohol auf die Oberfliche und schneide nach
einigen Tagen die Objekte heraus. Das iiberschiissige erstarrte
Celloidin kann getrocknet und abermals verwendet werden. Die
Blocke kann man nun in 70proz. Alkohol beliebig lange aufheben.
Will man sie schneiden, so trocknet man sie mit einem Tuche sorg-
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faltic ab und klebt sie mit starkem Tischlerleim oder mit Celloidin
auf einen (vorher gut getrockneten) Holzklotz. Nimmt man zum
Aufkleben Celloidin, so legt man die abgetrockneten Blocke vorher
auf einige Minuten in absoluten Alkohol, driickt sie dann auf den
mit moglichst dickem Celloidin bestrichenen Klotz und gieBt noch
einmal dickes Celloidin dariiber. Nach hinreichendem Erstarren muf
der Block noch einige Stunden in 70proz. Alkohol liegen. Noch
besser klebt Nelkenol-Celloidin (3 Volumteile 10proz. Celloidin-
losung in Atheralkohol, 1 Teil Nelkentl); man kann den damit
aufgeklebten Block schon nach wenigen Minuten in 70proz. Alkohol
bringen.

Gelatineeinbettung. Vermeidet Schrumpfungen der Ge-
webe durch Alkohol und Xylol und ermdoglicht Gefrierschnitte und
Fettfarbungen. Gute Hirtung ist notwendig, am besten in For-
malin. Vor der Einbettung mindestens 24 Stunden auswéssern.
Gelatine wird in der dreifachen Menge 1proz. Karbolwassers in
verschlossenem Gefia bei Brutwirme gelost (dicke Losung). Hier-
von wird ein Teil mit der gleichen Menge 1proz. Karbolwassers ver-
diinnt (diinne Losung). Die Priparate, die nicht dicker als 2—3 mm
sein diirfen, kommen erst auf 3—24 Stunden in die diinne, dann
ebensolang in die dicke Losung, und zwar in gut verschlossenen
GefaBen im Brutofen. Dann gieBt man die Blocke wie bei Paraffin-
einbettung und bringt den Einbettungsrahmen in den Eisschrank
oder auf eine Schale mit eisgekiihltem Wasser. Nach ausreichender
Erstarrung (% —1 Stunde) nimmt man die Blocke heraus und 146t
sie an der Luft weitertrocknen, bis sie etwa so hart wie Radier-
gummi sind (6—8 Stunden). Dann kommt der Block auf 1—2 Tage
in 10proz. Formalinlésung und kann nun in 4proz. Formalinlosung
lingere Zeit aufgehoben oder nach kurzem Wissern mit dem Ge-
friermikrotom geschnitten werden. Vorsichtiges Gefrierenlassen ist
notwendig, da die Gelatine langsamer gefriert als das Gewebe. Will
man die Blocke wie Celloidin schneiden, so wéssert man sie griind-
lich aus, klebt sie mit dicker Gelatine oder Tischlerleim auf ein
Holzklotzchen und bringt sie erneut fiir 12—24 Stunden in 10proz.
Formalinlosung.

Da die Gelatine sich bei manchen Farbstoffen mitfarbt und in
anderen Fillen das Eindringen der Farben in die Gewebe erschwert,
so rat Aprion, die gegossenen und auf Radiergummikonsistenz
eingetrockneten Blocke nicht in Formalin zu hirten, sondern sofort
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auf dem Gefriermikrotom zu schneiden und die Gelatine vor der
Farbung wieder zu entfernen. Um brauchbare Schnitte zu be-
kommen, muBl man aber in diesem Falle den Block nach dem ersten
Durchfrieren wieder auftauen lassen und dann nochmals zum
Gefrieren bringen, ehe man mit dem Schneiden beginnt. Die Gelatine
entfernt man durch Einlegen in leicht angesduertes Wasser (3 bis
4 Tropfen Eisessig auf 20 cem) 1—2 Stunden lang im Brutofen.
Leicht zerfallende Schnitte konnen vorher mit Glyzerineiweil
(siehe S. 25) auf gut gereinigte Objekttriger aufgeklebt werden.
Vor dem Férben kurzes Auswissern.

Schneiden.

Uber das Schneiden nicht eingebetteter Priiparate mit Rasier-
messer, Doppelmesser und Gefriermikrotom siehe vorher (S. 13/14).

Paraffinschnitte. Die Paraffinblocke werden mit ge-
schmolzenem Paraffin auf Holzklgtze aufgeklebt und diese in die
Klammer des Mikrotoms eingespannt. Wenn es nicht darauf an-
kommt, zahlreiche gleichméBige und diinne Schnitte zu erhalten,
kann man auch den Paraffinblock selbst in die Mikrotomklammer
einspannen. Man sorge dafiir, daB alle Schrauben, auch die des
Mikrotommessers, fest angezogen sind. Man kann das Messer schrig
oder quer zur Bahn des Mikrotomschlittens stellen; bei querer
Messerstellung schneide man rasch und ruckweise, bei schriger
langsam und vorsichtig. Verf. bevorzugt unter allen Umstéinden
die schriage Messerstellung, da sie feinere Schnitte ergibt und stets
gelingt, wihrend mit der queren in vielen Fillen iiberhaupt keine
brauchbaren Schnitte zu erhalten sind. Wichtiger ist, auf eine
richtige Elevation des Messers zu achten, d. h. die Unterkante des
Messerriickens soll um einige Winkelgrade hoher verlaufen als die
Schneide. Je weicher das Objekt ist und je schréiger das Messer zur
Bahn steht, um so groBer muf der Elevationswinkel sein. Der
richtige Winkel muB vorsichtig ausprobiert werden, sofern iiber-
haupt das Mikrotom eine Vorrichtung zur Anderung der Elevation
besitzt. Ist das Messer plankonkav geschliffen, so erhilt man je
nach der Lage des Messers im Halter eine verschiedene Elevation;
oft geniigt daher schon das einfache Umdrehen des Messers, um
gute Schnitte zu erhalten, wiahrend das bei der urspriinglichen Lage
nicht moglich war. Wenn die Schnitte sich rollen, so schiebe man



Schneiden. 25

sie mit einem weichen Pinsel auf die Messerklinge hinauf. Falten
sich die Schnitte beim Schneiden oder werden sie zusammengedriickt,
so ist das Paraffin zu weich; man schneide im kalten Zimmer oder
lege den Block kurz vor dem Schneiden noch einmal auf Eis. Um-
gekehrt erhélt man sprode brocklige Schnitte bei zu hartem Paraffin.
Oft ist da schon durch leichtes Erwéirmen (Anhauchen) des Messers
Abhilfe zu schaffen; geniigt das nicht, so schneide man in der Nihe
des Ofens oder mit nahe herangeriickter Lampe. Trennt das Messer
gar keine oder nur unvollkommene Schnitte vom Block ab, so sind
entweder Objekt oder Messer nicht hinreichend befestigt, die
Schlittenbahn oder das Messer (Unterseite!) sind beschmutzt oder
das Messer ist nicht scharf genug (Scharten). Auch kommt es vor,
daB Messer mit diinnem Riicken federnd iiber das Objekt hinweg-
gleiten ohne zu schneiden, namentlich, wenn sie nicht scharf genug
sind und man nur das vorderste Ende des Messers benutzt. Unter
Umsténden ist auch eine mangelhafte Einbettung am MiBerfolg
schuld. Letztere erkennt man daran, da das Objekt weich und ein-
driickbar ist oder gar Fliissigkeit austreten 148t. Alsdann ist die
Einbettung in umgekehrter Reihenfolge bis zum absoluten Alkohol
zu wiederholen und nach griindlicher Entwésserung von neuem
einzubetten.

Zum Firben 16st man in der Regel das Paraffin im Xylol auf
(> Minuten) und bringt die Schnitte durch absoluten Alkohol
(5—10 Minuten) in Wasser. Feinere, wenig zusammenhingende
Objekte, die bei dieser Prozedur leiden oder gar zugrundegehen
wilrden, miissen, wie iiberhaupt alle unter 10 u diinnen Schnitte,
vor dem Entparaffinieren aufgeklebt werden. Zu diesem Zwecke
bringe man die Paraffinschnitte mit der unteren glatten Seite auf
45—b0° warmes destilliertes Wasser, auf dem sie sich faltenlos aus-
breiten. Das Wasser darf nicht heifler sein, da sich sonst das Paraffin
lost und die Gewebe sich verzerren. Aus dem Wasser fange man die
Schnitte mit sorgfaltic in Atheralkohol geputzten und mit fett-
freiem Tuch getrockneten Objekttragern auf (zweckmifBig 4Bt
man eine Anzahl Objekttriger bis kurz vor dem Gebrauch in Ather-
alkoholmischung liegen). Das iiberschiissige Wasser saugt man mit
FlieBpapier ab, driickt die Schnitte mit mehrfach gefaltetem
Leinen vorsichtig an den Objekttréger an und bringt den Objekt-
trager auf 5—6 Stunden in den Brutofen. Verwendung von FlieB-
papier statt des Leinens zum Andriicken ist nicht zu empfehlen, da
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FlieBpapier leicht Fasern an den Schnitt abgibt, die sich mitférben
und sehr storen. Die Schnitte iiber einer Flamme an dem Objekt-
trager anzuschmelzen ist gleichfalls nicht ratsam, da die so be-
handelten Schnitte sich leichter vom Objekttrager losen. Um ein
besseres Haften der Schnitte am Objekttriger zu ermoglichen, kann
man die Objekttrager unmittelbar vor dem Gebrauch mit einer
moglichst diinnen Schicht von Glyzerineiweil bestreichen,
das auf folgende Weise hergestellt wird: Man schligt Eiereiweil zu
Schnee, filtriert und setzt das gleiche Quantum Glyzerin hinzu.
Das Filtrieren dauert selbst bei einem einzigen Eiereiweill tagelang,
und es ist daher ratsam, das Glyzerineiweill fertig zu beziehen.
Stark alkalische Farblosungen bringen die Schnitte zum Quellen
und losen das Glyzerineiweifl auf; ist es in zu dicker Schicht auf-
getragen, so bilden sich im Alkohol EiweiBniederschlige, die sich
manchmal mitfdrben. Die EiweiBglyzerinmethode ist also nicht
unter allen Umsténden anzuraten. Aus dem Brutofen kommen die
Objekttrager zur Losung des Paraffins in Xylol, von hier weiterhin
in absoluten Alkohol und in Wasser. Man tut gut, vor dem Uber-
tragen in Alkohol das iiberfliissige Xylol von den Objekttrigern
vorsichtig abzuwischen. Ubertréigt man zu viel Xylol in den Alkohol,
80 zeigt sich beim Verbringen der Objekttriger in Wasser ein feiner
weiler, aus niedergeschlagenem Xylol bestehender Schleier auf den
Objekttriagern, der durch erneutes Eintragen in xylolfreien absoluten
Alkohol beseitigt werden mufl. Handelt es sich um sehr zarte
Objekte, so bringe man sie nicht aus absolutem Alkohol sofort in
Wasser, sondern zunéichst in etwa 50proz. Alkohol, damit nicht
durch die entstehenden heftigen Diffusionsstrome die Objekte
leiden.

Will man Serienschnitte anfertigen, so klebt man die
Schnitte in der angegebenen Weise der Reihe nach auf numerierte
Objekttrager auf oder benutzt zum Aufkleben griBere Glasplatten,
die freilich zum Farben sehr unhandlich sind. Bei solchen grioBeren
Glasplatten macht es Schwierigkeiten, die Schnitte in der richtigen
Reihenfolge aus dem Wasser aufzufangen und aufzukleben. Man
tut daher besser, eine Schicht warmes Wasser auf die Glasplatte zu
gieBen und die Schnitte sofort auf diese Wasserschicht zu bringen,
wo sie sich ausbreiten und wo man sie mit der Nadel leicht ordnen
kann. Das Wasser 148t man nachher vorsichtig abtropfen und be-
handelt weiter wie oben.
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Celloidinschnitte. Hier gilt noch mehr als beim Paraffin
die Regel, den das Objekt tragenden Holzblock fest in die Mikrotom-
klammer einzuspannen und alle Schrauben sorgfaltig anzuziehen.
Ein tadellos scharfes Messer ist unerlaflich. Man stelle es moglichst
schriig, damit es mehr zieht als driickt, und damit die ganze Messer-
klinge tunlichst ausgenutzt wird. Messer und Objekt sind wihrend
des Schneidens fortwihrend reichlich mit 70proz. (bei Gelatine-
einbettung mit 30proz.) Alkohol zu befeuchten. Ob schnell oder
langsam geschnitten werden mul, ist bei jedem Objekt auszu-
probieren. Die Schnitte werden mit einem in Alkohol befeuchteten
Pinsel von der Messerklinge genommen und in 70proz. Alkohol
iibertragen, wo sie bis zur Farbung verbleiben.

Celloidin-Serienschnitte. Auch hierfiir ist Aufkleben der
Schnitte der einfachste Weg, doch existieren fiir Celloidinschnitte
keine so guten Methoden wie fiir Paraffin.

Ort klebt mit Gelatine auf, die durch Formalin unloslich ge-
macht wird. Man lose 10 g Gelatine in 100 cem Wasser, koche, lasse
abkiihlen, setze ein Hiihnereiweil zu und koche abermals 14 bis
1 Stunde. Filtrieren, das Filtrat muB klar sein. Zur Vermeidung
von Pilzwucherungen setze man 10 cem Hproz. Karbolsiure zu, und
lasse alsdann in weithalsigem Gefall erstarren. Die Gelatine hilt
sich in gut verschlossenem Gefil monatelang. Zum Aufkleben
schmelze man ein erbsgroBes Stiickchen an der Messerklinge iiber
der Flamme, streiche in diinner Schicht auf gut gereinigte Objekt-
trager aus (die Schicht muf in 10—20 Sekunden trocknen), bringe
die Schnitte aus Alkohol darauf und entferne den iiberschiissigen
Alkohol mit FlieBpapier. Dann driicke man einen in Formalin ge-
trinkten Papierstreifen mittels eines anderen Objekttréigers fest an
und bringe die so beklebten Objekttriger auf 1—2 Stunden in ein
verschlossenes Gefial, auf dessen Boden mit Formalin getrinkte
Watte liegt.

Das Verfahren hat den Vorzug grofer Einfachheit. Doch
kleben die Schnitte nicht immer tadellos fest, auch firbt sich die
Gelatine durch Karmin und Anilinfarben leicht mit. Fiir groBere
Serien benutze man daher lieber das umstéindlichere.

Verfahren von WEIGERT-OBREGIA. Man iibergiefie gereinigte
Glasplatten mit einer diinnen Schicht (durch vorsichtiges Neigen
auf der Platte verteilen, den Rest in die Flasche zuriicktropfen
lassen) folgender Mischung:
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Losung von gepulvertem Kandiszucker (1: 1) 300 cem

80 proz. Alkohol . . . . . . . . ... .. 200 ,

Dextrinlésung (1:1) . . . . . . . .. .. 100 ,,
und lasse einige Stunden im Brutofen trocknen. Vor dem Schneiden
fertigt man sich Streifen von Klosettpapier, deren Breite die der
aufzulegenden Schnitte etwa um das Doppelte iibertrifft. Der
Schnitt wird mit dem Pinsel dicht an die Messerschneide geschoben
(zu reichlichen Alkohol absaugen!), ein Papierstreifen unter leichter
Anspannung mit seinem linken Ende von oben her auf den Schnitt
gelegt und der Schnitt nach links hin, d. h. iiber die Schneide des
Messers hinaus, von der Messerklinge abgezogen. Der folgende
Schnitt kommt immer an die rechte Seite des vorhergehenden.
Wihrend des Schneidens sind die bereits auf Papierstreifen befind-
lichen Schnitte dadurch feucht zu erhalten, dafy man sie auf alkohol-
benetztes Fliefpapier legt. Die Streifen legt man (mit den Schnitten
nach unten) in der richtigen Reihenfolge auf die vorher préparierten
Glasplatten auf, trocknet mit doppelt gelegtem FlieBpapier die
Platte ab und entfernt die Streifen vorsichtig. Die Schnitte haften
fest an der Zucker-Dextrinschicht. Nun gieBt man vorsichtig eine
diinne Celloidinschicht auf (Celloidin 10, Alkohol, Ather aa 100) und
bringt die Platte, sobald das Celloidin erstarrt ist, in Wasser, in
dem sich die Zuckerschicht lost. Die die Schnitte enthaltende
Celloidinhaut halt alle Farbeprozeduren aus.

Sehr einfach kann man verfahren, wenn es sich um bereits
durchgefirbte Blocke handelt. Man befeuchtet Objekt und Messer
mit einer Mischung von drei Teilen Origanumél auf einen Teil
absoluten Alkohol und bringt die Schnitte sofort in der gewiinschten
Reihenfolge auf Objekttriger oder Glasplatten, wo sie nach Ab-
tupfen des Ols in Balsam eingeschlossen werden.

Allgemeines iiber Firbung und Konservierung
von Schnittpriparaten.

Obwohl die Fiarbemethoden eine wesentliche Erleichterung fiir
die mikroskopische Untersuchung abgeben, vergesse man nicht, da
gefirbte Praparate nicht immer der Wirklichkeit genau entsprechen,
dafl sie vielmehr allerlei Verianderungen erlitten haben, die teils
durch die Prozeduren der Hartung und Einbettung, teils durch die
Farbung selbst verursacht sind. Man unterlasse daher niemals einen
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Vergleich mit dem frischen Préparat, um so weniger, als das frische
Priparat manches zeigt, was im gefirbten nicht zur Darstellung
kommt.

Man beziehe stets nur gute Farbstoffe (am besten von R. Holl-
born, Leipzig?), bereite die Losungen grundsitzlich nur mit
destilliertem Wasser und verwende nur peinlich saubere GefaGe;
auch beachte man genau die Herstellungsvorschriften der Farb-
losungen. Kleine Versehen in der einen oder anderen Richtung be-
dingen oft ein MiBlingen der Firbung. Es ist wiinschenswert, jedoch
nicht immer notwendig, die Farblosungen vor dem jedesmaligen
Gebrauch zu filtrieren, auf alle Fille aber filtriere man sie von Zeit
zu Zeit; wo eine jedesmalige Filtrierung unbedingt erforderlich ist,
wird es im folgenden angegeben werden. Kinzelne Schnitte farbt
man in Uhrschilchen oder Blockschilchen und iibertragt sie mit
Nadeln aus einer Fliissigkeit in die andere; fiir aufgeklebte Schnitte
bedient man sich zweckmaBig der eingangs (S. 10) erwahnten Glas-
kastchen. Man sorge dafiir, daB die Schnitte gut ausgebreitet in
der Farblosung liegen und ganz darin untergetaucht sind, damit
die Farbung gleichmiBig ausfillt. MuB man lédnger als 14 Stunde
farben, so sorge man fiir Bedeckung der Farbschilchen, um Ver-
staubung und Verdunstung der Farblosungen zu vermeiden. Auf-
geklebte Schnitte, Gelatine- und Celloidinschnitte miissen etwas
langer gefirbt werden als Gefrierschnitte und nicht aufgeklebte
Paraffinschnitte. Nach der Férbung ist in der Regel ein griindliches
Auswaschen in Wasser (am besten in destilliertem Wasser) an-
gezeigt, besonders nach der Verwendung von stark wirkenden
Reagentien, wie Sauren und Alkalien. AufBler den Farblosungen
kommen verschiedenartige Differenzierungsmittel zur Ver-
wendung. Das Gebrauchlichste ist der im folgenden mehrfach er-
wihnte Salzsédurealkohol, eine 1proz. Losung von offizineller
Salzséure in 70proz. Alkohol.

Die gefirbten und notigenfalls in Wasser ausgewaschenen
Schnitte bediirfen eines Aufhellungsmittels, um mit Vorteil
untersucht werden zu konnen. Diirfen die Préparate nicht mit
absolutem Alkohol in Berithrung kommen, so wéhlt man hierzu
Glyzerin oder eine konzentrierte Losung (1:2) von Kalium
aceticum in Wasser. Die Schnitte werden aus Wasser mit dem

1) KronprinzenstraBe 21 oder Dr. G. Griibler u. Co., Leipzig, Liebigstr. 1.
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Objekttrager aufgefangen, das Wasser mit FlieBpapier abgetupft
und mit dem Glasstab ein Tropfen der genannten Fliissigkeiten auf-
gesetzt. Will man die Schnitte in diesen Fliissigkeiten konservieren,
so miissen die Deckgléser mit Kronigschem Deckglaskitt oder mit
Asphaltlack umrandet werden; dringt noch Fliissigkeit an irgend
einer Stelle neben dem Lack nach auflen, so ist sie sorgfaltig mit
absolutem Alkohol abzuputzen und der Lackiiberzug entsprechend
zu verstirken. Unndtig ist das Umranden bei Verwendung von
Glyzeringelatine. Sie wird fertig bezogen oder folgendermafBen
hergestellt: Man weicht 7¢ Gelatine 2 Stunden lang in 42 cem
destilliertem Wasser, setzt 50 ¢ Glyzerin und 1g¢ Acid. carbolic.
liquefact. zu, erwérmt unter Umriihren 10 Minuten und filtriert
heil durch angefeuchtete Glaswolle. Erkalten lassen. Nachdem
der Schnitt auf den Objekttrager gebracht und das Wasser mit
FlieBpapier abgezogen ist, bringt man ein Stiickchen der Gelatine
auf ein Deckglas, schmilzt unter vorsichtigem Erwarmen, dreht das
Deckglas rasch um und legt es auf das Praparat. Man kann dann
noch das Priparat einige Stunden in ein verschlossenes Glasgefad
bringen, auf dessen Boden man formalingetrankte Watte gelegt hat;
die Gelatine wird durch die Formalinddmpfe gehértet und unléslich.

Durch diese Aufhellungsmittel leiden auf die Dauer die meisten
Farbungen. Sofern im folgenden nichts anderes angegeben ist,
werden die gefirbten Préparate in 70proz., dann in absolutem
Alkohol entwissert (1—2 Minuten, im Alkohol hin und her bewegen)
und sodann aufgehellt in Xylol, Origanumdl, Nelkendl oder
Bergamottol

Zur Konservierung dient in Xylol geléster Kanada-
balsam. Man bringe die Schnitte aus dem Xylol (oder Ol) mit dem
Spatel auf den Objekttriger oder fange sie lieber mit dem Objekt-
trager aus dem Xylol auf. Hat der Schnitt im Xylol weille Wolken
abgegeben oder zeigt er, gegen einen dunkeln Untergrund gehalten,
weiBliche Flecken, so enthilt er noch Wasser und mu8 in absoluten
Alkohol zuriick. Nachdem das Xylol oder Ol durch vorsichtiges
Abtupfen mit FlieBpapier entfernt ist, bringe man mit einem Glas-
stab einen Tropfen (dickfliissigen) Balsam auf den Schnitt, lege ein
Deckglas auf, das den Schnitt in ganzer Ausdehnung bedecken mus,
und beschwere sodann das Deckglas fiir %,—1 Stunde mit einem
Bleistiickchen ; sehr geeignet sind hierzu alte Gewehrschosse. Unter-
148t man die Belastung der Deckgléser, so liegt der Schnitt nicht



Kernfirbungen. 31

glatt dem Objekttriger an und beherbergt dfter kleine Luftblaschen,
beides fiir die Untersuchung sehr storende Umstande. Celloidin-
schnitte konnen nicht auf diese Weise konserviert werden, da
absoluter Alkohol das Celloidin in wenigen Minuten 16st. Man ent-
wissert daher in 96proz. Alkohol und helit auf in Karbolxylol
(Xylol 3, kristallisierte Karbolsaure 1), das das noch vorhandene
Wasser aufnimmt. Zu beachten ist jedoch, daB die Schnitte oft
schon bei kurzem Aufenthalt in Karbolxylol sich runzeln und daf
die meisten Anilinfarben durch das Karbol ausgezogen werden.
Man kann, um diesen Mistand zu vermeiden, Origanumél ver-
wenden, das ebenfalls weniger gegen Wasser empfindlich ist als
reines Xylol. Will man das Celloidin auflosen, so benutze man
Nelkendl, das iibrigens gleichfalls die Anilinfarbstoffe angreift. Bei
osmierten (z. B. nach Flemming gehirteten) Praparaten ist Xylol
ganz zu vermeiden, Man nehme eines der genannten Ole und kon-
serviere in xylolfreiem, in der Wérme gelostem Kanadabalsam.

Kernfirbungen.
Hématoxylin nach Béhmer.
10 proz. Losung von Himatoxylin in absolutem Alkohol . . . . 10ccm
10 proz. Losung von Alaun im warmen destillierten Wasser (nach
Erkalten filtriert) . . . . . . . . . . . ... ... ... 200 .,

Die Losung mufl mindestens acht Tage in einem weithalsigen
GefiBl, am besten in einer flachen Schale, unter Luftzutritt reifen,
ehe sie zum Férben verwandt wird; nach dem Reifen filtrieren.
Die Farbung ist bei jeder beliebigen Fixierung anwendbar. Man
farbe 2—10 Minuten und bringe die Schnitte sodann in Brunnen-
wasser, in dem sie infolge seiner natiirlichen Alkaleszenz in 5—20 Mi-
nuten eine blaue Farbe annehmen. Ist das Wasser nur wenig al-
kalisch, so kann man die Blauung durch Zusatz von Spuren eines
Alkali (am besten ein paar Tropfen verdiinnter Ammoniaklosung)
beschleunigen. Das zur Differenzierung in der Farbetechnik viel-
fach verwandte Lithium carbonicum ist fiir diesen Zweck nicht
zu empfehlen, da sich bei seiner Anwendung in den Schnitten leicht
kleine Kristallniederschldge bilden. Auch durch Verwendung
leicht angewadrmten Brunnenwassers (Leitungswassers) kann
die Blauung beschleunigt werden.

Die Farblosung ist monatelang haltbar und kann immer
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wieder benutzt werden, sie wird mit dem Alter immer besser. Alte
Losungen farben oft momentan. Wird das Protoplasma (oder das
Celloidin) zu stark mitgefirbt, so kann man dem durch kurzes Ab-
spiilen in Salzsdurealkohol unmittelbar nach der Farbung vor
dem Verbringen in Wasser leicht abhelfen.

Hamatoxylin nach Ehrlich.

Losung I: Himatoxylin . . . . . . 2¢g
Absoluter Alkohol. . . . 60 cem

Losung II: Konzentrierte Losung von Alaun in Glyzerin und
destilliertem Wasser aa 60 cem unter Zusatz von 3 cem Eisessig.
Beide Losungen werden gemischt und miissen ebenso wie das
Bohmersche Héimatoxylin vor dem Gebrauch mindestens acht Tage
unter Luftzutritt reifen; filtrieren. Die Farblosung wird genau wie
die vorige benutzt; sie firbt noch stéirker. Differenzierung in Salz-
sdurealkohol (v or dem Einlegen der Schnitte in Wasser) ist gewthn-
lich notwendig.

Himatoxylin nach Weigert.
Losung I: 1proz. Himatoxylinlosung in 96 proz. Alkohol.

Losung II:
Liquor ferri sesquichlorati 4 cem
Destilliertes Wasser . . . 95 ,,
Offizinelle Salzsgure . . . 1

Unmittelbar vor dem Gebrauch mischt man gleiche Teile
beider Losungen. Die Losung wird schwarz und hilt sich hochstens
1—2 Stunden. Sie farbt fast momentan, nachher Auswaschen in
Brunnenwasser. Besonders geeignet zur Kombination mit der van
Giesonschen Methode.

Alaunkarmin. 1¢ Karmin wird in 100 cem einer kochenden
5 proz. Alaunlosung aufgelost; nach dem Erkalten filtrieren. Da
die Losung leicht schimmelt, so setze man 15 cem fliissige Karbol-
sdure hinzu.

Hartung beliebig. Farbung 20 Minuten oder linger, dann
griindliches Auswaschen.

Lithionkarmin. 2,5—5g¢ Karmin werden in 100 cem kalt-
gesittigter Losung von Lithium carbonicum gelost. Aufkochen,
filtrieren.
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Hartung beliebig, am besten gelingt die Farbung bei Alkohol-
hartung, schlechter bei Héartung in chromsauren Salzen. Man
farbt 15—15 Minuten (infolge der verschiedenen Qualitit der kéuf-
lichen Karminsorten firben die Losungen sehr ungleich stark).
Aus dem Karmin kommen die Schnitte zum Differenzieren in Salz-
saurealkohol, bis die Kerne sich scharf von dem blaBroten Proto-
plasma abheben (einige Sekunden bis mehrere Stunden). Griind-
liches Auswissern in Leitungswasser 1—2 Stunden.

Saffranin. Man verwendet eine konzentrierte wiisserige oder
eine zur Hilfte mit Wasser verdiinnte konzentrierte alkoholische
Losung (jedesmal vor dem Gebrauch erst verdiinnen) und farbt
24 Stunden in einer bedeckten Schale. Nach Abspiilen in Wasser
differenziert man in 70 proz. Alkohol, dem man ein wenig Salz-
siurealkohol zusetzen kann. Die Firbung ist bei jeder Hirtung
anwendbar, auch nach Hértung in Flemmingscher Losung, bei der
alle iibrigen Kernfiarbungen mehr oder weniger versagen.

Methylenblau und Vesuvin (Bismarckbraun) verwendet
man in 1proz. wisseriger Losung, der auf je 100 ccm 25 cem ab-
soluter Alkohol zugesetzt sind. Firbung 5—10 Min., Differenzieren
in 70 proz. Alkohol. Vesuvin farbt auch die Kerne in konzentrierter
alkoholischer Losung (was die anderen aufgezihlten Farben nicht
oder nur mangelhaft tun); der Farbstoff ist daher wichtig fiir solche
Objekte, die mit Wasser nicht in Berithrung kommen diirfen.

Durchféarbung ganzer Stiicke.

Das Durchférben ganzer Stiicke ist nur dann angebracht, wenn
man eine groBe Zahl von Schnitten braucht und sicher ist, keine
anderweitigen Farbungen anwenden zu miissen. Die durchzu-
farbenden Stiicke miissen gut fixiert und gehirtet und diirfen nur
3—6 mm dick sein, damit die Farblosung gehérig eindringt. Ein-
wirkungsdauer je nach Dicke der Stiicke und Art der Farblosungen
2—6 Tage. Nach der Farbung sind die Stiicke so lange in ofter zu
wechselndem destilliertem Wasser auszuwaschen, bis sie keine
Farbstoffwolken mehr abgeben.

Empfehlenswert ist die oben erwihnte alkoholische Vesuvin-
losung, ferner eine Mischung von 4 Teilen Alaunkarmin mit 1 Teil
96 proz. Alkohol (filtrieren). ScHrRIDDE empfiehlt folgende Karmin-
l16sung: 5 ¢ Kalialaun werden unter Erwadrmen in 100 ccm Wasser
gelist; erkalten lassen, filtrieren. Hierzu 1¢ Karmin, einige Minuten

Beitzk e, Taschenbuch. 3
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kochen, erkalten lassen, filtrieren. Mit dieser Losung ist auch
gleichzeitige Féarbung und Fixierung mdoglich, indem man
die Stiicke 3—4 Tage lang bei 37° in einem Gemisch von 9 Teilen
Schriddes Alaunkarmin auf 1 Teil Formalin hirtet. Alsdann
werden die Stiicke 24 Stunden in flieBendem Wasser ausgewaschen
und kommen weiterhin auf 12 Stunden in eine Mischung aus 200 Teilen
75 proz. Alkohol und 1 Teil 25 proz. Ammoniaklosung. Hierauf
Nachhértung in Alkohol und Einbettung in Paraffin.

Darstellung von Kernstrukturen und Kern-
teilungsfiguren.

Vorbedingung ist Hartung in moglichst lebenswarmem Zu-
stande. Am empfehlenswertesten sind Flemmingsche Losung und
Sublimatgemische, fast ebenso gut ist Orthsche Losung. Firbung
mit Saffranin, Methylviolett, Karbolfuchsin (s. S. 67, Férbung
10—20 Minuten in der Kalte, Weiterbehandlung wie beim Saffranin),
ferner mit -

Heidenhains Eisenalaunhdmatoxylinfarbung.

1. Sublimathértung vorzuziehen. Die Schnitte werden
15 —2 Stunden in einer 1,5 proz. Losung von schwefelsaurem (vio-
lettem!) Eisenammoniakoxyd gebeizt.

2. Abspiilen in Wasser, Farben in 0,5 proz. wisseriger Héima-
toxylinlosung 1%4—12 Stunden.

3. Abspiilen in Leitungswasser, leferenmeren in der anfing-
lich genannten Kisenalaunlosung, bis die tiefschwarzen Schnitte
sich aufgehellt haben und schwarzblau bis blau geworden sind.

4. Abermaliges Abspiilen in Wasser.

Kerne und Polkorperchen schwarz, achromatische Spindeln
und Zellgrenzen grau. Die Farbung ldBt sich mit Vorteil mit der
van Giesonschen Methode (siehe diese) kombinieren,

Protoplasmafiirbungen.

In Verbindung mit Hamatoxylin wird in der Regel das Eosin,
bei Karminfirbungen die Pikrinsaure zur Tinktion des Proto-
plasmas angewandt, beide am besten in verdiinnter alkoholischer
Losung. Man gebe von einer konzentrierten alkoholischen Ldsung
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eines der beiden Stoffe tropfenweise in 96 proz. Alkohol, bis derselbe
eine rosarote bzw. hellgelbe Farbe angenommen hat. Auf die Fi-
xierung kommt wenig an; am besten sind Formalin, Orthsche
Lésung und Sublimatgemische. Die mit Hématoxylin bzw. Karmin
gefarbten Schnitte kommen vor dem Entwéssern 1—3 Minuten
in die entsprechende Losung. Dann Auswaschen in Leitungswasser,
in dem man die Schnitte so lange liegen lafit, bis die gewiinschte
Differenzierung erreicht ist (je nach Intensitit der Farbung 5 Min.
bis 1 Stunde). Man kann durch richtige Differenzierung erreichen,
daB das Bindegewebe (namentlich beim Eosin) fast farblos wird,
wihrend rote Blutkorperchen, eosinophile Zellen, Muskelfasern,
osteoides Gewebe, Hyalin und Kolloid lebhaft geféirbt bleiben. In
Alkohol lasse man alsdann die Schnitte nur moglichst kurz, da er
die Farbe noch weiter auszieht, und zwar besonders stark dann,
wenn die Schnitte vor Einlegen in Eosin oder Pikrins#ure in kiinst-
lich alkalisiertem Wasser gelegen hatten. War dies der Fall, so
wasche man die Schnitte vor Einbringen in die Protoplasmafarben
in mehrfach gewechseltem, destilliertem Wasser griindlich aus,
sofern man auf die beschriebene Differenzierung Wert legt. Eine
lebhafte Farbung der roten Blutkérperchen und Muskelfasern kann
man auch dadurch erzielen, dal man nicht die eben beschriebenen
alkoholischen Losungen verwendet, sondern die Schnitte nach dem
Entwissern lingere Zeit (Y5—1 Stunde) in Xylol oder Bergamottél
liegen ldBt, in dem man eine Spur Eosin bzw. Pikrinsdure auf-
gelost hat.

Van Giesonsche Farbung. Hértung beliebig.

1. Farbung der Schnitte mit Weigertschem Hématoxylin oder
Uberfirbung (20 Minuten) mit einer anderen Himatoxylinlosung.

2. Auswaschen in Leitungswasser.

3. Farben 15,—1 Minute in konzentrierter wisseriger Pikrin-
saurelosung, der man so viel konzentrierte wisserige Saurefuchsin-
l1osung zugesetzt hat, dal eine dunkle Portweinfarbe entsteht.
(Ein Tropfen des Gemisches, auf FlieSpapier gebracht, mul nach
%% Minute einen braunen Fleck mit rotem Ring erzeugen.)

4. Auswaschen in Leitungswasser, bis der gelbe Farbton in
einen brdunlichen umschligt (etwa 15 Min.), entwissern in ab-
solutem Alkohol (nicht zu lange!).

Die Kerne sind bei Anwendung von Weigerts Hématoxylin
blauschwarz, bei anderen Himatoxylinlosungen braun bis blau-

3*
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braunlich. Muskelfasern, elastische Fasern und rote Blutkorperchen
sind gelb, bei Verwendung von Weigerts Hamatoxylin auch die
Neuroglia, ferner Amyloid. Bindegewebe und Hyalin sind rot,
die Neuroglia bei Verwendung von Bohmerschem oder Ehrlichschem
Hamatoxylin rot bis gelblichrot. Die roten Farbtone bleichen mit
der Zeit aus; am ldngsten halten sie sich bei Alkoholhéirtung.

Darstellung von Protoplasmastrukturen.

Avrmannsche Zellgranula. 1. Fixierung miglichst rasch
nach dem Tode in Altmannschem Gemisch.

2. Mehrstiindiges Auswaschen in flieBendem Wasser, Nach-
hirten in Alkohol, Einbetten in Paraffin mit Chloroform unter
Lichtabschluf.

3. Farbung der ohne Glyzerineiweill aufgeklebten, moglichst
diinnen Schnitte unter Erwérmen (bis zur Dampfentwicklung) in
folgender Losung:

Anilinwasser. . . . . . . . 100

Saurefuchsin. . . . . . . . 20
(Bereitung des Anilinwassers vgl. bei der Gramschen und der
Weigertschen Fibrinfarbemethode S. 66, bzw. S. 40.)

4. Nach dem Erkalten Abspiilen mit einer Mischung von 1 Teil
konzentrierter alkoholischer Pikrinsgurelosung auf 20 Teile Wasser.

5. Nochmaliges Aufgiefen der Pikrinlosung und vorsichtiges
Erwirmen derselben auf etwa 42° 40—60 Sekunden lang.

6. Moglichst kurzes Entwissern in absolutem Alkohol, Ein-
schluB in neutralen Balsam, Zellgranula tiefrot (bzw. durch Osmium
geschwirzt), iibriges Zellprotoplasma hellgelb, Kerne farblos.

Oxydasereaktion zum Nachweis oxydierender Fermente in
Zellgranulis.

1. Formalinhartung, Gefrierschnitte.

2. Einlegen einige Minuten in folgende Losung: 1 g a-Naphthol
wird in 100 cem destilliertem Wasser gekocht, so daB es schmilzt.
Tropfenweises Zufiigen reiner Kalilauge, bis sich alles Naphthol
gelost hat (etwa 1 cem). Erkalten lassen.

3. Ubertragen fiir einige Minuten in eine 1 proz. wisserige
(mindestens 12 Stunden alte, vor dem Gebrauch filtrierte) Losung
von Dimethyl-p-Phenylendiamin. Schnitte hin und her bewegen.
(Beide Losungen halten sich nur 8—10 Tage.)
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4. Abspiilen und Untersuchen in destilliertem Wasser.

Oxydasegranula dunkelblau bis schwarzblau. Die Farbung ist
nur einige Stunden haltbar. Will man Dauerpriparate anfertigen,
so mufl man die Schnitte in beiden Losungen 10—15 Minuten (in
dlteren Losungen noch linger) liegen lassen. Dann abspiilen in
destilliertem Wasser.

b. Verdiinnte Lugolsche Losung (1 :2 Teile Aq. dest.) 2 bis
3 Stunden.

6. Einlegen in destilliertes Wasser, dem man auf je 10 ccm je
b Tropfen gesattigte Losung von Lithium carbonicum zugesetzt
hat, bis die in der Jodlosung gebraunten Granula wieder blau werden
(10 Min. bis 24 Stunden).

7. Eventuell Kernfiarbung mit wéasserigen Losungen von
Karmin, Himatoxylin usw.

8. Abspiilen in Wasser, EinschluB in Glyzeringelatine.

Polychromes Methylenblau (nach Unna). 1. Hértung in
Alkohol oder Azeton (andere Hiartungen sind dem guten Ausfall
der Farbung mehr oder weniger hinderlich).

2. Iarben in der von Hollborn-Leipzig fertig zu beziehenden
Farblosung 15—12 Stunden.

3. Abspiilen in destilliertem Wasser.

4. Differenzieren in Unnas Glyzerindthergemisch (gleichfalls
von Hollborn-Leipzig zu beziehen) 1—10 Minuten, bis der Schnitt
hellblau geworden ist. Das Glyzerindthergemisch wird zweck-
mébig um das Zwei- oder Dreifache mit destilliertem Wasser ver-
diinnt, damit die Differenzierung besser zu kontrollieren ist.

5. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

6. Moglichst kurzes Entwissern in Alkohol oder besser in
Azeton.

Zellkerne blaBblau, Plasmazellengranula dunkelblau, Mast-
zellengranula, Schleim und Amyloid rot. Die Plasmazellen sind
ferner gut darstellbar durch die

Pyronin-Methylgriinfirbung. 1. Hirtung in absolutem
Alkohol, weniger gut in Formalin, Firben 10 Minuten in folgendem
Gemisch:

Methylgriin . . . . . . . 0,15
Pyronin. . . . . . . .. 0,25
Alkohol. . . . . . . .. 2,6
Glyzerin . . . . . . .. 20,0

0,5 proz. Karbolwasser . . 100,0



38 Bindegewebsfirbungen.

Die Losung ist ofter frisch zu bereiten oder fertig zu be-
ziehen.

2. Kurzes Differenzieren und Entwéssern in Alkohol.

Kerne griin, Protoplasma der Plasmazellen leuchtend rot.

Vitale und supravitale Farbung. Zum Studium der
Zellgranula am iiberlebenden Objekt untersuche man in einer
Losung von Neutralrot 0,1 oder Methylenblau 0,01—01 auf 100
physiologische Kochsalzlosung. Entweder fertigt man von der
Losung, in der die zu untersuchenden Zellen oder Zellkomplexe
suspendiert sind, einen héngenden Tropfen (s.S.13) oder man
benutzt diinne (sterilisierte) Hollundermarkplittchen (mit dem
Mikrotom selbst anzufertigen oder von R. Jung in Heidelberg zu
beziehen), die man mit einem ebenso gefertigten Tropfen beschickt
und wie beim hingenden Tropfen auf die Unterseite des Deckglases
iiber einen hohlgeschliffenen Objekttriger bringt. Eventuell ist
ein heizbarer Objekttisch zu verwenden. In lebenden Zellen féirben
sich nur die Granula; Kernfirbung zeigt den Tod der Zelle an.
Neutralrot wird bei alkalischer Reaktion gelb. Will man vital
gefarbte Zellen fixieren, so streicht man den Tropfen wie bei An-
fertigung eines Blutpraparates (s. d.) auf den Objekttriager aus und
legt diesen auf ein Drahtgestell oder auf Holzklstze in ein zu ver-
schlieBendes GefiaB, auf dessen Boden man etwas konzentriertes
Formalin gegossen hat (12 Stunden). Weiterbehandeln wie auf-
geklebte Schnittpriaparate.

Bindegewebsfiirbungen.

1. Kollagene Fasern. Firben sich nach van Gieson rot.
Elektive Farbungen sind die von BierscHowsky (vgl. Methoden
der Achsenzylinderfarbung beim Nervengewebe S. 56; unter Nr. b
destilliertes Wasser, nicht Essigsdure!) und die von

Marrory. 1. Fixieren in Sublimat oder Zenkerscher Lisung.

2. Gefrierschnitte oder Paraffineinbettung.

3. Férben in 0,1 proz. wasseriger Saurefuchsinlosung 1—3 Min.

4. Abspiilen in Wasser.

5. Ubertragen mit Glasnadeln in 1 proz. wisseriger Phosphor-
molybdénsiurelosung, 1 Min.

6. Abspiilen in zweimal zu wechselndem Wasser.

7. Farben 2—20 Minuten in folgender Losung:
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Wasserlosliches Anilinblau (Hollborn) . . 05
Orange G (Hollborn) . . . . . . . . . 2,0
Oxalsdure . . . . . . . . . . . . .. 2,0
Wasser . . . . . . . . . ... ... 100,0

8. Abspiilen in Wasser. Differenzieren in 95 proz. Alkohol.
Kollagene Fasern tietblau, oft die feinsten Féserchen iiberraschend
deutlich sichtbar; blau sind ferner Amyloid, Schleim und Hyalin.
Kerne und Protoplasma, Fibrin, elastische Fasern, Achsenzylinder,
Neuroglia und Hornsubstanzen sollen rot, Muskelfasern orange,
Erythrozyten und Markscheiden gelb sein. Die Férbbarkeit aller
dieser Teile ist jedoch ziemlich launisch,

2. Elastische Fasern. Hartung beliebig. Die von WEIGERT
angegebene Farblosung wird folgendermafllen bereitet:

Eine Losung von 2 g Fuchsin und 4 ¢ Resorzin in 200 ccm Wasser
bringt man in einer Porzellanschale zum Kochen und setzt wihrend
des Siedens unter Umriihren 25 c¢em Liquor ferri sesquichlorati
hinzu. Unter fortwéhrendem Umriihren 148t man noch 2—5 Min.
kochen. Nach dem Erkalten filtrieren. Den auf dem Filter sich
sammelnden, schwarzblauen Niederschlag wischt man mit einigen
100 cem destilliertem Wasser und 148t ihn alsdann trocknen. Das
Filter mit dem anhaftenden Niederschlag bringt man nunmehr in
die inzwischen getrocknete Schale, in der vorher die Mischung
gekocht worden war, gieB3t 200 ccm 93 proz. Alkohol auf und kocht
einige Minuten unter bestindigem Umriihren, wobei man das
Filtrierpapier herausfischt. Alsdann 148t man Erkalten, filtriert,
filllt mit Alkohol wieder auf 200 ccm auf und setzt 4 cem Salzsiure
hinzu. Die Losung ist auch fertig von Hollborn zu beziehen und ist
6—8 Wochen lang brauchbar. Altere Lisungen firben auch das
kollagene Gewebe mehr oder weniger stark mit.

Man farbt 15—20 Minuten (frische Losungen férben nicht so
rasch wie dltere) und differenziert in 96 proz., noch besser in ab-
solutem Alkohol (10 Min. bis einige Stunden). Eine sehr schone
Farbung auch der feinsten Fasern erhilt man, wenn man 5 cem
der Weigertschen Losung mit 100 cem Salzsiurealkohol mischt und
die Schnitte hierin 12—24 Stunden liegen 1 Bt.

Die elastischen Fasern sind schwarzblan gefirbt; Knorpel
farbt sich in der Regel mit. Eine Kernfirbung mit Karmin kann
man vorausschicken oder nachfolgen -lassen. Auch eine Nach-
farbung nach der van Giesonschen Methode ist empfehlenswert.
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Nimmt man statt des Fuchsins bei Bereitung der Farblosung
Saffranin bzw. Vesuvin, so erhélt man eine Losung, die die elastischen
Fasern rot bzw. braun firbt, und von denen besonders die rote zur
Kombination mit Himatoxylinfirbungen geeignet ist.

(In frischem Zustande untersucht man auf elastische Fasern
durch Zusatz von Natronlauge; die elastischen Fasern bleiben
erhalten, wihrend die kollagenen sich losen.)

Untersuchungsmethoden fiir pathologische
Produkte.
1. Fibrin.

In frischem Zustande zu untersuchen in Zupfpriparaten.

Nach der van Giesonschen Methode farbt sich Fibrin gelb.
Eine elektive Farbung ist die von WEIGERT. Sie gelingt gut bei
Alkoholhértung, weniger gut bei Formalinhdrtung. Ist eine
Fixierung in chromsauren Salzen vorausgegangen, so gelingt die
Farbung ohne weiteres nicht. Meist lassen sich aber noch gute
Resultate erzielen, wenn man die Schnitte vor der Farbung fol-
gendem Verfahren unterwirft: Einlegen auf 2—3 Min. in eine 1/, proz.
Kaliumpermanganatlosung, Ubertragen in eine Losung von Oxal-
sédure 1, Kalium oder Natrium sulfuros. 1, Aq. dest. 200 unter Hin-
und Herbewegen, bis die Braunfirbung wieder verschwunden ist;
alsdann griindliches Auswaschen in Wasser.

Gefrier- oder Paraffinschnitte (Celloidin farbt sich mit und
muB vorher entfernt werden).

Man firbt mit Anilinwassermethyl- oder Gentiana-
violett, das auf folgende Weise bereitet wird: 10 ccm Anilinél
werden mit 100 com Wasser mehrere Minuten sehr griindlich ge-
schiittelt; dann 148t man 10—20 Minuten absetzen und filtriert
durch ein gut mit Wasser angefeuchtetes Filter. Zu 90 ccm
des klaren Filtrates, das keine Oltropfchen mehr enthalten darf,
setzt man 10cem konzentrierter alkoholischer Gentianaviolett-
losung. Die Mischung, die sich nur etwa acht Tage hilt, ist vor dem
jedesmaligen Gebrauch zu filtrieren.

Ebenso gut ist folgende Losung:

Gesittigte alkohol. Methyl- oder Gentianaviolettlosung . 25
5proz. Formalinlosung . . . . . . . .. . . .. ... 5

Vor dem Gebrauch filtrieren.
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Die Mischung ist in gut verschlossener Flasche mehrere Wochen
lang haltbar und hat auBerdem den Vorzug, da8 mit ihr die Farbung
an Formalin-Gefrierschnitten gut gelingt, was mit Anilinwasser-
methylviolett nicht immer der Fall ist.

1. Die mit Karmin vorgefarbten Schnitte werden 5—10 Min.
in der Farblosung gefirbt, hierauf in Wasser abgespiilt. Sind die
Schnitte nicht bereits aufgeklebt, so fange man sie jetzt aus dem
Wagser mit dem Objekttriger auf und driicke sie mit einer vier-
fachen Lage FlieBpapier vorsichtig an.

2. AufgieBen von Jodjodkaliumlosung (Jod 1, Jodkalium 2,
Wasser 300), 1 Min.

3. Abgieflen der Losung und Abtrocknen mit FlieBpapier.

4. Differenzieren in Anilinxylol (Anilin 2, Xylol 1), bis keine
blauen Farbstoffwolken mehr abgegeben werden (man tut gut, die
Differenzierung unter dem Mikroskop von Zeit zu Zeit zu kontrol-
lieren).

5. Griindliches Auswaschen in mehrmals zu wechselndem
Xylol. Wird das Anilin nicht griindlich durch Auswaschen mit
Xylol entfernt, so firbt sich spéter allméhlich der Balsam braun
und das Fibrin entfarbt sich.

Das Fibrin ist dunkelblau gefirbt, ferner Schleim, Hornsub-
stanzen und grampositive Bakterien. Sehr oft bleiben auch kollagene
Fasern und Knorpel teilweise gefarbt.

2. Schleim.

Bei Zusatz von 4—5H proz. Essigsdure zu frischen Priparaten
tritt im Schleim eine kornige und fidige Gerinnung auf (Unterschied
von Pseudomuzin).

Fiir die Farbeverfahren empfiehlt sich am meisten Alkohol-
hirtung, auch Sublimat- und Formalinhirtung geben gute Resul-
tate. KEinbetten in Paraffin ist anzuraten, da das Celloidin sich
meistens mitfarbt. Die Weigertsche Fibrinmethode firbt Schleim
bei Alkohol- oder Formalinfixierung dunkelblau. Mit polychromem
Methylenblau (s. S. 37) oder mit halbgeséttigter wésseriger Thionin-
oder Kresylviolettlosung farbt sich Schleim rot bis rotviolett. Die
Farbung tritt am schonsten hervor, wenn man die Schnitte nach
Abspiilen in destilliertem Wasser in einer gesittigten Losung von
Kalium aceticum (1 : 2) untersucht; Alkoholbehandlung schédigt
den roten Farbenton, etwas weniger Behandlung mit Azeton.
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Eine gute Firbung erhilt man auch mit Mucikarmin, das
am besten fertig von Hollborn-Leipzig zu beziehen ist. Die kaufliche
Losung wird unmittelbar vor dem Gebrauch mit Brunnenwasser
zehnfach verdiinnt. Férbedauer 5—10 Minuten, Abspiilen in
Wasser.

Das Mucikarmin soll nur den Schleim (rot) farben; farbt es
auch die Kerne, so enthilt es freie Siure, die man vorsichtig durch
tropfenweisen Zusatz einer diinnen Sodalosung neutralisieren muf.
Eine Kernfirbung mit Hamatoxylin kann man vorausschicken.

3. Amyloid.

Ist in frischem Zustande an seiner glénzenden Beschaffenheit
und seiner ziemlich grofen Resistenz gegen diinne Sduren und
Laugen kenntlich. Die &lteste Farbreaktion ist die mit Jod-
jodkaliumlésung, die das Amyloid mahagonibraun, das iibrige
Gewebe gelb firbt; ein geringer Zusatz von Essigséure begiinstigt
den Eintritt der Reaktion. Die Reaktion ist auch an gehérteten
Praparaten ausfithrbar (nicht zu diinne Schnitte nehmen!), aber
meist nicht léinger als einige Stunden haltbar.

Jodschwefelsdurereaktion. Die Schnitte (Doppelmesser-
schnitte oder Gefrierschnitte) werden mit stark verdiinnter (wein-
gelber) Jodjodkaliumlosung mehrere Minuten behandelt, alsdann
1a8t man vom Rande des Deckglases einen Tropfen konzentrierte
Schwefelsaure zuflieBen. Das Amyloid wird blau oder violett, die
Farbung ist gleichfalls nicht haltbar.

Methylviolettreaktion. 1. Firben 2—5 Minuten in 1 proz.
wisseriger Methylviolett- oder Gentianaviolettlosung.

2. Abspiilen in 2 proz. Essigsdure 2—3 Minuten.

3. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

4. Untersuchen in gesittigter wasseriger Losung von Kalium
aceticum (nicht in Glyzerin, das die rote Farbe auszieht!).

Amyloid rot, iibriges Gewebe blau. Die Priparate sind haltbar;
sie miissen zur Konservierung mit Lack umrandet werden.

Dauerpraparate von gehirtetem Material lassen sich auch mit
polychromem Methylenblau herstellen. Am giinstigsten ist
Formalinhértung. Besser als Differenzierung in Glyzerinéther ist nach
ScamorL Differenzierung in 14 proz. Essigsiure 10—20 Sekunden
und alsdann in halbgesittigter Alaunlosung 2—5 Minuten. Aus
dieser kommen die Praparate sofort in absoluten Alkohol. Amyloid
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rot. Bei Anwendung der vanx Giesoxschen Methode wird Amyloid
gelb, mit Sudan oder Fettponceau rosa.

Die Corpora amylacea geben zum Teil die charakteristische
Amyloidreaktion mit Jod und den genannten Anilinfarben. Ein
anderer Teil verhilt sich beziiglich der Farbreaktion wie hyaline
Substanzen. Mitunter sind die Corpora amylacea auch mit Kern-
farbstoffen (Hamatoxylin, Karmin) gut tingierbar.

4. Hyalin und Kolloid.

Losen sich nicht in schwachen Sauren und Laugen, dagegen
wohl in starken.

Hartung beliebig, am besten in Alkohol. Férben sich stark
mit allen sauren Anilinfarben. Mit der WeiGeErTschen Fibrin-
methodesind sie in der Regel gut darstellbar. Mit der van Gieson-
schen Methode wird Hyalin rot, Kolloid hingegen gelb bis orangerot;
doch ist dieser Unterschied kein absolut sicherer und mafBgebender.

H. Hornsubstanzen.

In frischem Zustande stark lichtbrechend und gleichfalls
ziemlich resistent gegen diinne Sauren und Laugen.

Hartung beliebig, am besten in Formalin oder Alkohol. Nach
der van Giesonschen Methode wird Horn gelb, mit der GrRaMschen
oder der WeIGeERTschen Fibrinmethode 148t es sich blau farben.
Die bhlaue Farbe haftet am Horn sehr fest und wird (im Gegensatz
zu Fibrin u. a. Substanzen) auch durch eine kurze Behandlung mit
Salzsdurealkohol nicht ausgezogen. Eine Rotfirbung kann man
erzielen, wenn man Formalinprdparate mit der Malloryschen
Bindegewebsfarbemethode behandelt.

6. Glykogen.

Ist in Wasser leicht loslich und diffundiert nach dem Tode
ziemlich rasch. An frischen Priparaten gelingt indessen zuweilen
der Nachweis in Doppelmesserschnitten (mit trockenem Messer
schneiden), wenn man die Schnitte in Jodgummi (1 Teil Jodjod-
kaliumlosung, 100 Teile Gummischleim) einschlieft und unter-
sucht. Das Glykogen farbt sich braun.

Besser ist moglichst baldige Hartung kleiner (mit trockenem
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Messer herausgeschnittener) Stiicke in absolutem Alkohol, Celloidin-
einbettung (nicht Paraffin!).

Lancuanssche Methode: Farben 5—10 Minuten in Jodjod-
kaliumlosung, Entwéssern in einem Gemisch von 1 Teil Jodtinktur
auf 4 Teile absolutem Alkohol. Glykogen braun. Die Praparate
sind nur wenige Monate haltbar.

Nach LuBarscH kann man auch die Weigertsche Fibrin-
farbemethode benutzen, wenn man recht konzentriertes Anilin-
wassergentianaviolett benutzt (20 proz. statt 10 proz. Zusatz von
alkoholischer Gentianaviolettlosung zum Anilinwasser). Das Gly-
kogen wird dunkelblau.

Die schonsten Bilder gibt die Methode von BesT. Man gebraucht
dazu folgende Kaliumkarminlgsung:

Karmin . . . . .. ... ... .... 2
Kalium carbonicum . . . . . . . . . . . 1
Chlorkalium (nicht chlorsaures Kali) . . . 5
Destilliertes Wasser . . . . . . . . . .. 60

Einige Minuten kochen (Vorsicht wegen des Uberschiiumens);
nach dem Erkalten 20 cem Liquor Ammonii caustici zusetzen. Die
Losung ist vor dem Gebrauche zu filtrieren und hilt sich in gut
verschlossener Flasche im Winter zwei Monate, im Sommer drei
Wochen.

1. Vorfarben mit Bormerschem Himatoxylin.

2. Fiarben fiinf Minuten in folgender Mischung:

Kaliumkarminlgsung . . . . . 2
Liquor ammoni caustici . . . 3
Methylalkohol . . . . . . . . 3
(Die Mischung hélt sich in verschlossener Flasche nur wenige
Tage.)
3. Differenzieren in:
Alkohol absolutus . . . . . 80
Methylalkohol . . . . . . . 40
Destilliertes Wasser . . . . 100

unter mehrmaligem Wechseln, bis die Fliissigkeit klar bleibt.

4. Entwéssern in 96proz. Alkohol.

Nach der Karminfarbung diirfen die Schnitte nicht mit Wasser
in Beriihrung kommen, da das Karmin sonst sofort in das Wasser
diffundiert.

Glykogen rot, Kerne blau. Hellrot firben sich auferdem derbes
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Bindegewebe, die Sekretionszellen des Magens, Corpora amylacea;
etwas stirker férbt sich osteoides Gewebe vor der Verkalkung.

7. Fett und fettdhnliche Substanzen.

In frischen Praparaten wird Fett durch Zusatz von Natron-
lauge nachgewiesen, die das Fett nicht verindert; ebenso verhalten
sich viele fettihnliche Substanzen, insbesondere die fettsauren
Cholesterinester.

Beim Nachweis von Fett in gehédrteten Préparaten ist die
Behandlung mit fettlosenden Substanzen (absol. Alkohol, Ather,
Xylol, Chloroform) zu vermeiden. Es kommen also nur Gefrier-
schnitte (eventuell Gelatineeinbettung) und EinschluB in Glyzerin
in Betracht. Nur nach Hértung in Osmiumgemischen, die das Fett
schwirzen und wenig loslich machen, vertragen die Objekte eine
(nicht zu lange) Behandlung mit absolutem Alkohol und Chloroform
(nicht Ather oder Xylol; auch ist beim EinschluB dieser Schnitte
xylolfreier Kanadabalsam zu verwenden).

Fettfarbungen:

1. Die mit Hamatoxylin vorgeférbten und gewésserten Schnitte
kommen auf fiinf Minuten in 50 proz. Alkohol.

2. 20 Minuten farben in einer geséttigten Losung von Sudan ITI,
Scharlach R oder Fettponceau in 80 proz. Alkohol.

3. Abspiilen in 50 proz. Alkohol einige Minuten.

4. Auswaschen in Wasser, untersuchen und konservieren in
Glyzerin oder Glyzeringelatine.

Fettist orangerot bis scharlachrot, die Markscheiden der Nerven
und Amyloid hellrot. Will man das Fett blau féirben, so wendet
man statt Sudan usw. Indophenol in genau derselben Weise an.
Die Kerne werden dann mit Karmin vorgefiirbt.

Eine gute, namentlich bei der Untersuchung des Nerven-
systems angewandte Methode zum Nachweis von Fett, die auch
Einbettung der Objekte gestattet, ist die von

Marcrr. 1. Diinne, woméglich in Formalin bereits fixierte
Stiickchen werden 8—10 Tage in ofter zu wechselnder Miillerscher
Fliissigkeit gehirtet.

2. Weiterbehandeln 1—3 Wochen bei Briitwérme in folgendem
mindestens einmal wochentlich zu erneuerndem Gemisch:
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Miillersche Losung . . . . . . 2
1 proz. Osmiumsdure. . . . . 1

3. 24 Stunden langes Auswaschen in flieBendem Wasser.

4, Gefrierschnitte oder Nachhiirten in Alkohol, Celloidin-
einbettung.

Das Fett ist geschwirzt. Eine Kernfirbung mit Anilinfarben
kann man nachfolgen lassen.

Fettsduren werden durch 24stiindiges Einlegen in die
Weigertsche Neurogliabeize (s.S.59) bei Bruttemperatur griin
gefarbt; nicht ganz so kraftig farbt eine gesittigte Losung von
essigsaurem Kupfer. Man kann entweder die Gefrierschnitte oder
das ganze Gewebsstiick in die Beize einlegen, auch die Beize mit
109, Formalin versetzen und gleich darin fixieren.

Farbung nach Fiscurer: 1. Formalinhartung, Gefrierschnitte.

2. Beizen in gesattigter Kupferazetatlosung 24 Stunden bei
Brutwérme.

3. Auswaschen in destilliertem Wasser.

4. Farben 20 Min. und langer in folgender Losung:

10 proz. Losung von Hématoxylin in absolutem Alkohol
90fach verdiinnte, gesittigte Lithiumkarbonatlgsung aa,

Die beiden FKliissigkeiten sind jedesmal 1—2 Tage vor dem
Gebrauch zu mischen.

5. Differenzieren in mehrfach verdiinnter Weigertscher Borax-
Ferrizyankaliumlosung (s. S. 57), bis die roten Blutkorperchen
farblos sind.

6. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser, einlegen
in Glyzerin oder Glyzeringelatine.

Fettsduren schwarz, ebenfalls Kalkseifen, Kalk und Eisen.
Kalk 148t sich durch 2—5 proz. Salzsiure, Eisen durch halb kon-
zentrierte Oxalsdurelosung entfernen, Kalkseife durch Salzséure
und nachfolgende Behandlung mit Atheralkohol.

Lipoidsubstanzen. Die wichtigsten unter ihnen sind die
fettsauren Cholesterinester, die doppeltbrechend sind, auch wenn
sie in Neutralfetten gelost sind. Nach Formalinhértung férben sich
die meisten Lipoidsubstanzen mit Sudan usw. nur blassgelbrotlich
oder gar nicht. Nach Hérten in chromsauren Salzen werden sie in
eine unlosliche Modifikation iibergefiihrt und sind mit Sudan
besser farbbar.
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Farbung nach Smrte-Dierrica: 1. Einlegen der Gefrier-
schnitte aut 24—28 Stunden bei Brutwérme (12 Stunden im Paraffin-
ofen) in eine gesittigte Losung von Kaliumbichromat.

2. Abspiilen in Wasser;

3. Fiarben 4—5 Stunden bei Brutwidrme in Kultschitzkys
Himatoxylin:

10proz. gut ausgereifte Losung von Himatoxylin in absol. Alkohol 10
Eisessig . . . . . . . . . oo 1

4. Abspiilen in Wasser.

5. Differenzieren in Weigerts Borax-Ferrizyankaliumlosung
(s. S.57) 1—12 Stunden.

6. Griindliches Auswaschen in Wasser, eventuell Kernfarbung
mit Saffranin.

Lipoidsubstanzen blauschwarz, ebenso Myeline, EKisen- und
Gallenpigment, oft auch die roten Blutkdrperchen.

Cholesterin ist gleichfalls doppeltbrechend. s 148t sich
ebenso wie Amyloid (siehe dieses) mittels der Jodschwefelséure-
reaktion in frischen Préparaten blau firben; die Farbung geht
alsbald in Blaugriin und schlieBlich in Braunrot iiber. In Schnitten
ist es nur bei Gelatineeinbettung nachweisbar, da es sich in Alkohol,
Ather und Xylol auflost und aus Gefrierschnitten wegen seiner
Sprodigkeit leicht herausfallt.

Myeline. Sind nur selten doppeltbrechend, firben sich nach
Smith-Dietrich blauschwarz, mit gesittigter wésseriger Neutral-
rotlosung rot, manchmal erst beim Erwarmen.

8. Kalk.

In frischen Praparaten bei durchfallendem Licht (und
schwacher Vergroferung) schwarz, in auffallendem Lichte weif3.
Handelt es sich um kohlensauren Kalk, so verschwindet er bei
Zusatz von Hproz. Salzsidure unter Entwicklung kleiner Kohlen-
sdureblaschen, phosphorsaurer Kalk lost sich ohne solche. Bei Zu-
satz von verdiinnter (etwa 3proz.) Schwefelsdure entstehen Gips-
kristalle. Da diese in einem UberschuB von Wasser loslich sind, so
tut man gut, die Gewebsprobe vor dem Schwefelsdurezusatz in
40—50proz. Alkohol zu legen.

Soll die Lagerung des Kalks im Gewebe dargestellt werden, so
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sind kalklosende Mittel zu vermeiden. Nur bei sehr starkem Kalk-
gehalt (Knochen, s. d.) kénnen die Objekte unvollkommen entkalkt
werden. Bei sehr geringem Kalkgehalt fixiere man in Alkohol, da
Chromséuregemische und sogar Formalin (Ameisensduregehalt)
Kalk entziehen. Anderseits lasse man die Schnitte nicht stundenlang
oder gar iiber Nacht in kalkhaltigem Leitungswasser liegen, da sie
sonst Kalk aufnehmen konnen.

Kalk farbt sich mit allen alaunhaltigen Farbstoffen sehr
intensiv, mit Alaunhamatoxylin violett. Doch ist die Farbung keine
spezifische, da auch Eisenpigmente und Schleim sie annehmen
konnen. Sicher ist Kalk nachweisbar durch 14—1stiindiges Ein-
legen der Schnitte in eine 2—3proz. Argentum nitricum-Losung
bei hellem Tageslicht. Der Kalk wird geschwirzt. Auswaschen in
destilliertem Wasser. Etwa aufgetretene Niederschlige kann man
durch Eintauchen in eine 5proz. Natriumthiosulfatlosung entfernen;
darauf griindliches Auswaschen. Kine Kernfirbung (ohne An-
wendung von Salzsdurealkohol) kann man nachfolgen lassen.

9. Harnsaure Salze.

Von frischen Objekten mache man Zupf- oder Abstreif-
priparate; von gichtischem Knorpel fertige man diinne Skalpell-
schnitte.

Hartung nur in absolutem Alkohol, da Wasser die Salze
rasch 1ost. Einbettung in Celloidin, firben mit alkoholischer
Vesuvinlosung,

10. Pigmente.

Eisenhaltige Pigmente. An frischen sowohl wie an ge-
hirteten Préparaten (Alkohol, Sublimat, Formalin, bei lingerer
Fixierung in Chromgemischen kann Eisen in Losung gehen) 146t
sich die Berlinerblaureaktion ausfithren. Man bringe die
Schnitte (mit Glasnadeln!) auf 10—20 Minuten in eine Hproz.
Ferrozyankaliumlosung, hierauf in 1proz. Salzsiurelosung, bis
Blaufirbung des Pigmentes eintritt (5—15 Minuten, unter dem
Mikroskop kontrollieren); dann auswaschen in Wasser. Man
kann bei gehdrteten Praparaten eine Vorfirbung mit Alaun
karmin vorausgehen lassen. Eisenoxydhaltize Pigmente blau.
Die Farbung ist lichtempfindlich.

Durch 5—20 Minuten langes Einlegen der Schnitte in eine
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gesittigte (gelbe) Schwefelammoniumlosung werden Eisenoxyd-
und Eisenoxydulverbindungen geschwirzt. Danach kurzes Aus-
waschen in Wasser. Die Préiparate sind haltbar. Schwérzung
tritt bei dieser Methode jedoch auch mit anderen Metallen (Sub-
limat!) auf. Eine Kernfiarbung kann man vorausschicken.

Da den zu untersuchenden Objekten wéhrend der Fixierung
und Hirtung losliches Eisen entzogen werden kann, so verfihrt
man nach HArL besser folgendermaBen:

1. Man bringt die Praparate in frischem Zustande auf
24 Stunden in folgende Losung, und zwar

Leber, Milz und Knochenmark in:

Schwefelammonium . . . . . 30

Absol. Alkohol . . . . . . . 70
Darm in:

Schwefelammonium . . . . . 5

Dest. Wasser. . . . . . .. 25

Absol. Alkohol . . . . . . . 70

2. Nachhirten in Alkohol, einbetten in Paraffin.

3. Die Schnitte sind am besten aufzukleben und kénnen mit
Karmin vorgefarbt werden. Sie werden dann 20 Minuten in folgende
Losung eingelegt:

Dest. Wasser. . . . . . . 100
Ferrozyankalium . . . . . 15
Salzsdure . . . . . . . . 0,5

Abspiilen in Wasser.

Diese Methode weist die geringsten Spuren von Eisen nach.

Gallenpigment. An frischen Priparaten kann man die
GumeLiNsche Reaktion ausfiihren, indem man vom Rande des
Deckgléschens her einen Tropfen rauchender Salpetersiure zusetzt;
es entstehen die bekannten Farbenringe. Geringe Mengen Gallen-
pigment lassen sich jedoch mit dieser Methode nicht nachweisen.
Gallenpigment farbt sich nach Smira-DierricH; durch Salzsiure-
alkohol wird es angegriffen.

Fetthaltige Pigmente (Abnutzungspigmente, Lutein)
werden mit den beim Nachweis von Fett angegebenen Methoden
untersucht; sie sind oft noch an eingebetteten Priparaten firbbar.

Melanin gibt keine Eisenreaktion, firbt sich nicht mit Fett-
farbstoffen, wird aber durch Osmiumsiure und durch Argentum
nitricum geschwérzt, durch Wasserstoffsuperoxyd gebleicht.

Beitzke, Taschenbuch. 4
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Untersuchungsmethoden fiir die einzelnen
Organe.

1. Blut und Knochenmark.

Zur frischen Untersuchung bringt man ein kleines Tropfchen
Blut auf die Mitte eines mit Alkohol gereinigten Deckglaschens und
legt letzteres moglichst rasch mit der beschickten Seite nach unten
auf einen ebenso gereinigten Objekttriger, so dafl sich der Bluts-
tropfen in kapillarer Schicht zwischen Objekttrager und Deckglas
ausbreitet. Man vermeide es, auf das Deckglas zu driicken. Muf}
man den Blutstropfen langere Zeit beobachten, so umrandet man
das Deckglas mit Wachs oder Paraffin. Will man das Blut ver-
diinnen, so benutze man physiologische Kochsalzlosung, Ringer-
losung oder noch besser menschliches (bezw. von der entsprechenden
Tierart stammendes) Blutserum. Zur Untersuchung der sehr ver-
ganglichen Blutplattchen fingt man den zur Untersuchung be-
stimmten Blutstropfen am besten direkt in einer Konservierungs-
fliissigkeit, z. B. 1proz. wisseriger Osmiumsdurelosung auf;
es kann das derart geschehen, daB man einen Tropfen dieser
Fliissigkeit auf die zur Blutentnahme bestimmte Hautstelle (Ohr-
lappchen, Fingerbeere) bringt und durch den Tropfen hindurch
einsticht.

Trockenprédparate von Blut oder Knochenmark werden in
der Weise angefertigt, daBl man ein kleines Tripfchen des zu unter-
suchenden Materials auf die Mitte eines sorgfiltic mit Ather-
Alkohol aa gereinigten Deckgldschens bringt, ein zweites unter
Vermeidung jeglichen Druckes auflegt und es alsdann mit raschem
Ruck von dem ersten abzieht. Man fafit die Deckglischen dabei
besser nicht mit den Fingern, sondern mit Pinzetten, da die von den
Fingern ausgehende Wirme betrichtliche Veréinderungen an den
Blutzellen hervorrufen kann. Schonender ist folgendes Verfahren:
Man bringt einen Blutstropfen auf einen sorgfiltic mit Ather-
Alkohol gereinigten Objekttréger und streicht ihn mit der Kante
eines sauberen Deckglases aus, das man unter einem Winkel von
60° auf den Objekttrager aufsetzt. Vom Knochenmark fertigt man
Ausstrichpraparate, indem man ein Stiickchen mit der Pinzette
entnimmt und damit leicht iiber den Objekttriger oder das Deck-
glas streicht.
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Fixierung der lufttrocken gewordenen Deckglaspriparate ge-
schieht entweder durch Einlegen in absoluten Alkohol oder Ather-
alkohol (10 Minuten) oder in Methylalkohol (5 Minuten).

Besser ist Fixierung durch Hitze nach Enrrice. Ein Kupfer-
streifen von etwa 30 ¢m Lénge und 6 ¢m Breite wird an einem Ende
durch einen Bunsenbrenner erhitzt. Ist die Erhitzung eine halbe
Stunde fortgesetzt worden, so ist die Temperatur an allen Stellen
des Streifens konstant geworden, und man kann nun durch kleine
Wassertropfchen leicht die Stelle mit der Temperatur 100° heraus-
finden (hier beginnen die Wassertropfen eben zu sieden). 1—2cm
von dieser Stelle nach der Flamme zu betréigt die Temperatur etwa
120, und hier werden die Deckglischen fiir 5—10 Minuten mit der
bestrichenen Seite nach oben aufgelegt.

In den mit Antrocknen behandelten Praparaten sind die Zellen
und namentlich die Kerne grofer als in Schnittpréiparaten. Den
Schnittpriparaten dhnliche Bilder erhélt man, wenn man die be-
strichenen Objekttrager oder Deckgléser sofort in noch feuchtem
Zustande in eine fixierende Losung (Orthsche, Zenkersche,
Hellysche) legt, wo sie (bei Zimmerwérme) 8—24 Stunden ver-
bleiben. Alsdann wischt man in Wasser aus, firbt durchweg etwas
langer als unten fiir die Trockenpriparate angegeben und behandelt
weiter nach Art der Schnittpraparate (also Alkohol, Xylol, Balsam,
unter Vermeidung von volligem Trocknen).

Farbemethoden. Man wende niemals nur eine einzige,
sondern immer mehrere Methoden gleichzeitigz an, da keine
einzige allen Anforderungen gerecht wird und jede ihre besonderen
Vorziige hat. Man spiile grundsétzlich nur mit destilliertem
Wasser ab, entwissere die Trockenpriparate nicht mit Alkohol,
sondern trockne mit FlieBpapier und schlieBe sofort in Balsam
ein. Fiir die Haltbarkeit der Priéiparate ist es wichtig, rektifizierten,
neutralen Kanadabalsam zu verwenden.

a) Hamatoxylin-Eosin. Rote Blutkorperchen und eosino-
phile Granula rot, Kerne blau.

b) EmrricEs Triazidlosung. Man beziehe sie am besten
fertig von Hollborn; doch sind die von dort erhéltlichen Losungen
sehr ungleich im Werte. Die am besten in der Hitze fixierten Pri-
parate werden 5—10 Minuten gefarbt (die Losung stets nur mit der
Pipette entnehmen, niemals umschiitteln!). Eosinophile Granu-
lationen leuchtend rot, neutrophile Granulationen lilarot, rote Blut-

4*
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korperchen orange, Kerne griinlichblau. Namentlich die neutro-
philen Granulationen treten gut hervor.

¢) Giemsasche Losung, gleichfalls fertiz von Hollborn zu
beziehen. Man mischt jedesmal vor dem Gebrauch je 1 cem
destilliertes Wasser mit je 2 Tropfen der Losung (also 10 Tropfen
auf 5 cem) und iibergieBt mit dem Gemisch das mit der bestrichenen
Seite nach unten in ein Uhrschilchen gelegte Deckglas (legt man
die bestrichene Seite nach oben, so entstehen sehr stérende Nieder-
schlage). Objekttrager legt man mit der Schichtseite nach unten
auf ein mit der Farblosung gefiilltes Uhrschélchen, so daf die Unter-
seite gut benetzt wird. Farbung 20 Minuten. Kerne violett, Proto-
plasma und basophile Granulationen blau, eosinophile leuchtend rot,
neutrophile manchmal ungefirbt, manchmal lilarotlich. Erythro-
zyten je nach dem Ausfall der Farbung rosa bis grau. Blutpléittchen
blsulich mit violettem Zentrum.

d) May-GritnwaLpsche Losung, fertig von Hollborn zu be-
ziehen. Farbung 5—10 Minuten mit der unverdiinnten Losung:
Kerne hellblau bis griinlichblau, eosinophile Granulationen leuchtend
rot, neutrophile lilarosa, basophile, wenn gefarbt, hellblau, Erythro-
zyten hellrot. Blutplattchen hellblau.

¢) PapPENHEIMS panoptische Methode.

1. Farbung der unfixierten Trockenpriparate mit May-Griin-
waldscher Losung 3 Minuten.

2. Hinzufiigen der gleichen Menge destillierten Wassers, etwa
1 Minute stehen lassen.

3. AbgieBen der Farblosung, dann ohne abzuspiilen Aufgiefen
einer Mischung von 15 Tropfen Giemsalosung auf 10 cem Wasser;
Farbung 12—14 Minuten (nicht linger).

4. Griindliches Abspillen in véllig neutralem destillierten
Wasser.

Die Methode ist sehr zuverldssig und gibt dhnliche Resultate
wie die May-Griinwaldsche.

f) ScariDDEs Methode zum Nachweis der Lymphozyten-
kornelungen: 1. Fixieren der ausgestrichenen und lufttrocken
gewordenen Praparate 12 Stunden in OrtHscher Lisung.

2. Abspiilen mit destilliertem Wasser.

3. Beizen mit 1proz. Osmiumsiure 5—1 Stunde.

4. Abspiilen in Wasser.
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5. Farben bis zur Dampfbildung in Altmanns Anilinwasser-
saurefuchsinlosung.

6. Differenzieren in Pikrinsaurealkohol (1 Teil gesattigte
alkoholische Pikrinséurelosung auf 7 Teile 20proz. Alkohol), bis das
Préparat einen gelblichen Ton zeigt.

7. Abspiilen mit absolutem Alkohol.

Eosinophile Granulationen schwarzrot, neutrophile blaB-
braunlichrot, Lymphozytengranulationen gelblichkarmoisinrot.

Schnittpraparate. Fixierung kleiner ~Knochenmark-
stiickchen in Sublimat, Formalin, Orthscher oder Hellyscher
Losung. Paraffineinbettung ist unbedingt anzuraten, da Celloidin
sich haufig mitfarbt. Schnitte moglichst diinn (aufkleben). Am
besten gelingen die Farbungen an Gefrierschnitten, wenn man sie
diinn genug herstellen kann. Bei den Farbungen miissen simtliche
benetzten Reagentien (destilliertes Wasser, Alkohol, Azeton, Xylol,
Balsam) vollig saurefrei sein.

Man farbt mit Giemsalosung, wie oben bei den Ausstrich-
praparaten angegeben, 5—1 Stunde, spiilt sehr sorgfiltig in
destilliertem Wasser aus, in dem iiberfarbte Schnitte sich bei
lingerem Liegen gut differenzieren, trocknet den aufgezogenen
Schnitt mit FlieBpapier ab und entwéssert in Aceton. puriss. (hier
darf keine Entfirbung mehr auftreten!). Xylol, Bals. canadens.
rect. neutr. Kerne blau, eosinophile Granula rot, neutrophile violett-
rot, basophile tief dunkelblau, Erythrozyten griin.

Ebensogut ist das May-Griinwaldsche Gemisch anwendbar, mit
dem man 2—3 Minuten farbt (mit der Pipette entnehmen!); weiter-
behandeln wie bei Giemsafirbung. Im Azeton gehen feine blaue
Wolken ab. Diese Farbung lafit sich auch an dickeren Schnitten
ausfithren und gibt dhnliche Resultate wie die vorstehende.

Die panoptische Methode 148t sich ebenfalls anwenden und
gibt gute Resultate.

1. May-Griinwaldsche Losung 1%—2 Stunden (Schilchen zu-
decken!).

2. Hinzufiigen der gleichen Menge Aqua dest., 1 Minute etwas
schwenken, abgieBen.

3. AufgieBen von 5cem Aqua dest. mit 10 Tropfen Giemsa-
losung, 20 Minuten ohne Erschiitterung stehen lassen.

4. Griindliches Abspiilen in destilliertem Wasser.

5. Alkohol, Xylol, Balsam.
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2. Milz und Lymphdriisen.

Zur Untersuchung frischer Objekte fertigt man Abstrich-
oder Zupfpraparate.

Hirtung in Sublimat, Formalin, Orthscher oder Hellyscher
Losung. Zur Farbung der Zellen und ihrer Strukturen dienen die
bei Blut und Knochenmark angegebenen Methoden. Lymphozyten-
granula sind an lebensfrisch fixiertem Material mit dem Altmannschen
Verfahren (siehe S. 36) nachweisbar. Fiir einfache Ubersichtshilder
geniigt auch Hiamatoxylin-Eosinfarbung. Mitunter (Leukémie,
Infektionsprozesse) ist die Oxydasereaktion von Vorteil. Zur Dar-
stellung des Retikulum ist die Methode von MALLORY zur Firbung
der Bindegewebsfasern zu empfehlen.

3. Herz und Gefiale.

Vom Herzen werden in frischem Zustande Zupfpréparate
angefertigt. Vom Inhalt atheromatoser Gefafverdnderungen macht
man Abstrichpraparate. Verfettete Aortenintima wird in kleinen
Stiickchen mit einer feinen Pinzette abgezogen und in Natronlauge
untersucht.

Hartung, Einbettung und Férbung beliebig. Vorzuziehen ist
Celloidineinbettung, namentlich, wenn es sich um Thromben oder
endokarditische Auflagerungen handelt. Will man in atherosklero-
tischen Herden Fett und lipoide Substanzen darstellen, so ist
Gelatineeinbettung anzuwenden. Von Farbungen sind die van
Giesonsche und die Weigertsche Methode zur Farbung elastischer
Fasern anzuempfehlen, unter Umsténden die Methoden zum Fett-
und Lipoidnachweis.

4. Serose Héaute.

Hértung, Einbettung und Farbung beliebig. Féarbung auf
elastische Fasern ist anzuraten, um die elastische Grenzlamelle
sichtbar zu machen, Fibrinfirbung gegebenenfalls nicht zu ver-
gessen.

b. Schleimhéute.

Von frischen Priéparaten fertige man Scherenschnitte in
folgender Weise: Man schlage ein Stiick der zu untersuchenden
Schleimhaut iiber den linken Zeigefinger und halte es mit Daumen
und Mittelfinger fest. Alsdann schneide man in das Organ mit ge-
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bogener Schere ein myrtenblattformiges Loch und suche nun mit
der Schere vom Rande dieses Loches kleine, diinne, die Schleimhaut
senkrecht durchsetzende Schnitte zu gewinnen.

Hartung beliebig. Moglichst frithzeitige Fixierung zur Ver-
meidung postmortaler Verdnderungen ist namentlich beim Ver-
dauungsrohr angebracht. Beim Einbetten nicht unnétig lange in
Alkohol (und Xylol) liegen lassen. Celloidin ist meist vorzuziehen.
Man farbt am besten nach van Gieson; bei chronischenEntziindungen
sind Farbungen auf Plasmazellen (polychromes Methylenblau,
Methylgriin-Pyronin) angebracht. Im Magen nehmen die Beleg-
zellen bei Hamatoxylin-Eosinfarbung und lingerer Differenzierung
in Wasser eine rote Farbung an.

6. AuBere Haut.

Hértung beliebig, am besten Alkohol, Formalin oder Zenker-
sche Losung. Celloidineinbettung ist vorzuziehen, da Hautpriiparate
in Paraffin oft sehr sprode werden. Farbung mit Hamatoxylin-
Eosin, nach van Gieson, auf elastische Fasern, mit polychromem
Methylenblau. Epithelfasern sind mit der Heidenhainschen Eisen-
hématoxylinfirbung (siehe S.34) darstellbar (Differenzierung unter
dem Mikroskop verfolgen!).

Das Keratohyalin farbt sich sehr deutlich bei intensiver Hi-
matoxylinfirbung, etwas weniger gut mit Karmin. Uber Farbung der
Hornsubstanzen siehe S. 43.

7. Nervensystem.

Frische Untersuchung geschieht durch Quetschpriparate
(siehe S.13).

Fixierung und Héartung muB verschieden ausgefiihrt werden,
je nachdem, welche Elemente zur Darstellung gebracht werden
sollen. Man tut daher gut, stets mehrere Stiicke des zu unter-
suchenden Materials nach verschiedenen Methoden zu fixieren.
Moglichst baldige Fixierung nach dem Tode ist fiir die meisten
Methoden Vorbedingung.

a) Ganglienzellen. Hirtung in Alkohol, weniger gut in
Formalin (nicht in chromsauren Salzen). Die Darstellung der
NiBlschen Korner (Tigroid) gelingt sowohl an Gefrier- als an
Celloidinschnitten. Férben mit 1—2proz. wisseriger Thioninlsung
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oder gesittigter wésseriger Neutralrotlosung einige Minuten unter
leichtem Erwirmen. Auswaschen in destilliertem Wasser, diffe-
renzieren in 96proz. Alkohol. Die NiBlschen Granula sind blau,
bezw. rot.

b) Achsenzylinder. Am einfachsten ist Farbung mit
Lithionkarmin 1—2 Stunden ohne nachfolgende Differenzierung.
Ganz gute Resultate gibt auch die van Giesonsche Methode bei
Hértung der Objekte in chromsauren Salzen und Anwendung des
Weigertschen Hiamatoxylins. Die Achsenzylinder werden braun-
rotlich, Glia gelblich, Bindegewebe leuchtend rot. Eine ein-
greifendere Methode, die manchmal auch da noch die Existenz von
Achsenzylindern nachweist, wo andere Methoden im Stiche lassen
oder zweifelhafte Resultate geben, ist die von

BreLscrowsky. 1. Moglichst frische Hartung des Materials in
Formalin, am besten Gefrierschnitte, einlegen in destilliertes
Wasser.

2. Beizen in 2proz. Argentum nitricum-Losung 24 Stunden
oder linger.

3. Rasches Durchziehen durch destilliertes Wasser.

4. Einlegen in folgende, jedesmal frisch zu bereitende Losung:

10 proz. Argentum- nitricum-Losung 5 com
40proz. Natronlauge . . . . . . . 5 Tropfen.

Hierzu setzt man tropfenweise Ammoniak, bis der entstehende
Niederschlag sich wieder gelost hat (nicht mehr!), auffiillen mit
destilliertem Wasser auf 20 cem. In dieser Losung bleiben die
Schnitte 15 Minuten.

5. Rasches Durchziehen durch destilliertes Wasser. (Bei
Schnitten vom peripheren Nervensystem einlegen in schwache
Essigsdure (b Tropfen Eisessig auf 20 cem Wasser), bis die braunen
Schnitte gelb werden.)

6. Reduktion in 20proz. Formalinlésung, bis keine weiBlichen
Wolken mehr aufsteigen (12 Stunden und linger).

7. Kurzes Abspiilen in destilliertem Wasser. Einlegen (mit
Glasnadeln!) in schwache Goldlosung (5 Tropfen) einer 1proz. Gold-
chloridlosung auf 10 cem destilliertes Wasser) bis zur rotlich violetten
Farbung (etwa eine Stunde).

8. Abspiilen in Hproz. Natriumthiosulfatlosung 15 Minute.

9. Sorgfiltiges Auswaschen in destilliertem Wasser.
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Achsenzylinder schwarz, Bindegewebe violett, Markscheiden
manchmal rotlich gefarbt.

¢) Markscheiden.

Nach Benpa. 1. Formalinhidrtung kleiner Stiicke 3—5 Tage,
mehrstiindiges Auswassern, Gefrierschnitte (nicht zu diinn).

2. Einlegen in eine 214 proz. Losung von schwefelsaurem Eisen-
ammoniumoxyd (violettem Eisenalaun) auf 6 Stunden und linger.

3. Kurzes Abspiilen in Wasser.

4. Firben in einer Mischung von 5 Teilen einer 10proz. alko-
holischen Himatoxylinlosung mit 100 Teilen destilliertem Wasser
12—24 Stunden bei Zimmerwirme oder 3—6 Stunden bei Brut-
wirme. Je &lter die Losung, desto besser.

5. Abspiilen in Wasser, differenzieren in der unter 2 genannten
Eisenlosung oder (rascher) in Weigerts Borax-Ferrizyankalium-
losung (siehe unten); mit dem Mikroskop kontrollieren.

6. Auswaschen in Wasser.

Markscheiden dunkelblau. Die Methode gibt namentlich am
Riickenmark und am peripheren Nervensystem gute Resultate und
ist auch fiir Celloidinschnitte brauchbar.

Handelt es sich um feinere Untersuchungen, vor allen Dingen
am GroBhirn und am fétalen Nervensystem, so sind unbedingt die

Methoden von WEIGERT
vorzuziehen. Die Objekte, diein Formalin fixiert sein konnen, miissen
griindlich (2—8 Wochen) in Miillerscher Losung gehértet werden ; dann
Nachhirten in Alkohol ohne vorheriges Auswissern. Die Objekte
diirfen im Alkohol nicht griin werden, sonst sind sie nochmals in
Miillersche Losung zu bringen; die Alkoholhirtung ist moglichst
abzukiirzen. Einbettung in Celloidin.

Einlegen 24 Stunden in halb gesittigte, wisserige Losung von
Cuprum aceticum neutrale. Schneiden. Man kann auch zuerst
schneiden und die Schnitte auf die angegebene Weise kupfern.

1. Farben 12 Stunden in einer Mischung von gleichen Teilen
4proz. wasseriger Losung des offizinellen Liquor ferri sesquichlorati
und 1proz. alkoholischer Hamatoxylinlosung. Die Mischung ist
jedesmal frisch zu bereiten.

2. Auswaschen in Wasser und differenzieren in folgender Losung:

Rotes Blutlaugensalz . . . 25
Borax. . . . . . .. .. 2,0
Dest. Wasser. . . . . . . 100,0
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3. Sobald die graue Substanz einen hellgelben Farbenton an-
genommen hat, wischt man griindlich in Wasser aus. Die mark-
haltigen Nervenfasern sind dunkelblau, alles iibrige hellgelb, mit-
unter fast farblos.

Empfehlenswert ist ferner die folgende, rascher arbeitende
WEeicERTsche Methode:

1. Formalinhértung. Beizung kleiner, hochstens 4 mm dicker
Stiicke 4—5 Tage in folgender Lisung:

Kalium bichrom . . . . . . . . . .. )
Chromalaun 2 oder besser Fluorchrom 2,5
Aqodest. . ... oL 100

(kochen, filtrieren).

2. Griindliches Auswaschen in Wasser, Celloidineinbettung.

3. Einlegen 24 Stunden in die Neurogliabeize (siche unten).

4. Abspiilen in Wasser, einlegen in 80proz. Alkohol, schnei-
den. Man kann auch erst schneiden und die Schnitte hernach
beizen.

5. Farben und differenzieren wie bei der vorhergehenden
Methode.

Frische Degenerationen an den Markscheiden weist man
nach mittels der MarcaIschen Methode (siehe S. 45); die Triimmer
der Markscheiden werden durch sie geschwirzt. Man versdume
daher niemals, bei Verdacht auf degenerative Veréinderungen am
Nervensystem einen Teil des Materials nach Marcmr zu fixieren,
da die Methode an den zur Weigertschen Markscheidenfarbung vor-
bereiteten und in Celloidin eingebetteten Stiicken nicht mehr aus-
fithrbar ist. Dagegen 148t sich an nach Marcni fixiertem Material
recht gut die Weigertsche Markscheidenfiarbung vornehmen.

d) Neuroglia. Nach Hirtung in chromsauren Salzen firbt
sich die Neuroglia mit 1proz. wisseriger Nigrosinlosung blaugrau
(ebenso freilich das Bindegewebe und die Achsenzylinder).

Nach der van Giesonschen Methode wird die Glia rotlich bis
gelbrétlich gefarbt, bei Anwendung von Weigerts Hamatoxylin gelb.

Methode von WEIGERT. 1. Fixierung moglichst frischer und
kleiner Stiicke in 10proz. (vierfach verdiinnter) Formalinlosung
4—b Tage; die Formalinlgsung ist taglich zu wechseln.

2. Beizung 4—5 Tage bei Bruttemperatur in folgendem Ge-
misch :
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Chromalaun . . . . . . . 2,6
Dest. Wasser. . . . . . . 100,0
Essigsdure . . . . . . .. 5,0

Neutrales essigsaures Kupfer 5,0

(in der angegebenen Reihenfolge in der Warme zu losen). Man kann
dieser Neurogliabeize auch 10proz. Formalin zusetzen und die
frischen Objekte sofort in dies Gemisch einlegen.

3. Nachhartung in Alkohol, Einbettung in Celloidin oder
Paraffin.

4. Einlegen der Schnitte (Paraffinschnitte aufkleben) auf
10 Minuten in eine 0-3proz. Losung von Kaliumpermanganat, griind-
liches Auswaschen in Wasser.

5. Reduzieren 2—4 Stunden in folgender Losung:

Chromogen. . . . . . . . 5,0
Ameisensiure . . . . . . 5,0
Wasser . . . . . .. .. 100,0.

(Filtrieren, zu 90 cem des Gemisches fiige man 10 cem 10proz.
Natriumsulfitlésung.)

6. Nach kurzem Abspiilen fange man die Schnitte, sofern sie
nicht bereits aufgeklebt sind, mit dem Objekttriger auf und driicke
sie mittels FlieBpapier fest an. Alsdann einige Minuten Fiarben in
folgender Losung:

HeiB gesittigte konz. alkohol. Methylviolettlosung 100
bproz. Oxalsgurelésung . . . . . . . . . . .. b
(aufkochen, filtrieren).

7. AbgieBen der Farblosung, trocknen mit FlieBpapier und

Auftropfen folgender Losung:

bproz. wisserige Jodkalilosung
Jodi puri, so viel sich 1ost (keinesfalls zu wenig!).

8. Nach einigen Sekunden abgieBen, abtrocknen mit FlieG-
papier, differenzieren in einem Gemisch von Anilin und Xylol aa;
mehrfach unter dem Mikroskop kontrollieren.

9. Griindliches Auswaschen in mehrmals zu wechselndem Xylol.

Neuroglia blau, ebenso die Kerne. Das Bindegewebe und
ebenso Fibrin farben sich manchmal mit. Manchmal versagt die
Methode ganz und gar.

Nach WimMMmER soll die Farbung noch etwas sicherer gelingen,
wenn man in Alkohol hirtet, in Paraffin einbettet, die entparaffi-
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nierten Schnitte in die Gliabeize legt und die Reduktion statt in der
von WEIGERT angegebenen Ldsung in 2proz. Resorzinlosung bei
Brutwiarme vornimmt.

Methode von Howrzer.

1. Formalinhértung, Gefrierschnitte.

2. Einlegen auf 1—2 Minuten in folgende Liosung:

1proz. wisserige Phosphormolybdinsiurelésung . 10,0
96 proz. Alkohol . . . . . . . . .. .. L. 10,0
Eisessig . . . . . . . ... .. ... 1-—2 Tropfen.

3. Aufziehen auf Objekttrager, andriicken mit FlieBpapier, das
mit einer Mischung von 2 Teilen absolutem Alkohol und 8 Teilen
Chloroform getrankt ist.

4. Sehr rasches Aufgiefen folgender Lisung:

Krystallviolett. . . . . 05¢g
Absol. Alkohol . . . . 22,0¢cem
Chloroform . . . . . . 8,0 ,,

5. Sehr rasches UbergieBen mit:

10proz. Bromkaliumlésung 60 cem
lproz. Natronlauge . . . 10 Tropfen.
So lange auftropfen, bis der Schnitt blauschwarz wird.
6. Sorgfaltiges Abtrocknen mit FlieBpapier.
7. Differenzieren in
Anilin . . . . . . .. 4 cem
Chloroform . . . . . . 6 ,,
5 proz. Natronlauge. . 4 Tropfen
(stark schiitteln, filtrieren; nur 1 Tag haltbar).
Die Methode erfordert rasches Arbeiten; man stelle sich daher
alle Losungen vorher bereit.

8. Knochen.

Die mikroskopische Untersuchung frischen unentkalkten
Knochens ist unbequem, aber sollte womdglich niemals unter-
bleiben, da Hértung und Entkalkung vielerlei verdndert; besonders,
wenn es sich um Feststellung des Kalkgehaltes handelt, ist die
Untersuchung unentkalkter Stiickchen anzuraten. Sehr weiche
(rachitische und osteomalazische) Knochen lassen sich in unent-
kalktem Zustande oft schon mit dem Gefriermikrotom schneiden.
Von hirteren Knochen sind in vielen Féllen mit dem Skalpell kleine
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Schnitte zu gewinnen; aus spongiosem Knochen breche man mit der
Pinzette kleine Stiickchen heraus.

Fixierung in allen Fillen am besten in OrTascher Losung.
Entkalkungsmethoden siehe S. 18. Kommt es auf das Studium der
Verkalkungs- und Entkalkungsprozesse an, so ist anzuraten, die
Schnitte nicht mit einem der S.18 angegebenen Verfahren voll-
stindig, sondern unvollstdndig in Miillerscher Fliissigkeit
zu entkalken. Man lege 2—4 mm dicke Knochenscheibchen
mehrere Wochen bis Monate in nur selten zu wechselnde Miillersche
Losung, bis sie etwa wie hartes Holz schneidbar geworden sind.
Alsdann auswéssern und nachhérten in Alkohol. Celloidin-
einbettung. Férben mit Hamatoxylineosin oder nach van Gieson,
auch Schwarzung des Kalks mit Argentum nitricum (siehe S. 48).
Fiir vollsténdig entkalkte Knochen ist Farbung mit Hématoxylin-
Eosin, Methylenblau-Eosin, van Gieson, Karmin-Pikrinsiure an-
gebracht. Nach der Eosinfirbung lasse man die Schnitte noch
einige Stunden in Wasser liegen, bevor sie in Alkohol kommen. Die
vor der KEntkalkung kalklos gewesenen Knochenpartien sind
leuchtend rot geférbt; sicheren Aufschluff iiber die Kalkverteilung
gibt diese Methode aber nicht. Umgekehrt lassen sich die ver-
kalkt gewesenen Stellen mit der Bestschen Glykogenmethode
(siehe S. 44) rot farben. Die Objekte miissen mit Salpetersiure oder
Formalin-Ameisenséure entkalkt, danach 24 Stunden mit Hproz.
Natriumthiosulfatlosung behandelt und griindlich ausgewéssert
sein. Gefrierschnitte.

Darstellung der Knochenkorperchen nach ScHMORL.

1. Fixierung beliebig, nur nicht Sublimat.

2. Beliebige Entkalkung.

3. Gefrierschnitte oder Einbettung in Celloidin.

4. Wassern eine Viertelstunde.

5. 10 Minuten fiarben mit folgender Losung:

Konz. wisserige Losung von Thionin in 50proz. Alkohol. 1,0
Dest. Wasser . . . . . . . . ... ... .. .. 10,0

6. Abspiilenin Wasser, 1,—1 Minute einlegen in heil gesittigte,
nach dem Erkalten filtrierte wisserige Losung von Pikrinsiure,
abspiilen in Wasser.

7. Differenzieren in 70proz. Alkohol, bis keine stérkeren blau-
griimen Farbstoffwolken mehr aufsteigen (5—10 Minuten). Sind
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noch zu reichliche blaue Niederschldge (auBerhalb der Knochen-
kérperchen) vorhanden, so kann man sie durch Einlegen in Wasser
fiir 5—1 Stunde beseitigen.

Die Knochensubstanz ist gelb, die Knochenhéhlen dunkelbraun
bis schwarz, die Zellen rotlich.

Ebenso wie Knochen werden auch Zahne untersucht. Hartung
und Entkalkung am besten in Formalin-Ameisensiure, Einbettung
in Celloidin. Féarbung mit Hamatoxylin-Eosin und nach van
Gieson.

9. Muskeln, Sehnen, Schleimbeutel.

Frisch zu untersuchen an Zupfpriparaten.

Hartung beliebig, am besten in Orthscher Losung; Sublimat-
gemische sind zu vermeiden, da sie die Muskeln triilbe machen.
Celloidineinbettung unbedingt vorzuziehen. Farbung am besten
nach van Gieson (vgl. auch Protoplasmafarbungen S.34). Bei
Gichtablagerungen Héartung in absolutem Alkohol, Einbettung in
Paraffin, Farbung in alkoholischer Vesuvinlosung (ohne Beriihrung
mit Wasser).

10. Lungen.

Frische Praparate von der Lunge fertigt man in der Weise an,
da man mit einer gebogenen Schere kleine Stiickchen entnimmt,
auf dem Objekttrager an einem Ende mit einer Nadel festhalt und
nun mit dem Messerriicken oder einem Spatel sanft dariiber hinweg-
streicht, um die Luftblischen aus den Alveolen zu entfernen. Zusatz
von Natronlauge ist bei Fettembolie zu empfehlen. Will man den
Alveolarinhalt untersuchen (z. B. bei Pneumonie, Fruchtwasser-
aspiration), so fertige man Abstreifpraparate.

Hartung, Fixierung und Einbettung beliebig. Zur Fixierung
von Odem wende man die Kochmethode an. Zum Nachweis von
Fett (Fettembolie, Fruchtwasseraspiration) firbe man Gefrier-
schnitte mit Sudan oder Fettponceau oder hirte nach Flemming.
Farbung auf elastische Fasern ist nie zu unterlassen.

11. Schilddriise und Hypophyse.

Hértung, Fixierung und Einbettung beliebig. Farbung nach
van Gieson und mit Hématoxylin-Eosin, bei der Hypophyse auch
mit Methylgriin-Pyronin und mit Eisenhimatoxylin nach Heiden-
hain.
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12. Leber.

Zur frischen Untersuchung fertige man Doppelmesserschnitte.

Hértung beliebig, Einbettung ist meist nicht notig. Kommt es
auf den Nachweis von Glykogen an, so hérte man in absolutem
Alkohol und bette in Celloidin ein. Bei Lebercirrhose ist die van
Giesonsche Methode zu empfehlen. Zur Darstellung des Binde-
gewebes gebrauche man die Methoden von MALLORY (s. S. 38) und
BIELSCHOWSKY (8. S. 56).

13. Pankreas und Speicheldriisen.

Hértung, Farbung und Einbettung beliebig.

Fettgewebenekrosen des Pankreas kann man griin férben,
indem man das Praparat nach Formalinfixierung 2—4 Tage bei
Brutwéirme in die WErGErTsche Neurogliabeize (s.S.59) oder in
gesittigte wisserige Kupferazetatlosung einlegt. Das gleiche kann
mit Gefrierschnitten geschehen; bei diesen ist jedoch nur 12—14
Stunden Einwirkung erforderlich. Firbt man nach derartiger
Beizung die Gefrierschnitte mit Sudan und H#matoxylin, so
werden die Kerne blau, das normale Fett rot, die nekrotischen
Teile griin.

14. Nieren.

Zur Anfertigung frischer Priparate Doppelmesserschnitte,
auch kleine Scherenschnitte, wenn es auf ganz kleine Bezirke
(z. B. Konkrementinfarkte in den Papillen) ankommt.

Héartung und Farbung beliebig, Einbettung wiinschenswert
wegen des leichten Ausfallens vieler Epithelien und Glomeruli im
Gefrierschnitt. Zum Nachweis von Glykogen oder Gichtablagerungen
Hartung in absolutem Alkohol, Celloidineinbettung; bei Gicht-
ablagerungen Férben in alkoholischer Vesuvinlosung.

15. Nebennieren.

Hartung beliebig, am besten in Orthscher Losung, welche die
chromaffinen Zellen braun firbt, jedoch gelingt die Chromreaktion
nur an Material, das hochstens 12 Stunden nach dem Tode eingelegt
ist. Einbettung und Férbung beliebig. Kommt es auf die chrom-
affinen Zellen an, so sind Gefrierschnitte und GlyzerineinschluB vor-
zuziehen, da eine schwache Braunung in Balsam schlecht sichtbar
ist und durch Einbettung ganzlich verloren gehen kann.
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16. Geschlechtsapparat.

Frische Untersuchung kommt nur bei Auskratzungen des
Uterus wesentlich in Betracht; vgl. dariiber den folgenden Abschnitt.

Hartung, Einbettung, Farbung beliebig. Bei Prostata, Uterus
und Tube ist die van Giesonsche Firbung zu empfehlen, bei
Hoden und Nebenhoden Farbung auf elastische Fasern.

17. Auge.

Fixierung in Formalin, Orthscher, Zenkerscher, Hellyscher
Mischung. Um das Eindringen der Fixierungsfliissigkeiten zu er-
leichtern, macht man kleine Einschnitte in die Sklera oder
schneidet nach Anhértung kleine Fenster aus ihr heraus. Nach
vollendeter Hartung wird der Bulbus mit einem scharfen Messer
halbiert. Einbettung in Celloidin oder Gelatine.

Farbung beliebig. Fiir Optikus und Retina siehe die fiir das
Nervensystem angegebenen Methoden.

Zur Vergoldung der Hornhautkorperchen dient fol-
gendes Verfahren. Die unfixierte Cornea kommt moglichst frisch
im Dunkeln fiir 2 Stunden und linger in eine 1 proz. Lisung
von Goldchlorid, darauf 24 Stunden in ein 1proz. Ameisen-
sdurelosung. In dieser wird sie alsdann 6—8 Stunden hellem Sonnen-
licht ausgesetzt, bis sie rotviolett geworden ist. Wird die Ameisen-
sdurelosung dunkel, so wechselt man sie, ohne das Praparat stirker
zu bewegen. EinschluB in Glyzerin ohne Auswaschen. Metall-
instrumente sind zu vermeiden. Hornhautkorperchen dunkelrot
bis dunkelviolett. Die Methode ist unsicher.

18. Ohr.

Nach Entleerung der Schédelhohle wird das Felsenbein heraus-
gesdgt, die Schlédfenbeinschuppe dicht iiber dem Tegmen tympani
abgesagt, eventuell auch noch die Felsenbeinspitze abgetrennt.
Fixierung am besten in Orthscher Losung unter mehrfachem
Wechseln 2—3 Wochen. Entkalkung moglichst schonend (niedrige
Konzentration der Sauren, ofter wechseln, lingere Zeit einwirken
lassen). Griindliches Entsduern und Auswissern. Dann heraus-
schneiden der zu untersuchenden Stiicke, Celloidineinbettung.
Farbung insbesondere mit Hamatoxylin-Eosin und nach van
Gieson.
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Untersuchung von Probeexzisionen,
Auskratzungen und Geschwulstteilehen.

Ist einigermalen geniigendes Material vorhanden, so unter-
lasse man nie die Untersuchung in frischem Zustande, wobei oft
schon eine Diagnose zu stellen ist, z. B., wenn es sich um ausge-
gekratzte Abortreste handelt. Etwas grofere und resistente
Stiickchen schneide man nach Formalinhdrtung mit dem Gefrier-
mikrotom. Bei der Kleinheit der Objekte gentigen oft 1—2 Stunden
Fixierung bei Brutwdrme. Sonst wende man die S. 21 beschriebene
Schnelleinbettung an, da meist eine rasche Diagnosenstellung er-
wiinscht ist. Handelt es sich um Untersuchung sehr zahlreicher
kleiner Brockchen, die nicht einzeln mit der Pinzette aus einer
Fliissigkeit in die andere iibertragen werden konnen, so zentrifu-
giert man zweckmaBig vor jedem Fliissigkeitswechsel, gieBt die
alte Fliissigkeit ab und setzt neue hinzu. In jeder neu aufgegossenen
Fliissigkeit muB das Material gut durchgeschiittelt werden. SchlieB-
lich gieBt man von dem geschmolzenen Paraffin, in dem sich
die Objekte befinden, den oberen Teil vorsichtig ab und schiittet
den Rest mit dem zu untersuchenden Material in das zur Ein-
bettung dienende Gefaf. Die Schnitte miissen selbstverstédndlich
aufgeklebt werden. Féarbung beliebig. Ist das zu untersuchende
Gewebsstiick ganz oder groBtenteils nekrotisch, so geben die Fir-
bungen nach van Gieson und auf elastische Fasern oft noch Auf-
schliisse, die zur Diagnose dienlich sind.

Sind Geschwulstzellen in Punktionsfliissigkeiten oder im Aus-
wurf nachzuweisen, so untersucht man sowohl im frischen Praparat
wie an Ausstrichpriparaten, die man wie Blutpraparate fixiert
und farbt. Uber die Behandlung auf dem Transport eingetrockneter
Gewebsproben s. S. 18.

Untersuchung von Parasiten.
1. Bakterien.

Man untersucht in frischem Zustande, indem man eine Spur
des zu untersuchenden Materials in Kochsalzlosung zwischen
Objekttrager und Deckglas sich ausbreiten laBt, oder noch besser
im héngenden Tropfen (s. S.13). Untersuchung am besten mit
Immersion, eventuell im Dunkelfeld.

Beitzke, Taschenbuch. 5)
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Zur Anfertigung gefiarbter Praparate (Trockenpriparate)
streiche man moglichst wenig des zu untersuchenden Materiales
moglichst diinn auf ein Deckglas oder einen Objekttrager aus, lasse
lufttrocken werden und ziehe alsdann das Praparat zwecks Fixierung
dreimal rasch mit der bestrichenen Seite nach oben durch die
Flamme eines Bunsenbrenners oder langsam durch eine Spiritus-
flamme. Zum Festhalten der Ausstrichpréparate bei den Férbe-
prozeduren bedient man sich zweckmafig der CorneTschen Klemm-
pinzette. Man farbt ausschlieBlich mit Anilinfarben, und zwar mit
wisserig - alkoholischen Losungen. Besonders empfehlenswert ist
das LorrLERsche Methylenblau:

Konz. alkohol. Methylenblaulgsung. . . . 30
0,01 proz. Kalilauge . . . . . . . . .. 100

Ferner zehnfach verdiinntes Karbolfuchsin (s. S. 67).

Die Losungen firben in %,—1 Minute. Abspiilen mit Wasser,
abtrocknen mit FlieBpapier, untersuchen in Kanadabalsam oder
Zedernol mittels Immersion.

Gramsche Farbung. 1. Farben 2—5 Minuten mit Anilin-
wassergentianaviolett, das auf folgende Weise bereitet wird:

1 ¢om Anilingl wird mit 10 cem destilliertem Wasser mehrere
Minuten kraftig geschiittelt. Man 148t einige Minuten absetzen und
filtriert durch ein gut angefeuchtetes Filter. Zu dem klaren
Filtrat, das keine Oltropfchen mehr enthalten darf, setze man
1—2 cem konz. alkoholische Gentiana- (oder Methyl-)violettlosung.
Tiltrieren. Die Losung hélt sich hochstens acht Tage und ist vor
jedesmaligem Gebrauche zu filtrieren. Statt des Anilinwasser-
gentianavioletts kann man auch das folgende, in gut verschlossener
Flasche lange haltbare Gemisch benutzen:

Gesidttigte alkoholische Gentianaviolettlosung . . 25,0
5proz. Formalinlgsung . . . . . . . . . . .. 75,0

2. Nach der Farbung abspiilen in Wasser.

3. Jodjodkaliumlosung eine Minute.

4. AbgieBen (nicht abspiilen) und differenzieren mit abso-
lutem Alkohol, bis das Praparat keine blaue Farbe mehr abgibt.

5. Ganz kurzes Nachfirben mit zehnfach verdiinnter Karbol-
fuchsinlosung. Abspiilen mit Wasser.

Mit dieser Methode firben sich dunkelblau: Staphylokokken,
Streptokokken, Pneumokokken, Mikrokokkus tetragenus, Bacillus
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pyocyaneus, Tetanusbazillen, Milzbrandbazillen, Diphtherie-
bazillen, Leprabazillen, Tuberkelbazillen. Es fiarben sich nicht
(bzw. durch die Nachfirbung rot): Meningokokken, Gonokokken,
Pneumoniebazillen, Rhinosklerombazillen, Bacterium Proteus,
Typhusbazillen, Bacterium coli, Uleus molle-Bazillen, Influenza-
bazillen, Pestbazillen, Rotzbazillen, Choleravibrionen.

Tuberkelbazillenfarbung. Das hiezu erforderliche Kar-
bolfuchsin wird auf folgende Weise bereitet: Man verreibe 1¢
Fuchsin im Mérser mit 5 cem Acidum carbolicum liquefactum, fiige
10 cem absoluten Alkohol und weiter unter stdndigem Umriihren
90 cem destilliertes Wasser hinzu. Filtrieren, am besten vor jedem
Gebrauche abermals.

1. Farben mit Karbolfuchsin unter Erhitzen bis zur Blasen-
entwicklung, 1—2 Minuten.

2. Erkalten lassen, abspiilen mit Wasser.

3. Differenzieren in Salzséurealkohol, bis kein roter Farbstoff
mehr abgegeben wird. Abspiilen in Wasser.

4. Kurze Nachfiarbung mit Methylenblau, abspiilen in Wasser.

Tuberkelbazillen rot, alles iibrige blau. Ebenso sind farbbar
die Leprabazillen, auch einige im Smegma vorkommende
Bazillen; letztere geben jedoch bei etwas lingerem Differenzieren
in Salzséurealkohol die rote Farbe wieder ab und farben sich mit
der blauen Gegenfarbe, was die Tuberkelbazillen niemals tun.

Farbung der granuliren Tuberkelbazillen und der Lympho-
granulombazillen nach MucH:

1. Erwérmen bis zum Sieden oder 24—48 Stunden bei Brut-
wirme in folgender Losung:

Methylviolett BN in gesittigter alkohol. Losung . . 10c¢em
2proz, Karbolwasser. . . . . . . . . . . . ... 100 ,,

2. Jodjodkaliumlosung 1—5 Min.

3. D proz. Salpetersdure 1 Min.

4. 3 proz. Salzsdure 10 Sek.

b. Entfarben in Azeton-Alkohol aa.

Granula und Bazillen schwarzblau.

Farbung der Bakterien in Schnittpréaparaten. Al-
koholhdrtung ist unter allen Umstinden zu bevorzugen; auch
Sublimat ist brauchbar, Formalin gibt oft MiBerfolge. Einbettung
am besten in Paraffin. Handelt es sich um Tuberkelbazillen, so

5*
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farbe man nach der oben angegebenen Methode, nur dal man
15—1 Stunde bei Brutwirme oder 24 Stunden kalt firbt. Nach
dem Differenzieren in Salzsdurealkohol und Auswaschen 148t man
eine schwache Kernfirbung mit Hématoxylin oder Methylenblau
folgen. Bei Bakterien, die sich nach Gram dunkelblau farben (s. oben),
wende man die Gramsche Methode oder auch die Weigertsche
Fibrinfarbemethode (s. S. 40) an; Vorfiarbung der Kerne mit Alaun-
karmin oder Lithionkarmin, die Nachfirbung mit Fuchsin fallt
dann selbstverstindlich fort. Alle iibrigen Bakterien farbe man
im Schnitt mit polychromem Methylenblau. Man kann die Farbung
kraftiger und haltbarer machen, wenn man vorher auf elastische
Fasern nach Weigert firbt, was besonders bei sechlecht im Schnitt
darstellbaren Bakterien (Gonokokken, Streptobazillen des weichen
Schankers) erwiinscht ist. Noch besser beizt man nach Z1ELER vor
der Methylenblaufdrbung 8—24 Stunden in folgender Losung:

Orcein D (Hollborn, Leipzig) . .. 019¢
Offizinelle Salpetersiure . . . . . . 2,0 cem
70 proz. Alkohol . . . . . . . .. 100,0 ,,

spiilt kurz in 70 proz. Alkohol ab und bringt die Schnitte in destil-
liertes Wasser, aus dem sie auf 1% —1 Stunde in die polychrome
Methylenblaulosung kommen. Differenzieren in Glyzerindther.
Celloidin ist vor der Farbung zu entfernen. Gute Bakterienfirbungen
erhilt man oft auch mit der Giemsaschen oder May-Griinwaldschen
Losung. Die Technik ist dann dieselbe wie bei den Blutfarbungen
S. b3.

2. Strahlenpilze.

Zur frischen Untersuchung fische man aus dem Eiter die
makroskopiseh sichtbaren Kornchen heraus und untersuche in
Kochsalzlosung mit schwacher bis mittelstarker VergroBerung.

Ausstrichpréparate lassen sich ohne Zerstorung der Drusen
nicht anfertigen.

Schnittpraparate (Alkoholhdrtung, Paraffineinbettung) firbt
man nach ScHLEGEL sehr einfach folgendermaBen:

1. Vorfiarbung mit Himatoxylin.

2. Farben 4—5 Stunden in geséttigter alkoholischer Eosin-
losung im Brutofen. Aktinomyecesdrusen leuchtend rot.

Die Kolben der Drusen werden durch Eisenhimatoxylin nach
Weigert und durch die Fischlersche Methode zum Fettsaurenachweis
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geschwirzt. Nach van Gieson erhilt man manchmal eine braunrote
Firbung der Kolben.

3. SproBpilze.

Die Technik der frischen wie der Ausstrichpréparate ist ganz
wie bei den Bakterien. Eine Anzahl Hefepilze firben sich nach
Gram, darunter der beim Menschen parasitir vorkommende Soor-
pilz; er kann also auch in Schnitten mit der Gramschen Methode
dargestellt werden. Fiir die die Gramfarbung ablehnenden Hefe-
arten hat Busse folgende Schnittfarbung angegeben:

1. Vorfirben mit Himatoxylin.

2. Farben mit 20fach verdiinntem Karbolfuchsin 15,—24 St.

3. Differenzieren in 60 proz. Alkohol (unter dem Mikroskop
kontrollieren).

Nicht alle Hefezellen werden rot.

4. Fadenpilze.

In frischem Zustande zu untersuchen in einer Mischung von
Alkohol und Glyzerin aa, der einige Tropfen Ammoniaklosung zu-
gesetzt sind, da die Fadenpilze sich nicht mit Wasser benetzen
lassen. Gefidrbte Ausstrichpriparate sind entbehrlich. In Schnitt-
préparaten farben sich die beim Menschen besonders héufig vor-
kommenden Schimmelpilze mit polychromem oder Lofflerschem
Methylenblau, in der Regel auch mit Himatoxylin, besonders nach
Heidenhain.

Untersuchung auf der Haut schmarotzender Pilze (wie Mikro-
sporon furfur) geschieht am besten in Glyzerin, dem man eine Spur
Methyl- oder Gentianaviolett zugesetzt hat.

5. Spirochéaten.

Die Untersuchung im frischen Zustand im Dunkelfeld (s. S. 8),
besonders wenn es sich um lebende Spirochéiten handelt, ist der
im gefarbten Ausstrichpraparat vorzuziehen.

Die moglichst diinnen Ausstrichpriaparate werden nicht in
der Flamme, sondern wie Blutpriparate fixiert. Die diinnen Spiro-
chitenarten (Sp. pallida, icterogenes) firben sich schwer. Mit Giemsa-
losung (je 1 Tropfen auf 1 ccm neutrales destilliertes Wasser, peinlich
sauberes, séurefreies MischgefiB, jedesmal frisch zubereiten!) firbt
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man 1%—1 Stunde; iiberfarbte Priparate konnen in destilliertem
Wasser differenziert werden. Trocknen. Spirochéiten rotviolett.
Die Priiparate halten sich am besten in Paraffinum liquidum.
BrokeRrsche Methode:
1. Fixierung der lufttrockenen Priparate in

Formalin . . . . .. 20
Eisessig . . . . . . . 1
Aq. dest. . . . . .. 100

2. Abspiilen in Wasser 10 Sek.

3. Beizen in 10 proz. Tanninlosung, der man 1%, Karbolséure
zugesetzt hat, unter leichtem Erwarmen 15, Min.

4. Abspiilen in Wasser Y5 Min., Karbolfuchsin unter leichtem
Erwérmen %% Min.

5. Abspiilen in Wasser, trocknen. Spirochéten rot.

Die dickeren Rekurrensspirochiten lassen sich auch mit Karbol-
fuchsin ohne vorherige Beizung gut fiarben. Um eine allzu starke
Farbung der roten Blutkorperchen zu verhindern, behandelt man
vorher das fixierte Préiparat 10 Sek. lang mit 5 proz. Essigsiure, die
man abspiilt.

Nachweis in Schnitten: 1. Fixierung moglichst kleiner Stiicke
in Formalin 1—2 Tage.

2. 96 proz. Alkohol 24 Stunden.

3. Einlegen in destilliertes Wasser, bis die Stiicke untersinken.

4. Einlegen in 2 proz. Argentum nitricum-Losung auf sechs Tage
bei Brutwérme.

b. Abspiilen in destilliertem Wasser, reduzieren zwei Tage
bei Zimmerwéirme in folgender Mischung:

Pyrogallussiure . . . . . . 4
Formalin . . . . . . . .. b
Dest. Wasser . . . . . . . 100

6. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser, einbetten
in Paraffin,

Alle diese Prozeduren sind im Dunkeln auszufiihren, da sonst
massenhaft Niederschléige entstehen. Man klebe moglichst diinne
Schnitte auf, entparaffiniere in Xylol und schlieBe in Balsam
ein. Spirochiten schwarz. Auch feine Nervenfasern werden mit-
unter geschwirzt, ebenso Zellgrenzen, und konnen zu Verwechs-
lungen mit Spirochéiten Anlaf geben. Glia- und Bindegewebs-
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fasern werden nur gebrdunt. Die Préiparate miissen im Dunkeln
aufbewahrt werden, da die Silberimprégnation im Lichte zugrunde
geht. Will man behufs anderweitiger Farbung die Silberimprég-
nation entfernen, so lege man die Schnitte in die Weigertsche
Borax-Ferrizyankaliumlosung, bis sie farblos geworden sind. Da-
nach griindliches Auswaschen.

Bei Untersuchung des Zentralnervensystems auf Spirochéten
ist es ratsam, vor der Fixierung zunichst aus moglichst vielen ver-
schiedenen Stellen kleine Proben zu entnehmen und nach Zerreiben
in Kochsalzlosung im Dunkelfeld auf Spirochéten zu untersuchen.
Aus Stellen mit reichlich Parasiten schneide man kleine Stiicke
heraus, und zwar etwas dicker als sonst (5—7mm). Hartung
1—2 Wochen in Formalin, Weiterbehandlung wie oben. In den
duBeren Schichten der Stiicke finden sich reichlich Niederschlige
sowie Mitfarbung der Nerven- und Gliafasern; tiefer im Innern
stoBt man auf Schichten mit isolierter Schwirzung der Spiro-
chéten.

NogucHr empfiehlt fiir das Zentralnervensystem folgendes
Verfahren:

1. Formalinhdrtung des ganzen Gehirns. Herausschneiden
5—7mm dicker Stiicke (oder Verfahren wie vorstehend).

2. Einlegen fiir 5 Tage in

Formalin . . . . . . . .. 10
Pyridin . . . ... . ... 10
Azeton . . . . . . .. .. 25
Absol. Alkohol . . . . . . . 25
Ag. dest. . . .. ... .. 30

3. Auswaschen in mehrmals gewechseltem destillierten Wasser
24 Stunden lang.
4. 96 proz. Alkohol 3 Tage lang.
5. Wie 3.
6. Versilbern wie oben.
7. Auswaschen in destilliertem Wasser 2 Stunden.
8. Formalin-Pyrogallussdure wie oben.
9. Wie 7.
10. 80 proz. Alkohol 24 Stunden.
11. Mehrfach zu wechselnder 96 proz. Alkohol 3 Tage.
12. Absol. Alkohol 2 Tage. Einbetten in Paraffin.
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6. Protozoen.

In frischem Zustande untersuche man in denjenigen Fliissig-
keiten, in denen sich die Protozoen im Korper vorfinden. Physio-
logische Kochsalzlgsung ist meist schon nicht indifferent, reines
Wasser oder gar schwache Laugen oder Siuren zerstoren die zarten
Gebilde sofort. Will man also z. B. Darmamében untersuchen,
so darf der Darm zuvor keinesfalls mit Wasser in Beriihrung ge-
kommen sein. Zum Studium der lebenden Protozoen ist ein heiz-
barer Objekttisch erforderlich.

Ausstrichpraparate werden, wenn Blutparasiten (Malaria-
plasmodien, Trypanosomen) vorliegen, ebenso wie Blutpraparate
(siehe diese) behandelt. Beim Ausstreichen des Blutes vermeide
man moglichst jeden Druck. Neben der Trockenfixierung ist
Fixierung der feuchten Ausstriche 20 Minuten lang in Sublimat-
alkohol (gesattigte wisserige Sublimatlosung 2, absoluter Alkohol 1),
danach ebenso langes Auswaschen in jodhaltigem Alkohol zu
empfehlen. Féarbung nach Giemsa oder May-Griinwald, auch mit
Pappenheims panoptischer Methode; bei dieser gibt eine Ver-
langerung der Farbung mit der verdiinnten Giemsalosung (unter
Nr. 3) auf 1—2 Stunden besonders gute Resultate. Die Parasiten
sind blau, ihr Chromatin rot.

Sind nur wenige Parasiten vorhanden (alte Malariafalle), so
wendet man die Methode des ,,dicken Tropfens‘ an.

1. Ausbreiten dicker Blutstropfen mit einem Glasstab auf gut
gereinigtem Objekttriger.

2. In horizontaler Lage gut lufttrocken werden lassen (3 bis
4 Stunden und linger).

3. Farben ohne fixieren mit Giemsaldosung (1 Tropfen auf
1 cem neutrales destilliertes Wasser) 30 Minuten. Am besten legt
man den Objekttrager mit der Schichtseite nach unten auf ein ganz
mit der (frisch bereiteten) Farblosung gefiilltes Uhrschalchen, so
daB die Unterseite gut benetzt wird. Nach einigen Minuten geht
das Hamoglobin wolkenartig in Losung.

4. Sehr vorsichtiges Abspiilen mit destilliertem Wasser; von
dem an der Oberfliche sich bildenden, schillernden Héutchen darf
nichts an die bestrichene Seite kommen, da sonst stérende Nieder-
schldge entstehen.
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b. Trocknenlassen durch schriges Anlehnen an eine Wand
(nicht abtupfen).

Ausstrichpriparate von Amoben miissen besonders vorsichtig
angefertigt und unter allen Umsténden feucht fixiert werden, am
besten in Sublimatalkohol (siehe oben). Farbung nach Giemsa oder
Heidenhain; Weiterbehandlung wie bei aufgeklebten Schnitten (also
nicht trocknen!).

Zum Nachweis von Protozoen in Schnittpriaparaten ist
moglichst lebensfrische Fixierung in Sublimat oder Zenkerscher
Losung erforderlich; auch Formalin und Alkohol ermdglichen gute
Farbungen, lassen aber die Parasiten stérker schrumpfen. Es
empfiehlt sich, bei der Einbettung (Paraffin) die Entwisserung
in der Alkoholrethe mdoglichst schonend vorzunehmen, indem
man die Konzentration nur langsam ansteigen ldB8t. Diinne
Schnitte. Farbung nach Giemsa (siehe S.53), mit Hamatoxylin-
Eosin, nach Heidenhain. Améoben lassen sich auch mit Methyl-
griin-Pyronin oder mit der Bestschen Glykogenmethode dar-
stellen.

Zur Farbung der Negrischen Korperchen bei Lyssa fixiere
man Stiickchen aus den mittleren Teilen des Ammonshorns in
Sublimat oder Zenkerscher Losung und bette in Paraffin ein. Diinne
Schnitte. Methode von StuTZER:

1. Farben je nach der Dicke der Schnitte 5—15 Minuten in
Lofflerschem Methylenblau, das bis zur Durchsichtigkeit mit
destilliertem Wasser verdiinnt ist.

2. Kurzes Abspiilen in destilliertem Wasser, differenzieren in
1proz. Tanninlésung, verfolgen unter dem Mikroskop. Sobald die
Nervenzellen deutlich hervortreten, abspiilen mit destilliertem
Wasser.

3. Trocknen mit FlieBpapier, rasches Durchfiihren durch
Alkohol und Xylol in Balsam.

Negrische Korperchen rotlichviolett, Ganglienzellen blau.

7. Hohere tierische Parasiten.

Handelt es sich um Untersuchung von Fliissigkeiten auf Be-
standteile bezw. Eier von Parasiten, so sedimentiere oder zentri-
fugiere man und fertige frische Priparate. Gewebsbrocken werden
zerzupft, eventuell nach vorheriger Entkalkung.



74 Untersuchung von Parasiten.

Muskeltrichinen isoliert man durch vorsichtiges Zerzupfen und
behandelt bei vorhandener Verkalkung mit Hproz. Salzsdure.

Zur Untersuchung in Geweben eingeschlossener Parasiten oder
Parasitenteile ist Hirtung, Einbettung und Féarbung beliebig.
Wenn das Korpergeriist der Parasiten chitinhaltig ist, wie z. B. bei
Milben, 148t sich die Tuberkelbazillenfarbung anwenden. Manchmal
148t starke Eosinfarbung (siehe Strahlenpilze S.68) die Teile des
Parasiten gut hervortreten.



Anhang.

Konservierung makroskopischer Prdparate in den
natiirlichen Farben.

Bei Konservierung der natiirlichen Farben kommt es wesentlich
auf die Erhaltung des Blutfarbstoffes und des Fettes an. Die
Praparate (oder wenigstens die Flichen, die gezeigt werden sollen),
diirfen daher zuvor nicht mit Wasser in Berithrung kommen, da
Wasser das Hamoglobin veréindert und teilweise auszieht. Mehrere
Methoden stimmen iiberein in der nacheinanderfolgenden Ein-
wirkung von Formalin, Alkohol und Glyzerin. In Formalin wird
der Blutfarbstoff in saures Hamatin verwandelt, das in Alkohol in
das rote alkalische Hamatin umschligt. Dieser chemische Vorgang
kann unterstiitzt werden durch verschiedene Zusitze zu der For-
malinlosung, unter denen der von Pick empfohlene (kiinstliches
Karlsbader Salz) der billigste, der von KAISERLING angegebene der
giinstigste ist; auch soll durch den Salzzusatz der zu starken Aus-
laugung der roten Blutkorperchen durch die hypotonische Formalin-
16sung vorgebeugt werden. Dauerndes Verweilen in Alkohol wiirde
den Blutfarbstoff schlieBlich zerstéren und das Fett losen. Die
endgiiltige Aufbewahrung der Priiparate erfolgt daher in Glyzerin,
das man zweeckméBig mit einer Kalium aceticum-Losung verdiinnt,
da Glyzerin allein die Priparate zu durchsichtig machen wiirde.

Kaiserlings Vorschrift lautet folgendermaBen:

1. Brunnenwasser . . . . . . . .. .. 4000

" Formalin. . . . . ... ... ... 800
Kal. acetic. . . . . . . . . . ... 8b
Kal. nitric.. . . . . . . . . . . .. 45

2. 80—90 proz. Alkohol

3. Dest. Wasser. . . . . . . . . . .. 900
Kal. acetic. . . . . . . . . . . .. 200

Glyzerin . . . . . . . . ... . . 300
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In der ersten Losung bleiben die Praparate je nach ihrer GroBe
1—4 Tage, bis sie ganz durchfixiert sind. Kommt es nicht auf die
Form und GroBe des ganzen Organes an, sondern nur auf die Schnitt-
flache (z. B. MuskatnuBleber), so begniige man sich mit einer Scheibe.
Die Priparate miissen beim Einlegen sofort in diejenige Lage ge-
bracht werden, in der sie konserviert werden sollen. Dérme werden
z. B. mit Nadeln auf Holzbrettchen gesteckt, die man auf der
Loésung schwimmen laBt, so dafl die Praparate eintauchen, oder
werden mit Nadel und Faden auf langen Glasplatten befestigt, die
man in hohe Glaser stellt. Durch Unterlegen bezw. Umwickeln mit
Watte sorge man gegebenenfalls dafiir, daf die Fliissigkeit von allen
Seiten einwirken kann. In groBere Organe sind Einschnitte zu
machen.

Im Alkohol verweilen die Priparate so lange, bis die Farben
wiedergekehrt sind (moglichst nicht léinger!); das pflegt nach einer,
lingstens nach acht Stunden eingetreten zu sein.

Die dritte Losung wird zunéchst durch die aus dem Alkohol
hineingebrachten Priparate getriibt und mul daher mindestens
einmal gewechselt werden. Das gegebene Rezept ist nicht sche-
matisch in jedem Falle anzuwenden ; durch gréBeren oder geringeren
Zusatz von Glyzerin kann man die Priparate mehr oder weniger
durchsichtig machen und durch diese kleine Anderung ihr Aussehen
oft bedeutend verbessern. So z. B. verlangen jugendliche Knochen
viel, fibrindse und késige Pneumonie wenig Glyzerin.

Die Methode von Jores arbeitet ohne den teuren Alkohol.
Bei ihr wird das Hamoglobin durch Chloralhydrat in das leuchtend
rote Hamatoporphyrin iibergefithrt. Jores’ Vorschrift lautet:

1. Fixieren in

Formalin

Kiinstl. Karlsbader Salz
Chloralhydrat. . . . . . . 2a b0
Wasser . . . . . . .. ad 1000

In dieser Losung bleiben die Préparate etwas linger als in der
Kaiserlingschen, bis zu 8 Tagen. Gefafle gut verschlossen halten.

2. Auswaschen in flieBendem Wasser mindestens 6 Stunden.

3. Konservierungsfliissigkeit wie bei Kaiserling.

Ikterus 146t sich nicht mit diesen Methoden konservieren;
der Gallenfarbstoff wird in der Formalinlosung griin und imbibiert
meist das ganze Priparat.
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Schwierig ist die Konservierung von Harns#iure und harn-
sauren Salzen. Man darf die Priiparate nicht in die Formalin-
losung bringen, sondern setzt sie in einem verschlossenen Gef4s,
auf dessen Boden formalingetrinkte Watte liegt, mehrere Stunden
lang Formalinddmpfen aus. Einlegen in 96proz. Alkohol, bis die
Farben wiederkehren (moglichst kurz!); dem Alkohol setzt man
nach WESTENHOEFFER zweckmiBig etwas Quecksilberoxyd zu.
Aufbewahren in reinem Glyzerin, dem man Gfter zu erneuerndes
Quecksilberoxyd in einem kleinen Mullbeutelchen zusetzt.

Kalk wird durch die im kéuflichen Formalin stets enthaltene
Ameisenséure angegriffen. Handelt es sich um die Konservierung
geringer Kalkmengen (Kalkmetastasen, Kalkinfarkte), so ist gleich-
falls die Rauchermethode anzuwenden.

Wiisserige Ergiisse ersetzt man durch Gelatine, von der man
sich eine 15proz. Losung bereitet und in der Wirme klar filtriert.
Mit einem Zusatz von 0,5proz. Karbolsidure 1Bt sie sich im Eis-
schrank léngere Zeit aufheben. Himorrhagische und eitrige Er-
giisse fingt man aus einem kleinen Einschnitt auf, mischt sie mit
der geschmolzenen Gelatine und fiillt durch den Einschnitt wieder
ein. Nach dem Erstarren Hartung, nach der Hirtung Anlegung
eines Durchschnittes und geringes Nachhérten.

Konkremente und andere bewegliche Dinge lassen sich durch
Gelatine an der Stelle, wo sie vor der Hirtung aufgefunden wurden,
festkleben. Die Gelatine wird durch die Formalinbehandlung un-
l6slich und f&llt in diinner Schicht in der Konservierungsfliissigkeit
nicht auf.
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Abstrichpriparat 12.

Achromatische Spindel 34.

Achsenzylinder 56.

Adrions Verfahren bei
einbettung 23.

Aktinomyces 68.

Alaunkarmin 32,

— zur Stiickfarbung nach Schridde33.

Alkoholhdrtung 15.

Altmannsche Fixierung 18.

— Granulafirbung 36.

Ameisensiure 19, 61.

Amyloid 42.

Anilinfarbstoffe zur Kernfirbung 33.

— zur Bakterienfarbung 66.

Anilingl-Xylol 41,

Anilinwasser-Gentianaviolett 40, 66.

— -Saurefuchsin 36, 53.

Antiformin 18.

Argentum nitricum zum Nachweis
der Achsenzylinder 56.

— — zum Nachweis von Kalk im
Knochen 48.

— — zum Nachweis der Spirochite
pallida 70.

Auge 64.

Authellung von Schnittpriparaten 30.

Aufkleben von Celloidinschnitten 27.

— von Paraffinschnitten 25,

Auskratzungen, Untersuchung 65.

Ausstrichpriparate v. Bakterien 66.

— von Blut 50,

Azetonhirtung 16, 21.

Gelatine-

Bakterien 65.

Basophile Granulationen 52.

Beckers Spirochaetenfirbung 70.

Beleuchtung, kiinstliche 7.

Bendas Markscheidenfiarbung 57.

Berlinerblau-Reaktion 48.

Bests Glykogenfirbung 44.

Bielschowskys Achsenzylinderfarbung
b6.

Bindegewebsfirbungen 38.

Bismarckbraun s, Vesuvin 33, 48.

Blendung 7.

Blut 50.

Blutplattchen 50.

Bohmers Himatoxylin 31.

Busses Schnittfarbung fiir Hefen 69.

Carmin s. Karmin 32,
Celloidin, Einbettung 21.
— Schneiden 27.
Cholesterin 47.
Cholesterinester 46
Chromaffine Zellen 63,
Corpora amylacea 43.

Darm 54,

Deckgliser, Reinigung 10.

Deckglastrockenpriparate von Bak-
terien 65.

~ von Blut und Knochenmark 50.

Doppelmesser 14.

Dunkelfeld 8.
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Ehrlichs Triazidlosung 51.

Einbettung in Celloidin 21.

— in Paraffin 19.

— Schnelleinbettung 21.

Einbettungsrahmen 20.

Eisenalaunhimatoxylinfirbung nach
Heidenhain 34.

Eisenhaltige Pigmente 48.

EiweiBglyzerin 26.

Elastische Fasern 39.

Entkalkung 18, 61.

Eosin 34.

Eosinophile Granulationen 51--53.

Essigsdure z. Untersuchung frischer
Priaparate 12.

— zur Schleimreaktion 41.

Fadenpilze 65.

Farbung, Allgemeines 28.

Farbung ganzer Stiicke 33.

— vitale 38.

Fasern, elastische 39.

— kollagene 38.

Fett 45.

Fettembolie 62

Fettgewebsnekrosen 63.

Fetthaltige Pigmente 49.

Fettponceau 45.

Fettsduren 46.

Fibrin 40.

Fischlers Nachweis der Fettsiuren 46.

Fixierung v. Bakterienpriparaten 66.

— von Blutpriparaten 51.

— von Gewebsstiicken 15,

— von Protozoenpriparaten 72, 73.

Flemmingsche Losung 17.

Fliissigkeiten, Fixierung
haltiger 17.

— Untersuchung frischer 13.

— — auf Bakterien 13, 65.

— — auf tierische Parasiten 73.

Formalin 16.

Formalin-Ameisensiure 19.

eiweiB-

Formalin-Gentianaviolett 40, 66.

Formalin-Miillerlosung 16.

Formalin-Niederschlige, Entfernung
aus Schnitten 16.

Formalin-Salpetersiure zur
kalkung 18.

Frische Priparate, Untersuchung 12.

Ent-

Gallenpigment 49,

Ganglienzellen 55,

Gaylordscher Einbettungsrahmen 20.

GefiBe 54.

Gefriermikrotom 14.

Gefrierschnitte 14, 23, 24.

Gelatineeinbettung 23.

Gelenke 60.

Gentianaviolett zur Amyloidreaktion
42.

— zur Kernfirbung 33.

— Anilinwassergentianaviolett 40, 66.

Geschlechtsapparat 64.

Geschwulstteile, Untersuchung 65.

Giemsas Losung 52, 68, 69.

van Giesonsche Firbung 35.

Gichtablagerungen 48, 62.

Glykogen 43.

Glyzerindthermischung nach Unna37.

Glyzerineiwei8 26.

Glyzeringelatine 30.

Gmelinsche Reaktion 49.

Gramsche Firbung 66.

Granulationen der Leukozyten
51—53.

Himatoxylin nach Bohmer 31.

— nach Ehrlich 32.

— nach Heidenhain 34.

— nach Kultschitzky 47

— nach Weigert zur Kernfirbung 32.

— nach Weigert zur Markscheiden-
farbung 57.

Hiangender Tropfen 13.

Hértung 15.
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Halls Eisenreaktion 49,

Harnsaure Salze 48.

Haut 55.

— Hornsubstanzen 43.

— Pilze 69.

Hefen 69.

Heidenhains Eisenalaunhimatoxylin
34.

Hellysche Losung 17.

Herz 54.

Hobelmikrotome 14.

Holzers Neurogliamethode 60.

Hornsubstanzen 43.

Hyalin 43.

Hypophyse 62.

Immersion, Reinigen 7.
Indophenol 45.
Instrumentarium 7.

Jodgummi 43.

Jodjodkaliumldsung zur Amyloid-
reaktion 42.

— zur Fibrinfirbung nachWeigert 40.

~ zur Gramschen Firbung 66.

— zur Mazeration 12,

— zur Neurogliafirbung 59.

Jodschwefelsdurereaktion 42.

Joressche Konservierungsmethode 76.

Kaiserlingsche Fliissigkeit 75.
Kalialaun 18.

Kalilauge 12.

Kalium aceticum 29, 75.
Kalk, Untersuchung 47.

— Entkalkung 18.

— fraglicher Gehalt der Knochen 61.
Kalkseifen 46.

Kammer, feuchte 12,
Karbolfuchsin 46.
Karbolxylol 31.

Karmin, Alaun- 32.

— Lithion- 32.

Karmin, Muei- 42.

— Glykogenfirbung 44.

Keratohyalin 55.

Kernfirbungen 31.

Kernstrukturen 34.

Kernteilungsfiguren 34.

Knochen 60.

Knochenkorperchen 61.

Knochenmark 50.

Knorpel 39.

Kochmethode 17.

Kochsalzlgsung, physiologische 12.

Kollagene Fasern 38.

Kolloid 43.

Konservierung von Schnittpraparaten
28.

— makroskopischer Priparate in den
natiirlichen Farben 75.

Kresylviolett 41.

Krystallviolett 60.

Kultschitzkys Hamatoxylin 47.

Langhanssche Glykogenreaktion 44.

Leber 63.

Leprabazillen 67.

Leukozyten 51—53.

Lichtquellen fiir
Untersuchung 7.

Lipochrome s. fetthaltige Pigmente.

Lipoidsubstanzen 45.

Lithionkarmin 32.

Lofflers Methylenblau 66.

Lubarschs Glykogenfirbung 44.

Lugolsche Losung 12, 41.

Lunge 62.

Luteinzellen 49.

Lymphdriisen 54.

Lymphogranulombazillen 67.

Lymphozyten 52.

mikroskopische

Mazeration 12, 13.
Malariaparasiten 72,
Mallorys Bindegewebsfirbung 38.
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Marchische Methode 45.

Markscheiden 57.

Mastzellen 37, 52, 53.

May-Griinwaldsche Losung 52.

Melanin 49.

Methylenblau 33, 38.

— Lotflers 66.

Methylgriin-Pyronin 37.

Methylviolett s. Gentianaviolett.

— zur Neurogliafairbung 59.

Mikrometrie 9.

Mikroskope 7.

Mikrotome 10.

Milz 54.

Muchsche Methode 67.

Mucikarmin 42,

Miillersche Losung zur Fixierung 16.

— — zur unvollstindigen Ent-
kalkung 61.

Miiller-Formalinlosung 16.

Muskeln 62.

Myelin 47.

Natronlauge 12,
Nebennieren 63.
Negrische Korperchen 73.
Nelkendl-Celloidin 23.
Nervensystem 55,
Neuroglia 58— 60.
Neutralrot 38, 47, 59.
Nieren 63.

Nigrosin 56.

Nisslsche Korner 55.
Noguchis Spirochaetennachweis 71.

Objektive 7.

Objekttriger, Reinigen 10,

Obregia-Weigerts Methode fiir Cel-
loidinserien 27.

Odem, Fixierung 17.

Ohr 64.

Ole zur Aufhellung von Schnitt-
priparaten 30.

Beitzke, Taschenbuch.

Okulare 7.

Olts Methode fiir Celloidinserien 27.

Orthsche Losung 16.

Osmiumséure-Fixierung von Blut-
priparaten 50.

Oxydasereaktion 36.

Pankreas 63.

Pappenheims panoptische Methode
52, 53.

Paraffin, Einbettung 19.

— Schneiden 24.

— Schnelleinbettung 21.

Parasiten, Untersuchung 65.

— — hohere tierische 73.

Physiologische Kochsalzlosung 12.

Picks Fliissigkeit 75.

Pigmente 48.

Pikrinsiure 34.

Plasmazellen 37.

Polarisationsapparat 8.

Polkorperchen 34.

Polychromes Methylenblau 37.

Probeexzisionen 65.

Prostata 64.

Protoplasmafirbungen 34.

Protoplasmastrukturen 36.

Protozoen 72.

Pyronin-Methylgriinfirbung 37.

Quetschpriparate 13.

Rasiermesser, Schneiden 13.
Reinigen gebrauchter Objekttriger

und Deckgliser 10.
Rekurrensspirochaeten 70.
Ringerlosung 12.

Saffranin 33, 40.
Salpetersiure, Entkalkung 18.
Salzsidurealkohol 29.
Scharlach R 45,

Schilddriise 62.
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Schimmelpilze 69.

Schlegels Aktinomyzesfirbung 68.

Schleim 41.

Schleimbeutel 62.

Schleimhiute 54.

Schlittenmikrotome 10.

Schmorls Amyloidfarbung 42.

— Darstellung der Knochenkdrper-
chen 61.

Schnelleinbettung 21.

Schnittpriparate, Doppelmesser 14.

— Gefriermikrotom 14.

— — Gelatine 23, 24.

— Rasiermesser 13.

— Schlittenmikrotom, Celloidin 27.

— — Paraffin 24.

— allgemeines iiber Firbung und
Konservierung 28.

Schriddes Nachweis von Lympho-
zytenkornelungen 52.

— Fixierung u. Durchfirbung ganzer
Stiicke 33.

Schwefelammonium zum Eisen-
nachweis 49.

Sehnen 62.

Serienschnitte, Celloidin 27,

— Paraffin 26.

Serdse Hiute 54.

Smegmabazillen 67.

Smith-Dietrichs Farbung der Lipoid-
substanzen 47.

Soorpilz 69.

Speicheldriisen 63.

Spirochaete pallida,
parat 69.

— — Schnittpriparat 70,

SproBypilze 69.

Stabilit 22.

Strahlenpilze 68.

Stiickfirbung 33.

Stutzers Firbung der Negrischen
Kérperchen 73.

Sublimatfixierung 16.

Ausstrichpri-

Sublimatalkohol 72,
Sudan IIT 45.
Supravitale Fdrbung 38.

Thionin, Schleimfirbung 41.

— Ganglienzellenfirbung 55.
Tigroid 54.

Triazidlésung 51.

Trichinen 74.

Trockenpriparate von Bakterien 65.
— von Blut 50.

Tropfen, hingender 13.
Tuberkelbazillen 67.

Umrandung von Priparaten 30.
Unnas Glyzerindthermischung 37.
— polychromes Methylenblau 37.

Vesuvin 33, 48, 62.
Vitale Farbung 38.

Weigerts Elastinfirbung 39.

— Fibrinfirbung 40.

— Hématoxylin 32.

— Markscheidenfirbung 57, 58.

— Neurogliafarbung 58.

Weigert-Obregia, Celloidinserien 25.

Westenhoeffers Konservierung harn-
saurer Salze 77,

Wimmers Modifikation der Weigert-
schen Neurogliafdrbung 59.

Xylol 19, 30.
Xylolparaffin 19.

Zihne 62.

Zeichenapparat 9.

Zenkersche Losung 17.

Zentrosome s. Polkdrperchen.

Zielers Bakterienfirbung in Schnitten
68.

Zupfpriparate 12.
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